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Resumo

O presente trabalho foi realizado na UNIVAP, no laboratério Adib Jatene, utilizando o equipamento
de diagndstico por fluorescéncia. A proposta do trabalho foi medir a fluorescéncia de trés tipos de
pigmentacdo do tecido epitelial, utilizando um espectrofluorimetro, irradiando sobre o tecido
luz branca. Para coletar as amostras foi utilizado um catéter de fibras épticas “6 em torno de 1”
permitindo a irradiacdo e coleta simultdnea da fluorescéncia emitida pelo tecido, conduzindo até
um espectrdmetro para dispersio da luz e detectada por um CCD. As amostras foram classificadas
em: pele normal, pele com manchas escuras (nevos) e manchas claras. O objetivo do experimento
foi obter um padréo espectral para cada tipo de pigmentacéo da pele e estabelecer parametros de
comparacgao entre eles, a fim de criar um banco de dados que pudesse nortear futuras pesquisas
para diagnosticar possiveis melanomas, carcinomas e outras patologias dermatologias; além de ter
um objetivo académico de possibilitar aos alunos o contato, manuseio e aprendizado da técnica de
espectroscopia por fluorescéncia utilizada pelo grupo. Algumas dificuldades foram encontradas
para realizar a coleta dos dados, pois era preciso que voluntarios com os tipos de manchas
escuras e claras, participassem da pesquisa. Diante disso apenas 5 pessoas se disponibilizaram a
participar, comprometendo o numero de amostras impossibilitando a geragdo de padrbes, como
era o objetivo inicial do trabalho, porém, foi possivel fazer comparacgdes entre os tipos de pele de
uma mesma pessoa, gerando informagdes relevantes para a continuagdo do trabalho.Foi
observado que a intensidade do sinal é relevante para os diferentes tipos de tecido estudados,
principalmente para os de pigmentagao escura em relagéo ao tecido normal.

1. INTRODUCAO precursoras de vitamina D; é responsavel
pela regulagdo térmica corporal; excreta
A pele é um dos maiores 6rgéos do substancias através das glandulas
corpo humano, corresponde a 16% do peso sudoriparas (Junqueira & Carneiro; Ross;
corporal, desempenha certo numero de Reith; Romrell, 1993).
fungdes relacionadas com sua localizagéo na
superficie do corpo: protege contra lesdes A pele apresenta uma constituigdo por
fisicas, quimicas e biologicas; impede a camadas que se dividem em: uma porgdo
perda de agua; serve como grande receptor epitelial de origem ectodérmica, a epiderme,
para as Sensagées gerais; protege contra a e uma porgéo Conjuntiva de origem

radiagéo UV, converte moléculas mesodérmica, a derme (Junqueira &
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Carneiro, ). Abaixo da derme fica a
hipoderme, que ndo é considerada como
parte da pele, e tem a fungao de apoiar e unir
a pele ao resto do corpo, vide figura 1.

A epiderme ¢é avascular e sua
nutricdo se faz por osmose a partir da derme
papilar, sendo constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, de
origem ectodérmica, além de conter ainda
trés tipos de células: os melanécitos e as
células de Langerhans e de Merkel. Os
melandcitos sdo células que se originam da
crista neural do embrido e invadem a pele
entre a 12% e 142 semana de vida intra-

Figura 1 — Camadas da Pele

Nevos

Os melandcitos encontram-se
disseminados por toda a parte inferior da
epiderme e produzem melanina. Quando a
pele é exposta ao sol, os melandcitos
produzem mais pigmento, causando o
bronzeamento ou escurecimento da pele.

Em alguma ocasibes, grupos de
melandcitos circundados por tecido formam
uma estrutura ndo cancerosa denominada
NEVO.
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http://www.saudeparavoce.com.br/pin
tanapele/anatomia.htm
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uterina. Essas células produzem um
pigmento chamado melanina (Junqueira &
Carneiro, ).

