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RESUMO 

 

GOVONE, A. B. Desenvolvimento de um sistema de imagem de campo amplo 

de fluorescência para localização de linfonodo sentinela empregando a 

indocianina verde. 2016. 88 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Instituto de 

Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2016. 

 

A fluorescência é uma técnica amplamente empregada na área de diagnóstico 

médico, com aplicações distintas. Uma de suas aplicações é a detecção de um 

determinado marcador que pode ser injetado no paciente. A indocianina verde (ICG) 

é um exemplo de marcador fluorescente que pode ser empregado para auxiliar na 

identificação do linfonodo sentinela. A excitação é realizada em 780 nm e a emissão 

detectada ao redor de 850 nm. Tais comprimentos de onda são muito favoráveis 

para aplicação médica por apresentarem pouca absorção por tecidos biológicos. O 

objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de imagens por fluorescência de 

ICG. Este sistema é basicamente constituído por um dispositivo de iluminação e de 

aquisição e tratamento de imagem. Dois protótipos foram construídos e testados, um 

com excitação Laser e o segundo a LED. O dispositivo de iluminação oferece uma 

iluminação uniforme em uma área de 10 por 15 cm a uma distância de 30 cm. A 

fluorescência é captada por um sistema composto por duas câmeras 

perpendiculares uma à outra e um espelho dicroico angulado 45º a ambas, cuja 

função é separar a imagem por bandas. Uma das câmeras capta a imagem refletida 

do espelho no espectro visível e a outra capta a imagem transmitida pelo espelho no 

infravermelho. As imagens obtidas pelas câmeras recebem tratamento em uma 

rotina desenvolvida em plataforma LabVIEW® para destacar a região com 

fluorescência sobreposta na imagem sob iluminação branca em tempo real, sendo 

possível salvar figuras ou vídeos, dependendo da necessidade do operador. O 

equipamento foi testado no Hospital de Câncer de Barretos em pacientes para 

ressecção cirúrgica de tumores de cabeça e pescoço e de melanoma e apresentou 

resultados promissores. 

 

Palavras chave: Diagnóstico. Indocianina verde. Linfonodo sentinela. Fluorescência 

de campo amplo. Câncer. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 

ABSTRACT 
 

GOVONE, A. B. Development of a wide-field fluorescence imaging system to 

locate sentinel lymph node using indocyanine green. 2016. 88 p. Dissertação 

(Mestrado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2016. 

 

Fluorescence is a widely used technique in medical diagnostic, with several 

applications. One of its applications is the screening of a particular marker that can 

be injected into the patient. The indocyanine green (ICG) is an example of 

fluorescent marker that can be used to assist the identification of the sentinel lymph 

node. The excitation is performed at 780 nm and the emission is detected around 

850 nm. Such wavelengths are very suitable for medical applications due to their little 

absorption by biological tissues. The objective of this study was to develop a system 

of fluorescence imaging of ICG. This system is basically constituted by an irradiation 

and image acquisition device and a routine for image processing. Two prototypes 

were built and tested, the first one with Laser excitation and the second with LED. 

The lighting device provides uniform illumination in an area of 10 by 15 cm at a 

distance of 30 cm. The fluorescence is collected by a system with two cameras 

orthogonal to each other and a dichroic mirror angled 45 º to both, whose function is 

to separate the image in bands. One of the cameras captures the image reflected 

from the mirror in the visible spectrum and the other captures the image absorbed by 

the mirror in the infrared. The images obtained by the cameras receive treatment on 

a routine developed in LabVIEW® platform to highlight the fluorescent region 

overlapping the image under white light in real time, making it possible to save 

pictures or videos, depending on the needs of the operator. The equipment was 

tested in Barretos’ Cancer Hospital in patients for surgical resection of head and neck 

tumors and melanoma tumors and presented promising results. 

 

Keywords: Diagnosis. Indocyanine green. Sentinel lymph node. Wild field 

fluorescence. Cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Câncer 

 

Câncer é um conjunto de doenças que origina-se de uma célula que sofreu 

uma determinada alteração genética, passando a ter a característica de 

multiplicação além dos limites normais da divisão celular, e a capacidade de 

colonizar regiões normalmente destinadas a outras células. (1) Isto pode ocorrer 

devido a inúmeros fatores que desencadeiam irregularidades no processo de divisão 

de células saudáveis, dentre eles a predisposição genética, ou alterações que 

causam nas células a perda na sua habilidade para montar e criar tecidos de forma 

e função normais. (2-3) A combinação destes fatores favorece a disseminação da 

neoplasia para diversos tecidos, tornando-se assim uma doença extremamente 

agressiva e invasiva. (1) 

A célula anormal, considerada célula neoplásica, pode gerar dois tipos de 

tecidos. O tecido neoplásico benigno, que não possui a capacidade de se tornar 

invasivo e permite a remissão completa da doença, e o tecido neoplásico maligno, 

que pode se originar na mutação de um tecido benigno e que possui a capacidade 

de invadir tecidos adjacentes e levar à metástases à distância. (1) 

Os cânceres estão agrupados em dois grandes grupos principais. Os 

carcinomas, derivados de tecidos epiteliais e os sarcomas, derivados de tecidos 

conectivos e células musculares. Ambos são cânceres que se formam originalmente 

em um tecido celular sólido, criando um tumor sólido, originalmente fixo ao tecido 

originário. (1) Além destes grandes grupos, há também cânceres derivados do 

sistema nervoso ou das células da linhagem branca ou suas precursoras, como as 

leucemias e os linfomas. (4-5) 

De acordo com estudos da Organização Mundial de Saúde (OMS), o número 

estimado de casos novos de câncer no mundo ultrapassou 10 milhões em 2000, e 

em 2020 estima-se que ultrapassará 15 milhões. Aproximadamente 60% desses 

casos novos ocorrerão em regiões menos desenvolvidas. (6) Dentre as principais 

causas de morbimortalidade mundiais, o câncer se destaca por sua alta incidência, 

afetando diversas áreas demográficas e classes sociais. Sua ocorrência é tida como 

a principal causa de morte de hispânicos nos Estados Unidos. Parte desta 
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permeabilidade ocorre pela variabilidade genética e histopatológica dessas 

neoplasias, e com fatores de risco que vão desde o tipo de regime alimentar adotado 

até a predisposição genética familiar e exposição ambiental a carcinógenos, além 

das associações destas causas. (7-8) 

A cirurgia de cabeça e pescoço é uma especialidade dirigida ao tratamento de 

tumores benignos e malignos da região da face - composta pelas fossas nasais, 

seios paranasais, boca, faringe, laringe, tireoide, glândulas salivares e dos tecidos 

moles do pescoço, excluindo-se os tumores intracranianos. (9-10) O câncer de boca 

é uma denominação que inclui os cânceres de lábio e de cavidade oral (mucosa 

bucal, gengivas, palato duro, língua oral e assoalho da boca). (11) 

O tratamento do câncer de cabeça e pescoço pode incluir a cirurgia e/ou a 

radioterapia. A indicação do tratamento mais adequado para cada paciente 

dependerá da localização do tumor e das alterações funcionais que podem ser 

ocasionadas pelo tratamento eleito. Geralmente, as lesões iniciais estão restritas ao 

local de origem e não se disseminaram para gânglios linfáticos do pescoço ou outros 

órgãos. No entanto, quando uma lesão é classificada como inicial da cavidade oral, 

principalmente se tratando das localizadas em língua e/ou assoalho de boca, pode 

haver disseminação subclínica para gânglios linfáticos cervicais entre 10% e 20% 

dos casos. Na presença de linfonodomegalia metastática, o esvaziamento cervical 

do lado comprometido é indicado, sendo o prognóstico negativamente afetado. 

