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Resumo

A mortalidade e morbidade devido a vérios tipos de cancer podem
ser reduzidas através de uma identificagéio precoce de células anormais.
O Brasil € um pafs com grande dimens@o e estd localizado préximo da
Linha do Equador, onde a incidéncia solar € extrema. Como resultado, a
populacdo apresenta um alto indice de cancer de pele, o principal tipo
na populacdo brasileira e que acometerd, segundo o Instituto Nacional
de Cancer (INCA, Brasil), cerca de 113.850 novos casos do cancer do
tipo ndo-melanoma e cerca de 5.930 de casos do tipo melanoma, no ano
de 2010. Diante deste grande nimero de casos de cancer, algumas
medidas devem ser tomadas para redugéo destes nimeros, tais como:
acOes preventivas e educacionais, divulgacdo dos males causados pelo
consumo de tabaco, dlcool e pela exposicdo excessiva ao sol e ainda, é
necessdrio investimentos na drea de pesquisa para uma deteccio mais
precoce do cancer, favorecendo a um tratamento mais efetivo. A fluores-
céncia por imagem € uma técnica que apresenta o potencial de aumentar
o poder de discriminac@o de tecidos, podendo constituir uma impor-
tante ferramenta de deteccéo de lesdes como céancer bucal e de pele. Ao
contrério da espectroscopia, que fornece uma anélise pontual, as técni-
cas por imagem podem contribuir para a deteccdo de leses ocultas e
para o delineamento das margens de lesdes. Neste trabalho evidencia-
mos o desenvolvimento e aplicac@o de um sistema de fluorescéncia
composto por iluminacdo a base de LEDs de alta intensidade, com uma
banda de emissdo entre 400-460 nm para excitacdo da protoporfirina
IX (PpIX), e filtros para visualizacdo da fluorescéncia da PpIX na
regido do vermelho do espectro.
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Abstract

The mortality and morbidity of many cancer diseases could be
reduced with an early identification of the abnormal cells. Skin cancer
is the most common cancer type in Brazil. Malignant skin tumors
are divided in two large groups: melanoma and non-melanoma.
The National Cancer Institute in Brazil (INCA) has estimated 113,850
new cases of non-melanoma skin cancer (basal cell carcinoma and
spinocellular carcinoma) as well as 5,930 of melanoma for 2010.
The clinical procedure commonly used to identify the cells abnorma-
lity is invasive and in a case of an extensive lesion, is impossible to
separate the region used for biopsy and the lesion itself, then the first
option of treatment is the surgical excision. In this work was presented
the development and application of a fluorescence system which is
composed by a high intensity LED light source, with emission band
between 400-460 nm, that allows for PpIX excitation, and filters that
permit to observe PpIX red fluorescence emission. For fluorescence
diagnosis application, 5-aminolevulinic acid solution (15%; wt/v)
was used. It was topically placed onto the lesions and PpIX
fluorescence production analyzed during a total of 4-6 hours post
application. Applying the visual fluorescence monitoring system here
is presented; it was possible to monitor PpIX generation and to
study a relative new modality as a noninvasive fluorescence
diagnosis technique.

Descriptors: Fluorescence imaging, Skin cancer, Diagnoses
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INTRODUCAO

O cancer é geralmente definido
como um crescimento irregular e de-
sordenado das células que tém o seu
material genético modificado e que po-
dem sofrer mutagoes desencadeadas
por processos externos como substans-
cias quimicas, tabagismo e radiagdo?.

Segundo a OMS (Organizacgio
Mundial da Satide) o cancer € um dos
principais fatores que levam a popula-
c¢do mundial a 6bito e que provocou a
morte de 7,4 milhdes de individuos
em 2004, tais nimeros continuario
crescendo e chegando a 12 milhdes
de pessoas em 2012. Dentre os tipos
de cancer de maior frequéncia entre
homens e mulheres sdo possiveis de
destacar o de pulmao (1,3 milhdes de
mortes/ano), estdmago (803.000 6bi-
tos), colo e reto (639.000 6bitos), fi-
gado (610.000 6bitos) e mama (519.000
obitos). Entre os homens os tipos de
cancer de maior frequéncia sdo os de
pulmao, préstata, estdomago, figado,
célon e reto, e esdfago, ja entre as mu-
lheres s3o o de mama, pulmao, esto-
mago, c6lon e reto e cervical®*.

