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Resumo
A mortalidade e morbidade devido a vários tipos de câncer podem

ser reduzidas através de uma identificação precoce de células anormais.
O Brasil é um país com grande dimensão e está localizado próximo da
Linha do Equador, onde a incidência solar é extrema. Como resultado, a
população apresenta um alto índice de câncer de pele, o principal tipo
na população brasileira e que acometerá, segundo o Instituto Nacional
de Câncer (lNCA, Brasil), cerca de 113.850 novos casos do câncer do
tipo não-melanoma e cerca de 5.930 de casos do tipo melanoma, no ano
de 2010. Diante deste grande número de casos de câncer, algumas
medidas devem ser tomadas para redução destes números, tais como:
ações preventivas e educacionais, divulgação dos males causados pelo
consumo de tabaco, álcool e pela exposição excessiva ao sol e ainda, é
necessário investimentos na área de pesquisa para uma detecção mais
precoce do câncer, favorecendo a um tratamento mais efetivo. A fluores-
cência por imagem é uma técnica que apresenta o potencial de aumentar
o poder de discriminação de tecidos, podendo constituir uma impor-
tante ferramenta de detecção de lesões como câncer bucal e de pele. Ao
contrário da espectroscopia, que fornece uma análise pontual, as técni-
cas por imagem podem contribuir para a detecção de lesões ocultas e
para o delineamento das margens de lesões. Neste trabalho evidencia-
mos o desenvolvimento e aplicação de um sistema de fluorescência
composto por iluminação à base de LEDs de alta intensidade, com uma
banda de emissão entre 400-460 nm para excitação da protoporfirina
IX (PpIX), e filtros para visualização da fluorescência da ppIX na
região do vermelho do espectro.
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Abstract
The mortality and morbidity of many cancer diseases could be

reduced with an early identification ofthe 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 ofnon-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 usedfor biopsy and the lesion itself, then the first
option oftreatment is the surgical excision. In this work was presented
the development and application of afluorescence system which is
composed by a high intensity LED light source, with emission band
between 400-460 nm, that allows for PpJX excitation, andfilters that
permit to observe PpJX redfluorescence emission. For fluorescence
diagnosis application, 5-aminolevulinic acid solution (15%; wtlv)
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 PpJX generation and to
study a relative new modality as a noninvasive fluorescence
diagnosis technique.

Descriptors: Fluorescence imaging, Skin cancer, Diagnoses
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INTRODUÇÃO

o câncer é geralmente definido
como um crescimento irregular e de-
sordenado das células que têm o seu
material genético modificado e que po-
dem sofrer mutações desencadeadas
por processos externos como substâns-
cias químicas, tabagismo e radiação".

Segundo a OMS (Organização
Mundial da Saúde) o câncer é um dos
principais fatores que levam a popula-
ção mundial a óbito e que provocou a
morte de 7,4 milhões de indivíduos
em 2004, tais números continuarão
crescendo e chegando a 12 milhões
de pessoas em 2012. Dentre os tipos
de câncer de maior frequência entre
homens e mulheres são possíveis de
destacar o de pulmão (1,3 milhões de
mortes/ano), estômago (803.000 óbi-
tos), colo e reto (639.000 óbitos), fí-
gado (610.000 óbitos) e mama (519.000
óbitos). Entre os homens os tipos de
câncer de maior frequência são os de
pulmão, próstata, estômago, fígado,
cólon e reto, e esôfago, já entre as mu-
lheres são o de mama, pulmão, estô-
mago, cólon e reto e cervical-".

Para o Brasil, segundo estimati-
vas levantadas pelo INCA (Instituto Na-
cional de Câncer) em 2010, o câncer
terá uma incidência de quase meio mi-
lhão de pessoas, onde entre os homens,
o de maior frequência será o de prósta-
ta, seguido pelo pulmão, estômago e
cólon e reto. Entre as mulheres, o de
maior frequência será o de mama, se-
guido pelo colo do útero, cólon e reto,
estômago e pulmão".