Deriva-se desse fato a grande importância de técnicas que permitam maior precisão 

na localização dos linfonodos acometidos, permitindo uma cirurgia menos invasiva e 

consequentemente, com menos efeitos deletérios ao paciente. (12) 

Outro câncer que apresenta grande incidência é o melanoma, que é o tumor 

originário de células denominadas melanócitos, que apresenta grande capacidade 

de metastização. Sua origem é na pele, ocasionalmente em mucosas, e sua 

patogênese está relacionada à exposição aos raios ultravioletas. A incidência do 

melanoma em faixas etárias mais baixas (crianças e adolescentes) permanece 

estável, porém vem crescendo rapidamente na faixa etária adulta. Sua suspeita 

pode ser feita por achados clínicos de um nevus com rápido crescimento escuro, 

com mudança de cor, bordos irregulares ou com sangramento local. O diagnóstico é 

através de avaliação anatomopatológica do material biopsiado. Primariamente, a 
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conduta é baseada na excisão local da lesão, mapeamento de linfonodos e biópsia 

do linfonodo sentinela (LS). (13-14) 

Dentre as neoplasias de pele, é o de pior prognóstico, e sua incidência vem 

crescendo notoriamente. A primeira descrição deste tumor foi já no período antes de 

Cristo, e a designação “melanoma” foi empregada pela primeira vez em 1838 por 

Robert Carswell que identificou lesões escurecidas malignas em pele. (13-14) 

O estadiamento da doença através do rastreio de LS se deu a partir de 1992 

por Morton, corroborando desde então para grande avanço na classificação e 

tratamento da neoplasia em questão. (13) 

A biópsia do LS é direcionada para pacientes com melanoma com risco 

importante para metástases. (14-15) 

O tratamento da patologia oncológica deve ser individualizado de acordo com 

características do tumor, como localização, extensão e gravidade. (11) 

 

1.2 Metástases e o sistema linfático. 

 

Uma vez desenvolvido o tumor sólido, o tecido ao seu redor começa a sofrer 

alterações, aumentando a angiogênese para otimizar a oferta de nutrientes às 

células que estão em rápido crescimento, com alto consumo energético. Neste 

processo pode se dar inicio a metástase, que é a proliferação de células neoplásicas 

em outro tecido que não o de origem. Este processo representa cerca de 90% das 

mortes associadas ao câncer. (2)  

Na metástase, as células neoplásicas desprendem-se da matriz celular que 

as mantém agrupadas, sendo este processo de desprendimento pouco conhecido, 

mas de extrema importância para o início do processo de disseminação metastática. 

(2) Uma vez desprendida do tecido, a célula neoplásica circula na corrente 

sanguínea até se alojar em uma região onde será iniciada sua proliferação. Este 

processo é pouco eficiente, uma vez que a célula precisa transpor uma barreira 

endotelial para atingir a circulação. Ao chegar ao seu destino, deve novamente 

romper a barreira endotelial para alcançar o novo tecido alvo. Neste processo, a 

colonização pode não ocorrer, pois a célula pode ter dificuldades na adesão ao novo 

tecido ou com a variação do pH do meio. Isto leva a crer que, das células que se 
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desprendem e chegam aos vasos, apenas uma ínfima quantidade é capaz de se 

desenvolver em outros tecidos, pois a grande maioria não possui as propriedades de 

célula-tronco para se multiplicar em outra região do organismo senão a de sua 

origem. (2) 

A circulação das células neoplásicas que originarão novos tumores ocorre 

pelos sistemas vascular e linfático. Quando uma célula penetra no sistema vascular, 

toma um rumo desconhecido, pois é carregada rapidamente através do sangue 

podendo atingir qualquer região do organismo. No sistema linfático, esse percurso é 

muito mais lento, pois apenas após ser drenada juntamente com a linfa, percorrer o 

sistema linfático lentamente e passar pelos gânglios é que esta célula chega ao 

sistema venoso. (2) 

O sistema linfático possui além de vasos linfáticos e gânglios linfáticos 

(linfonodos), capilares extremamente finos e com origem em praticamente todos os 

espaços teciduais. Os capilares confluem em vasos linfáticos que passam pelos 

linfonodos e terminam em pontos como o pescoço, axilas, abdômen e região 

inguinal, onde concentram-se a maior parte de linfonodos. Estas regiões são as de 

maior incidência linfonodal, porém a variabilidade topográfica faz com que muitos 

pacientes apresentem consideráveis alterações na anatomia do sistema linfático. (2)  

A principal função do sistema linfático é drenar as proteínas que extravazam 

dos capilares sanguíneos e se depositam nos tecidos ao redor da matriz celular, 

sendo portanto o único meio de devolução destas proteínas à circulação sanguínea. 

Os capilares linfáticos possuem grande permeabilidade, drenando a linfa, que é 

composta pelas proteínas, além de água, células mortas, vírus, bactérias e toxinas 

que estão no tecido. A linfa drenada nos capilares segue até os vasos e até um 

primeiro linfonodo que filtra a linfa, extraindo todo o material particulado. Após 

passar por este primeiro linfonodo a linfa segue para outros linfonodos, passando 

por uma vasta cadeia linfonodal, a fim de neutralizar qualquer ameaça. Somente 

após passar por todas estas barreiras é que as células neoplásicas chegam ao 

sistema vascular. (5) 

A drenagem ocorre por dois processos: o primeiro pela pressão positiva no 

tecido, que facilita a drenagem da linfa pelos capilares; o segundo processo é pela 

atuação da bomba linfática, que age com as válvulas presentes nos capilares e 

vasos linfáticos (similar ao sistema vascular) e que com a contração dos vasos 
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linfáticos direciona a linfa no sentido do sistema venoso. Esta contração ocorre de 

maneira compassada e periódica, assim quando determinado trecho do sistema 

linfático está distendido pela grande presença de linfa, o tecido se contrai, drenando 

a linfa para um seguimento posterior, com menor pressão. Esta bomba também atua 

em caso de contração muscular, quando a pressão aumenta, a linfa escoa pelo 

sistema. As válvulas impedem que a linfa retorne ao tecido, mesmo sob pressão 

externa como no caso muscular ou com massagens. (4) 

Em tumores sólidos bem delimitados e em estágios iniciais, as células 

metastáticas desprendidas do tumor podem ainda estar retidas no sistema linfático, 

no LS. (4) Com isso torna-se importante a localização e ressecção deste linfonodo 

para o tratamento e seguimento do paciente oncológico. (16) Em alguns casos onde 

o tumor compreende uma região maior, pode ocorrer o aparecimento de mais de um 

LS, geralmente próximos uns dos outros. (17) 

Os linfonodos são pequenos órgãos que constituem o sistema linfático. Eles 

estão presentes em todo o corpo, e são conectados entre si através dos vasos 

linfáticos. Agrupamentos de linfonodos são encontrados no pescoço, região axilar, 

tórax, abdome e virilha. A linfa, que banha os linfonodos, intersticial auxilia na 

remoção de substâncias prejudiciais aos tecidos e órgãos, como microrganismos 

(vírus, bactérias) e células cancerígenas. (4) 

Os nódulos linfáticos constituem parte fundamental do Sistema Imune, 

contendo linfócitos T e B e outras células de defesa. Essas células monitoram a 

presença de substâncias estranhas ao organismo (vírus, bactérias, células 

neoplásicas) agindo como um gatilho para o desencadeamento da resposta 

imunológica. Muitos tipos de câncer se alastram através do sistema linfático, sendo 

os linfonodos importantes auxiliares para o rastreamento da disseminação e 

abrangência dessas neoplasias. (18) O LS é o primeiro linfonodo que células 

cancerígenas atingem a partir de um tumor primário. (5) 

Nos últimos 15 anos, a pesquisa do LS se tornou um método extremamente 

valioso no estadiamento de neoplasias malignas iniciais, como câncer de cabeça e 

pescoço, câncer de mama, carcinomas gastrointestinais e melanomas. Sua 

pesquisa permite cirurgias menos invasivas e estadiamento com planejamento 

terapêutico adequados, com redução de eventos adversos ao paciente. A extensão 
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cirúrgica é reduzida, selecionando-se com maior precisão um menor número de 

linfonodos a serem analisados (Figura 1). (18–20) 

 

 

Figura 1 - Etapas da detecção de LS de melanoma. 
Fonte: Adaptada de LONG. (21) 
 

A biópsia do LS é um procedimento que identifica, remove e pesquisa se 

células neoplásicas estão presentes naquele tecido. Se a pesquisa resultar negativa, 

significa que o câncer não atingiu o sistema linfático local. Se positiva, significa que 

pode haver comprometimento de outras cadeias linfáticas e eventualmente de outros 

órgãos. (20-21) Caso o LS apresente células neoplásicas identificadas no exame 

anatomopatológico e histológico, o cirurgião resseca também outras cadeias 

linfáticas, muitas vezes no mesmo tempo cirúrgico que a cirurgia de retirada do 

tumor primário. A cirurgia de remoção de linfonodos apresenta diversos efeitos 

colaterais, e, quanto maior sua extensão, mais importante os eventos adversos. 

