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INTRODUCAO

A optica biomédica ¢ a area do conhecimento que
explora luz em processos terapéuticos e diagndsticos
nas areas da Saude. Uma longa historia descreve a uso
de luz como ferramenta na area médica e odontologica.
Um marco deste percurso foi o desenvolvimento do
microscopio composto, por Hans e Zacharias Janssen
(1590). Galileo Galilei (1624) e Antonie van
Leeuwenhek (1674) também apresentaram importantes
contribui¢des para o aperfeicoamento do microscopio
optico. Quase dois séculos depois, em 1850, Hermann
Ludwig F. Von Helmoltz propds a construgdo do
oftalmoscopio para geragdo de imagens in vivo de
retina. Outra importante contribuicdo para a Optica
biomédica foi dada por G. Kirchhoff e R.W. Bunsen,
que em 1859 mostraram que ¢é possivel avaliar
quantitativamente componentes de uma amostra, pela
analise da radiacdo emitida com aquecimento da
mesma. Deste resultado, Henrik Lundegardh, em 1929,
desenvolve o primeiro fotdmetro de chama, usado para
medir concentragdo de sais metalicos em fluidos
biologicos. Em 1960, com a constru¢do do primeiro
LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation- Amplificagio da Luz por Emissado
Estimulada da Radiagdo) por Theodore H. Maiman,
novas técnicas espectroscopicas de diagnostico e
terapéuticas foram desenvolvidas e aperfeicoadas.
Técnicas como microscopia confocal, microscopia nao-
linear, tomografia por coeréncia Optica, microscopia e
espectroscopia Raman, pingas Opticas, biospeckle,
microscopia holografica, etc, surgiram no século 20.
Hoje, técnicas opticas como turbidimetria, nefelometria,
imunoensaios (reagdes antigeno-anticorpo indicadas por
colorimetria ou fluorescéncia) e citometria de fluxo sdo
comumente encontradas em laboratorios de andlises
clinicas.

O mercado mundial de equipamentos e insumos para
diagnéstico médico ¢ superior a 37 bilhdes de
dolares/ano. Esse numero cresce quando a éarea de
terapéutica ¢ observada. Lasers cirurgicos (para
dermatologia, oftalmologia, odontologia), instrumentos
e insumos para terapia fotodindmica, microscopios
cirargicos, fontes UV para tratamento de psoriase e

hiperbilirrubinemia, lasers e LEDs (Light FEmitter
Diode- Diodo Emissor de Luz) para bioestimulagdo
optica de tecidos bioldgicos movimentam mais de 8
bilhodes de dolares/ano no mercado mundial.

Inovacdes tecnologicas em Optica biomédica podem
ser encontradas em diversas revistas cientificas como
Journal of Biomedical Optics, Optics Express e
Biomedical Optics Express, Lasers in Surgery and
Medicine, Lasers in Medical Science, Photomedicine
and Laser Surgery, Photodiagnosis & Photodynamic
Therapy, etc. Conferencias internacionais também
divulgam novos avangos na area e congregam
pesquisadores de diversos paises, como: FEuropean
Conferences on Biomedical Optics (ECBO), Biomedical
Optics Conference (BIOS — SPIE), Biomedical Optics
(BIOMED), World Association for Laser Therapy
(WALT) e American Association for Lasers in Medicine
and Surgery (AALMS) .

No Brasil, um dos pioneiros da pesquisa cientifica
na area foi o prof. Dr. Jorge Humberto Nicola, na
UNICAMP, com trabalhos de lasers aplicados a
medicina em cirurgia e terapia fotodindmica em meados
da década de 80. Hoje, varias institui¢des apresentam de
forma consolidada atividades de pesquisa em Optica
biomédica, como IPEN, UFABC, UFMG, UFPE,
UNICAMP, UNICASTELO, UNINOVE, UNIVAP, USP
Sdo Carlos, entre outras.

Em 2002, maior atencdo ¢ dada a area de oOptica
biomédica no Congresso Brasileiro de Engenharia
Biomédica. No CBEB VIII foi criada a se¢do de “Laser
Aplicado a Medicina” coordenada pelo prof. Dr. Renato
Amaro Zangaro. Durante varios encontros da Sociedade
Brasileira de Engenharia Biomédica as segdes de “Laser
Aplicado a Medicina” abordaram principalmente temas
relacionados a terapia a laser com baixa poténcia
(bioestimulac@o). Em 2010, a secdo de Laser Aplicado a
Medicina passou a se chamar “Optica Biomédica” no
intuito de melhor identificar e agregar os pesquisadores
da érea, além de ampliar o numero de trabalhos
submetidos incorporando as técnicas de diagndstico
optico.

Diferentes linhas de pesquisa na éarea de Optica
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biomédica tem recebido crescente atencdo da
comunidade cientifica brasileira, como 0
desenvolvimento de fontes de luz para terapia e
diagnoéstico, técnicas avancadas de microscopia,
espectroscopia clinica e biomédica, imagem por Optica
difusa, métodos acustico-opticos, tomografia por
coeréncia optica, nanobiofotdnica, biossensores opticos,
que serdo comentadas neste capitulo.

