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Resumo: O objetivo deste estudo é montar e
caracterizar um sistema de espectroscopia e tempo de
vida de fluorescéncia para ser usado em aplicagdes de
diagndstico clinico. Para o sistema de tempo de vida de
fluorescéncia, foi obtida uma fungdo resposta de cerca
de 250 ps. Também foi obtido o espectro ¢ o tempo de
vida de fluorescéncia de uma molécula fluorescente
padrdo (rodamina), para calibrag@o do sistema. O tempo
de vida médio da rodamina foi de (4,1 =+ 0,3) ns, o que
coincide com os tempos de vida de fluorescéncia
encontrados na literatura e indica que o sistema esta
bem calibrado. Foram também medidos os tempos de
vida de dois fotossensibilizadores em solugdes aquosas
em diversas concentragdes: o Photogem ¢ a Clorina ¢6,
para referéncias futuras em medidas em tecidos
biologicos. Os tempos de vida obtidos foram de (11,0 &=
0,3) ns e (4,0 £ 0,3) ns, respectivamente. O sistema
mostrou-se robusto e sera utilizado para medidas em
lesdes neoplasicas de pele.

Palavras-chave: Espectroscopia, fluorescéncia; tempo
de vida.

Abstract: The objective of this study is to assemble and
characterize a spectroscopy and fluorescence lifetime
system for clinical diagnostic purposes. An instrument
response function of about 250 ps was obtained for the
fluorescence lifetime system. In addition, the spectrum
and fluorescence lifetime of a standard fluorescent
molecule (rhodamine) for calibration of the system was
measured. The average lifetime of rhodamine was (4.1 +
0.3) ns, which matches with the fluorescence lifetimes of
rhodamine in the literature and indicates that the system
is well calibrated. It was also measured lifetimes of
photosensitizers in aqueous solutions in two different
concentrations: Photogem and Chlorin €6, for
references for future measurements in biological tissue.
The measured fluorescence lifetimes were (11.0 + 0.3)
ns and (4.0 £ 0.3) ns, respectively. The system was
considered robust and will be used for measurements in
neoplastic skin lesions.
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Introducéo
A analise do espectro de fluorescéncia e do tempo de

vida de fluorescéncia em tecidos bioldgicos vem sendo
apresentada como uma técnica com grande potencial
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para a caracterizagdo tecidual com finalidade
diagnodstica, pois alteracdes bioquimicas podem
modificar a fluorescéncia emitida pelo tecido. [1,2,3]
Existem varias moléculas fluorescentes (fluoréforos)
presentes tanto no interior das células quanto na matriz
extracelular. Os principais fluoréforos sdo o NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo) ¢ o FAD (flavina
adenina dinucleotideo), biomoléculas que, ao serem
monitoradas, podem fornecer informac¢des sobre o
metabolismo da célula uma vez que estdo envolvidas na
respiracdo celular [1,3]. Tanto o NADH quanto o FAD
apresentam dois tempos de vida médios diferentes,
dependendo de seus estados ligados ou livres. No caso
do NADH, o tempo de vida rapido pode ser associado a
sua forma livre e o tempo lento a sua forma ligada. Um
pensamento similar pode ser feito para o FAD. Os
tempos de vida médios dos NADH e FAD livres e
ligados mudam de acordo com alteragdes metabolicas
dos tecidos, possibilitando uma investigag@o clinica nao
invasiva de lesdes, complementando as informagdes
obtidas por espectroscopia de fluorescéncia. [3] Para
monitorar os tempos de vida de fluorescéncia desses
fluoroforos € necessario que o sistema tenha resolugéo
temporal suficiente para medir o tempo de vida mais
curto dentre as formas livres e ligadas de ambos e que a
excitagdo seja feita em comprimentos de onda proximos
do maximo de absor¢do pelos fluoréforos (340 nm para
o NADH e 450 nm para o FAD).

O principal objetivo deste trabalho ¢ a montagem e
caracterizagdo de um sistema de espectroscopia e tempo
de vida de fluorescéncia utilizando fibras Opticas, com
base na sua resolugdo temporal e tempo de vida médio
medido para a rodamina, para que possa ser utilizado na
avaliagdo de tecidos bioldgicos e alteragdes metabdlicas
presentes nestes.