Para o Brasil, segundo estimati-
vas levantadas pelo INCA (Instituto Na-
cional de Cancer) em 2010, o cancer
terd uma incidéncia de quase meio mi-
lhdo de pessoas, onde entre os homens,
o de maior frequéncia serd o de prosta-
ta, seguido pelo pulmdo, estdmago e
colon e reto. Entre as mulheres, o de
maior frequéncia serd o de mama, se-
guido pelo colo do ttero, célon e reto,
estomago e pulmao’.

O Brasil é um pais populoso e com
uma dimensdo quase continental, loca-
lizado préximo da linha do equador,
onde a incidéncia solar € bastante alta.
Como resultado a populagdo apresenta
um alto indice de cancer cutaneo, o prin-
cipal tipo na populagdo brasileira e que
acometerd cerca de 120.000 novos
casos no ano de 2010, segundo o
INCA. Se levarmos em consideracdo
apopulacdo mundial, este nimero ul-

trapassou a casa de mais de dois mi-
Ihdes de casos em 2008, segundo a
OMS. :

Diante deste grande nimero de ca-
sos de cancer, algumas medidas de-

~vem ser tomadas para reducgdo des-

tes nimeros, como acdes preventi-
vas e educacionais, divulgacdo dos
males causados pelo consumo de ta-
baco, dlcool e pela exposicdo exces-
siva ao sol. E necessdrio também in-
vestimentos na drea de pesquisa do
cancer para uma detec¢do mais pre-
coce e, desta forma, com um trata-
mento mais efetivo.

Atualmente, as técnicas mais em-
pregadas para o diagndstico do can-
cer de pele sdo: a inspe¢do visual, onde
o profissional da saide observa a “olho
nu”’ aspectos anormais da pele, como
manchas, pintas (nevus) e pequenas
feridas; outra técnica também emprega-
da € o uso da dermatoscépio que consis-
te em um equipamento, que possui a
funcdo de aumentar o tamanho da re-
gido analisada de 10 a 40 vezes, possi-
bilitando a detec¢do de detalhes ndo
perceptiveis a “olho nu”. Caso exista
a suspeita de uma possivel lesdo de
pele é realizada uma remoc¢ao de uma
amostra do tecido, ou seja, é realiza-
da a bidpsia da lesdo para que seja
realizado o exame anatomo-histopa-
toldgico, onde esta € a técnica padrio
para o diagndstico do cancer de pele.
Estd técnica possui diversos proble-
mas, pois € invasiva e em lesdes exten-
sas, a amostra coletada para a biopsia
pode ndo ser representativa da lesdo,
levando a um diagndstico erroneo (falso
positivo ou negativo); outro proble-
ma bastante relevante é a ndo detec¢éo
das bordas da lesdo, onde nao é pos-
sivel distinguir se o tecido é sadio ou
lesionado. Esta distin¢cdo é um fator
fundamental, caso seja necessdrio a utili-
za¢do de um procedimento para o tra-
tamento da les@o cutanea.

Recentemente, técnicas dpticas
para a deteccao de neoplasias vém sen-
do descritas como técnicas auxilia-
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res para o diagndstico extremamente
atrativas, por apresentarem o poten-
cial de discriminacdo tecidual através
de uma andlise segura, ndo-invasiva,
nao-destrutiva e com resposta rapi-
da. As composi¢cdes bioquimicas e
estruturais influenciam nas interacdes
da luz com o tecido bioldgico, assim,
um tecido sadio e uma lesdo neopldsica
apresentardo caracteristicas opticas
distintas. Alteracdes celulares e teci-
duais decorrentes do desenvolvimento
maligno modificam os fendmenos
opticos e o monitoramento da fluores-
céncia, reflectincia, absorbancia, po-
dendo constituir uma importante ferra-
menta de deteccao.

A espectroscopia de fluorescéncia
¢ um exemplo de técnica Optica que
tem diversas aplicagdes como, por
exemplo, no auxilio de diagndstico de
lesdes neopldsicas em tecidos®’, na
deteccdo de tecido dental cariado?,
dentre vdrias outras aplicagdes. Em
todas essas aplicacdes a técnica vem
mostrando sensibilidade suficiente para
diferenciar-as varia¢des teciduais. A
fluorescéncia por imagem é outra téc-
nica que apresenta o potencial de au-
mentar o poder de discriminacdo de
tecidos, podendo constituir uma im-
portante ferramenta de detec¢do de
lesdes, como no cincer bucal®'®. Ao
contrdrio da espectroscopia que for-
nece uma andlise pontual, as técni-
cas por imagem podem contribuir para
a deteccdo de lesdes ocultas (carcino-
ma in situ) e ademais para o delinea-
mento das margens de lesdes''!2,