TERAPIA OPTICA

Terapia Optica, terapia com luz ou fototerapia, € um
dos métodos terapéuticos mais antigos usado pelo
homem. Historiadores reportam que civilizagdes
antigas, como a egipcia, a grega ¢ a asteca, conheciam
os beneficios da exposi¢do corporal a luz solar. Os
egipcios usavam luz e extratos de plantas para tratar
desordens da pele, ¢ na Grécia, Herodoto observou que
a exposi¢do a luz solar poderia fortalecer os ossos. No
entanto, a a¢do da luz nos tecidos animais ¢ humanos foi
pouco explorada até 1903, ano em que Niels Finsen
ganhou o prémio Nobel em Fisiologia e Medicina pelo
tratamento de lipus vulgaris (tuberculose cutdnea) com
luz do ultravioleta proximo ao azul [1].

Outro fato que revolucionou a fototerapia foi o
desenvolvimento do laser. Apds o primeiro relato da
radiac@o laser, diversas aplicacdes na area da satde
passaram a ser estudadas em todo o mundo.
Particularmente no Brasil, apenas nas duas ultimas
décadas a fototerapia assumiu um papel de destaque
tanto na aplicagdo clinica como na abordagem cientifica
deste tema.

De fato, a comunidade cientifica possui um grande
interesse nos efeitos biomédicos da radiagdo laser
devido as suas propriedades de coeréncia, colimagdo e
monocromaticidade. Para fazer funcionar um laser, trés
condi¢des fundamentais devem ser satisfeitas: em
primeiro lugar € necessario dispor de um meio ativo, ou
seja, de uma colegdo de dtomos, moléculas ou ions que
sejam capazes de emitir radiacdo quando estimulados;
em segundo lugar, deve ser satisfeita uma condico
conhecida como inversdo de populagdo, que é gerada
por um processo de excitagdo denominado
bombeamento, transformando o meio ativo em
amplificador da radiacfo; finalmente, ¢ indispensavel
dispor de uma reaglio Optica para que o sistema
composto por tal reagdo e pelo meio ativo seja a sede de
uma oscilagao laser (cavidade ressonante).

O desenvolvimento de uma grande variedade de
equipamentos e a possibilidade de ajuste de diversos
parametros fisicos ampliou as areas de investigacdo e
estabeleceu o laser como primeira ferramenta de escolha
para algumas aplicagdes na area da Saude. Atualmente
estdo disponiveis equipamentos de laser de estado
solido, de corante e a gas, com emissdo de radiacdo do
ultravioleta (UV) ao infravermelho distante, como no
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caso do laser de CO,. Além disso, equipamentos lasers
de semicondutores (lasers de diodo) e outras fontes de
luz, como o LED, também foram desenvolvidos,
impulsionando o avango tecnoldgico na area de terapia
optica.

Atualmente, a fototerapia ¢ amplamente empregada
nas diversas areas da Saude. Sua utilizagdo baseia-se
nos fendmenos que ocorrem quando a luz incide no
tecido (i.e. reflexdo, absor¢do, espalhamento e
transmissdo) e no tipo de interagdo resultante, como a
fototérmica, a fotoquimica ¢ a fotoablagdo. O tipo de
fendmeno que ocorre durante a interagdo depende das
caracteristicas micro e macroestruturais da matéria e do
comprimento de onda da fonte de luz utilizada.
Contudo, a maioria dos efeitos da fototerapia ¢
dependente da absor¢do da radiacdo pelas substincias
encontradas no tecido biologico.

De acordo com o tipo de equipamento e de interagdo
luz-tecido, podemos dividir as aplicagdes clinicas da
fototerapia em duas grandes areas: a terapia com lasers
de alta poténcia, que emitem alta irradidancia e
promovem efeitos biologicos pela interagdo térmica ou
pela ablagdo dos tecidos alvos, ¢ a terapia com lasers de
baixa poténcia emitindo com baixa irradidncia, que ¢é
caracterizada pela transformacio da energia luminosa
em energia quimica e desencadeia uma cascata de
eventos biologicos em nivel molecular, até a resposta
clinica macroscopica.

Na Saude, as aplicacdes do laser mais estudadas sdo
aquelas determinadas pelos efeitos térmicos (quando a
energia absorvida se transforma subsequentemente em
calor), devido a possibilidade de emissdo de altas
poténcias focalizadas em pequenas areas para coagular,
vaporizar, derreter ou ablacionar tecidos biologicos. Em
cirurgia, por exemplo, a radiacdo laser € aplicada com
uma irradidncia de algumas dezenas de watts por
centimetro quadrado, equivalendo a um “bisturi a luz”,
permitindo operagdes seguras, com menor ocorréncia de
sangramento e boas condi¢des de esterilidade. A intensa
acdo térmica dada pela radiagdo laser também auxilia a
destruir tumores em oncologia, bem como pode ser
utilizada na odontologia para remogdo de caries.

Estes efeitos sdo dependentes da temperatura
alcangada no tecido ¢ estdo diretamente relacionados
com os parametros de irradiacdo utilizados
(comprimento de onda, emissdo pulsada ou continua,
duragdo do pulso, taxa de repeti¢do, densidade de
poténcia, densidade de energia, tempo de exposi¢do) e
as caracteristicas do tecido irradiado (propriedades
opticas e térmicas). Neste tipo de interacdo, € necessario
identificar as substancias absorvedoras do tecido e
eleger o comprimento de onda que seja absorvido por
estes componentes.

Além disso, o sucesso da fototerapia baseada na
interacdo térmica depende de alcancar a temperatura
desejada no tecido alvo, bem como evitar o dano
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térmico aos tecidos adjacentes. Desta forma, ¢
necessario que o aquecimento ocorra até a temperatura
almejada e que seja confinado as estruturas alvo. Este
confinamento térmico também depende da escolha dos
parametros adequados as caracteristicas do tecido a ser
tratado [2].