Dentre eles, pode-se citar: linfedema (por alteração no trajeto habitual da linfa), 

seroma, prejuízo de movimentação, dor e parestesia. (21) 

Os linfonodos se concentram em bolsas linfonodais agregados a vários outros 

linfonodos. No momento da cirurgia, não é possível a detecção a olho nu de quais 

linfonodos são responsáveis por drenar a região do tecido comprometida com o 

tumor. Desta forma, a cirurgia de ressecção tumoral compreendia o esvaziamento 

total da bolsa linfonodal. Esse procedimento traz ao paciente inúmeros efeitos 

colaterais, uma vez que os linfonodos envolvidos neste esvaziamento são 

responsáveis pela drenagem linfática de uma vasta área do tecido, podendo 

comprometer grandes regiões, como membros. Assim, o esvaziamento traz ao 
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paciente efeitos adversos como inchaço e perda de sensibilidade da região. Esses 

eventos levaram à busca e pesquisa árdua por uma metodologia capaz de localizar 

o LS do tecido afetado, minimizando consideravelmente estes danos. (20,22–24) 

1.3 Diagnóstico e tratamento de lesões metastatizadas 

 

Uma metodologia para diagnóstico e tratamento de lesões metastizadas 

consiste na utilização de corantes. Inicialmente, eram aplicados ao redor do tumor 

corantes capazes de marcar o LS que drena a linfa do tumor, como azul de metileno, 

azul isossulfano, azul patente e verde brilhante. Desta forma o cirurgião necessita 

dissecar uma vasta região do tecido em busca do linfonodo marcado com corante, o 

que muitas vezes é de difícil visualização, devido à baixa concentração drenada. 

Este procedimento é bastante agressivo e invasivo, podendo trazer complicações 

decorrentes da abrangência do procedimento. Além disso, o tempo gasto na cirurgia 

pode inviabilizar o procedimento, pois o corante pode ser drenado para linfonodos 

subsequentes. (25) 

Outro método comumente utilizado é a medicina nuclear, com a injeção de 

radiofármaco marcado com Tecnécio 99 (Tc99). O fármaco é injetado ao redor do 

tumor, drenando para o LS. Este método conta com um contador Geiger Muller, 

(equipamento capaz de detectar e mensurar a quantidade de radiação ionizante de 

determinada região) para localizar com precisão a bolsa linfonodal, mesmo em 

casos onde os linfonodos estão posteriores a determinado músculo. Ao realizar a 

dissecção do tecido e se aproximar da bolsa linfonodal, o cirurgião frequentemente 

encontra a situação de saturação do contador, o que impede a localização precisa 

dos LS. Tornou-se então comum a retirada de linfonodos que não estão 

comprometidos, o que aumenta a incidência de efeitos colaterais. Apesar desta 

saturação, este é um método bastante testado e hoje é considerado como padrão 

ouro na localização de LS. (26) 

Combinar estes métodos, através da injeção de um radiofármaco e corante ao 

redor do tumor, otimiza a precisão da localização do LS. Porém essa combinação 

resulta em pequena melhoria em relação ao método com aplicação de apenas de 

radiofármaco, pois a baixa concentração do corante no linfonodo permanece 

dificultando a localização pelo cirurgião. (26) 
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1.4 Fluorescência e a localização de linfonodos 

 

Neste cenário, emerge a utilização de fluorescência, uma técnica que 

emprega a luz para excitar uma determinada amostra de corante fluorescente. O 

corante absorve a energia luminosa em comprimento de onda específico, 

característico da substância, e emite esta energia em um comprimento de onda 

maior. Desta forma é possível diferenciar a energia emitida pela fonte de luz da 

energia emitida pelo corante fluorescente. Baseando-se nessa propriedade, o 

método consiste em injetar ao redor do tumor determinado corante capaz de emitir 

fluorescência. (27) 

Imediatamente após a injeção, a excitação do corante é promovida por um 

sistema de iluminação no comprimento de onda de sua absorção. A luz emitida pelo 

corante deve ser filtrada para eliminar a luz de excitação e é captada por um 

conjunto de câmeras capaz de projetar em um monitor a imagem do tecido, 

destacando o LS marcado. Este método demonstra excelente precisão e é pouco 

invasivo, porém incapaz de localizar linfonodos em regiões mais profundas, como 

linfonodos posteriores a grupos musculares. (22) 

Recentemente, alguns equipamentos comerciais tornaram-se disponíveis, 

como o modelo C9830 (Hamamatsu Photonics K. K.® Tóquio –Japão) que é 

constituído por um sistema com uma câmera central e diodos emissores de luz (light 

emitting diodes, LEDs) dispostos ao redor, capaz de excitar uma amostra marcada 

com ICG, um corante da classe das cianinas. A partir da excitação da indocianina, o 

sistema gerar imagens em tons de cinza em tempo real da fluorescência emitida, 

destacando a região de fluorescência dos demais tecidos do paciente. (28–30) Este 

sistema permite localizar com precisão os linfonodos com um sistema que utiliza 

apenas uma câmera, filtros e LEDs para excitação da ICG. É bastante compacto e 

conta com regulagem de sensibilidade e ISO próximo à câmera, permitindo ao 

operador regular o seu funcionamento de maneira bastante simples. A principal 

desvantagem deste sistema é que ele gera apenas imagens em preto e branco. 

Desvantagem mais significativa para utilização em cirurgias de cabeça e pescoço, 

onde o cirurgião tem interesse em diferenciar determinados tipos de tecido durante a 

dissecção e cores e as tonalidades do vermelho são essenciais para uma efetiva 

discriminação dos tecidos. O equipamento conta com um único monitor, responsável 
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por gerar a imagem e que fica próximo ao sistema de processamento de imagens, 

distante do médico que utiliza o sistema. Esta característica dificulta sua operação, 

já que obriga o cirurgião a deixar de olhar para o campo cirúrgico para olhar para o 

monitor do equipamento que está localizado a certa distância. Outro fator que 

compromete a ampla utilização deste equipamento nos hospitais públicos do país é 

o custo elevado, que ultrapassa os US$35.000,00, inviabilizando sua difusão no 

sistema público de saúde do Brasil. 

A utilização do corante fluorescente juntamente com o radiofármaco surge 

como um método bastante sensível e preciso. Assim é possível injetar radiofármaco 

em conjunto com o corante ao redor da lesão e utilizando o contador Geiger localizar 

a bolsa linfonodal onde encontra-se o LS. Após a dissecção do tecido, o cirurgião 

utiliza o sistema de fluorescência para localizar com exatidão qual o LS ao tumor. 

Este método demonstra ser mais rápido, seguro e minimamente invasivo. (22,31) 

A imagem por fluorescência é amplamente utilizada em ciências biomédicas 

para visualização de tecidos e células in vivo e in vitro, com benefícios como: alto 

contraste (diferentes comprimentos de onda são usados para iluminação), alta 

sensibilidade (com baixas concentrações), auxílio em pesquisas científicas, baixo 

custo e fácil aplicabilidade. (27) 

Existem inúmeras substâncias capazes de gerar fluorescência, portanto é 

importante buscar uma substância capaz de absorver e emitir fluorescência em 

regiões espectrais mais vantajosas para o objetivo proposto. Uma substância 

atualmente considerada eficiente é a ICG (indocyanine Green, ICG), que possui 

banda de absorção e emissão na faixa entre 750 e 900 nm, apresentando, portanto 

menor competição da absorção pelas biomoléculas constituintes dos tecidos (por ser 

infravermelho) e também pouca absorção pela água (por estar abaixo de 900 nm). 

Estas características permitem utilizar sistema óptico com maior penetração nos 

tecidos biológicos, sendo capaz de interrogar o corante em regiões mais profundas. 