Material e métodos

Sistema de Espectroscopia e Tempo de vida de
Fluorescéncia — O sistema de fluorescéncia resolvida
no tempo utiliza dois lasers: um emitindo em 378 nm e
outro em 445 nm (BDL-375-SMC e BDL-445-SMC,
Becker and Hickl, Berlin, Alemanha), que sdo usados
como fontes de luz para excitacdo principalmente do
NADH e FAD, respectivamente. Os lasers tém taxa de
repeticdo de 20, 50 ou 80 MHz e largura do pulso na
ordem de 50 a 100 ps, sendo o tempo de vida médio das
moléculas teciduais na ordem de 200-5000 ps. A luz é
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conduzida ao tecido e ao fotodetector por meio de uma
fibra optica bifurcada Tipo — Y (Ocean Optics, Dunedin,
Florida, EUA), com uma fibra para entrega da luz de
excitagdo e outra para a coleta da luz reemitida pelo
tecido. Um filtro para bloquear a luz do laser é colocado
em um suporte posicionado antes do detector. O
fotodetector utilizado foi uma fotomultiplicadora
hibrida (HPM-100-50, Becker and Hickl, Berlin,
Alemanha) praticamente livre do efeito de after-pulsing,
que pode interferir com as medidas de tempo de vida. A
técnica de medida de tempo de vida médio empregada ¢
a correlacdo temporal na contagem de foton unico
(TCSPC, do inglés Time Correlated Single Photon
Counting). Para a espectroscopia de fluorescéncia,
foram utilizados os mesmos lasers emitindo em 378 nm
e 445 nm, além de um laser que emite em 405 nm
(Eagle VIO 50mW 405nm, Quantum Tech, Sdo Carlos,
Brasil). O espectro de fluorescéncia ¢ coletado por meio
de um espectrometro portatil Ocean Optics USB2000-
FLG (Ocean Optics, Dunedin, Florida, EUA). A figura
1 mostra um desenho esquematico do setup
experimental montado.
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Figura 1: Desenho esquematico dos componentes para a
coleta dos espectros ¢ do tempo de vida de
fluorescéncia.

Caracterizacdo do sistema de tempo de vida de
fluorescéncia - As medidas da largura temporal do
pulso, ou seja, a fungdo resposta de um detector (ou IRF
do inglés Instrument Response Function) e do tempo de
vida de uma molécula padrdo como a rodamina sdo
importantes para saber a resolu¢do temporal do sistema
e se este estd bem calibrado. Para obter o alargamento
temporal devido a utilizagdo de fibras multimodos, a
largura temporal do pulso do laser foi medida depois
dele percorrer toda a fibra de excitagdo ¢ a de coleta,
sendo incidido em um meio espalhador (solugdo 0,5%
de Lipofundin (Laboratérios B. Braun S.A., Rio de
Janeiro, Brasil) em agua destilada). Para manter a fibra
limpa, foi utilizado um filme de PVC. A solucdo de
rodamina 6G (Sigma Aldrich) 25 pg/ml utilizada para a
calibracdo do sistema foi caracterizada a partir de seu
espectro de absor¢do e espectro de fluorescéncia
utilizando um filtro passa alta 475 nm e excitagdes em
378 nm e 445 nm. O sistema foi entdo calibrado
comparando-se o tempo de vida médio medido com o
encontrado na literatura para a rodamina.
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Caracterizacdo de fotossensibilizadores — Foram
preparadas solugdes aquosas de dois
fotossensibilizadores: o Photogem (Photogem, Moscou,
Russia) e a Clorina e6 (Sigma Aldrich) em diversas
concentragdes. As  solugdes  também  foram
caracterizadas pelo espectro de absorcao e fluorescéncia
com excitagdo em 378 e 405 nm. O tempo de vida
médio de fluorescéncia foi medido com a excitacdo em
378 nm.

Processamento dos dados - Cada perfil de
decaimento adquirido foi processado através do
programa SPCImage (Becker and Hickl, Berlin,
Alemanha). Tanto na excitagdo em 378 nm quanto em
445nm, a curva de decaimento da fluorescéncia foi
aproximada por uma monoexponencial. Entdo, as
médias dos tempos de vida médio 7 foram comparadas
considerando o desvio padrao entre as medidas.

Resultados

Alargamento temporal dos pulsos - Com a medida
da largura temporal do pulso, obteve-se a fungdo respos-
ta do detector ou IRF. A figura 2 representa a largura
dos pulsos dos lasers em 378 nm e 445 nm depois de
terem percorrido as fibras de coleta e excitacao.
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Figura 2: Curvas de IRF obtidas para os lasers de 378
nm e 445 nm. O decaimento ¢ muito mais rapido que o
de moléculas presentes em tecidos biologicos.

Calibracéo do sistema — Os espectros de absorgéo ¢
fluorescéncia para a rodamina mostram que a solugdo
estd bem padronizada. O tempo de vida médio obtido
para a rodamina foi de (4,1 £ 0,3) ns. Na literatura,
encontra-se que o tempo de vida médio da rodamina
diluida em agua ¢ de, aproximadamente, 4,1 ns[4,5,6,7].
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Figura 3: Espectros de absorcdo e de fluorescéncia da
rodamina com excitagdo em 378 nm e 445 nm.
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Figura 4: Curvas de decaimento para a rodamina,

obtidas com as excitagdes em 378 nm e 445 nm e taxas

de repeticdo 20 MHz (acima) ¢ 50 MHz (abaixo).