A derme é rica em fibras colagenas e
elasticas que conferem a pele sua
capacidade de  distender-se  quando
tracionadas, voltando ao estado original
desde que cesse a tragcdo. Ricamente
irrigada, com extensas redes capilares, esta
camada mostra elevagdes (papilas dérmicas)
que se projetam na epiderme fazendo com
que estas, na superficie, apresentem uma
série de cristas separadas por sulcos
(Dangelo; Fattini, 1988).

A palavra nevo (originada do latim),
significa marca ou defeito, denominado
popularmente de pinta, é uma proliferagcao
benigna de células, e podem estar presentes
desde o nascimento (congénito) ou surgir
durante a vida (adquirido).

Os nevos podem ter diversos
aspectos clinicos no que se refere a cor (cor
da pele, réseos, azuis, acastanhados ou
negros), forma (redondos, ovais ou
irregulares), tamanho, relevo (manchas,
nddulos achatados ou elevados), superficie
(lisa ou enrugada) e ainda pode ocorrer a
presencga de pélos.

Apresentam diferentes padrdes de
evolugdo — podem apresentar alteragdes de
cor, aumentar, diminuir ou até desaparecer.
Essas alteragbes podem nao ter qualquer
importancia ou representar risco de
malignizacgéo. Quando removidos
cirurgicamente, geralmente nao retornam.
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Figura 2 — (a) nevo melanocitico intradérmico:lesdo acastanhada, distribuicdo da pigmentagéo de
modo uniforme, limites nitidos precisos e sobrelevada; (b) nevo melanocitico juncional:mancha

acastanhada e enegrecida,sem relevo

Espectroscopia por Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de
fluorescéncia baseia-se na excitacdo da
amostra por radiagdo em comprimentos de
onda curtos (ultravioleta e visivel) e a
observacdo da resposta luminescente da
amostra em comprimentos de onda longos
(visivel). A identificagcdo dos tecidos baseia-
se na determinagdo das diferencas
espectrais entre os fluoréforos presentes nos
tecidos normais e displasicos.

A Espectroscopia de Fluorescéncia
induzida por laser (ZANGARO et al., 1996),
também conhecida como bidpsia Ootica
(THOMSEN, 1998), é uma técnica que
permite o diagnéstico de determinadas
patologias (aterosclerose, displasias no
coélon, cancer no esofago, alguns tipos de
cancer do pulmdo e bexiga) através da
emissdo de fluorescéncia de tecidos
biolégicos, por esse motivo vem sendo
utilizada em diversas modalidades das
ciéncias biomédicas, devido principalmente,
as margens que lhe sédo conferidas no que
diz respeito a ndo invasividade (DENISOV;
GRIFFIN, 1998; JONSSON et al., 1998;
KATZ et al., 1998; ABUGO; GRYCZYNSKI;
LAKOWICZ, 1999; ANDERSSON- ENGELS
et al., 2000), alta sensitividade e obtencao
dos dados em tempo real (JOHANSSON et
al., 1997; CAMPOLAT; MOURANT, 2000;
POWELL, 2000) produzindo otimos
resultados clinicos e cientificos.

O uso desta técnica para a
caracterizagdo do material bioldgico in vivo e

in vitro baseia-se na interacdo laser-tecido,
possibilitando que parte da radiagdo
absorvida pelas moléculas do corante seja
reemitida na forma de luz (fluorescéncia)
evidenciando a localizagao destas moléculas
fluorescentes (fluoréforos) presentes nos
tecidos ou estruturas celulares. Desta forma,
através da distribuicdo espacial e temporal
da fluorescéncia, pode-se determinar
informagdes sobre a concentragdo e
dinamica de substancias do tecido, em tempo
real (FURUZAWA et al., 1999; WANG,;
YEUNG, 1999).

Varias linhas de pesquisa vém sendo
desenvolvidas em fungcéo dessas vantagens,
principalmente, no que diz respeito aos
estudos sobre cancer, tem -—-se como
exemplos, estudos da fluorescéncia de
cancer na arvore brénquica (ZELLWEGER et
al., 2001), na cavidade oral (MAJUNDER;
GUPTA, 2000), carcinomas (ANDERSON-
ENGELS et al, 2000), entre outros tipos.
Tem-se ainda, outras linhas que estudam
fluorescéncia de componentes musculares
(XU; WILLIANS; THOMPSON, 2000) e
fluorescéncia de lesdes em pele.