(32) 

A ICG foi desenvolvida em 1955 e aprovada para uso clínico em 1959 nos 

Estados Unidos. Desde a década de 70 já vem sendo usada em oftalmologia para 

angiografia de retina. Seu princípio de uso como marcador fluorescente consiste na 

iluminação do tecido de interesse no comprimento de onda de excitação (750 a 800 

nm), dispondo de filtros para selecionar espectralmente a fluorescência antes de 
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atingir o sensor. Ela apresenta maior emissão de fluorescência ao redor de 800 nm e 

em comprimentos de onda mais longos, dependendo da concentração, pH e 

temperatura. Sua aplicação possui diversas vantagens: confinamento ao 

compartimento vascular, baixa toxicidade, não ionizante, excreção rápida através da 

bile, ideal para angiografias, meia vida curta na circulação sanguínea, de baixo 

custo. A aplicação da ICG é recente em cirurgias oncológicas e reconstrutoras. (30) 

A ICG é uma molécula de tricarbocianina com peso molecular de 774,96 

g/mol. A injeção de ICG contém iodeto de sódio, com possível risco alérgico por 

essa razão. A solução com o corante possui instabilidade quando exposta à luz. 

Primeiramente ela deve ser dissolvida em água, e, caso seja necessário uma 

solução isotônica, sendo possível diluí-la posteriormente em solução salina. (27,30) 

Múltiplas repetições das administrações intra-operatórias da ICG podem ser 

necessárias devido à propriedade do corante ter rápida ligação com proteínas do 

plasma (lipoproteínas). Essa característica fato não tem demonstrado toxicidade 

para estruturas proteicas do organismo. (30) A ICG não tem metabólitos conhecidos, 

e é rapidamente excretada através do suco biliar. Seu transporte é feito através da 

proteína chamada glutationa-S-transferase. (27,30) 

O corante em questão tem inúmeras aplicações clínicas e cirúrgicas. Dentre 

as clinicas, cita-se: imagens de sistema nervoso central e hemodinâmicas, 

queimaduras, traumas e estudo de perfusão muscular. Aplicações em cirurgias nas 

áreas: oftalmologia, neurocirurgia, vascular, cardiologia, oncologia, rastreamento de 

LS, linfografia, cirurgia hepática, colecistectomia, microcirurgias e cirurgias 

laparoscópicas. Em terapia fotodinâmica, quando a molécula da ICG é excitada, 

transfere energia para outras moléculas tornando-se agente da terapia. Como 

exemplo, após seu uso para revelar LS, a ICG pode ser utilizada para destruição de 

nódulos metastáticos. Também pode ser empregada como agente antimicrobiano 

ativado pela luz (como exemplo, no tratamento de acne atuando como 

antibacteriano e controlador da produção de secretória). (22,27,30,33) 

A detecção dos linfonodos é condição essencial para evitar, sempre que 

possível, recidivas metastáticas de lesões tumorais. Vistas as possibilidades que a 

técnica de detecção dos linfonodos por fluorescência oferecem, é necessário buscar 

formas de ampliar a capacidade de detectar linfonodos em profundidade, diminuindo 

a necessidade de extensão de procedimentos cirúrgicos altamente invasivos, com 



29 
 

 
 
 

consequências graves para as condições clínicas e o prognóstico do paciente, 

muitas vezes já debilitado pela lesão primária. (19-20,27,30,34) 

Assim, este estudo pretende explorar modificações de cunho tecnológico que 

ampliem o potencial de detecção de fluorescência utilizando ICG, visando contribuir 

ao cirurgião por aumentar sua habilidade de encontrar linfonodos e minimizar danos 

excessivos aos tecidos do paciente. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

  

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento, montagem, caracterização e 

validação de um sistema de imagem por fluorescência para detecção de LS. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Montagem do protótipo: Mecânica, óptica, eletrônica e interface. 

2. Caracterização do sistema. 

3. Validação: ex vivo (tecido muscular de ave), in vivo (camundongo) e 

clínico (pacientes). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

Um dispositivo de imagem por campo amplo de fluorescência basicamente 

deve conter um sistema de iluminação para excitação da amostra e um sistema de 

detecção, como uma câmera digital, CCD, otimizados para a visualização da 

fluorescência. Neste sentido, a fonte de luz deve emitir principalmente na região de 

maior absorção do marcador e componentes ópticos, como filtros e espelho, devem 

ser usados para que, se possível, apenas os fótons fluorescentes do marcador 

atinjam o sensor da CCD. Usualmente para os dispositivos de uso clínico/cirúrgico 

se torna imprescindível uma interface para ajuste de algumas variáveis, como 

irradiância, controle da CCD e para a sobreposição das imagens em tempo real. 

Em linhas gerais, o sistema montado conta com um conjunto óptico que após 

a excitação do corante em 780 nm através de sistema de iluminação a Laser ou 

LED, capta sua fluorescência em 850 nm. Para isso, é utilizado um espelho dicroico 

que separa a imagem visível da fluorescente. As imagens seguem para duas 

câmeras que captam as imagens separadas (Figura 2). No computador, uma rotina 

desenvolvida em LabView® subtrai a imagem de fluorescência e sobrepõe à imagem 

colorida, gerando uma imagem que permite ao médico determinar a região de 

fluorescência no tecido. 
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Figura 2 - Esquema do sistema de excitação e aquisição de imagens. 
Fonte: Adaptada de YUJIN. (35) 

 

O equipamento foi desenvolvido com o desenho das peças mecânicas em 

software Inventor® e a confecção ocorreu nas oficinas mecânicas do Instituto de 

Física de São Carlos e do Grupo de Óptica. Os circuitos eletrônicos foram projetados 

em conjunto com o Laboratório de Instrumentação Eletrônica (LIEPO) e executados 

no mesmo laboratório. 

Foram desenvolvidos dois protótipos, no primeiro, a excitação foi feita por um 

Laser centrado em 785 nm com largura de banda de 20 nm e no segundo, a fonte de 

excitação passou a ser um sistema LED, centrado em 780 nm com largura de banda 

de 40 nm. 
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3.1 Primeiro protótipo 

 

O sistema de iluminação, responsável pela excitação da ICG, consiste num 

conjunto composto por 16 diodos Laser agrupados abaixo da câmera, de maneira a 

distribuir a luz homogeneamente (Figura 3). Estes diodos são do modelo ADL-

78901TL - ARIMA LASERS, Taoyuan - Taiwan. A corrente de alimentação destes 

diodos é de 115 mA com tensão máxima de 2,2 V. Eles foram posicionados em uma 

base retangular de 120 cm x 150 cm, distanciados de 3 cm. À frente da superfície de 

iluminação foi posicionada uma placa de vidro jateada para uniformizar a emissão a 

distância. A alimentação elétrica foi feita por uma fonte desenvolvida em dois 

módulos distintos. O primeiro módulo fornece tensão constante de 3,5 Volts, que 

alimenta dezesseis módulos de fonte de corrente independentes, com corrente fixa 

em 115 mA cada. As fontes são independentes, pois embora os diodos sejam 

fabricados com rigorosos processos de qualidade, muitas vezes eles apresentam 

uma pequena variação em sua resistência interna. Neste caso, quando associado a 

outros diodos, poderá haver sobrecarga em algum destes componentes, causando 

severa redução de sua vida útil. 
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Figura 3 - Visão frontal do sistema, sendo possível visualizar uma câmera, o espelho dicroico e o 
    conjunto de LEDs. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As câmeras e o espelho dicroico foram fixados em um suporte onde é 

possível variar as distâncias entre as câmeras e o espelho, assim como fazer a 

rotação do dicroico, possibilitando um ajuste fino na imagem refletida e transmitida 

pelo equipamento (Figura 4).  
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Figura 4 - Sistema de fixação das câmeras com espelho dicroico. A seta indica o cilindro de rotação 
    que permite a rotação para calibragem do dicroico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 As câmeras utilizadas são FireflyMV® 0,3 MP Color e Mono - PointGray - 

Richmond, Canadá. Possuem sensibilidade para visível e infravermelho próximo, 

respectivamente, com resolução de 300 K Pixels. O espelho dicroico possui corte 

em 820 nm, possibilitando a transmissão da luz com comprimento de onda superior 

a 820 nm e a reflexão com comprimentos inferiores a 820 nm, quando o ângulo de 

incidência é de 45°. 

O computador que recebe as imagens conta com software fornecido pela 

fabricante das câmeras para a interface do sistema operacional com as câmeras e 

aquisição das imagens que serão tratadas. O computador também conta com o 

software LabView® e as imagens recebidas foram tratadas em uma rotina 

desenvolvida no programa.  

