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RESUMO 
Nos últimos anos, houve um crescimento na utilização de técnicas baseadas em 
fluorescência. Entretanto, na Medicina Veterinária tais técnicas são pouco difundidas 
e utilizadas. Diante da necessidade de um maior esclarecimento na utilização 
dessas técnicas para auxiliar o diagnóstico de enfermidades, o objetivo principal 
deste trabalho foi englobar as principais aplicações do fotodiagnóstico, bem como os 
fotossensibilizadores mais utilizados neste processo. O diagnóstico fotodinâmico 
baseia-se na forma em que tecidos normais e anormais absorvem a luz, permitindo 
então a visualização de fluorescência diferencial nestes tecidos quando em contato 
com fluoróforos. Estes fluoróforos podem ser endógenos ou exógenos, e emitem 
fluorescência ao serem excitados por um comprimento de onda específico da luz 
visível dentro da gama do espectro. Os fluoróforos exógenos são chamados de 
fotossensibilizadores e possuem um papel fundamental no fotodiagnóstico, pois são 
moléculas capazes de interagir com luz e gerar fluorescência ou espécies reativas 
do oxigênio. Esta técnica pode ser aplicada para o diagnóstico de diversas 
enfermidades, como, por exemplo, no diagnóstico de fungos de pele, na detecção da 
cárie dentária, cálculos e biofilmes bacterianos, na detecção de pequenas lesões no 
trato digestório e principalmente no diagnóstico precoce do câncer e no tratamento 
de neoplasias. Por ser uma técnica inovadora, que apresenta uma alta sensibilidade 
e especificidade, não ser invasiva, além de ser uma técnica rápida e de fácil 
realização, o diagnóstico fotodinâmico apresenta um enorme potencial de utilização 
na Medicina Veterinária. 
PALAVRAS-CHAVE: fotodiagnóstico, fotossensibilizadores, fluorescência, porfirina. 
 
 
 
 



 

 

ENCICLOPÉDIA BIOSFERA , Centro Científico Conhecer - Goiânia, v.11 n.22; p.                   2015 
 

977 

PHOTODYNAMIC DIAGNOSIS: PRINCIPLES AND APPLICATIONS  
 

ABSTRACT 
In recent years, the use of fluorescence-based techniques has greatly increased. 
However, the use of such techniques in Veterinary Medicine is not widespread. 
Considering the need for further information on the use of these techniques to assist 
the diagnosis of diseases, the objective of this review was to cover the main 
applications of  photodiagnosis as well as the photosensitizers more used in this 
process. Photodynamic diagnosis is based on the manner in which normal and 
abnormal tissues absorb light, allowing fluorescence on these tissues when they are 
in contact with a fluorophore. These fluorophores may be endogenous or exogenous, 
and emit fluorescence when excited by light of a specific wavelength. The 
fluorophores are called exogenous photosensitizers and have a key role in 
photodiagnosis. They are molecules capable of interacting with light-generating 
fluorescence or reactive oxygen species. This technique can be applied to the 
diagnosis of many diseases, such as skin fungi, detection of dental caries, bacterial 
biofilms, detection of small lesions in the digestive tract, and especially in the early 
diagnosis of cancer and treatment of neoplasms. Being an innovative non-invasive 
technique, with high sensitivity and specificity, as well as relatively quick and easy to 
perform, photodynamic diagnosis presents potential for use in veterinary medicine. 
KEYWORDS:  photodiagnosis, photosensitizers, fluorescence, porphyrin. 
 

INTRODUÇÃO 
 O correto diagnóstico de uma enfermidade exige o conhecimento e 
investigação do Médico Veterinário, a fim de defini-lo em menor tempo e iniciar o 
tratamento mais adequado para cada situação. O método mais antigo de diagnóstico 
é a inspeção visual, esta vem sendo utilizada como parte do exame clínico desde o 
tempo de Hipócrates, porém, em vários casos a inspeção visual sozinha não permite 
confirmar a hipótese diagnóstica, sendo necessário o auxilio de outros métodos 
diagnósticos como, por exemplo, exames laboratoriais (MOGHISSI et al., 2008). 
 A utilização biomédica de técnicas baseadas em fluorescência vem crescendo 
a cada dia, tanto no campo do diagnóstico, como no campo do tratamento clínico 
(ANDERSSON-ENGELS et al., 1997). O diagnóstico fotodinâmico surgiu como uma 
importante ferramenta diagnóstica, por ser uma técnica rápida, de fácil realização, 
não invasiva, seletiva e sensível (SIERON et al., 2013). Muitas aplicações desse 
método têm sido discutidas em diferentes áreas médicas, como a dermatologia, 
gastroenterologia, odontologia, pneumologia, ortopedia, urologia, neurologia e 
principalmente na oncologia (SIERON & KWIATEK, 2009; WOLUN-CHOLEWA et al., 
2011; AHMAD et al., 2012; CHEUNG et al., 2013; BORRONI et al., 2015; 
YAMAMOTO et al., 2015).  
 O método baseia-se no princípio da emissão de fluorescência, em resposta a 
uma excitação por um comprimento de onda específico da luz visível dentro da 
gama do espectro (MOGHISSI et al., 2008; GUYON et al., 2012). No diagnóstico de 
câncer haverá emissão de fluorescência diferencial entre o tecido anormal e os 
tecidos normais, sendo o resultado muito sensível e específico (MOGHISSI et al., 
2008). Na prática clínica são utilizados dois tipos de métodos de diagnóstico 
fotodinâmico, a autofluorescência e a fluorescência induzida por fluoróforos 
exógenos (MOGHISSI et al., 2008; SIERON et al., 2013). A autofluorescência é 
gerada pelas moléculas endógenas, tais como os ácidos aminados aromáticos, 
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nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) ou porfirinas. Já a fluorescência 
exógena é baseada na utilização de fotossensibilizadores, que possuem seletividade 
pelo tecido pesquisado, tais como porfirinas, ftalocianinas e clorinas (DACOSTA et 
al., 2007; FILIP et al., 2011). 
  Fotossensibilizadores (PS) são moléculas capazes de interagir com a luz e 
gerar fluorescência, ou ainda, gerar espécies reativas do oxigênio (ALLISON et al., 
2008). Seus espectros de excitação e emissão são bem conhecidos, e sua 
aplicabilidade está relacionada principalmente à localização seletiva dentro dos 
tecidos de interesse, modo de administração, visualização da fluorescência a olho 
nu ou por meio do fluorímetro e poucos efeitos colaterais para os pacientes 
(BORISOVA et al., 2011). 
 O diagnóstico fotodinâmico já é utilizado na Medicina há alguns anos, 
principalmente no diagnóstico precoce de câncer, porém, pouco utilizados na 
Medicina Veterinária. Desta forma, esta revisão teve como intuito abordar os 
processos fotofísicos que ocorrem com os fluoróforos, os fotossensibilizadores 
utilizados e os métodos de diagnóstico fotodinâmico que podem ser aplicados na 
Medicina Veterinária. 
 