STAVEREN et Al. (2001), realizaram
um estudo utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia para diferenciar tecido normal
e pré-maligno, utilizaram os modelos animais
de lesdo pré-maligna em pele de ratos
induzida por radiacdo UVB, tumor sdlido
transplantado para pele de ratos e lesao pré-
maligna em mucosa palatina de ratos. Os
espectros de fluorescéncia foram registrados
in vivo, sendo que, a obtencdo dos mesmos
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deu-se por um corante nao toéxico
denominado Ethyl Nile Blue A (600 nm
excitagdo, 665-900 nm emissdo), o qual ,
permitiu a identificagdo das regides em
estudo em tempos distintos.

BRANCALEON et al. (2001),
estudaram a fluorescéncia in vivo de
pacientes diagnosticados com melanoma de
pele, e compararam com a fluorescéncia da
pele normal. Verificaram emissdao de
fluorescéncia do triptofano, a qual, foi mais
intensa no tumor do que no tecido (pele)
normal, provavelmente, devido ao maior
espessamento e/ou hiperproliferagdo que
esta  apresenta.  Observaram, ainda,
fluorescéncia de colageno, o qual,
apresentou-se reduzido ao tumor, quando
comparado com o tecido normal circundante,
devido a liberacao de enzimas, pelo tumor,
que degradam o tecido conjuntivo.

2. MATERIAIS E METODOS

O sistema  desenvolvido  por
ZANGARO et al. (1996 b), é composto por
uma lampada com Iluz branca, “que
caracterizam o conjunto dos comprimentos
de onda correspondentes ao espectro de
emissao de uma lampada de tungsténio-
halogénio (luz branca)” emitindo radiagdo em
um largo espectro. A radiagdo da luz foi
conduzida via um catéter de fibras Opticas
que permite a irradiagdo e a coleta
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simultdnea da intensidade de fluorescéncia
emitida pelo tecido em um ambiente escuro
(sem nenhuma luz ambiente), onde a luz
proveniente do espectrofluorimetro foi

calibrada através de uma composi¢ao de pé
de giz contida em um tubo de ensaio.
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Figura 3
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Diagrama do espectro da luz

Este catéter utiliza a configuragéo "6
em torno de 1", onde a fibra central é
responsavel pela excitacdo do tecido e as
seis fibras externas pela coleta do sinal
gerado pelo mesmo. Este sinal é guiado até
um monocromador que dispersa a luz e é
detectado por um CCD intensificado
(1024x256pixeis) da Princeton Instruments.
O diagrama representando o sistema esta
ilustrado na figura abaixo.
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Figura 4 — Diagrama do sistema de aquisi¢édo: Espectrofluorimetro

Descricdo do Sistema de Excitagcdo
Os feixes de luz sdo acoplados em
um catéter que utiliza uma fibra optica de
200um de diametro como fibra de excitagao.
A geometria basica utilizada, ja
citada e explicada acima, € vista na figura
abaixo:

O
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Figura 5 - Geometria das fibras de excitagao
e colecdo. Na extremidade proximal da
colecdo, as fibras sdo arranjadas em linha,
uma ao lado da outra, facilitando desta
maneira o acoplamento da luz coletada pelo
catéter na entrada tipo fenda do
espectrografo.

Descricdo do Sistema de Deteccéo

“O sinal coletado pelo conjunto de
fibras Opticas transmitem a fluorescéncia
emitida pela amostra até o detetor CCD.
Como  mencionado  anteriormente, a
extremidade proximal de colegdo do catéter
de fibras opticas é arranjada em linha, de
forma a permitir maior ganho no acoplamento
da radiacdo coletada a fenda do
espectrografo. Utiliza-se uma lente com
distancia focal de 16 mm entre a extremidade
do catéter e a entrada do espectrografo, A
luz, ao chegar ao espectrografo, é
dispersada atingindo a superficie do detetor.
Pela utilizagdo de um espectrografo, obtemos
vantagens com relacdo ao tempo de
aquisicdo dos espectros refletidos, pois a
dispersdo permite que todos os pontos do

espectro de fluorescéncia sejam adquiridos
de uma unica vez, pela varredura do detetor.