O Brasil é um país populoso e com
uma dimensão quase continental, loca-
lizado próximo da linha do equador,
onde a incidência solar é bastante alta.
Como resultado a população apresenta
um alto índice de câncer cutâneo, o prin-
cipal tipo na população brasileira e que
acometerá cerca de 120.000 novos
casos no ano de 2010, segundo o
INCA. Se levarmos em consideração
a população mundial, este número ul-

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

Diante deste grande número de ca-
sos de câncer, algumas medidas de-

_vem ser tomadas para redução des-
tes números, como ações preventi-
vas e educacionais, divulgação dos
males causados pelo consumo de ta-
baco, álcool e pela exposição exces-
siva ao sol. É necessário também in-
vestimentos na área de pesquisa do
câncer para uma detecção mais pre-
coce e, desta forma, com um trata-
mento mais efetivo.

Atualmente, as técnicas mais em-
pregadas para o diagnóstico do cân-
cer de pele são: a inspeção visual, onde
o profissional da saúde observa a "olho
nu" aspectos anormais da peje, como
manchas, pintas (nevus) e pequenas
feridas; outra técnica também emprega-
da é o uso da dermatoscópio que consis-
te em um equipamento, que possui a
função de aumentar o tamanho da re-
gião analisada de 10 a 40 vezes, possi-
bilitando a detecção de detalhes não
perceptíveis a "olho nu". Caso exista
a suspeita de uma possível lesão de
pele é realizada uma remoção de uma
amostra do tecido, ou seja, é realiza-
da a biópsia da lesão para que seja
realizado o exame anatomo-histopa-
tológico, onde esta é a técnica padrão
para o diagnóstico do câncer de pele.
Está técnica possui diversos proble-
mas, pois é invasiva e em lesões exten-
sas, a amostra coletada para a biópsia
pode não ser representativa da lesão,
levando a um diagnóstico errôneo (falso
positivo ou negativo); outro proble-
ma bastante relevante é a não detecção
das bordas da lesão, onde não é pos-
sível distinguir se o tecido é sadio ou
lesionado. Esta distinção é um fator
fundamental, caso seja necessário a utili-
zação de um procedimento para o tra-
tamento da lesão cutânea.

Recentemente, técnicas ópticas
para a detecção de neoplasias vêm sen-
do descritas como técnicas auxilia-

Artigo Original

res para o diagnóstico extremamente
atrativas, por apresentarem o poten-
cial de discriminação tecidual através
de uma análise segura, não-invasiva,
não-destrutiva e com resposta rápi-
da. As composições bioquímicas e
estruturais influenciam nas interações
da luz com o tecido biológico, assim,
um tecido sadio e uma lesão neoplásica
apresentarão características ópticas
distintas. Alterações celulares e teci-
duais decorrentes do desenvolvimento
maligno modificam os fenômenos
ópticos e o monitoramento da fluores-
cência, reflectância, absorbância, po-
dendo constituir uma importante ferra-
menta de detecção.

A espectroscopia de fluorescência
é um exemplo de técnica óptica que
tem diversas aplicações como, por
exemplo, no auxílio de diagnóstico de
lesões neoplásicas em tecidos>", na
detecção de tecido dental cariado",
dentre várias outras aplicações. Em
todas essas aplicações a técnica vem
mostrando sensibilidade suficiente para
diferenciar as variações teciduais. A
fluorescência por imagem é outra téc-
nica que apresenta o potencial de au-
mentar o poder de discriminação de
tecidos, podendo constituir uma im-
portante ferramenta de detecção de
lesões, como no câncer bucal?'!", Ao
contrário da espectros copia que for-
nece uma análise pontual, as técni-
cas por imagem podem contribuir para
a detecção de lesões ocultas (carcino-
ma in situ) e ademais para o delinea-
mento das margens de lesões!':".