A grande maioria dos casos de
utiliza¢do da fluorescéncia para o diag-
nostico leva somente em considera-
¢d0 a informacao da fluorescéncia dos
fluoréforos enddgenos presentes na
regido lesada, o que pode ndo ser sufi-
ciente para o diagndstico. Uma possi-
bilidade € a utilizacdo de marcadores
fluorescentes, como por exemplo, o
dcido aminolevulinico (ALA), que é
o precursor na biossintese do fotossen-
sibilizador (Protoporfirina IX (PpIX),
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que revela um acimulo preferencial
nas regides lesionadas'. Este acimulo
pode ser evidenciado através de sua
intensa fluorescéncia na regidao do
vermelho.

Assim, o objetivo deste trabalho
¢ implementar uma nova técnica de
diagnostico por fluorescéncia marcada,
detectando a formacao da (PpIX) in-
duzida por ALA tépico, em lesdes ma-
lignas ou pré-malignas de pele, utilizan-
do um sistema de fluorescéncia por-
tatil e de facil manuseio.

MATERIAIS E METODOS

Para o estudo da técnica de diag-
néstico por fluorescéncia marcada foi
incluido pacientes com lesdes de pele,
atendidos no Departamento de Pele
do Hospital Amaral Carvalho do Pro-
grama de Prevencdo do Melanoma,
que foram submetidos a cirurgia, sob
supervisdo da médica dermatologista
Dra. Ana Gabriela Sdlvio. Os pacien-
tes/acompanhantes foram orientados
de forma verbal e escrita e, posterior-
mente, assinaram o Termo de Consen-
timento Livre e Esclarecido.

A medicacio utilizada foi o Acido
5-aminolevulinico (5-ALA), FSUESCC
“NIOPIIK” B SADAVAYAd. 1K4,
Moscou, Riussia, manipulado em so-
lugdo de dgua Milli Q contendo 3%
de DMSO (agente que facilita a pene-
tracdo do ALA) e 1 mM de EDTA
(composto que inibe a enzima ferro-
quelatase, permitindo maior con-
centracdo da PpIX). A solucdo de ALA
foi mantida em temperatura ambien-
te, ao abrigo da luz até o momento
de ser aplicada.

O aparelho (protétipo) utilizado
para o diagndstico por imagem de fluo-
rescéncia foi desenvolvido em par-
ceria entre a Escola de Engenharia de
Sdo Carlos (EESC-USP) e o Labora-
tério de Biofotdnica do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos (IFSC-USP). O
equipamento denominado “MARDO-

scope”, composto de uma iluminagdo
com emissao centrada em 400 nm
com intensidade de 50 mW/cm? e um
arranjo de filtros Opticos que esta oti-
mizado para visualizacdo da fluores-
céncia na regido do verde e verme-
lho''. Na figura 1 é apresentado o sis-
tema de diagndstico por fluorescén-
cia, onde em painel A é possivel ob-
servar a parte frontal do equipamento
e em painel B, a peca de manuseio,
podendo se obter as imagens de fluores-
céncia.

Para o registro das imagens de fluo-
rescéncia foi utilizada uma camera
fotografica (SONY H50) acoplada ao
sistema de diagndstico. Todas as ima-
gens foram obtidas com uma lente ma-
cro de 74 mm e utilizou-se o aumen-
to optico da cadmera de 6x. Como con-
sequéncia deste aumento, o campo de
visdo foi de apenas 2,0 cm. Os pacien-
tes permaneceram durante o procedi-
mento em sala escura com o objetivo
de se evitar a fotodegradagdo da PpIX
formada e ainda para se evitar interfe-
réncias de luminosidades externas que
podem vir a mascarar as imagens de
fluorescéncia.

Para realizar o procedimento de
diagnéstico, a solu¢@o de ALA foi espa-
lhada nas lesdes (no centro e nas bor-
das) com o auxilio de um algoddo/
gases. Também foi feita aplicacdo da
solucdo no antebraco esquerdo, em
regidao sem lesdo, como controle ex-
perimental e possiveis acdes alérgi-

Figura 1 - Sistema de diagndstico por imagem de
fluorescéncia: A) sistema de controle; B) peca de mao
para visualiza¢do da fluorescéncia.