PROCESSOS FOTOFÍSICOS 
 Quando uma molécula é excitada, ela se encontrará num estado 
energeticamente instável em relação ao seu estado fundamental. Caso essa 
molécula não sofra rearranjo ou se fragmente (processo químico), perderá energia 
para retornar ao estado fundamental (processo físico) (BRACKMANN, 2000). As 
moléculas podem perder energia por processos radioativos, não radioativos e de 
supressão. Os processos radioativos são classificados como fenômenos de 
luminescência (fosforescência e fluorescência), através dos quais os estados 
excitados decaem ao estado fundamental, com a emissão de radiação 
eletromagnética (EWING, 1975; BRACKMANN, 2000). 
 A luminescência é o resultado de um processo de três fases que ocorre com 
os fluoróforos ou corantes fluorescentes, que culminará na fluorescência, 
fosforescência ou na transferência de energia não radioativa. O processo 
responsável pela luminescência é ilustrado pelo diagrama de Jablonski (Figura 1). 
Após a absorção de radiação por um comprimento de onda específico, as moléculas 
são promovidas do estado fundamental (S0) para um estado excitado singleto (Sn), 
essas moléculas se desativam por relaxamento vibracional (RV) até atingir o 
primeiro nível vibracional do estado excitado singleto de menor energia (S1). Esse 
processo de relaxamento recebe o nome de cruzamento interno (CI) que consiste na 
desativação da espécie excitada para estados de mesma multiplicidade de spin e 
sem emissão de radiação. A partir de S1, o elétron pode seguir três caminhos: 1) 
conversão interna e conversão externa (processo não radiativo onde há perda de 
energia da molécula para o solvente); 2) emitir luz visível através do processo de 
fluorescência ou ainda 3) passar para um estado de menor energia tripleto (T1) por 
efeito de cruzamento intersistemas (CIS) onde há a passagem de singleto para 
tripleto com inversão do spin (EWING, 1975; LAKOWICZ, 2007; LEHNINGER et al., 
2008). 
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FIGURA 1. Diagrama de Jablonski modificado. (S0) estado fundamental, 

(Sn) estado excitado singleto, (S1) primeiro estado excitado 
singleto, (A) absorção de um fóton, (RV) relaxamento 
vibracional, (CI) cruzamento interno, (CIS) cruzamento 
intersistemas, (T1) estado excitado tripleto de menor energia, 
(F) Fluorescência, (P) Fosforescência.  

 Fonte: Adaptado de FRACKOWIAK (1988) 
 
 Se o estado excitado envolvido é singleto, onde o spin do elétron no orbital 
excitado mantém a orientação original (S1-S0), tem-se a fluorescência. Porém, no 
estado tripleto (T1), o elétron pode emitir luz e voltar para o estado fundamental (S0) 
ocorrendo outro cruzamento entre sistemas (T1–S0) acompanhado de emissão de 
luz visível, ou seja, o fenômeno de fosforescência, ou pode ainda transfererir energia 
para outra molécula por meio de uma transição não radioativa, dando origem a 
espécies reativas de oxigênio (ROS). Na fluorescência não ocorre cruzamento entre 
sistemas, e não há inversão de spin. A necessidade de inversão de spin para o 
fenômeno de fosforescência o torna mais lento que a fluorescência, sendo assim, a 
fluorescência é um fenômeno luminescente mais comum que a fosforescência 
(EWING, 1975; LAKOWICZ, 2007; LEHNINGER et al., 2008).  
 Alguns fatores podem influenciar no fenômeno da fluorescência, como: 
conformação apropriada da molécula, o meio que deve favorecer a desativação 
radioativa (S1- S0), temperatura e pH (SCHULMAN & SANDERS, 1971). A 
conformação molecular planar aumenta a interação e conjugação entre os elétrons 
favorecendo a fluorescência, assim como a presença de grupos substituintes como 
os grupos hidroxi (-OH), metoxi (-OR), amino (-NR2), que amplificam a intensidade e 
o tipo de luminescência, enquanto os grupos cetônicos (-C=O) carboxílicos (-COOH) 
e halogênios (-X) favorecem o cruzamento intersistemas, levando a fosforescência. 
O aumento da temperatura leva a uma maior eficiência dos processos de 
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relaxamento vibracional (CI) com consequente desativação do estado excitado, já o 
pH possui efeito relevante em moléculas aromáticas, contendo grupos funcionais 
básicos ou ácidos, sendo comum observar diferença entre as propriedades 
luminescentes de moléculas protonadas e não-protonadas (INGLE & CROUCH, 
1988).  

