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(57) Resumo: "DETECGAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA". A presente
invencéo refere-se ao uso de fluorescéncia éptica para detecgéo de lesdes
de pele causadas por ultravioleta, tendo aplicagdo na area médica em
diagnésticos de lesdes teciduais através da Biépsia Optica, baseada no
principio de que a luz interage de maneira diferente dependendo da
composicao e arquitetura do tecido investigado, tendo uma fluorescéncia
produzida de forma distinta entre tecidos lesados e normais. Sua grande
vantagem é a de ser ndo-invasivo e remeter resultados imediatos,
avaliando se a exposi¢do ao Ultravioleta causou danos moleculares
permanentes no tecido.
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DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA.

Refere-se a presente invengdo ao uso de fluorescéncia oOptica para
detecgdo de lesdes de pele causadas por ultravioleta, tendo aplicagdo na
area médica em diagnosticos de lesoes teciduais através da Biopsia Optica,
baseada no principio de que a luz interage de maneira diferente dependendo
da composig¢do e arquitetura do tecido investigado, tendo uma fluorescéncia
produzida de forma distinta entre tecidos lesados e normais. Sua grande
vantagem ¢ a de ser ndo-invasivo e remeter resultados imediatos, avaliando
se a exposi¢do ao Ultravioleta causou danos moleculares permanentes no
tecido.

Atualmente, o cancer de pele é o mais comum de todos os canceres
em pessoas de pele clara, ultrapassando a incidéncia de todos os outros
canceres juntos (Love et al, 1999). A exposig¢do abusiva ao sol, fonte de
radiagdo ultravioleta, pode causar nido apenas vermelhiddo e posterior
descamagio da pele, mas também alteragdes significativas que podem
comprometer o DNA. Estas alteragdes podem levar a formagdo de um
cancer e a deficiéncias do sistema imunologico, pois apenas 5% da
radiagdo ultravioleta que atinge a pele ¢ refletida, sendo o restante
absorvida pelas primeiras camadas da pele (Capella M, 2005).

A absor¢do da radiagdo ultravioleta na pele € feita por croméforos
especificos, como as proteinas, acidos nucleicos, NADH (Nicotinamida
Adelina Dinucleotideo), entre outras, acarretando alteragdes significativas
ao tecido (Trautinger F, 2001). Essas altera¢gdes podem ser agudas ou
crénicos, as queimaduras sdo consideradas um efeito agudo da radiagdo
ultra violeta, ja os efeitos cronicos podem ser observados através do
fotoenvelhecimento e da carcinogénese (Taylor, 2002). Estes danos

causados a pele incluem uma cascata de eventos bioquimicos que vao
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desde os efeitos diretos aos queratocitos, liberando citocinas como as IL-I
(Interleucina-1) e o TNF (Fator de Crescimento Tumoral). Sendo grande
parte das IL-1 armazendas no estrato cérneo € na epiderme.

Além dos queratindcitos, as células fagocitarias secretadas pelas
citocinas aumentam ainda mais o recrutamento de células inflamatorias. As
células fagocitarias recrutadas s3o ativadas pelas citocinas gerando
oxigénio reativo especifico (ROS) como parte do mecanismo de defesa.

Em sintese, essa cascata de eventos acarreta desde alteragdes
superficiais na pele e alteragdes no DNA a ativacdo do sistema
neuroendocrino, culminando em imunossupressio ¢ liberagdo de
mediadores inflamatorios. Esses aumentam a permeabilidade dos capilares
levando a infiltragdo de neutréfilos que produzem grande quantidade de
ROS, que possui um importante papel na modulagio da resposta
inflamatoria (Pilla, et al, 2004).

As ferramentas freqiientemente empregadas para a obteng¢do do
diagnostico de uma lesdo de pele é feito através da biopsia do tecido
mvestigado e exige do clinico um vasto conhecimento para identificar
lesdes suspeitas (Love, et al, 1999).