As substancias presentes no tecido possuem
caracteristicas de absor¢do que determinardo o tipo de
radiagdo que sera empregada. Dentre os lasers de alta
poténcia mais utilizados nas areas da Satde, o laser de
CO, (laser a gas, A= 10600 nm) ¢ bem absorvido pela
agua e por isso ¢ muito aplicado em cirurgia de tecidos
moles, como a pele e mucosa. Por outro lado, o laser de
argbénio (laser a gas, A= 488 nm e A= 514 nm) ¢ mais
absorvido pela hemoglobina ¢ melanina e, por isso, ¢
indicado para o tratamento de lesdes vasculares e lesdes
pigmentadas. O laser de Nd:YAG (laser de estado
solido, A= 1064 nm) também pode ser utilizado em
tecido mole, apesar de ser menos absorvido pela agua,
hemoglobina e melanina. Outra indica¢@o deste laser é
para a remogdo de pelos e tatuagens. O laser KTP (laser
de estado so6lido, A= 532 nm) também ¢ bem absorvido
pela hemoglobina e melanina e possui indicagdo
semelhante a do laser de argénio. Os comprimentos de
onda dos lasers de Er:YAG e Ho:YLF (A= 2940 nm ¢ A=
2065 nm) sdo bem absorvidos pela agua e pela
hidroxiapatita e por isso utilizados em tecidos duros,
como 0 0sso € o esmalte dentario. De fato, ambos os
lasers podem ser usados com sucesso para remocgdo de
tecidos cariados em odontologia. Outra indicac@o destes
lasers € para peeling.

Os lasers de diodo (laser de semicondutor, A= 800-
1440 nm) possuem caracteristicas de absorco
semelhantes ao laser de Nd:YAG e sdo indicados para
cirurgias de tecidos moles e remogdo de pelos.

Também na oftalmologia, a fotocoagulagdo tecidual
causada pela interagdo térmica é utilizada para tratar
doencas vasculares, descolamento de retina, retinopatia
diabética e degeneragdo macular. Nestas situacoes, a
hemoglobina, a melanina e a xantofila sdo as principais
moléculas absorvedoras e, por isso, sdo utilizados lasers
com emissdo de radiagdo entre a regido do azul e
vermelho, como o laser de argonio e kripténio. A
oftalmologia é uma das areas em que mais se utiliza a
terapia Optica, sendo o tratamento de escolha para
diversas doengas.

Em dermatologia, a coagulagido e a vaporizacdo sdo
dois efeitos térmicos muito utilizados para remogdo de
tatuagens, lesdes pigmentadas benignas, lesdes
vasculares e pelos. Como ja mencionado, a escolha do
comprimento de onda da radiacdo depende do tipo de
tecido (substancias absorvedoras presentes) e o efeito
desejado.

O segundo tipo de interagdo que pode ocorrer na
fototerapia de alta irradiancia ¢ a fotoablagdo. Neste tipo
de interagdo, a energia dos fotons absorvidos deve
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exceder a energia de ligagdo entre dois atomos para
promover a quebra destas ligagdes quimicas e promover
a ablagdo do material exposto. Desta forma, ocorre a
remocao de tecido de forma precisa, na auséncia de
danos térmicos [2]. Para promover este tipo de efeito
sdo utilizadas fontes de luz UV, cujo foton possui
energia superior aquelas das ligagdes quimicas. Os
lasers de excimer com emissdo de radia¢do entre A=
193 nm e A= 351 nm possuem caracteristicas favoraveis
para este tipo de efeito e sdo amplamente empregados
em cirurgias refrativas de cornea para a corregcdo de
miopia, hipermetropia e astigmatismo.

Entretanto, quando um corpo ¢ exposto a fontes
luminosas com baixas irradidncia (densidades de
poténcia da ordem de 1 W/cm?), a possibilidade de
manifesta¢do dos efeitos térmicos é nula. Esta terapia ¢é
responsavel pelos efeitos ndo térmicos (efeitos
fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos),
constituindo-se num tratamento a luz no qual a
irradiancia utilizada é baixa o bastante para que a
temperatura do tecido tratado ndo ultrapasse 37,5°C. A
acdo fotoquimica de tal radiacdo ¢ usada para o
tratamento fotodindmico de tumores, analgesia e para
acelerar a cicatrizacdo de feridas, queimaduras, tlceras e
processos inflamatorios de origem variada [3].

A fototerapia por conversdo da energia luminosa em
processos quimicos para o tratamento de ictericia do
recém-nascido € reportada na literatura desde o final da
década de 50. Nesse caso, os fotons absorvidos
transformam a bilirrubina IX alfa em um isomero
geométrico relativamente estavel. Em 1958, foi
construido, artesanalmente, o primeiro equipamento
fototerapico que era composto de oito lampadas
fluorescentes azuis, montadas em uma calha de
aluminio concava e refletor. A primeira tentativa de
profilaxia, utilizando a fototerapia, ocorreu em 1968, e
desde a sua descoberta, ndo so as indicagdes para o seu
uso mudaram consideravelmente, como novos € mais
eficazes modelos foram introduzidos no mercado. Até
hoje, a fototerapia (entre 400 e 500 nm) é a modalidade
terapéutica mais utilizada mundialmente para o
tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal [4].