 
FOTOSSENSIBILIZADORES 

 Fotossensibilizadores (PS) são moléculas capazes de interagir com a luz e 
gerar fluorescência, ou ainda, gerar espécies reativas do oxigênio (ALLISON et al., 
2008). Um PS ideal deve apresentar as seguintes características: baixa toxicidade 
na ausência de luz, ser um composto puro, hidrossolúvel, biologicamente estável, 
fotoquimicamente seletivo, apresentar intensa absorção na região espectral entre 
600 a 700 nm, baixos custos de produção e rápida excreção do organismo 
(PUSHPAN et al., 2002). 
 Os fotossensibilizadores podem ser classificados como de primeira, segunda 
ou terceira geração (SENGE, 2012). A primeira geração de fotossensibilizadores era 
composta por substâncias derivadas da hematoporfirina (HpD), com estrutura 
tetrapirrol, semelhante à da protoporfirina contida na hemoglobina (DEROSA & 
CRUTCHLEY, 2002). A heterogeneidade química destes PS aliada aos baixos 
coeficientes de absorção e efeitos colaterais como a fotossensibilidade prolongada 
da pele (até 12 semanas) incentivaram o desenvolvimento de uma segunda geração 
de PS como o ácido 5-aminolevulínico (ALA) (O'CONNOR et al., 2009). Já a terceira 
geração de PS corresponde à conjugação entre os PS de segunda geração com 
anticorpos, polímeros, lipossomas, ou outras moléculas que permitam direcionar 
seletivamente o PS para o tecido de interesse (NYMAN & HYNNINEN, 2004; 
O'CONNOR et al., 2009). 
 A distribuição do fotossensibilizador no organismo ocorre pela interação com 
os receptores de lipoproteína de baixa densidade (LDL). No caso de neoplasias, as 
células cancerosas apresentam elevados níveis de receptores de LDL, assim, ocorre 
a formação de complexos LDL-fotossensibilizador, permitindo o diagnóstico e a 
aplicação da terapia fotodinâmica (CHOWDHARY et al., 2003). Outro fator que 
permite a distribuição é a captação seletiva do PS pelas células tumorais que ocorre 
devido ao menor pH intracelular, microcirculação permeável e drenagem linfática 
deficiente nos tumores (FOOTE, 1968). A maioria dos fotossensibilizadores não se 
acumula no núcleo celular, eles se ligam a matrizes apolares endocelulares como 
lisossomos, mitocôndrias e/ ou membranas plasmáticas (KRAMER-MAREK et al., 
2006). 

Historicamente três famílias de corantes têm sido mais estudadas para 
utilização no fotodiagnóstico e na terapia fotodinâmica, são as porfirinas, clorinas e 
ftalocianinas, que serão abordadas a seguir.  

 
� Porfirinas 

 A palavra porfirina tem origem do grego “porphura” e era utilizada para 
descrever a cor púrpura. Assim, porfirina é o nome dado à grande classe de 
compostos vermelhos ou púrpuros, pigmentos cristalinos fluorescentes, de origem 
natural ou sintética, que têm em comum um macrocíclo aromático consistindo de 
quatro anéis pirrólicos, ligados entre si por pontes de metil (SMITH, 1998).  
 As porfirinas são compostas por 20 átomos de carbono ao redor de um anel 
central com quatro átomos de nitrogênio, sendo assim, são capazes de absorver luz 
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na região visível e transmitir esta energia para moléculas vizinhas (Figura 2). Possui 
elevado rendimento quântico de formação de tripleto e geração do oxigênio singleto, 
além de biocompatibilidade com diversas estruturas biológicas, como albuminas, 
micelas e DNA (SMITH, 1998; LEHNINGER et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 2. Fórmula estrutural da porfirina. 
 