A fluorescéncia é um importante processo de emissdo em que
moléculas sdo excitados por absor¢do de radiagdo eletromagnética. As
espécies excitadas relaxam para seu estado fundamental, liberando sua
energia na forma de luz (WEST M; HOLLER FJ, 1997). Em termos simples, a
luz com um determinado comprimento de onda (comprimento de onda de
excitagdo) € absorvida pelo tecido e reemitida em um segundo
comprimento de onda maior (comprimento de onda de emissdo) que
representa menor energia. No processo de fluorescéncia a energia absorvida
¢ sempre maior do que a emitida, uma vez que existem outras formas ndo

radioativas de perda de energia.
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Alguns estudos demonstram que a fluorescéncia pode ser empregada
no estudo e identificagdo de substincias endogenas presentes na lesdo por
ultravioleta ¢ em estudos para diagndstico de diversas doengas de pele
(Anderson, 1889; Zeng et al, 1995), apresentando como vantagem o fato de
ser mais rapida e mais sensivel quando comparada ao estudo histologico
para avaliar leses causadas por ultravioleta (Tian et al, 2001).

Portanto a fluorescéncia no estudo do tecido ¢ proposta como meio
de auxihar no diagnostico de diversas lesdes de pele, desde a avaliagdo do
fotoenvelhecimento a lesdes cancerigenas até a descoberta da

caracterizagdo de outras doengas (Utz et al, 1993).

Com o intuito de solucionar estes problemas e¢ de supera-los
desenvolveu-se a presente invengdo que consiste no uso da fluorescéncia
optica para detecgdo de lesdes de pele causadas por ultravioleta, tendo
aplicagdo na area médica em diagnosticos de lesdes teciduais, através da
Biopsia Optica, com as vantagens de ndo ser invasivo e remeter resultados
imediatos, avaliando se a exposi¢do ao ultravioleta causou danos a nivel

molecular permanentes no tecido.

A invengdo poderda ser melhor compreendido através da descrigdo
abaixo em consonancia com as figura, onde:

A figura 1 representa um esquema do sistema de diagnostico por
fluorescéncia utilizado para avaliagdo da lesdo.

A figura 2 representa um grafico com o espectro de fluorescéncia
caracteristico da leitura de um tecido normal.

A figura 3 representa um grafico com o espectro de fluorescéncia
caracteristico da leitura de um tecido lesado; As setas assinalam as bandas
de emissdo caracteristicas de uma lesdo apds 24 horas, que podem ser

observadas ao redor de 630 nm ¢ 670 nm.
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A figura 4 representa um grafico com a variagdo espectral da
intensidade da fluorescéncia durante 240 horas de medida de evolugdo de
resposta da lesio.

A figura 5 representa a intensidade da fluorescéncia em fung¢do dos
tempos de medida apos lesdo ter sido causada.

A detecgdo de lesdes através da fluorescéncia € composto de um
laser para excitagdo do tecido (1), podendo ser proveniente de uma fonte de
HeCd de 442nm ou 532 nm de uma fonte de Nd:YAG dobrado ou de 632
nm fornecido por um laser de HeNe, ou outra fonte laser capaz de causar
fluorescéncia, um monocromador (2), uma fibra optica (3) € um
computador (4).

A luz proveniente do laser (1) é conduzida até o tecido (5) a ser
investigado através de uma sonda de aplicagdo (3), essa sonda € do tipo y
com uma fibra central que conduz o laser de excitagdo e seis fibras
periféricas que tem por fungdo captar a fluorescéncia. Esta fibra central (3)
que conduz a luz do laser (4) até o tecido (5) e as fibras periféricas
conduzem a fluorescéncia do tecido (5) investigado ao monocromador (2)
ligado a ao computador (4). Esse computador apresenta um software que
nos permite o processamento e armazenamento dos dados.