No final da década de 60, Endre Mester quis testar
se a radiagdo laser poderia causar cancer em
camundongos. Ele fez o tratamento com um laser de
rubi de baixa poténcia (A= 694 nm) em um grupo de
camundongos que teve o dorso depilado. Para sua
surpresa, ao invés de desenvolver cancer, no grupo
tratado o pelo cresceu mais rapido que no grupo nao
tratado [5]. Esta foi a primeira demonstragio da
"bioestimulacao laser". Atualmente, a terapia com laser
ou luz de baixa poténcia, também conhecida como
“bioestimulacao” ou “fotobiomodulagdo” ¢ praticada
por profissionais da saude em muitas partes do mundo.
Para efeitos de analgesia e cicatrizacdo de lesdes de
origem variada, as fontes de luz mais utilizadas emitem

3/10

CBEB 2014



i

I

CBEBw

na regido do vermelho e infravermelho proximo (600 a
1000 nm), como os lasers de He-Ne (A= 633 nm),
GaAlAs (A= 830 nm) e GaAs (A= 904 nm). Estes
comprimentos de onda sdo os mais utilizados por
penetrarem mais profundamente no tecido bioldgico, ja
que o sangue ¢ a agua (maiores cromoforos do corpo
humano) absorvem pouco estes comprimentos de onda.

Estudos sugerem que para observagdo dos efeitos
clinicos macroscdpicos, a luz visivel, ao ser absorvida
por uma molécula, produz mudangas fotoquimicas nos
fotorreceptores das mitocondrias, que alteram o
metabolismo, conduzindo a transdugdo (processo de
transferir energia de um sistema para outro) do sinal a
outras partes da célula (incluindo membranas), que
finalmente conduzem a fotorresposta (biomodulagio).
Enquanto que a luz visivel provavelmente inicia a
cascata de eventos na cadeia respiratoria das
mitocondrias, por eventos fotoquimicos (provavelmente
a fotoativacdo de enzimas), também se sugere que, por
causa das propriedades fotofisicas e fotoquimicas da
radiagdo infravermelha, esta inicie a cascata de eventos
metabolicos através de efeitos fotofisicos sobre as
membranas  (provavelmente nos canais Ca'),
conduzindo a mesma resposta final [6].

Mais recentemente, LEDs vem sendo utilizados em
substituicdo aos lasers por possuirem menor custo e por
serem de facil manuseio. O LED ¢ um diodo
semicondutor (jungdo P-N) que quando € energizado
emite luz visivel. A luz ndo ¢ monocromatica como a do
laser, mas consiste de wuma banda espectral
relativamente estreita (por exemplo, um LED de
emissdo vermelha possui uma banda de A= 630+20 nm)
e ¢ produzida pelas interagdes energéticas do elétron.
Em qualquer jungdo P-N polarizada diretamente, dentro
da estrutura, préximo a jungdo, ocorrem recombinagdes
de lacunas e elétrons. Essa recombinacgdo exige que a
energia possuida pelos elétrons seja liberada, o que
ocorre na forma de calor ou fotons de luz.

Trabalhos na literatura mostram que o LED pode ser
usado com sucesso para estimulagio de efeitos
bioldgicos, assim como o laser de baixa poténcia [7-8].
No entanto, para o sucesso da terapia, ¢ imprescindivel
que os parametros fisicos e clinicos sejam obedecidos.

Atualmente, a utilizacdo da terapia Optica esta sendo
expandida para outras aplicacdes na Satde. Trabalhos
recentes indicam que a fototerapia pode melhorar o
desempenho muscular de atletas bem como reduzir a
fadiga muscular durante exercicios, além de ajudar no
reparo muscular [9]. Outro campo em expansido para
novos estudos ¢ a fototerapia transcranial. A literatura
sugere que os beneficios da fototerapia em injurias do
cérebro incluem neuroprotegdo, reducdo de inflamacao
e estimulacdo de neurogénese, além de bons resultados
para acidente vascular cerebral isquémico [10].

Também ¢ possivel usar a absor¢do da luz em baixa
irradidncia  por moléculas  fotoaceitadoras ndo
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especializadas, isto ¢, moléculas que podem absorver
luz em certos comprimentos de onda, mas ndo sdo
incorporadas em orgdos especializados na recep¢do da
luz. A molécula absorvedora pode transferir energia para
uma segunda molécula e esta ultima, estando ativada,
pode entdo causar reagdes quimicas no tecido vizinho.
Este tipo de reac@o ¢ utilizado, por exemplo, em terapia
fotodinamica (PDT- PhotoDynamic Therapy).

As primeiras experiéncias com a terapia
fotodinamica datam de aproximadamente 110 anos
atras, relatadas por Raab, que observou que a exposi¢do
do corante acridina e luz podia ser letal a paramécios, o
protozoario causador da malaria. Ele postulou que este
efeito era causado pela transferéncia da energia da luz
para a substancia quimica, similar a0 que ocorre nas
plantas pela absor¢do da luz pela clorofila. Nem a luz ou
o corante sozinhos tiveram qualquer efeito aparente
sobre paramécios, mas juntos eles foram altamente
citotoxicos [11].

Desde aquela época, varios exemplos do efeito
fotodinamico foram observados para uma variedade de
fotossensibilizadores, ambos in vitro e in vivo. As
pesquisas tomaram entdo um rumo diferente, o que
levou a concentracdo de estudos na area de diagnostico
e combate ao cancer e ao desenvolvimento de novos
fotossensibilizantes e novas fontes de luz. Em 1972,
Diamond e colaboradores tentaram destruir células
tumorais com a associagdo de hematoporfirina,
atualmente um dos mais aceitos fotossensibilizantes,
com exposi¢do por raios X, entretanto, os autores nao
obtiveram sucesso, demonstrando que a fonte de luz (ou
radiacdo eletromagnética) deve ser ressonante com a
absor¢do do corante fotossensibilizador [12].