 São classificadas ainda em primeira, segunda ou terceira geração. As de 
primeira geração são aquelas porfirinas que são substituídas nas posições meso do 
anel, por grupos fenila ou arila. As porfirinas de segunda geração possuem uma 
maior ativação do anel frente a reações de oxidação, pois possuem halogênios nos 
grupos fenílicos das posições meso. E por fim, as porfirinas de terceira geração são 
aquelas que apresentam halogênios ou outros tipos de substituintes volumosos nas 
posições β-pirrólicas do anel (posições 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18), conferindo a estas 
porfirinas maior proteção à destruição oxidativa e minimizando a formação de 
espécies diméricas (MONTANARI, 1994; DOLPHIN et al., 1997). 
 As porfirinas são fundamentais em alguns processos biológicos, como: 
transporte de oxigênio (hemoglobina), armazenamento de oxigênio (mioglobina), 
transporte de elétrons na cadeia respiratória (citocromo c) e na fotossíntese 
(clorofila). Na Medicina, as porfirinas trouxeram uma inovação no campo do 
diagnóstico e na terapia fotodinâmica para o câncer e pode ser aplicada no combate 
de diversas doenças (SESSLER & WEGHORN, 1997).  
 Como dito anteriormente, os primeiros fotossensibilizadores utilizados foram 
derivados desta família, os principais análogos comercias são os Photofrin®, 
Photosan®, Photogem® e Metvix®. Esses PS são produzidos a partir da tecnologia 
de desfibrilação do sangue de animais e de humanos, a partir de protoporfirina IX 
(HpIX) existente na circulação sanguínea (MIRONOV et al., 1990). Estes 
apresentam espectro de absorção em cinco bandas, sendo a mais intensa na região 
de 370 nm, conhecida como banda de Soret, e quatro bandas de menor intensidade 
em comprimentos de onda maiores (bandas Q) em torno de 630 nm ( DOUGHERTY 
et al., 1975; BRAGA et al., 2014) (Figura 3). 
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FIGURA 3. Espectro de absorção eletrônica da porfirina. Na região 
de 370nm o espectro da banda de Soret que possui 
maior intensidade e quatros bandas Q de menor 
intensidade em torno de 630nm. 

 Fonte: Adaptado de BRAGA et al.(2014) 
 

 Os PS derivados de porfirinas não são considerados ideais por apresentarem 
elevada retenção cutânea, causando um efeito colateral indesejável que consiste na 
fotossensibilização cutânea do paciente que deve se proteger da exposição à luz 
solar ou luz brilhante por um período de quatro a oito semanas, que é o tempo de 
retenção do HpD na pele. Além disso, a última banda de absorção destes PS 
encontra-se na faixa de 620-630 nm e neste comprimento de onda a penetração de 
luz nos tecidos não é ideal (BRAGA et al., 2014). 
  

� Clorinas 
 As clorinas são porfirinas hidrofílicas reduzidas devido à saturação de uma 
dupla ligação na periferia do sistema macrocíclico (BOSE & DUBE, 2008). 
Apresentam forte banda de absorção na região de 650-800nm e apesar de serem 
semelhantes às porfirinas, as clorinas apresentam um deslocamento para a região 
do vermelho no espectro de UV-visível da última banda Q, assim como, um aumento 
no coeficiente de extinção molar desta banda. Essa característica permite que as 
clorinas absorvam fortemente na região do azul e do vermelho, e possuam maior 
tempo de vida de estado tripleto. Estas características fazem com que as clorinas se 
destaquem no mercado, e possuam uma variedade de análogos comerciais como: 
Foscan®, Photochlor®, Photoditazine®, Radaclorina® e Visudyne™ (STRACHAN et 
al., 2000; BOSE & DUBE, 2008). 
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� Ftalocianinas 
 As Ftalocianinas são corantes sintéticos semelhantes às porfirinas e 
estruturalmente consideradas azaporfirinas (SPIKES, 1986). O termo ftalocianina 
possui origem nas palavras gregas "nafta", que significa rocha e "cyanine", que 
significa azul escuro. Este termo foi utilizado pela primeira vez para descrever essa 
classe de compostos macrocíclicos por Reginald Linstead em 1933 durante seu 
trabalho pioneiro sobre o assunto (VALEUR, 2001). 
 São constituídas de quatro núcleos benzoindólicos unidos por pontes de 
nitrogênio (Figura 4), e são classificadas como fotossensibilizadores de segunda 
geração (SPIKES, 1986; ROSENTHAL, 1991). Podem estar ligadas a uma 
variedade de metais, principalmente alumínio e zinco, se acumulam na membrana 
plasmática, microssomos e mitocôndria, e apresentam uma intensa banda de 
absorção na região de 700nm (ROSENTHAL, 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 4. Fórmula estrutural da Ftalocianina. A 
letra M representa o centro do átomo 
que é ocupado por um metal (Al, Co, 
Ga,Si, Zn) 

 
 
 Os principais fotossensibilizadores análogos da Ftalocianina são o 
Photosense®, o PC4, ZnPc e o CIAIPc que ainda não possuem análogos comerciais 
(BARON et al., 2010; XU et al., 2012; JIANG et al., 2014).  
 
 