“O sistema € controlado pelo
software Andor ICCDs. que faz a interface
entre o computador e o controlador do
detetor. Este software possui uma série de
comandos do tipo linguagem dedicada para o
controle de suas principais funcdes. Estes
comandos de controle podem ser
introduzidos nos experimentos permitindo
virtualmente o controle de todas as func¢fes
do sistema e consequentemente, a
realizacdo de qualquer tipo de experimento.
O software faz a aquisicdo de todos os
espectros em seqiiéncia, € mostra no monitor
do microcomputador todos os dados
adquiridos.”. (ZANGARO et al., 1996 b). O
software exporta os dados em formato ASCII,
facilitando o processamento posterior o qual
foi realizado no software Origin

Figura 6
Sistema de Aquisigéo: Espectrofluorimetro
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

-
PaDY

I

6.0—-
5.5—-
5.0—-
45
4.0—-
3.5—-

3.04

2.5

2.0

1.5

Intensidade

1.04
0.5

AMOSTRA 1 - Pele Clara nivel 0 (ALINE)

— Tecido Normal
Tecido com Mancha Clara
—— Tecido com Mancha escura (Nevos)

100

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

Intensidade

25

20

Amostra 2 - Pele Clara nivel 1 (Tatiana)

—— Tecido Normal
Tecido com Mancha Clara

P —— Tecido com Mancha Escura(Nevos)
|
\

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de Onda (nm)

Intensidade

Amostra 3 - Pele Morena nivel 3 (Vanildes)

—— Tecido Normal
Tecido com Mancha Clara

W‘ —— Tecido com Mancha Escura

T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

Intensidade

25+

20

Amostra 4 - Pele Morena nivel 3 (Fernanda)

—— Tecido Normal
—— Tecido com Mancha Escura

100

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de Onda (nm)

Intensidade
>

o2 NWA OO N ®

Amostra 5 - Pele Morena nivel 3 (Margal)

—— Tecido Normal
—— Tecido com Mancha Escura (Nevos)

T
100

S B S e £
200 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)




g

Livesrpcisd e Vel do ®eafa

Os resultados obtidos, conforme os graficos
apresentados, sugerem maiores
investigacbes na diferenca entre as
intensidades  obtidas nos tipos de
pigmentacdo utilizados no experimento.
Naturalmente cores claras tém um fator de
reflectancia superior as cores escuras, porém
observa-se no experimento, que em tecido
normal a intensidade de luz irradiada é
consideralvelmente inferior a intensidade do
tecido com pigmentos escuros. A
composicdo do tecido com pigmentacdo
escura, os nevos, apresentam coeficiente de
absor¢cao menor que o tecido normal, para a
faixa espectral utilizada para excitagao, entre
300 nm e 700 nm, gerando assim uma
reflexdao mais intensa que em pigmentagao
mais clara.

A criagdo de um banco de dados contendo
amostras de tecidos que caracterizam as
diversas patologias do tecido, € um ponto de
partida para que seja tracado um perfil
espectral, com o objetivo de otimizar o
processo de diagnadstico.

4. CONCLUSAO

O comportamento espectral da pele
apresenta  variagbes devido a nao
homogeneidade do coeficiente de absorcao.

Os nevos apresentam coeficiente de
absor¢gdo menor que a pele normal,
evidenciando nos resultados obtidos através
da fluorescéncia, o que é relevante é a
constituicdo histolégica do tecido e ndo a
pigmentacao.

E possivel diferenciar tecidos biolégicos
através da técnica de espectroscopia por
fluorecéncia, possibilitando diagnéstico de
patologias dermatoldégicas de modo nao
invasivo, e principalmente caracterizando-as
em tempo real. O diagndstico devera ser feito
em patologias com a mesma caracterizacao.
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