Esta rotina é capaz de gerar uma imagem final que sobrepõe a fluorescência 

sobre a imagem colorida, permitindo ao médico localizar com precisão o tecido 

marcado com a ICG (Figura 5). 



38 
 

 
 

 

Figura 5 - Execução da rotina em LabView®, com as janelas de entrada de imagem colorida e 

    infravermelho, tela de filtragem infravermelho e tela de saída da imagem com 
    sobreposição. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Todo o tratamento de imagem foi realizado em um notebook modelo VPC-

EG13EB VAIO® - Sony, Tóquio – Japão e a imagem oriunda do processamento 

passou a ser visualizada em sua tela. Todo este sistema era utilizado sem que 

houvesse algum tipo de suporte. Era preciso segurar o equipamento nas mãos, 

tornando sua operação cansativa e gerando imagens pouco precisas, já que este 

método produzia imagens tremidas e as dificuldades de operação impediam o 

posicionamento do equipamento em ângulos mais favoráveis para a obtenção de 

imagens. 

 

3.2 Segundo Protótipo 

 

O segundo protótipo trouxe inovação em todos os aspectos. Houve 

reconstrução de todo o sistema, não havendo reaproveitamento de nenhum 

equipamento do primeiro protótipo. 
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3.2.1 Sistema de Iluminação 

 

O sistema de iluminação passou a utilizar 18 LEDs de alta potência (1 W 

elétrico, tensão máxima de 2 V, corrente máxima de 350 mA e emissão com banda 

centrada em 780 nm, fabricados por HANHUA ELECTRONIC CO.,LTD, Sheen 

Shen, China – datasheet ANEXO A) e também com 2 LEDs de alta potência (1 W 

elétrico, tensão máxima de 7 V e corrente máxima de 350 mA, emitindo luz branca 

para aumentar a captação da câmera colorida, CROMAX ELETRÔNICA LTDA. 

Guarulhos – SP, Brasil). Os LEDs foram igualmente dispostos ao redor da janela de 

fixação do espelho dicroico, com uma distância entre os LEDs de 3 cm, sendo 

fixados com cola térmica. 

Em função da abertura dos LEDs possuir 170°, o feixe se tornou bastante 

disperso, com considerável perda de intensidade luminosa. Foram então utilizadas 

lentes de 60° (CROMAX ELETRÔNICA LTDA. Guarulhos – SP, Brasil) para 

convergir os feixes, aumentando a irradiância sob o tecido alvo, que a uma distância 

operacional de 40 cm aumentou a intensidade média de cerca de 3 para 7 mW.cm-2, 

mantendo-se entre 6,2 e 7,5 mW.cm-2 em uma região quadrada de 60 cm de lado. 

Esta área de iluminação é ideal para a visualização de toda a região lateral do 

pescoço de um homem adulto. 

Estes LEDs estão fixados em uma base de alumínio com espessura de 4 mm 

e dimensões 120 x 150 mm para dissipação térmica. Após 20 minutos de 

funcionamento, a temperatura na base de alumínio estabilizou-se em cerca de 40°C. 

Esta temperatura é bastante segura para os diodos, o que dispensa o uso de outros 

sistemas de dissipação térmica, como placas de alumínio, ventiladores e pastilhas 

térmicas. Para o paciente não existe nenhum risco, pois o uso do sistema é 

completamente sem contato com o tecido alvo de investigação. O mesmo ocorre 

para o médico, o contato com o sistema para seu posicionamento é realizado 

através de uma manopla que não apresenta nenhum tipo de aquecimento. 

Como a região central possui a janela para captação das imagens, neste local 

não é possível fixar os LEDs, o que poderia resultar na criação de uma área de 

sombra. Para solucionar este problema, foram feitos cortes na base de alumínio 

para a angulação de 15° dos LEDs centrais, aumentando a iluminação na região 

central (Figura 6). 
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Figura 6 – A - Esquema da base de alumínio, com espessura de 4 mm com os LEDs fixados na peça. 
    B - Sistema de iluminação com base de alumínio e LEDs (1) com lentes convergentes (2) 
    e fixados ao redor da janela do filtro dicroico (3).  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Esse sistema conta com alimentação elétrica proveniente de duas fontes 

comerciais que possuem alimentação universal (full-range) que pode variar de 90 a 

240 V que fornece tensão máxima de 12 V e corrente máxima de 700 mA. A fonte é 

chaveada e possui auto-regulação, variando a frequência do pulso de acordo com o 

consumo dos LEDs, implicando em uma maior eficiência energética. 

Desta forma, em uma das fontes foram ligados 6 LEDs de 780 nm e 2 LEDs 

brancos, em dois conjuntos em paralelo idênticos. Cada conjunto conta com 3 LEDs 

780 nm e 1 LED branco ligados em série. A corrente de 700 mA alimenta os 2 

conjuntos ligados em paralelo, fornecendo 350mA por conjunto. No caso de um LED 

avariar, fechando curto-circuito ou algum fio soltar, ocorre uma drástica alteração na 

corrente no sistema, podendo ultrapassar os 350 mA e danificar um conjunto de 

LEDs. Por isso cada conjunto é equipado com um circuito integrado (CI) regulador 

de corrente de 350 mA, modelo NSI50350 (Figura 7). Os LEDs brancos e 

infravermelhos possuem tensões de alimentação bastante distintas, mas é possível 

alimentar estes LEDs em série, pois eles possuem a mesma corrente de 

alimentação (350 mA). 
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Figura 7 - Esquema do circuito montado para alimentação dos LEDs brancos e infravermelhos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Se somadas as tensões máximas de cada LED, a tensão final é de 13 V, 

tensão superior à da fonte, que é de 12 V. Com essa tensão fornecida abaixo da 

máxima, há redução de intensidade e do calor dissipado pelo alumínio, mas 

aumento da vida útil do sistema. 

A fonte elétrica que alimenta o outro conjunto também fornece até 12 V com 

700 mA de corrente máxima e é responsável por alimentar 12 LEDs de 780nm. O 

aumento da quantidade de LEDs com o mesmo modelo de fonte ocorre pelo fato de 

que os LEDs infravermelhos necessitam de uma tensão de alimentação menor, 

permitindo substituir 1 LED branco por 3 LEDs infravermelhos em cada conjunto de 

LEDs em série. 

Da mesma forma como no circuito anterior, os LEDs foram divididos em dois 

grupos de 6 LEDs cada, ligando estes dois conjuntos em paralelo para dividir a 

corrente de alimentação dos LEDs. Neste caso também foi utilizado um CI regulador 

de corrente NSI50350 para proteger os LEDs de um aumento crítico de corrente 

(Figura 8) e a soma das tensões máximas dos LEDs é de 12 V, exatamente a tensão 

máxima da fonte. Neste sistema tanto o conjunto de LEDs como a fonte trabalham à 

plena carga. 
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Figura 8 - Esquema da ligação dos 12 LEDs infravermelhos na fonte de corrente regulada. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Em ambos os circuitos as fontes trabalham com uma tensão de flutuação 

geralmente pouco acima dos 12 V, mas nunca com corrente além dos 700 mA. Por 

isso os reguladores de corrente NSI50350 foram fixados próximos aos conjuntos de 

LEDs (Figura 9), reduzindo assim a queda de tensão que ocorre por dissipação 

térmica dos fios. Estes reguladores dissipam a corrente extra em forma de calor, por 

isso eles estão fixados em dissipadores de alumínio, dentro de pequenas caixas 

plásticas fixadas na região posterior da base de alumínio que sustenta os LEDs. 
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Figura 9 – Sistema de aquisição, onde 1 e 2 indicam a localização das caixas onde estão alocados os 
    reguladores de corrente NSI50350 com dissipadores de alumínio. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Os fios utilizados para alimentar o conjunto de LEDs possuem seção nominal 

de 1 mm, suportando correntes de até 12 A, bastante superior aos 700 mA 

requeridos pelo sistema. Isso ocasiona as possíveis diminuições de quedas de 

tensão decorrente do aumento da resistência causada pelo aquecimento dos fios, 

que estão em um cabo PP de 4 vias e comprimento aproximado de 150 cm. 