DIAGNÓSTICO FOTODINÂMICO  
 O fotodiagnóstico se baseia no princípio que tecidos anormais absorvem a luz 
de forma diferente dos tecidos normais, assim ao utilizar comprimentos de onda 
específicos aos fluoróforos, sejam endógenos ou exógenos, irão emitir fluorescência 
característica (GUYON et al., 2012; INOUE et al., 2014).  
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 O monitoramento da fluorescência pode ser baseado na autofluorescência do 
tecido por meio de fluoróforos endógenos, ou resultante da administração de 
fluoróforos exógenos que se acumulam seletivamente em lesões de interesse 
diagnóstico (MOGHISSI et al., 2008; SIERON et al., 2013; DRAKAKI et al., 2014). A 
fluorescência endógena é preferível, uma vez que não há efeitos colaterais 
indesejáveis ou riscos associados à utilização de PS exógenos (ANDERSSON-
ENGELS et al., 1997). 
 A autofluorescência é gerada por moléculas endógenas, como: aminoácidos 
aromáticos, proteínas estruturais, enzimas e coenzimas, vitaminas, lipídios e 
porfirinas (BORISOVA et al., 2011; FILIP et al., 2011). O espectro de excitação se 
encontra entre 250 e 450 nm e o espectro de emissão encontra-se por volta de 700 
nm (RICHARDS-KORTUM & SEVICK-MURACA, 1996; ZHAO et al., 2015). Este 
método tem sido descrito como muito sensível e específico no diagnóstico de 
pequenas alterações, que não são visíveis utilizando-se a luz endoscópica comum 
(ROBERTS-THOMSON et al., 2010; ZHAO et al., 2015). A fluorescência de cor 
vermelha é mais forte no tecido tumoral do que no tecido normal, onde a principal 
cor de fluorescência é verde. A desvantagem é a geração de falsos positivos devido 
à inflamação local ou neovascularização, porém, no mercado já existem aparelhos 
de laser que possuem um sistema de excitação utilizando luz azul, filtros de 
passagem e intensificadores de imagem que permitem a detecção de ambas às 
cores de autofluorescência (verde e vermelho), permitindo o correto diagnóstico 
(BORISOVA et al., 2011; OSADA et al., 2011). 
 A fluorescência exógena baseia-se na utilização de fotossensibilizadores 
seletivos para os tecidos investigados. As vantagens da utilização são: boa 
visualização da área acometida, forte sinal de fluorescência, possuem espectros de 
excitação e emissão bem conhecidos e não causam falsos positivos, sendo assim, 
mais sensíveis e específicos (ROBERTS-THOMSON et al., 2010; BORISOVA et al., 
2011). Como desvantagens, tem-se os custos relacionados com o processo de 
registro e aprovação dos PS utilizados, e possíveis efeitos colaterais como danos 
vasculares levando a estase sanguínea, toxicidade celular e leve depressão do 
sistema imune (DACOSTA et al., 2007; SOUMYA et al., 2014). 
 Para o sucesso do diagnóstico é importante conhecer o espectro de excitação 
e absorção do fluoróforo utilizado, seu tempo de vida de fluorescência e a 
concentração a ser utilizada (ANDERSSON-ENGELS et al., 1997). Não existe uma 
definição de cálculo da dose do PS, porém a estimativa da dose necessária deve ser 
efetuada com base no intervalo de iluminação necessário versus tempo de vida de 
fluorescência do PS, tempo de distribuição do PS pelos tecidos e tempo de excreção 
(HUANG et al., 2008; SOUMYA et al., 2014). 
 ANDRADE et al. (2014) realizaram um estudo utilizando duas concentrações 
do fotossensibilizador ALA (cinco e dez %), e as imagens foram capturadas em 
diferentes tempos após a aplicação do PS (15 ,30, 45 e 60 minutos) para 
descobrirem qual seria o protocolo ideal para diagnosticar as neoplasias. Eles 
chegaram à conclusão que o tempo ideal de espera após a aplicação do PS é de 60 
minutos ou mais, pois a fluorescência (vermelha) apresentada pela neoplasia foi 
maior após este período. A concentração do PS não pode ser avaliada, pois as 
lesões apresentavam crostas que não foram removidas antes do estudo, levando ao 
acúmulo do PS nas bordas da lesão, mas os autores acreditam que a menor 
concentração já é suficiente para produzir uma fluorescência característica.  
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 Para medir a fluorescência emitida pode-se utilizar a espectroscopia de 
fluorescência, que consiste na medição e análise dos vários recursos que estão 
relacionados com o rendimento quântico de fluorescência e/ou tempo de vida de 
uma molécula biológica (BROWN, 1985). O rendimento quântico é a razão entre o 
número de moléculas excitadas na reação, pelo número total de fótons absorvidos. 
A vida útil é definida como o tempo médio da molécula no estado excitado antes de 
retornar ao estado fundamental (RAMANUJAM, 2000).  
 A fluorescência por imagem de campo amplo (como utilizada nos 
endoscópios) é outra técnica utilizada para visualizar a fluorescência dos tecidos, 
porém, esta não é pontual como a espectroscopia, apresenta apenas as imagens de 
campo, ou seja, a diferença de fluorescência entre os tecidos normais e anormais. 
Dessa forma, é utilizada para detectar lesões ocultas e/ou delimitar as margens das 
lesões (POH et al., 2006; BLANCO et al., 2015). 
 Esses aparelhos utilizados para visualização da fluorescência são 
constituídos basicamente por dois sistemas: o sistema de excitação das moléculas, 
ou seja, um sistema de iluminação, como lasers, lâmpadas ou LEDs; e um sistema 
de detecção associado a filtros, que irá revelar o sinal de fluorescência obtido da 
amostra (POH et al., 2006). O diagnóstico fotodinâmico ainda não é utilizado em 
todas as especialidades médicas, porém algumas já se beneficiam com a alta 
especificidade e sensibilidade, dentre elas a oncologia, odontologia e 
gastroenterologia, que serão abordadas a seguir. 
 