Para o diagnostico das lesdes por ultavioleta é utilizado um laser de
442 nm. A leitura para a obtengdo do espectro € realizada pontualmente em
contato com o tecido investigado.

Cada ponto coletado produz um espectro que ¢ arquivado no
computador, através de leituras. Esses dados sdo tratados e comparados ao
espectro de um tecido normal para avaliagdo e conclusdo do diagnostico
por espectroscopia de fluorescéncia.

A partir dos resultados obtidos para cada leitura, obtém-se o espectro

caracteristico da lesdo por ultravioleta, possibilitando diagnostica-las.
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O grafico da figura 2 demonstra um exemplo dos dados obtidos de
um tecido normal, representando a intensidade de luz em fungdo do
comprimento de onda.

O grafico da figura 3 demostra o espectro de fluorescéncia
caracteristico da leitura de um tecido lesado. As setas assinalam as bandas
de emissdo caracteristicas de uma lesdo apos 24 horas, que podem ser
observadas ao redor de 630 nm e 670 nm.

Os espectros sdo normalizados pelo pico de retro espalhamento que
ocorre no comprimento de onda de excita¢do, sendo este 0 primeiro pico
observado ( Fig.2 e 3) posicionado em 442 nm (comprimento de excitagdo).
O segundo pico observado representa o pico de fluorescéncia caracteristico
do tecido analisado, onde observamos dois picos, sendo um deles na regido
do 630 nm e o outro na regido do 670 nm (Fig. 3), que nos fornece a
informagdo de que substincias diferentes das presentes no tecido normal
foram detectadas. Estas substincias estdo associadas a alteragdo causada
pelo ultravioleta no tecido.

No entanto, outras observagdes sdo realizadas durante 240 horas de
medida de evolugdo de resposta da lesdo, verificando variagdes na
intensidade dos espectros medidos (fig. 4).

Esta variagdo da intensidade ¢ observada apresentando um padrio
crescente nas primeiras 24 horas da lesdo, decaindo em seguida, sugerindo
um padrio de comportamento da lesdo por ultravioleta.

Observando este comportamento, os dados sdo modelados realizando
um fitting através de duas fungbes. Nas primeiras 24 horas da lesdo
observa-se um padrio crescente, onde é utilizado uma fungio exponencial,
demonstrada a seguir:

Fungéo exponencial crescente dada por: y=y0 + Al. ( 1- ™).
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ApoOs 24 horas da lesdo este comportamento apresenta alteragdes
importantes, adotando um comportamento de decaimento. Para este
comportamento é adotado uma fungio exponencial de decaimento que pode
ser observada a seguir:

Fungio exponencial de decaimento dada por: y=y0 + Al. e

O grafico da figura 5 demonstra a intensidade da fluorescéncia em
fungdo dos tempos de medida apds a observbancia de uma lesdo, onde
utilizou-se as fungdes demonstradas anteriormente.

COMPROVACAO TECNICO-CIENTIFICO

Foi utilizado ratos machos da raga Wistar. Foi realizado uma leséo
no animal previamente anestesiado com uma solugdo de 04 ml de
ketamina (anestésico) e 0.2 ml de xylasina (relaxante muscular),
tricotomizado na regido dorsal onde foi realizada a lesdo. O animal foi
imobilizado em decubito ventral, permanecendo sob a exposi¢do da luz
ultravioleta por um periodo de trés horas. Os resultados obtidos foram
demonstrados acima.

Apés a andlise obtida, observou-se diferengas significativas entre os
espectros obtidos dos tecido normais quando comparados aos espectros
obtidos dos tecidos lesados com o surgimento inclusive de novos picos de
fluorescéncia. O comportamento desses espectros sugere possivelmente a
presenga de croméforos no processo inflamatorio.