A grande maioria dos casos de
utilização da fluorescência para o diag-
nóstico leva somente em considera-
ção a informação da fluorescência dos
fluoróforos endógenos presentes na
região lesada, o que pode não ser sufi-
ciente para o diagnóstico. Uma possi-
bilidade é a utilização de marcadores
fluorescentes, como por exemplo, o
ácido aminolevulínico (ALA), que é
o precursor na biossíntese do fotossen-
sibilizador (Protoporfirina IX (PpIX),
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que revela um acúmulo preferencial
nas regiões lesionadas". Este acúmulo
pode ser evidenciado através de sua
intensa fluorescência na região do
vermelho.

Assim, o objetivo deste trabalho
é implementar uma nova técnica de
diagnóstico por fluorescência marcada,
detectando a formação da (PpIX) in-
duzida por ALA tópico, em lesões ma-
lignas ou pré-malignas de pele, utilizan-
do um sistema de fluorescência por-
tátil e de fácil manuseio.

.MATERIAIS E MÉTODOS

Para o estudo da técnica de diag-
nóstico por fluorescência marcada foi
incluído pacientes com lesões de pele,
atendidos no Departamento de Pele
do Hospital Amaral Carvalho do Pro-
grama de Prevençãó do. Melanoma,
que foram submetidos à cirurgia, sob
supervisão da médica dermatologista
Dra. Ana Gabriela Sálvio. Os pacien-
tes/acompanhantes foram orientados
de forma verbal e escrita e, posterior-
mente, assinaram o Termo de Consen-
timento Livre e Esclarecido.

A medicação utilizada foi o Ácido
5-aminolevulínico (5-ALA), FSUESCC
"NIOPIIK" B SADAVAYAd. lK4,
Moscou, Rússia, manipulado em so-
lução de água Milli Q contendo 3%
de DMSO (agente que facilita a pene-
tração do ALA) e 1 mM de EDTA
(composto que inibe a enzima ferro-
quelatase, permitindo maior con-
centração da PpIX). A solução de ALA
foi mantida em temperatura ambien-
te, ao abrigo da luz até o momento
de ser aplicada.

O aparelho (protótipo) utilizado
para o diagnóstico por imagem de fluo-
rescência foi desenvolvido em par-
ceria entre a Escola de Engenharia de
São Carlos (EESC-USP) e o Labora-
tório de Biofotônica do Instituto de
Física de São Carlos (IFSC-USP). O
equipamento denominado "MARDO-

scope", composto de uma iluminação
com emissão centrada em 400 nm
com intensidade de 50 mW/cm? e um
arranjo de filtros ópticos que está oti-
mizado para visualização da fluores-
cência na região do verde e verme-
lho!'. Na figura 1 é apresentado o sis-
tema de diagnóstico por fluorescên-
cia, onde em painel A é possível ob-
servar a parte frontal do equipamento
e em painel B, a peça de manuseio,
podendo se obter as imagens de fluores-
cência.

Para o registro das imagens de fluo-
rescência foi utilizada uma câmera
fotográfica (SONY H50) acoplada ao
sistema de diagnóstico. Todas as ima-
gens foram obtidas com uma lente ma-
cro de 74 mm e utilizou-se o aumen-
to óptico da câmera de 6x. Como con-
sequência deste aumento, o campo de
visão foi de apenas 2,0 cm. Os pacien-
tes permaneceram durante o procedi-
mento em sala escura com o objetivo
de se evitar a fotodegradação da PpIX
formada e ainda para se evitar interfe-
rências de luminosidades externas que
podem vir a mascarar as imagens de
fluorescência.

Para realizar o procedimento de
diagnóstico, a solução de ALA foi espa-
lhada nas lesões (no centro e nas bor-
das) com o auxílio de um algodão/
gases. Também foi feita aplicação da
solução no antebraço esquerdo, em
região sem lesão, como controle ex-
perimental e possíveis ações alérgi-

Figura 1 - Sistema de diagnóstico por imagem de
fluorescência: A) sistema de controle; B) peça de mão
para visualização da fluorescência.