cas da droga. As imagens foram co-
letadas em intervalos regulares de tem-
po de 15 minutos, num tempo total
de 2 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2, painéis A, B e C, ob-
servamos uma sequéncia de ima-
gens de um Carcinoma Basocelular
(CBC) cervical multicéntrico. Na fi-
gura 2-A € possivel visualizar a ima-
gem utilizando “ilumina¢do branca”,
ou seja, somente com a iluminacio
da sala. Ja na figura 2-B evidencia-
mos a imagem utilizando o sistema
de diagnéstico por fluorescéncia, ou
seja, iluminando com luz ultravioleta
e ap6s 15 minutos de contato da le-
s@0 e sua borda com a solucdo de ALA.
Nesta imagem € possivel observar a
fluorescéncia do tecido normal, carac-
terizado pela fluorescéncia na regiao
do verde e a fluorescéncia na re-
giao do vermelho, caracterizando a
fluorescéncia da PpIX acumulada
em tecidos anormais. Na figura 2-C
é apresentado uma imagem de fluo-
rescéncia apés 60 minutos da apli-
cacdo da solugdo de ALA, onde ¢
possivel comprovar um incremen-
to significativo da fluorescéncia da
PpIX, evidenciando que ocorreu um
aumento de sua formacao.

A fluorescéncia da PpIX é bem
evidente com a utilizacdo da solucdo
de ALA, onde € possivel observar, atra-
vés das imagens de fluorescéncia, seu
actimulo preferencial na regido neo-
pldsica, evidenciando seu uso no auxi-
lio clinico para o diagndstico. Outro
fator de extrema relevancia € a identifi-
cacdo das bordas da lesdo, onde esta
¢ de fundamental importincia para o
tratamento eficaz e seguro, ji que a
borda externa delimita uma regido sadia
de uma regido lesada.

Na figura 3 € apresentado ima-
gens de uma lesdo de Queratose Ac-
tl’nica,_ onde na figura 3-A observa-se
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Figura 2 - Imagem de CBC cervical multicéntrico: A) Imagem utilizando iluminago branca; B) Imagem de fluorescéncia, 15 minutos apés aplicagdo do ALA; C) Imagem de

fluorescéncia, 60 minutos ap6s aplicacdo do ALA.

uma imagem utilizando “iluminacdo
branca”. Na figura 3-B a imagem foi
coletada utilizando o sistema de diag-
nostico por fluorescéncia apos 60
minutos de permanéncia da solucdo
de ALA. Nesta imagem € possivel notar
uma fluorescéncia do PpIX localizada
na regido central e pequenas regioes
com PpIX nas bordas da imagem,
indicadas com duas setas brancas na
imagem. Neste caso, pode-se eviden-
ciar que estas pequenas regides sdao
tecidos com células anormais, o que
nio é perceptivel nas bordas da figura
3-A, onde somente € possivel encon-
trar uma Queratose vista “a olho nu” e
localizada na regido central da ima-
gem. Na grande maioria dos casos, o
médico somente faria o tratamento da
Queratose localizada na regido cen-
tral, o que leva ao tratamento inefi-
caz deste tipo de lesdo, levando o pa-
ciente a recidivas e a sofrimento des-
necessario.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa piloto
demonstram que a aplicac¢@o da téc-
nica utilizando um dispositivo portd-
til e de baixo custo podera permitir o
diagnéstico de lesoes devido a célu-

Figura 3 - Imagem de Queratose Actinica: A) Imagem utilizando iluminagio branca; B) Imagem de fluorescéncia
60 minutos ap0s aplicacdo do ALA.

las neopldsicas ou ndo, com grande
sensibilidade e especificidade.

O facil manuseio e a resposta ime-
diata apds fotossensibilizacio do lo-
cal sdo fatores que tornam esta técni-
ca interessante para auxiliar no diag-
nostico precoce de padrdes teciduais
patolégicos, favorecendo a adesdo
pelo médico especialista, seja como
método principal de diagndstico, ou
como método auxiliar aos jd estabe-
lecidos na rotina hospitalar ou ambu-
latorial. A associa¢do com as técni-
cas convencionais de diagnéstico,
como por exemplo, a biépsia e 0 uso
do dermatoscépio sdo realizados para

comparagdo  com os resultados ob-
tidos por fluorescéncia, a fim de se
validar esta nova técnica.

Os estudos estdo avancando para
maior e melhor classificacdo dos pa-
droes teciduais aplicdveis e confia-
veis para diagnostico, bem como da
escolha do melhor protocolo clini-
co para esta investigacao. A determi-
nacdo da cinética de producdo da
PpIX, e de sua localizagdo tecidual,
também estdo em investigacdo pa-
ra se definir as limitacOes da técni-
ca, que poderiam ser fatores de ex-
clusido na escolha para sua futura
aplicacgdo.
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