A presenga e a quantidade dos compostos fluorescentes enddgenos
variam em fungdo da atividade metabodlica dos tecidos. Os principais
compostos relacionados a fluorescéncia dos tecidos bioldgicos sdo o
colageno, a elastina, o NADH, o FAD, o triptofano e as porfirinas. Alguns
absorvedores, como as proteinas ¢ hemoglobina também afetam o espectro
de fluorescéncia, uma vez que a fluorescéncia emitida pode ser reabsorvida

por essas biomoléculas, quando da saida do tecido. Isso pode ser constatado



10

717

em algumas regides do espectro onde se formam vales ou depressdes. A
fluorescéncia analisada do tecido é resultado da somatoria da emissdo dos
diversos componentes fluorescentes e dos fendmenos de espalhamento e
absor¢ao.

Observando o comportamento dos espectros sugestivos de um
processo inflamatorio verificou-se o comportamento crescente apresentado
nas primeiras 24 horas apés a lesdo, possivelmente devido a presenga de
neutréfilos, células predominantes no processo inflamatorio principalmente
durante as primeiras 6-24 horas apos a lesdo.

Apoés 24 horas observa-se um comportamento de decaimento da
curva, que sugere um processo de reparo e regeneragdo onde a cura por
completo dependera da capacidade de regeneragdo das células lesadas. As
células epiteliais estratificadas da pele sdo células que estdo continuamente
se proliferando, portanto se regeneram com maior facilidade, o que pode
explicar o comportamento da curva de decaimento.

Durante o processo de reparo e cicratizagdo substidncias como o
colageno estdo em atividade, cromoforo este presentes no processo de

reparo.
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REIVINDICACOES

1) DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA
caracterizado por utilizar fluorescéncia oOptica para detectar lesdes de pele
causadas por radiagdo ultravioleta, tendo aplicagdo na area médica.

2) DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA de
acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado por ser ndo-invasivo, remeter
resultados imediatos e avaliar se a exposi¢do ao ultravioleta causou danos

biomoleculares permanentes ao tecido.
3) DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR

ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA
caracterizado por constituir-se de um laser para excitagdo do tecido (1),
podendo ser proveniente de uma fonte de HeCd de 442nm ou 532 nm de
uma fonte de Nd:YAG dobrado ou de 632 nm fornecido por um laser de
HeNe, ou outra fonte laser capaz de causar fluorescéncia, um
monocromador (2), uma fibra optica (3) e um computador (4); A luz
proveniente do laser ¢ conduzida até o tecido (5) a ser investigado através
de uma sonda de aplicagdo, essa sonda ¢ do tipo y com uma fibra central
que conduz o laser de excitagdo e seis fibras periféricas que tem por fungéo
captar a fluorescéncia; A fibra central que conduz a luz do laser até o tecido
e as fibras periféricas conduzem a fluorescéncia do tecido investigado ao
monocromador ligado a um computador; Esse computador apresenta um
software que nos permite o processamento ¢ armazenamento dos dados
coletados.

4) DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA de

acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado por permitir avaliar o nivel de
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radiagdo ultravioleta que tecidos bioldgicos podem ser expostos antes que

alteragdes nocivas possam OCOITer.
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RESUMO
DETECCAO DE LESOES DE PELE CAUSADAS POR
ULTRAVIOLETA ATRAVES DA FLUORESCENCIA OPTICA.

A presente invengdo refere-se ao uso de fluorescéncia Optica para
detecgdo de lesdes de pele causadas por ultravioleta, tendo aplicagdo na
area médica em diagnosticos de lesdes teciduais através da Biopsia Optica,
baseada no principio de que a luz interage de maneira diferente dependendo
da composig¢do ¢ arquitetura do tecido investigado, tendo uma fluorescéncia
produzida de forma distinta entre tecidos lesados e normais. Sua grande
vantagem ¢ a de ser ndo-invasivo ¢ remeter resultados imediatos, avaliando
se a exposi¢do ao Ultravioleta causou danos moleculares permanentes no

tecido.