 

 

3.2.2 Sistema de Aquisição. 

 

 O sistema de aquisição consiste em captar a imagem do paciente para que o 

médico tenha como resultado a imagem colorida do espectro visível com a 

sobreposição da fluorescência. Para isso é necessário que o sistema seja capaz de 
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captar a imagem do espectro visível e da fluorescência do corante, sem a 

interferência da luz proveniente dos LEDs de infravermelho. 

 O sinal é captado por duas câmeras que recebem a mesma imagem, a fim de 

proporcionar uma sobreposição bastante precisa, sem erros na localização da 

fluorescência sobre a imagem colorida. A separação da imagem em dois feixes que 

seguem para as câmeras ocorre no espelho dicroico, que tem a capacidade de 

selecionar o espectro refletido e transmitido, realizando uma seleção espectral. 

Desta forma, foi utilizado um espelho dicroico da empresa Proteon® com corte na 

região dos 695 nm (Figura 10). O espelho foi fixado para incidência a 45°, permitindo 

a reflexão da banda abaixo dos 695 nm e a transmissão da banda acima dos 695 

nm. Desta forma, a luz proveniente dos LEDs infravermelho é transmitida pelo 

espelho dicroico (Figura 11), atingindo a câmera ao fundo do equipamento. 

 

 

Figura 10 - Gráfico da transmissão do espelho dicroico para incidência a 45°. A reflexão é dada pelo 
      gráfico complementar. 

Fonte: Fornecido pela empresa PROTEON. 
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Figura 11 - Vista superior do sistema com câmeras e cubo (1) onde está alojado o espelho dicroico. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 Para que a luz dos LEDs infravermelho não interfira no funcionamento do 

equipamento, este sistema conta com filtros para seleção das bandas desejadas. A 

câmera colorida, responsável por captar a reflexão da luz visível, conta com um filtro 

passa-baixa de 680 nm da marca Edmund Optics®. Desta forma a câmera capta a 

banda visível, mas não sofre interferência dos feixes provenientes dos LEDs 

infravermelho que eventualmente sejam refletidos pelo espelho dicroico. A câmera 

preto e branco, responsável por captar a luz infravermelha emitida pela 

fluorescência, conta com filtro passa-alta de 820 nm da marca Edmund Optics® que 

é responsável por barrar toda a luz retroespalhada dos LEDs que emitem em 780 

nm. 

 As câmeras utilizadas são da marca ThorLabs®, modelos DCC1545M e 

DCC1645C. A câmera DCC1545M possui alta sensibilidade na região do 

infravermelho e gera imagens em tons de cinza (preto e branco). A câmera 

DCC1645C possui sensibilidade na região visível e gera imagens coloridas. As 

câmeras são equipadas com lentes objetivas ThorLabs® capazes de realizar o ajuste 

de foco mas que não permitem o zoom. Os filtros são fixados a frente das lentes 

objetivas. 
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3.2.3 Sistema de fixação e suporte. 

 

 Os sistemas de iluminação e aquisição são acoplados através da fixação com 

a utilização de parafusos, de forma a manter o menor volume possível. Todas as 

peças mecânicas deste sistema foram projetadas no software Inventor® e 

confeccionadas pela oficina mecânica do IFSC. Os sistemas acoplados possuem 

uma haste para fixação em um suporte e também um pino para fixação de uma 

manopla com envoltório descartável e engate rápido para utilização em campo 

cirúrgico, permitindo ao médico operar o equipamento sem contaminar o campo 

cirúrgico (Figura 12). A manopla é a que os cirurgiões usualmente empregam para a 

apreensão do sistema de iluminação do campo cirúrgico e é a única parte do 

sistema em contato com o operador. Anterior ao seu uso, a manopla é protegida 

com um saco de plástico esterilizado, evitando qualquer tipo de contaminação 

cruzada. 

 A haste proveniente dos dois sistemas é fixada a um pedestal com rodas que 

possui 6 graus de liberdade, permitindo ao operador movimentar o equipamento da 

maneira como desejar. O pedestal possui 5 rodas, onde foi fixada uma anilha de 20 

kg para aumentar o peso do lastro, dando mais estabilidade ao sistema. Ele também 

conta com sistema de molas, capaz de equilibrar o peso do equipamento que está 

fixado neutralizando o peso do sistema, que possui a capacidade de variar sua 

altura de 70 a 220 cm. 

Desta forma, quando o cirurgião posiciona o equipamento na posição que 

desejar e o sistema permanece estático para a aquisição das imagens.  

Um monitor de 7 polegadas foi fixado ao pedestal para mostrar a imagem 

gerada pelo computador. Assim o cirurgião observa a imagem gerada exatamente 

acima do paciente, sem a necessidade de olhar para os lados, aumentando a 

concentração e o seu conforto. 

As fontes comerciais que alimentam o conjunto de iluminação foram fixadas 

no pedestal, juntamente com a fonte que alimenta o monitor de 7 polegadas. 
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Figura 12 – Equipamento acoplado ao suporte. Numeração indica os componentes do sistema, sendo 
      1, o monitor de 7 polegadas; 2, sistemas de iluminação e aquisição acoplados; 3, haste 
      para fixação de puxador descartável com engate rápido; 4, fontes para alimentação dos 
      LEDs e do monitor de 7 polegadas; 5, anilha de 20 Kg fixada na base para aumento de 
      lastro e 6, pés com rodas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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3.2.4 Computador. 

 

 O computador utilizado para o processamento do sinal recebido é um Intel 

NUC Centrum, com processador Core I3 que possui a capacidade operacional de 

um desktop, mas com dimensões reduzidas, possibilitando sua fixação atrás do 

monitor de vídeo. O NUC conta com duas saídas de vídeo digital. Os dados 

captados pelas câmeras são enviados através de cabos USB de 5 metros de 

comprimento, dando maior liberdade ao equipamento, que pode se distanciar do 

computador. 

 A aquisição é feita pelo computador através de software disponibilizado pela 

fabricante das câmeras, sendo capaz de operar as duas câmeras simultaneamente. 

 O monitor possui 18 polegadas e conta com tela sensível ao toque, facilitando 

a operação no centro cirúrgico. A entrada é VGA, sendo necessária a conversão do 

sinal digital para analógico através de um adaptador. 

 O monitor de 7 polegadas conta apenas com entrada analógica do padrão 

auxiliar de vídeo (AV) e por isso foi necessária a utilização de um sistema de 

conversão de vídeo da – COMTAC – Santa Rita do Sapucaí, MG que permite 

converter o sinal digital em várias saídas analógicas, inclusive a saída AV. Este 

sistema conversor necessita de alimentação de 5 V, fornecida pela saída USB do 

NUC. 

 Atrás do monitor foi fixada uma placa onde está alocado o NUC, uma caixa de 

distribuição de energia e o sistema de distribuição de vídeo. 

 Este protótipo é dividido em duas partes, sendo uma delas das dimensões de 

um monitor de 17 polegadas, com suporte traseiro e o NUC com massa aproximada 

de 5 Kg e a outra parte é composta por todo o sistema de aquisição, com massa 

aproximada de 35 Kg e altura de máxima de 220 cm. Como o pedestal possui rodas, 

o sistema pode ser facilmente transportado por diferentes salas no centro cirúrgico 

do hospital. Este sistema é desmontável rapidamente para facilitar viagens e 

manutenção. 
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3.2.5 Software 

 

A interface para uso do sistema e o tratamento das imagens é feito utilizando 

uma rotina construída na plataforma LabView®. 

 A rotina foi desenvolvida pelos alunos Pablo Aurelio Gómez García 

(intercambista de iniciação cientifica, ETSIA (UPM) Madrid - Espanha) e Ramon 

Gabriel Teixeira Rosa (doutorando do IFSC-USP) e faz a aquisição das imagens 

obtidas pelas câmeras e realiza o tratamento necessário para que possa ser 

visualizada e gravada pelo cirurgião em tempo real. 

 Ambas as câmeras recebem regulagem na taxa de aquisição, que é mantida 

em 20 frames por segundo, e no caso da câmera colorida, recebe controle RGB. A 

imagem infravermelha é projetada na tela para que o cirurgião possa observar a 

fluorescência sem tratamento do software. Essa visualização é importante, pois essa 

imagem é muito mais sensível à fluorescência, possibilitando a visualização de 

menores intensidades da fluorescência, essencial para a rápida detecção do LS. 