Além disso, as primeiras fontes de luz utilizavam
lampadas convencionais, com luz ndo coerente e
policromatica, com um forte componente térmico
associado. Com o desenvolvimento dos lasers, esta
fonte de luz se mostrou muito mais eficiente que
lampadas comuns para uso em terapia fotodinamica
[12].

Para o efeito fotodinamico ocorrer, utiliza-se a agdo
combinada de irradia¢io com luz visivel e farmacos que
sdo fotoativados (fotossenbilizadores) para destruir
tecidos ou organismos patogénicos que possuem rapida
multiplicacdo. Moléstias, tais como degeneracdo
macular da retina, varios tipos de cancer, psoriase,
infeccdes fungicas e bacterianas, verrugas, que tém
como caracteristica um crescimento anormal de células,
estdio sendo também tratadas através do efeito
fotodinamico [11-13].

O processo fotodinamico ¢ baseado na foto-oxidagao
de matéria organica. E necessaria a presenca do
fotossensibilizador, oxigénio e irradiacdo luminosa no
local a ser tratado. Quando o fotossensibilizador absorve
a luz, ele vai a um estado excitado. Ao voltar para o
estado fundamental, ele pode passar pelo seu estado
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tripleto, reagindo com o substrato (reacao tipo I) ou com
o oxigénio molecular (reacdo tipo II). Espécies reativas
de oxigénio (anion superdxido, radical hidroxila,
perdxido de hidrogénio e oxigénio singleto) sdo geradas
localmente e ocasionam a morte celular no tecido
tumoral e/ou de outros tecidos doentes ou agentes
infectantes por estresse oxidativo [12].

DIAGNOSTICO OPTICO

O campo das ciéncias biologicas e da Satde tem se
beneficiado fortemente com os avancgos das técnicas de
diagnoéstico empregando-se métodos Opticos. Tais
técnicas permitem a diferencia¢do molecular, de células
e tecidos e, com isso, propiciam o diagnostico preciso
de doengas de forma rapida e ndo invasiva. Dentre as
técnicas de diagnostico mais empregadas nas areas de
ciéncias da vida e ciéncias da saude, podem ser citadas
as técnicas que envolvem o fenémeno de fluorescéncia,
tais como a técnica de espectroscopia de fluorescéncia,
assim como as técnicas de espectroscopia vibracional,
de analise por padrdes de speckle e as que empregam o
fenomeno Doppler, e técnicas baseadas nas
propriedades de espalhamento da luz pelo tecido
biologico, como por exemplo, a tomografia por
coeréncia Optica, as quais se encontram descritas a
seguir.

O fenomeno de fluorescéncia surge da absorc¢éo do
foton por um atomo e esta relacionada com a liberago
de energia envolvida na transi¢do eletronica de um
estado excitado para o estado fundamental, a qual
envolve o estado quantico singleto e tem duracio da
ordem de nanossegundos. Essa quantidade de energia
emitida € caracteristica de cada molécula e do ambiente
em que ela se encontra, podendo ser usada para detecta-
la[14].

O sistema de espectroscopia de fluorescéncia
induzida por luz (LIF) utiliza-se, basicamente, de uma
fonte de luz (lampada, LED ou laser) para excitagdo da
amostra, fibra dptica para condugido, um monocromador
e detector, o qual pode ser de diferentes tipos [14]. As
vantagens de uso desta técnica para diagnostico é a ndo
invasividade e possibilidade de quantificagdo dos
fluor6foros no tecido, permitindo também o
monitoramento de diferentes condi¢des patologicas ao
longo do tempo, em tempo real. Contudo, o sistema da
LIF apresenta a desvantagem de analisar uma pequena
area da amostra, devido & pequena area da fibra de
coleta [15].

A LIF tem sido amplamente empregada para
diagnoéstico de patologias de tecidos moles, tais como
cancer [16], além de diferenciacdo e diagnoéstico de
lesdes de tecidos duros dentais, tais como lesdes de
carie [17]. Também, trata-se de wuma ferramenta
poderosa no diagndstico de lesdes cancerigenas
previamente ao tratamento com terapia fotodinamica,
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sendo empregadas fontes de luz que induzem a
fluorescéncia dos fotossensibilizadores empregados
nesta terapéutica. Por meio da selegdo de diferentes
comprimentos de onda de excitacdo, ¢ possivel detectar
os fluoréforos mais comumente encontrados no corpo
humano, tais como colageno, porfirinas, aminoacidos,
acidos nucleicos e diversos constituintes bacterianos
[14].

Recentemente, técnicas de formacgdo de imagens
digitais tém sido associadas aos sistemas de
fluorescéncia, o que permite a analise dos sinais dpticos
com resolucdo espacial e espectral ao mesmo tempo
[15], possibilitando o diagndstico € monitoramento por
imagem de forma rapida e ndo invasiva.

As técnicas de espectroscopia vibracional empregam
a radiacdo eletromagnética para caracterizar os niveis de
energia de atomos ou moléculas. Tais técnicas incluem a
espectroscopia Raman e de absor¢do no infravermelho
médio (FTIR).