� Oncologia 
 O diagnóstico fotodinâmico é amplamente utilizado na medicina para 
diagnosticar neoplasias, sejam cutâneas ou em órgãos internos. Esta técnica possui 
três principais aplicações: (1) Diferenciar neoplasias benignas de neoplasias 
malignas sem recorrer à biópsia histológica; (2) auxiliar na demarcação do tecido 
saudável e do tecido doente; (3) Avaliar a resposta do tratamento realizado ( 
FRITSCH & RUZICKA, 2006;IKEURA et al, 2015; BLANCO et al., 2015; NAMIKAWA 
et al., 2015). 
 A detecção da neoplasia em estágios iniciais permite a rápida remoção do 
tumor e a determinação precoce do protocolo de tratamento. Assim, a 
autofluorescência e o uso de fluoróforos exógenos permitem detectar os primeiros 
estágios de câncer, não só em procedimentos endoscópicos, mas também sobre a 
pele e em órgãos genitais (SIERON et al., 2013).  
 O fotodiagnóstico pode ser realizado por diferentes técnicas dependendo do 
local da lesão. Na pele a técnica é realizada da seguinte maneira: a lesão é limpa 
com água e sabão, se houverem crostas, a retirada é necessária. Logo em seguida 
é aplicado diretamente na lesão um creme que contém em sua composição 
fluoróforos (geralmente o ALA ou Photofrin®). Aguarda-se por volta de três horas 
após a aplicação para que o fotossensibilizador acumule-se nos tecidos-alvo, após 
esse período a lesão é irradiada no comprimento de onda específico do 
fotossensibilizador utilizado, e a fluorescência característica da neoplasia pode ser 
visualizada caso esta esteja presente. Além disso, a lesão investigada pode 
apresentar vários níveis de intensidade de fluorescência, permitindo ao médico 
estimar o estadiamento da neoplasia, além de permitir uma análise de profundidade, 
largura e extensão da lesão (ALLISON & SIBATA, 2008; GAMBICHLER et al., 2008; 
DRAKAKI et al., 2014).  
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 No diagnóstico de neoplasias internas, utiliza-se um endoscópio com luz azul 
para visualizar as estruturas de interesse, muitas vezes o diagnóstico é realizado 
pela autofluorescência do tecido, porém, quando necessário, utiliza-se fluoróforos 
exógenos, que podem ser administrados de duas a três horas antes do 
procedimento por via oral, endovenosa ou intraperitoneal (AHMAD et al., 2012). 
 Em neoplasias gástricas, utiliza-se um endoscópio que possua um laser 
acoplado, permitindo assim, a diferenciação de lesões malignas e benignas por meio 
de uma endoscopia simples e pouco invasiva (ISOMOTO et al., 2015; NAKAMURA 
et al., 2015; KISHI et al., 2014; NAKAMURA & OINUMA, 2014; NAMIKAWA et al., 
2015). 
 No diagnóstico de câncer de bexiga, o fotodiagnóstico vem sendo utilizado 
amplamente com o intuito de identificar o tumor durante a endoscopia e auxiliar na 
demarcação das bordas cirúrgicas, aumentando as chances de ressecção total da 
neoplasia, reduzindo as taxas de recorrência (GAKIS et al., 2015; LEE et al., 2015; 
LYKKE et al., 2015; MARIAPPAN et al., 2015; ZLATEV et al., 2015). 
 No sistema nervoso central, essa técnica vem sendo utilizada principalmente 
para auxiliar na coleta de amostras para biópsia, pois mostra o local exato da 
neoplasia (YAMAMOTO et al., 2015), e permite também, uma melhor visualização 
das bordas cirúrgicas na resecção de neoplasias como o linfoma primário (PCNSL) e 
gliomas (WIDHALM et al., 2010; EWELT et al., 2011; ROESSLER et al., 2012; 
COBURGER et al., 2014; YAMADA et al., 2015). 
 GAHLEN et al. (2001) realizaram um estudo utilizando o fotossensibilizador 
ALA, e compararam as vias intraperitoneal e endovenosa no diagnóstico de várias 
neoplasias. A via intraperitoneal apresentou fluorescência positiva em 100% dos 
casos, enquanto a via endovenosa em apenas 28% dos casos, mostrando que a via 
intraperitoneal apresenta maior sensibilidade diagnóstica. 
 SIERON et al. (2013) realizaram o exame histopatológico de biópsia excisada 
do esôfago de uma paciente humana de 71 anos de idade, porém, o exame não 
detectou a presença de tecidos malignos. Resolveram então, realizar um diagnóstico 
fotodinâmico utilizando o fotossensibilizador ALA (Levulan®) e endoscopia com luz 
fluorescente. Este exame mostrou uma neoplasia de esôfago, que foi confirmada por 
um novo exame histopatológico realizado com a biopsia guiada pela fluorescência.  
 KISHI et al. (2014) utilizaram o fotossensibilizador ALA no diagnóstico 
fotodinâmico de metástases peritoniais. A laparoscopia diagnóstica foi realizada em 
52 pacientes com cancêr gástrico avançado, sendo utilizada a laparoscopia comum 
com luz branca e a laparoscopia com ALA nos mesmos pacientes. Deste total, 24 
pacientes (46%) não tiveram nenhuma evidência macroscópica de metástases 
peritoniais no exame de laparoscopia comum, enquanto na laparoscopia com ALA,  
foi possível diagnosticar cinco pacientes destes 24 doentes (21%)  que não foram 
diagnosticados no exame de rotina, mostrando que a laparoscopia com o 
fotossensibilizador ALA possui uma maior sensibilidade para a detecção de 
metástases peritoniais. 
 FUKUHARA et al. (2015), realizaram um estudo em 52 pacientes com 
câncer de próstata, a fim de detectar as margens cirúrgicas positivas, pelo 
mapeamento de fluorescência vermelha nas células cancerosas da próstata, durante 
a prostatectomia com o auxilio da laparoscopia com ALA. Destes 52 pacientes, 18 
receberam a prostatectomia convencional e 34 pacientes a prostatectomia com 
mapeamento pelo ALA. A sensibilidade e especificidade foram de 75% na cirurgia 
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convencional e de 87,3%  na cirurgia com ALA, mostrando a melhor eficiência com a 
utilização do fotossensibilizador.  
 TANABE et al. (2004) realizaram um estudo em cães e gatos utilizando um 
novo fotossensibilizador, PAD-S31 e avaliaram a eficácia. Utilizaram animais com 
neoplasias naturais, sendo 18 cães e dois gatos, e todos os animais que possuíam 
neoplasias malignas haviam sido diagnosticados positivos pela histopatologia 
previamente. O fotossensibilizador foi injetado nos tumores dos animais e expostos 
à luz (402 nm). A fluorescência foi detectada visualmente através da utilização de 
laser de argônio em 14 dos 15 tumores malignos. E os tumores benignos não 
fluoresceram, mostrando a grande sensibilidade do teste e eficácia deste 
fotossensibilizador. 
 