 A câmera colorida conta também controle RGB para aumentar o conforto do 

médico ao visualizar a imagem no monitor auxiliar. 

 A câmera infravermelha também recebe tratamento onde é aumentado o 

contraste, a imagem eventualmente sofre rotação e controle de zoom, a fim de 

igualar os campos das câmeras e permitir a sobreposição das imagens. Finalmente 

a imagem passa por um filtro de intensidade onde apenas a imagem mais intensa é 

mantida e então esta imagem é sobreposta à imagem visível, gerando a imagem 

final colorida com a marcação da região onde ocorre a fluorescência da ICG. 

 

3.3 Validação do equipamento 

  

Para validar o equipamento, foram realizados testes ex vivo e in vivo, com o 

intuito de assegurar a capacidade operacional do sistema. Os estudos ex vivo foram 

realizados em músculo peitoral de frango convencional para consumo, 

posteriormente testes in vivo foram realizados camundongos e finalmente, testes 

clínicos em pacientes do Hospital de Câncer de Barretos. 
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3.3.1 Experimentação ex vivo. 

  

 Os testes iniciais do equipamento foram realizados ex vivo em músculo 

peitoral de frango, pois apresenta um coeficiente de absorção na região do 

infravermelho próximo similar ao do músculo humano. O sistema de detecção foi 

posicionado sobre o músculo a uma distância de 14 cm da superfície do tecido e o 

software acionado para a gravação de um vídeo. Foi injetado 1 ml de soro fisiológico 

com ICG diluída na concentração de 200µM a uma profundidade de 

aproximadamente 13 mm e foi possível após cerca de 5 s a distribuição do corante 

na profundidade e atingindo a superfície do músculo (Figura 13). 

Nestes testes foi possível calibrar o posicionamento das câmeras e do 

espelho dicroico. Também foi possível verificar a homogeneidade da iluminação e 

testar a funcionalidade da rotina em LabView®, especialmente da geração das 

imagens sobrepostas e a resposta em tempo real do sistema. Além disso, foi testado 

se o sistema apresentava sensibilidade suficiente para detectar a concentração de 

ICG usualmente injetada nos pacientes. 

A regulagem inicial do sistema foi bastante complexa, sendo necessário 

implementar a funcionalidade de rotacionar, transladar e cortar a imagem na rotina 

em LabView® para que a sobreposição de imagens ocorresse com maior precisão. 

Estes detalhes consomem mais memória do computador, tornando a geração de 

imagens mais lenta e por isso foi necessário reduzir a taxa de frames por segundo, 

reduzindo o consumo de memória. 
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Figura 13 - Frames do vídeo realizado em um músculo peitoral de frango. Na sequência das imagens, 
      inicialmente a injeção para entrega da solução de indocianina verde e a detecção da 
     fluorescência. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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3.3.2 Experimentação piloto in vivo 

 

A experimentação in vivo ocorreu com teste piloto em 2 camundongos fêmea 

da linhagem SKH1 Hairless Mouse, com 9 semanas e 25 g cada, que participavam 

do projeto de pesquisa da doutoranda Mariana Carreira Geralde que receberam uma 

gota de ICG na concentração de 200 µg/mL diluída em solução salina no nostrum 

esquerdo para tratamento de pneumonia através de terapia fotodinâmica. A 

pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais, da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara, sob protocolo CEUA/FCF/CAr n° 

30/2013, Anexo B. Nesse experimento, buscava-se determinar o tempo de espera 

até a detecção da indocianina no pulmão esquerdo do camundongo e o 

comportamento de distribuição. Os animais foram sedados com uma combinação de 

xilazina (0,1 mg/kg) e ketamina (100 mg/kg) durante todo o procedimento. Ao final 

do período de análise do pulmão, o animal foi sacrificado com uma overdose de 

anestésico injetado no coração e uma laparotomia realizada para acesso e 

visualização direta dos órgãos com o sistema. 

O experimento permitiu verificar que o equipamento estava funcionando de 

maneira adequada, com as câmeras e espelho dicroico devidamente calibrados, 

permitindo visualizar a fluorescência ocorrendo com precisão sobre a imagem 

colorida do tecido irradiado, e com o software operando sem travamentos. Um 

importante teste de uso do equipamento foi o efeito da respiração (movimentação do 

tecido imageado) na visualização e sobreposição das imagens no software (Figura 

14). 
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Figura 14 - Sistema em uso para teste piloto in vivo. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 O procedimento com o primeiro camundongo ocorreu com apenas a câmera 

infravermelho, gerando imagem em preto e branco. Os Lasers operavam em baixa 

potência, o sinal de fluorescência era muito baixo, resultando em uma imagem de 

baixa qualidade. No entanto, ainda assim, foi possível observar a fluorescência da 

indocianina verde no pulmão esquerdo do animal, tanto pela superfície lateral e 

dorsal, e em todo o momento, a fluorescência na região do focinho e da boca, locais 

próximos a administração do marcador (figura 15). 
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Figura 15 – Primeiro procedimento com camundongo. (1) Fluorescência no focinho e na boca. (2) 
       Fluorescência no pulmão através do dorso. (3) Fluorescência no pulmão pela vista 
       lateral. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Os testes com o segundo camundongo já contavam com o sistema completo, 

gerando imagens coloridas e sobrepostas, com qualidade significativamente superior 

ao experimento anterior. Embora os avanços significativos, é possível observar ao 

redor do animal a presença de borda marcada pelo software como sendo 

fluorescente. Esta marcação ocorre por grande sensibilidade do software e pelo 

papel abaixo do animal, que reflete a iluminação. 

Neste experimento foi possível verificar fluorescência do pulmão na região 

dorsal do animal, e após a abertura da caixa torácica, a confirmação de que o sinal 

era proveniente do pulmão esquerdo (Figura 16). 
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Figura 16 - Camundongo durante cirurgia, sendo (1) a fluorescência do pulmão após injeção de ICG e 
      (2) fluorescência do pulmão durante laparotomia. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

3.3.3 Testes clínicos 

 

Posteriormente, com o equipamento devidamente calibrado e validado, foram 

realizados testes clínicos no Hospital de Câncer de Barretos. 

Todas as medidas ocorreram durante o procedimento cirúrgico para 

ressecção tumoral. O presente sistema foi testado para localização de linfonodo 

sentinela, em um mesmo projeto de pesquisa no qual o equipamento Hamamatsu 
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modelo C9830, que possui o mesmo método estava sendo realizado (processo do 

comitê de ética em pesquisas em humanos, CEP-HCB N° 792/2014, Anexo C. 

Anteriormente a investigação por imagem, cerca de 1,6 mL de solução de 

indocianina verde diluída em soro fisiológico na concentração de 500 µM é injetada. 

Nesse presente estudo clínico, a combinação das técnicas com radiofármaco 

e com fluorescência está sendo investigada. 

O procedimento mais comum é que antes da cirurgia o paciente é submetido 

ao rastreio do LS na medicina nuclear, com radiofármaco, onde os médicos daquela 

unidade marcam na pele do paciente a região onde está localizado o linfonodo LS. 

Já no centro cirúrgico com o paciente sedado, é injetado ao redor do tumor a 

solução de ICG. 