O espectro de absor¢do no infravermelho tem
origem quando a radiac@o eletromagnética incidente tem
uma componente com frequéncia correspondente a uma
transi¢do  entre dois niveis  vibracionais. A
espectroscopia de absor¢do no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) utiliza-se da radiagdo
proveniente de uma luz continua, usualmente na regido
espectral de 2,5 a 25 um ou 4000 a 400 cm’,
envolvendo o uso de um interferdmetro de Michelson e
a posterior transformada de Fourier do interferograma
[18].

A espectroscopia Raman utiliza uma fonte de luz
monocromatica que, ao ser transferida para uma
molécula, induz a um espalhamento inelastico na
mesma (espalhamento Raman) devido a transferéncia de
energia da molécula ao foton ou vice-versa. A diferencga
de energia entre a radiagdo incidente e a espalhada esta
relacionada com a energia de vibracdo dos atomos
presentes na amostra.

Como pode ser observado, as técnicas de FTIR e
Raman baseiam-se em principios fisicos diferentes e,
muitas vezes, apresentam informagdes distintas sobre o
mesmo  material, sendo, portanto, técnicas
complementares [19]. Uma das vantagens que a
espectroscopia Raman apresenta em relagdo a técnica de
FTIR é a baixa influéncia da agua no espectro, tendo
em vista que a agua ¢ altamente absorvedora no
infravermelho.

Ambas as técnicas de espectroscopia vibracional
mostraram-se como ferramentas importantes para o
estudo bioquimico de células e tecidos bioldgicos, sendo
principalmente  empregadas na literatura  para
diferenciacdo dos diferentes tipos celulares que se
encontram em um mesmo tecido ou 6rgdo, assim como
¢ possivel evidenciar o grau de metabolismo celular.
Em estudos in vitro que envolvem cultura de cé€lulas, foi
possivel evidenciar que as técnicas vibracionais podem
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diferenciar células neoplasicas das sadias [20]. Estudos
in vivo evidenciam a possibilidade de diagnostico de
neoplasias e tecidos inflamatorios [21], permitem o
diagnoéstico ndo invasivo de lesdes cutineas, além de
monitoramento de substancias empregadas como
estratégias de tratamento de lesdes de pele, tais como
dermo-cosméticos [22].

Por serem técnicas ndo destrutivas e exigirem uma
preparacdo de amostra relativamente simples, o seu uso
também em tecidos mineralizados vem crescendo ao
logo dos anos, sendo que ambas as espectroscopias
vibracionais ja se mostraram eficientes na obtencdo de
informagdes sobre o contetido mineral, cristalinidade e
maturidade do colageno, indicando o potencial da
técnica para a diferenciacdo de lesdes dentarias e 6sseas
[19].

Atualmente, a combinacdo de técnicas de
espectroscopia vibracional com técnicas de aquisi¢do de
imagens por microscopia tem possibilitado a obtengao
de mapas bioquimicos dos diferentes tecidos. A entdo
denominada técnica de histopatologia espectral consiste
na combinag@o das técnicas de micro-espectroscopia
vibracional e técnicas de analise multivariada,
possibilitando a detecgdo da distribuigdo das diferentes
vibragdes moleculares nos tecidos, complementando as
atuais analises histopatologicas. Os sistemas atuais de
p-FTIR permitem a construgdo de imagens com
resolugdo espacial em torno de 6 um; os sistemas p-
Raman, contudo, possibilitam a formacdo de imagens
com maior resolucdo espacial por empregarem regido
com menor comprimento de onda [22].

Speckle é o nome dado a formacdo de uma
estrutura granular no espaco livre, decorrente de um
fenomeno de interferéncia tipicamente ondulatdrio, que
ocorre quando um feixe de luz coerente é espalhado ou
transmitido por uma superficie com rugosidades da
ordem do comprimento de onda da fonte luminosa.
Considerando a rugosidade dos tecidos biologicos, e que
na maioria das vezes os centros espalhadores
encontram-se em movimento (caracterizando o speckle
dindmico com flutuagdes temporais das intensidades),
diz-se que, nestes tecidos, este fenomeno ¢ chamado de
biospeckle.

Por meio da formagdo de imagens, com registro em
um filme ou sensor CCD (charge-coupled device), o
fenomeno de biospeckle ¢ empregado com sucesso
para monitoramento da atividade bioldgica de um tecido
em tempo real, com as vantagens de possibilitar uma
analise ndo destrutiva e nao invasiva dos tecidos
biologicos.  Apresenta, também, facilidade de
implementacao, considerando a simplicidade e o baixo
custo de sua montagem experimental, a qual consiste
em um laser de baixa poténcia, um dispositivo CCD de
média resolugao, lentes, espelhos e polarizadores [23].

A literatura evidencia que a técnica pode ser
empregada com sucesso para analise dindmica na area
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de botanica e agricultura, verificando contaminagdes ¢
grau de degradagdo das estruturas. Considerando os
tecidos bioldgicos, os estudos in vivo evidenciam que
trata-se de uma técnica promissora para avaliagdo do
processo de cicatrizagdo e no monitoramento da
vascularizagao em areas lesionadas [24],
proporcionando a avaliacdo da atividade de farmacos ou
de outras técnicas terapéuticas, tais como o uso da
laserterapia, nos processos de reparagdo tecidual.
Estudos recentes mostram também a viabilidade da
técnica no monitoramento do tempo de coagulagdo
sanguineo e no estudo de microtremores oculares [25].