� Odontologia 
 A fluorescência induzida pela utilização de lasers pode ser usada para 
detectar e diagnosticar a cárie dentária, cálculos e biofilmes bacterianos. O 
diagnóstico fotodinâmico é uma excelente ferramenta de diagnóstico que veio para 
substituir as ferramentas imprecisas utilizadas anteriormente, como a inspeção 
visual e as radiografias (SHAKIBAIE et al., 2011; CARVALHO, 2014; MELO et al., 
2015). Essa técnica ganhou espaço por ser uma terapia minimamente invasiva, que 
permite a detecção precoce de lesões, avaliação dos possíveis fatores de risco e 
acompanhamento do tratamento (EROL et al., 2014). 
 A cárie dentária apresenta uma autofluorescência característica quando 
excitada no espectro de 407nm. O tecido dentário saudável não apresenta bandas 
de emissão no vermelho, assim, somente o tecido cariado irá fluorescer. Os 
espectros de excitação e emissão das lesões de cárie são típicos de porfirinas, 
principalmente da protoporfirina IX, a possível fonte de porfirina no tecido cariado é a 
biossíntese bacteriana que ocorre no local (KONIG et al., 1998).  
 HAMISHAKI et al. (2014) realizaram um estudo comparativo entre a inspeção 
visual realizada por dentistas com experiência clínica e um aparelho de 
fluorescência a laser (DIAGNOdent®)  para diagnosticar a cárie dentária secundária. 
Para isso, utilizaram 40 pacientes com lesões de cáries, e compararam o 
diagnóstico realizado entre eles. Como resultado obtiveram uma maior precisão 
diagnóstica do aparelho DIAGNOdent®, sendo que o mesmo identificou cárie em 
99% dos pacientes estudados. 
 Outro aparelho utilizado para avaliação quantitativa de lesões de cárie, placa 
bacteriana, atividade bacteriana e cálculos é o QLF™, desenvolvido por G. K. 
Stookey e colaboradores em convênio com a empresa Inspektor Research Systems. 
O QLF™ permite a visualização da formação de biofilmes bacterianos facilitando o 
tratamento precoce (STOOKEY, 2004, 2005). 
 A fluorescência também é utilizada como um guia para a escavação da 
cavidade cariada. Ao longo do tratamento é feita a visualização do tecido dental, a 
fim de verificar se ainda há tecido com cárie no dente tratado, ou se foi removido na  
totalidade (EROL et al., 2014). Pode ser utilizada ainda, na inativação fotodinâmica 
de microrganismos relacionados à cárie dentária e placas, utilizando o mesmo 
aparelho do diagnóstico, modificando somente o protocolo de utilização, como, por 
exemplo, o comprimento de onda (GUGLIELMI CDE et al., 2011; NAGATA et al., 
2012; NOGUEIRA et al., 2013; SANTIN et al., 2014). 
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� Gastroenterologia 
  A endoscopia de fluorescência com processamento digital das imagens 
representa uma revolução no diagnóstico do trato digestivo, pois permite obter os 
resultados de forma rápida, não invasiva, com visualização de pequenas lesões e 
com alta sensibilidade e especificidade (SIERON-STOLTNY et al., 2012; 
NAKAMURA et al., 2015).  
 Os papilomas esofágicos e o Esôfago de Barret são lesões benignas, mas 
possuem relevância clínica por serem consideradas lesões pré-malignas, que 
podem evoluir para displasia e câncer de esôfago do tipo adenocarcinoma 
(KOPPERT et al., 2005). O Esôfago de Barrett ou síndrome de Barrett consiste na 
metaplasia das células da porção inferior do esôfago, devido à presença de refluxo 
gastroesofágico crônico, levando ao desconforto do paciente por episódios de 
refluxo e pirose (STEIN & SIEWERT, 1993). O diagnóstico tradicional é a biopsia 
com a visualização de células metaplásicas, porém, com o diagnóstico fotodinâmico 
é possível realizar o exame de forma rápida e pouco invasiva (BOERWINKEL et al., 
2014; JIN et al., 2015). O exame é realizado com um endoscópio de fluorescência, 
que por meio da fluorescência endógena das células metaplásicas mostram o local 
acometido pela doença (SIERON et al., 2013; STURM & WANG, 2015).  
 POLSACHEV et al. (1992) indicam o uso do diagnóstico fotodinâmico para 
diferenciar doenças gástricas como a gastrite e úlcera, de neoplasias malignas. Eles 
realizaram um estudo com 490 pacientes, que tinham como diagnóstico presuntivo 
gastrite crônica, úlcera gástrica e pólipos. No diagnóstico fluorescente dos pólipos, 
91,5% dos casos foram concordantes com as análises do estudo histológico. Já a 
análise de fluorescência para diagnosticar a doença ulcerosa foi igual a 87,5% e 
86% em gastrite crônica quando comparados à biopsia. 
 É importante lembrar que tecidos com inflamações e neovascularizações 
também apresentam autofluorescência, por isso, deve-se ter o cuidado ao visualizar 
lesões indicativas de câncer, e associar diferentes técnicas para realizar um 
diagnóstico definitivo (SAETTI et al., 2007). 
 