Variac¢des do tempo de vida com o ganho do laser
- Os tempos de vida da rodamina 6G foram medidos
com diferentes ganhos do laser, de modo que a taxa de
fotons fosse mantida na ordem de 10° fotons/s. Com a
taxa mantida nessa ordem, o ruido na curva de
decaimento temporal da fluorescéncia se mantém
consideravelmente  menor, diminuindo também
possiveis erros no ajuste exponencial da curva de
decaimento, como se observa na diminui¢do do desvio
padrdo com taxas mais elevadas que ndo saturam a
contagem de fotons pelo detector.
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Figura 5: Variagdo do tempo de vida com excitacdo da
rodamina em 378 nm e taxa de repeticdo 20 MHz (a
esquerda) e 50 MHz (a direita).
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Figura 6: Variacdo do tempo de vida com excitacdo da
rodamina em 445 nm e taxa de repeticdo 20 MHz (a
esquerda) e 50 MHz (a direita).

Solucgbes de Photogem e Clorina e6 — Os espectros
de absorc¢do e de fluorescéncia medidos sdo tipicos de
solucdes aquosas de Photogem e Clorina e6. Os tempos
de vida obtidos para as solugdes de Photogem foram de

(11,0 £ 0,3) ns e (4,0 & 0,3) ns, respectivamente.
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Figura 7: Espectro de absorg@o e fluorescéncia para a
solugdo de Photogem (20 pg/ml). Observa-se a banda de
Soret e as bandas Q de absor¢ao tipicas do Photogem.
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Figura 8: Intensidade de absorcdo em 504 nm e
fluorescéncia em 665 nm para diversas concentragdes
de Photogem.
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Figura 9: Tempo de vida de fluorescéncia para diversas
concentragdes de Photogem. Observa-se uma correlagdo
entre as intensidades e o tempo de vida de fluorescéncia.
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Figura 10: Espectro de absorcdo e fluorescéncia para a
solugdo de Clorina e6 (20 pg/ml).



XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica — CBEB 2014

Intensidade (u.a.)

/" [ —— absorbancia 403 normalizada
—=— fluorescéncia 666 normalizada
T T T T
0 20 40 60 80

concentragdo (ug/ml)

1(‘)0 1‘20

Figura 11: Intensidade de absor¢do em 403 nm e
fluorescéncia em 660 nm para diversas concentragdes
de Clorina e6.
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Figura 12: Tempo de vida de fluorescéncia para diversas
concentragdes de Clorina e6. O tempo de vida de
fluorescéncia tem um comportamento diferente em
relagdo as intensidades de fluorescéncia.

Discussao

A IRF medida mostrou que a largura temporal do
pulso laser ¢ de cerca de 250 ps. Nesse caso, a resolugio
temporal ¢ acima de 250 ps, o que implica que ¢
possivel medir o tempo de vida médio da grande
maioria das moléculas presentes em tecidos biolégicos
(200-5000 ps). Em particular, a resolucdo temporal
permite distinguir o tempo de vida mais curto entre os
fluoréforos a serem futuramente monitorados em
tecidos biologicos (NADH e FAD), que pode chegar a
300 e 400 ps.

O tempo de vida da rodamina foi de (4,1 + 0,3) ns, o
que indica que o sistema esta devidamente calibrado em
relacdo a outros sistemas para determinagdo do tempo
de vida de fluorescéncia, ndo havendo perda de
resolucdo para tempos de vida longos.

Tanto o desvio padrdo quanto as variacdes nos
tempos de vida medidos em fung¢do do ganho sdo
minimizados para ganhos maiores que ndo saturam o
detector e mantém a taxa de fotons em 103 fotons/s.

A intensidade de fluorescéncia do Photogem cresce
até a concentragao de 40 pg/ml, decai logo em seguida e
se mantém constante para concentragdes acima de 80
pg/ml. O tempo de vida tem 0 mesmo comportamento,
mas continua decaindo, mesmo para altas
concentragdes. Ja para a Clorina e6, apesar da
absorbancia e fluorescéncia crescerem com o aumento
da concentracdo, o tempo de vida decai e tende a oscilar
para concentracdes mais altas.
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Conclusédo

O sistema de tempo de vida foi calibrado, obtendo-
se um tempo de vida de (4,1 = 0,3) ns para a rodamina,
que coincide ao descrito na literatura.

A IRF foi determinada (250 ps), mostrando que o
sistema pode medir o tempo de vida de grande parte
moléculas em tecidos bioldgicos, incluindo as
moléculas de NADH e FAD, monitoradas pelos bons
resultados de diagndstico encontrados na literatura
[1,2,3].
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