A fluxometria Doppler ¢ um método ndo invasivo
para estudar a dindmica de particulas espalhadoras de
luz no decorrer do tempo. Para tal, ¢ necessario o uso
de fonte de Iuz coerente de baixa poténcia que possa ser
retroespalhada pelos tecidos; a luz retroespalhada ¢
coletada e guiada por fibra-Optica até um detector que
gera um sinal de fotocorrente.

In vivo, esta técnica permite a medi¢do do fluxo
sanguineo local, além de detectar a velocidade e a
concentracdo das hemadcias, com a vantagem da ndo
invasividade e de monitoramento continuo ¢ em tempo
real de variagdes rapidas de fluxo [24]. Nos tecidos
biolodgicos, os equipamentos disponiveis podem detectar
variagcdes de fluxo em at¢ 1 mm de profundidade.
Contudo, esta técnica apresenta-se bastante sensivel a
variagdes posturais, espaciais, temporais, intra e
interindividuais.

Atualmente, as técnicas que empregam este
principio sdo utilizadas em estudos da microcirculagio
sanguinea, principalmente nas areas de angiologia,
cirurgia plastica, reumatologia, dermatologia e em
odontologia [26].

A tomografia por coeréncia optica (OCT — Optical
Coherence Tomography) é uma técnica de diagnostico
que produz imagens de um corte transversal, com alta
resolugdo espacial, de microestruturas internas de um
tecido vivo [27] de forma ndo invasiva. A primeira
aplicacio em medicina foi divulgada hd duas décadas
[28]. Na pele e em outros tecidos altamente
espalhadores, a técnica de OCT permite construir
imagens de pequenos vasos sanguineos e outras
estruturas numa faixa de 1-2 mm abaixo da superficie,
por sua caracteristica ndo invasiva e por ndo utilizar
radiacdo ionizante. A técnica tem sido aplicada com
sucesso em odontologia, no diagndstico precoce de
lesdes de carie [29]. A tomografia por coeréncia Optica €
baseada no processo de interferometria Optica que
ocorre entre a luz que incide em um tecido e a luz de um
espelho de referencia de wum interferémetro de
Michelson; o sinal interferométrico € detectado e
decodificado para formacao das imagens. Como a fonte
de luz utilizada no interferdmetro possui baixa
coeréncia temporal, as estruturas internas do tecido
podem também ser determinadas, formando imagens
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morfologicas equivalentes as obtidas pelos exames de
l&minas  histolégicas ao  microscépio.  Outra
caracteristica interessante desta técnica ¢ que ela pode
fazer uso do biospeckle e da fluxometria Doppler,
descritos acima, e das caracteristicas de polarizacdo para
medidas de estruturas birrefringentes [30].

A termografia utiliza a regido infravermelha do
espectro eletromagnético para realizar imagens de
tecidos bioldgicos e esta baseada no principio de que
um corpo emite radiacdo infravermelha proporcional a
sua temperatura (radiacdo de corpo negro). A aparéncia
e o funcionamento de uma camera termografica
moderna é semelhante a uma camera de video. O
termograma revela variagdes de temperatura tdo
claramente que podem ser utilizados para diagnostico de
varias doencas. Essas cameras utilizam sensores
matrizes que respondem a comprimentos de onda mais
longos (de médio e longo comprimento de onda
infravermelho). Os tipos mais comuns sdo InSb,
InGaAs , HgCdTe e QWIP FPA. As suas imagens sdo
tipicamente de 160x120 ou 320x240 pixels, podendo
chegar até 640x512 para os modelos mais caros [31].
Como método diagnostico na area da Satide, ela faz uso
do principio de que a atividade metabdlica e de
circulagdo vascular nos tecidos resultam em diferentes
temperaturas. Tumores cancerigenos, por exemplo,
requerem um fornecimento maior de nutrientes e,
portanto, um aumento na circulagdo de suas células,
mantendo os vasos sanguineos existentes dilatados, e
também dando origem a novos vasos (neoangiogénese).
Toda essa atividade acarreta em uma maior temperatura
local, que pode ser detectada pelas cémeras
termograficas.

A microscopia confocal, que ¢ uma variacdo da
microscopia tradicional, é uma técnica de imagem
optica que utiliza, para aumentar a resolucdo Optica e
contraste de uma micrografia, a iluminacdo pontual e
um pinhole espacial para eliminar a luz fora de foco em
amostras que sdo mais espessas do que o plano focal
[32]. Ela permite a reconstru¢do de estruturas
tridimensionais a partir das imagens obtidas em
diferentes planos focais consecutivos sendo interessante
Apesar da sua longa histéria, esta técnica tem se
tornado um instrumento pratico com aplicagcdes bem
definidas nas &reas da Saude. Entre estas aplicagdes,
pode-se citar a obtencdo de imagens valiosas de
amostras, monitoramento de processos bioldgicos,
informag&o computorizada tridimensional em pesquisa
biomédica, além da an&lise quimica e de materiais,
permitindo a localizag&o tridimensional de estruturas e
moléculas marcadas com fluoréforos [32].

O microscépio de Raman ¢ um dispositivo baseado
em microscopio Optico convencional que utiliza um
laser como fonte de iluminacdo e realiza espectroscopia
Raman [33]. O microscopio Raman utiliza a
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propriedade de espalhamento da luz pelos materiais,
quando um foton é espalhado por uma molécula, existe
uma probabilidade deste sofrer um alteracdo na sua
freqiiéncia, ou energia, que ¢ dependente da molécula
espalhadora. Adicionando filtros, ou um espectrometro
acoplado a uma (CCD), ou ainda um detector simples,
como fotomultiplicadoras, ¢ possivel construir com
sistemas de varredura, imagens espectroscopicas que
dependem da composi¢do molecular do tecido
analisado, sendo uma importante ferramenta de

diagnostico nas areas biomédicas.