� Outras Aplicações 
 O diagnóstico fotodinâmico também pode ser utilizado com sucesso para a 
classificação de risco da rejeição de enxertos de pele, por meio do monitoramento 
dos espectros de fluorescência de monômeros como o cloro alumino ftalocianina 
(ALPC) (VASILCHENKO et al., 2010). O ALPC é um fotossensibilizador que 
fluoresce na forma molecular, mas sob a forma de nanopartículas isso não acontece, 
dessa forma, utiliza-se nanopartículas hidrofóbicas como carreadoras do ALPC para 
o interior de macrófagos e neutrófilos. Uma vez no interior dessas células elas irão 
fluorescer ao serem irradiadas, mostrando o local de inflamação (ABDEL-
MOTTALEB et al., 2012; BREYMAYER et al., 2014).  Desta forma, os transplantes 
de pele que apresentam uma alta intensidade de fluorescência, indicam um 
processo inflamatório, enquanto os transplantes saudáveis apresentam 
fluorescência com baixa intensidade (NGUYEN et al., 2012; BREYMAYER et al., 
2014).  
 Outra possível aplicação é no diagnóstico de fungos, TURNER et al. (2014) 
utilizaram três diferentes fontes de luz para captarem a autofluorescência emitida por 
fungos da espécie Pseudogymnoascus destructans. Esses fungos causam 
a síndrome do nariz branco, uma doença emergente que acomete morcegos e 
ocasiona altas taxas de mortalidade. Os autores demonstraram que a luz ultravioleta 
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no comprimento de onda de 366-385 nm provoca uma fluorescência laranja-
amarelada no local onde se encontram os fungos. Eles compararam a técnica de 
fluorescência com a técnica padrão ouro (histopatológico), sendo que a 
fluorescência apresentou sensibilidade de 98,8%, mostrando ser um diagnóstico 
bastante sensível, específico, barato e rápido. 
 MASILAMANI et al. (2014) relataram o uso do diagnóstico fotodinâmico no 
diagnóstico da Malária. Esta doença é geralmente detectada pelo esfregaço 
sanguíneo (gota espessa), uma técnica com média sensibilidade, por isso, os 
autores investigaram o uso do fotodiagnóstico como uma alternativa ao teste padrão 
ouro. Eles utilizaram um espectrofluorímetro para medir a autofluorescência advinda 
de um conjunto de biomoléculas do plasma sanguíneo como a tirosina, triptofano, 
NADH, dinucleótido de flavina adenina (FAD) e porfirinas advindas das 
hemoglobinas, de 14 pacientes com malária. Concluíram que o fotodiagnóstico 
apresentou sensibilidade e especificidade superiores a 90% com base nas 
características espectrais dos componentes do sangue. Provando que essa técnica 
possui um grande potencial para ser utilizada como um procedimento alternativo de 
diagnóstico para a malária, uma vez que a instrumentação envolvida é portátil e de 
baixo custo. 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 O diagnóstico laboratorial de uma doença é uma ferramenta essencial para o 
médico veterinário, pois, através de resultados precisos, o melhor protocolo 
terapêutico pode ser estabelecido. Quanto mais precoce ocorrer o diagnóstico, 
melhor será o tratamento e prognóstico do animal. Dessa forma, o diagnóstico 
fotodinâmico surge como uma importante ferramenta diagnóstica, sendo rápida, de 
fácil realização, não invasiva, seletiva e sensível. 
 A técnica de fluorescência possui um enorme potencial de utilização em uma 
ampla variedade de situações clínicas, porém cada caso deve ser tratado de 
maneira ímpar, pois a técnica irá variar de acordo com a aplicação. Cada 
fotossensibilizador possui um espectro de excitação e emissão diferentes, e 
possuem seletividade por diferentes tecidos, assim, cada aplicação da técnica deve 
ser estudada antes da aplicação.  
 Na Medicina é uma técnica amplamente utilizada, principalmente no 
diagnóstico do câncer, no auxilio da demarcação entre o tecido saudável e o tecido 
doente e na avaliação da resposta ao tratamento realizado.  Também é bastante 
utilizada na identificação de doenças bucais, como a periodontite, cáries e 
identificação de biofilmes bacterianos, sendo uma ferramenta útil a ser incorporada 
na medicina veterinária, oferecendo um diagnóstico seguro e evitando extrações 
dentárias desnecessárias. 
 Na Medicina Veterinária esta técnica é utilizada apenas no diagnóstico de 
úlcera de córnea com a utilização da fluoresceína e no diagnóstico da dermatofitose 
com o uso da luz de Wood. Porém, essa técnica se mostra bastante promissora e 
poderá ser aplicada em diversas áreas, desde a clínica até a tecnologia de 
alimentos. Mas para que essa técnica seja incorporada na rotina, estudos são 
necessários para encontrarem os protocolos ideais para cada aplicação. 
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