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 DISCUSSÃO

Na figura 2, painéis A, B e C, ob-
servamos uma sequência de ima-
gens de um Carcinoma Basocelular
(CBC) cervical multicêntrico. Na fi-
gura 2-A é possível visualizar a ima-
gem utilizando "iluminação branca",
ou seja, somente com a iluminação
da sala. Já na figura 2-B evidencia-
mos a imagem utilizando o sistema
de diagnóstico por fluorescência, ou
seja, iluminando com luz ultravioleta
e após 15 minutos de contato da le-
são e sua borda com a solução de ALA.
Nesta imagem é possível observar a
fluorescência do tecido normal, carac-
terizado pela fluorescência na região
do verde e a fluorescência na re-
gião do vermelho, caracterizando a
fluorescência da PpIX acumulada
em tecidos anormais. Na figura 2-C
é apresentado uma imagem de f1uo-
rescência após 60 minutos da apli-
cação da solução de ALA, onde é
possível comprovar um incremen-
to significativo da fluorescência da
PpIX, evidenciando que ocorreu um
aumento de sua formação.

A fluorescência da PpIX é bem
evidente com a utilização da solução
de ALA, onde é possível observar, atra-
vés das imagens de fluorescência, seu
acúmulo preferencial na região neo-
plásica, evidenciando seu uso no auxí-
lio clínico para o diagnóstico. Outro
fator de extrema relevância é a identifi-
cação das bordas da lesão, onde esta
é de fundamental importância para o
tratamento eficaz e seguro, já que a
borda externa delimita uma região sadia
de uma região lesada.

Na figura 3 é apresentado ima-
gens de uma lesão de Queratose Ac-
tínica,. onde na figura 3-A observa-se
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Figura2 -Imagem de CBC cervical multicêntrico: A) Imagem utilizando iluminação branca; B) Imagem de fluorescência, 15 minutos após aplicação do ALA; C) Imagem de
fluorescência,60 minutos após aplicação do ALA.

uma imagem utilizando "iluminação
branca". Na figura 3-B a imagem foi
coletada utilizando o sistema de diag-
nóstico por fluorescência após 60
minutos de permanência da solução
deALA. Nesta imagem é possível notar
umafluorescência do PpIX localizada
na região central e pequenas regiões
com PpIX nas bordas da imagem,
indicadas com duas setas brancas na
imagem, Neste caso, pode-se eviden-
ciar que estas pequenas regiões são
tecidos com células anormais, o que
não é perceptível nas bordas da figura
3-A, onde somente é possível encon-
traruma Queratose vista "à olho nu" e
localizada na região central da ima-
gem. Na grande maioria dos casos, o
médico somente faria o tratamento da
Queratose localizada na região cen-
tral, o que leva ao tratamento inefi-
cazdeste tipo de lesão, levando o pa-
ciente a recidivas e a sofrimento des-
necessário.

CONCLUSÃO

Os resultados desta pesquisa piloto
demonstram que a aplicação da téc-
nica utilizando um dispositivo portá-
til e de baixo custo poderá permitir o
diagnóstico de lesões devido a célu-
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Figura 3 -Imagem de Queratose Actínica: A) Imagem utilizando iluminação branca; B) Imagem de tluorescência
60 minutos após aplicação do ALA.

Ias neoplásicas ou não, com grande
sensi bilidade e especificidade.

O fácil manuseio e a resposta ime-
diata após fotossensibilização do lo-
cal são fatores que tornam esta técni-
ca interessante para auxiliar no diag-
nóstico precoce de padrões teciduais
patológicos, favorecendo a adesão
pelo médico especialista, seja como
método principal de diagnóstico, ou
como método auxiliar aos já estabe-
lecidos na rotina hospitalar ou ambu-
latorial. A associação com as técni-
cas convencionais de diagnóstico,
como por exemplo, a biópsia e o uso
do dermatoscópio são realizados para

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

Os estudos estão avançando para
maior e melhor classificação dos pa-
drões teciduais aplicáveis e confiá-
veis para diagnóstico, bem como da
escolha do melhor protocolo clíni-
co para esta investigação. A determi-
nação da cinética de produção da
PpIX, e de sua localização tecidual,
também estão em investigação pa-
ra se definir as limitações da técni-
ca, que poderiam ser fatores de ex-
clusão na escolha para sua futura
aplicação.
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