TENDENCIAS FUTURAS

Um campo em crescente expansdo € o0
desenvolvimento de novas fontes de luz para terapia
com Iuz de Dbaixa poténcia. Recentemente,
pesquisadores chineses desenvolveram um “tecido
luminoso” 3-D, composto de fibras dpticas poliméricas
flexiveis e LEDs, para ser usado sobre injtrias do corpo
humano no tratamento de enfermidades de origem
variada [34]. Capacetes, escovas de cabelo ¢ de dentes
emissoras de luz também se encontram em prospecgao,
além de irradiadores para o corpo inteiro.

O campo de pesquisa em biossensores € também
relativamente novo e com grandes perspectivas,
principalmente na tentativa de monitorar produtos em
diferentes tipos de analises com aplicacdes em Satde
publica. Biossensores sdo dispositivos analiticos, sem
marcadores, que integram uma biocamada, um
transdutor elétrico, elementos de condicionamento e
processamento do sinal elétrico. O objetivo de um
biossensor ¢ produzir um sinal elétrico que ¢
proporcional em magnitude ou frequéncia a
concentracdo do analito (que pode ser gas, liquido ou
so6lido) [35]. Ha diferentes tipos de biossensores, entre
eles, os biossensores Opticos, que se baseiam em
mudancas nas propriedades Opticas das substéncias,
com o objetivo de monitorar a concentra¢do do analito.
Entre as propriedades Opticas que podem ser utilizadas
estdo a absorgdo, o indice de refracdo, a fluorescéncia, a
fosforescéncia, a refletividade e comprimento de onda.
As principais vantagens dos biossensores Opticos sdo a
possibilidade de miniaturizagdo (através de circuitos
micro-optofluidicos), a velocidade de resposta (de
minutos a horas), a facilidade de integragdo, imunidade
a ruido eletromagnético, boa biocompatibilidade e nao
ha necessidade de elementos ativos definidos na
biocamada, além da possibilidade de aplicagdo on line
[35].

Pingas oOpticas sdo instrumentos cientificos que
utilizam lasers extremamente focalizados para
manipular pequenos objetos dielétricos sem contato, que
tém sido principalmente aplicadas em experimentos de
biologia celular nos ultimos anos. As pingas opticas sdo
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as unicas ferramentas capazes de manipular amostras
em escala nanométrica e realizar medi¢des de forca em
moléculas individuais e organelas dentro da célula viva,
sem destruir a amostra e sem a necessidade de insergao
de uma sonda ndo endodgena. Até hoje, relatos na
literatura em experimentos in vivo foram realizados em
culturas de células em 2D ou micro-organismos
unicelulares. Ja que a radiagdo laser tem a capacidade de
penetrar profundamente no tecido bioldgico na regido
do vermelho e infravermelho proximo, espera-se que
pingas Opticas possam ser utilizadas no futuro para
investigar a mecanica também de organismos
pluricelulares ou em profundidade de tecido, além de
fundamentar o mecanismo e¢ a mecanica que regem a
condu¢do nervosa e o desenvolvimento de doengas
neuronais [36].

A associagdo de técnicas Opticas com outras
técnicas, como ultrassom, também se encontram em
prospecgdo e o campo de pesquisa nessa area ¢ amplo
[37].

Finalmente, com o advento da nanotecnologia,
muitas questdes-chave para os distiirbios bioldgicos
poderdo ser respondidas, com consequente melhoria
para a saude da populacdo, seja através de um
diagnostico precoce ou de uma terapia localizada
através da liberagdo de farmacos.

A nanotecnologia envolve a criagdo de qualquer
material, sistema ou dispositivo através da manipulago
da matéria em escala diminuta, com dimensdes de 1 a
100 nm. Nanomateriais s3o definidos como pequenos
objetos que se comportam como uma unidade inteira
com relagdo ao seu transporte e propriedades. Além
disso,  nanomateriais  apresentam  propriedades
eletronicas, Opticas, quimicas e magnéticas Unicas, e
distintas de particulas maiores do mesmo material.
Portanto, fenomenos bioldgicos podem ser explorados
por precisamente controlar e aproveitar estas
propriedades tinicas dos nanomateriais.

Varios tipos de nanoparticulas (metalicas- Ag e Au),
cristalinas (up conversion- NaYF, dopada com terras
raras) e semicondutoras- quantum dots) podem ser
funcionalizadas (marcadas com moléculas especificas)
para aplicagdo na optica biomédica, seja como agente de
contraste para melhorar a resolu¢do na captagdo de
sinais e imagens, ou como veiculo para liberacio de
farmacos em sitios especificos [38]. Além disso,
particularmente as nanoparticulas metalicas mostram
aumento de rendimento de oxigénio singleto [39], que
otimizaria o efeito fotodinamico na destruicdo de
células tumorais e micro-organismos.

Sem duavida, a proeza mais recente com O
crescimento do campo da nanobiofotoénica ¢ a area da
teranostica, que tem como objetivo unir a terapia € o
diagnoéstico em um unico scaffold [40] e se encontra em
franca expansdo. No entanto, vale ressaltar que o uso de
nanoparticulas na Optica biomédica ainda se encontra
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em estagio laboratorial e/ou pré-clinico. Mais estudos
nessa area devem ser realizados antes da utilizagdo de
nanomateriais na pratica clinica.
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