Por ser um equipamento em desenvolvimento, o cirurgião busca o linfonodo 

sem dissecar o paciente, para testar a capacidade do sistema em localizar os 

linfonodos mesmo com a pele integra. Após esta primeira busca pelo linfonodo, o 

paciente é dissecado na região indicada pela medicina nuclear e o equipamento é 

novamente utilizado para buscar com precisão o LS, que ao ser localizado é 

dissecado e enviado para biópsia para verificar a necessidade da remoção total da 

bolsa linfonodal. Caso haja comprometimento deste primeiro linfonodo, ocorrerá a 

remoção total da bolsa linfonodal. Se o LS não estiver comprometido, há um forte 

indicativo de que não há metástase, sendo desnecessária a retirada completa dos 

linfonodos. (36) 

Os testes no Hospital de Câncer de Barretos foram realizados por três 

equipes médicas. A primeira delas foi chefiada pelo Dr. André Lopes Carvalho, ainda 

com o primeiro protótipo. Neste primeiro momento acompanhamos 3 cirurgias de 

remoção de LS de câncer de língua. A segunda equipe, chefiada pelo Dr. Renato de 

Castro Capuzzo, deu seguimento aos testes com o equipamento em cirurgias de 

remoção de LS de câncer de língua. Nesta etapa foi utilizado e aprimorado o 

segundo protótipo, sendo possível acompanhar 8 cirurgias. A terceira equipe, 

chefiada pelo Dr. Carlos Eduardo Barbosa Carvalho, utilizou o equipamento para a 

detecção e remoção de LS de melanoma. Foram realizadas 6 cirurgias, todas 

empregando o segundo protótipo (Figura 17). 
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Figura 17 - Equipamento sendo utilizado durante cirurgia para localização e remoção de LS de 
      melanoma. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

O primeiro protótipo operou satisfatoriamente quando bem calibrado, o 

sistema de detecção localizou os linfonodos com sensibilidade similar ao 

equipamento comercial. O equipamento permitia rotacionar o espelho dicroico para 

buscar a melhor sobreposição. Esse sistema foi bastante útil nas primeiras 

calibragens quando ajustávamos o sistema para o melhor rendimento, pois facilitou 

o processo de determinar qual o melhor ângulo para a aquisição de imagens. No uso 

cotidiano, porém, mostrou-se pouco eficiente ao não fixar o espelho com a precisão 

e rigidez devida, descalibrando com facilidade. Esta característica posteriormente 

inviabilizou sua utilização clínica, já que muitas vezes o desalinhamento do espelho 

e do conjunto de câmeras ocorria durante o transporte até o hospital e levava até 

duas horas para ser refeito, inviabilizando a utilização em procedimentos cirúrgicos. 

Outros problemas ocorreram com a homogeneidade da iluminação Laser, que 

por possuir grande variabilidade da intensidade incidente no tecido, acabou 

prejudicando a excitação do corante. Assim, o cirurgião precisava variar a posição 

do protótipo para que grandes intensidades luminosas atingissem o tecido e 

gerassem boas imagens de fluorescência. 

Na Figura 18 é possível observar a sequência de imagens da cirurgia para 

localização e retirada do LS utilizando o primeiro protótipo. Verifica-se que o 

linfonodo parece diminuir de tamanho, este fenômeno não ocorre pela degradação 

da ICG, mas pela variação de intensidade luminosa, que diminui consideravelmente 

com a movimentação do sistema. Acompanhando a sequência de imagens, é 

possível notar que após a retirada do primeiro LS, foi possível localizar um segundo 

LS, que também foi retirado para análise. 
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Figura 18 - Sequência de imagens da localização e retirada de 2 LS. Nas imagens de 1 a 3 é possível 
      verificar o tecido sendo dissecado. Imagem 4 mostra o LS. Imagem 5 mostra o mesmo 
      linfonodo com brilho reduzido, por conta da mudança de posição do equipamento. 
      Imagem 6 mostra o linfonodo após sua retirada, fluorescendo sobre o tecido integro do 
      paciente. Imagens 7 e 8 mostram o segundo LS localizado. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Com o aperfeiçoamento do sistema para sanar estes problemas e trazer 

outras melhorias, grandes alterações surgiram, sendo necessário o desenvolvimento 

de um segundo protótipo, para atender a demanda dos médicos parceiros, como 

aumento da sensibilidade e da resolução das câmeras, melhora na homogeneidade 

da iluminação, melhora na tela para visualização das imagens, aumento da robustez 

do sistema de aquisição com a fixação do espelho e das câmeras com maior 

precisão e firmeza, reduzindo significativamente a necessidade de calibração do 

sistema. Assim o espelho dicroico é mantido, no segundo protótipo, em um ângulo 

fixo, impedindo que sofra movimentação durante o transporte. 

 A iluminação, agora a LED, é muito mais homogênea. Por isso o sistema 

pode ficar fixo, sem o risco de sombreamento na região estudada. 

 As imagens do segundo protótipo mostraram ser muito mais homogêneas, 

com maior sensibilidade e maior fluidez, tais avanços peritiram a comparação com o 

modelo comercial. 

O sistema passou a contar com pedestal para apoio, permitindo ao médico 

estabilizar o equipamento na posição desejada com pouquíssimo esforço, já que o 

sistema de mola compensa o peso do sistema, mantendo-o estático. O sistema, que 

conta com 6 graus de liberdade, permite rotação total, favorecendo a aquisição de 

imagens de regiões de difícil acesso, como virilha e axila (Figura 19). 
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Figura 19 - O sistema durante a cirurgia permanece em equilíbrio de forma estática, sem a 
      necessidade de apoio. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
  

O protótipo desenvolvido alcançou resultados similares ao do equipamento 

comercial, com a vantagem de fornecer imagens em preto e branco e também 

coloridas, de acordo com a solicitação dos nossos colaboradores. A comodidade do 

seu uso, a partir da visualização na posição cirúrgica, foi uma das vantagens 

observadas. No entanto, seu maior diferencial é o baixo custo, já que o custo para 

construir o equipamento é da ordem de US$ 5000,00, gravação das imagens em 

fotos e vídeos, suporte com rodas que mantém o equipamento estático quando 

necessário, porém com total liberdade de movimentação e a geração de imagens 

em preto e branco e colorida. 

A vantagem na imagem em preto e branco é o maior contraste, a maior 

sensibilidade e consequente facilidade do cirurgião em identificar uma região de 

fluorescência precocemente, além de não estar suscetível aos possíveis erros do 

software que faz a sobreposição. Por outro lado, a imagem colorida auxilia o 

cirurgião durante a dissecção do tecido em busca do linfonodo, facilitando a 

diferenciação dos tecidos, pois apresenta uma imagem similar ao que observa a 
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olho nu. Por possuir vantagens e desvantagens, o equipamento permite a 

visualização e gravação das duas imagens simultaneamente. 

Na Figura 20 é apresentado o registro de uma cirurgia para retirada de LS de 

câncer de língua utilizando o segundo protótipo. 

Neste tipo de cirurgia, o LS frequentemente está na região do pescoço, 

posterior ao músculo esternocleidomastoideo, que é um músculo espesso. Esta 

localização impossibilita a localização pelo método de fluorescência. Por este motivo 

o médico é guiado pelo marcador radioativo e o paciente tem o tecido dissecado até 

ultrapassar o músculo. Uma vez dissecado o músculo, o método de fluorescência 

passa a ser utilizado para buscar com precisão o LS que encontra com precisão os 

LS, marcando sua localização com a cor verde. 

A Figura 20 também mostra o mesmo LS sendo detectado pela câmera 

infravermelha. Este diagnóstico acaba sendo anterior ao do sistema colorido, já que 

não é necessário que a ICG apresente brilho suficiente para o software marcar sua 

fluorescência. 

Ao redor do paciente é possível observar regiões marcadas como 

fluorescentes. Nesta região encontram-se os campos cirúrgicos, tecidos estéreis que 

são tratados quimicamente para este fim e que por esta razão possuem substâncias 

químicas que acabam refletindo a iluminação recebida, gerando esta falsa indicação 

de LS.  
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Figura 20 - Cirurgia de pescoço para localização e retirada de LS de tumor de língua. (1) Tecido 
      dissecado após indicação da medicina nuclear. (2 - 5) Início e aumento gradual da 
      fluorescência do primeiro linfonodo. (6) Surgimento de mais 2 linfonodos após a retirada 
      do primeiro. (7 e 8) Imagem em preto e branco da fluorescência do primeiro linfonodo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Além da localização de LS em pescoço, o equipamento também foi utilizado 

para localizar LS de melanoma. LS de melanoma pode estar localizado a uma 

distância maior que o LS de língua. Neste tipo de cirurgia, o equipamento deve se 

movimentar muito mais, exigindo versatilidade do mesmo. 

A figura 21 demonstra cirurgia onde o paciente apresenta câncer na 

panturrilha e o LS ao tecido com câncer foi localizado na virilha. Geralmente o LS 

está mais superficial, podendo ser possível localizar o LS apenas com o uso da 

técnica de fluorescência. 
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Figura 21 - Cirurgia para localização e retirada de LS de melanoma na região da panturrilha. (1) 
     Região onde a ICG foi injetada. (2) Área dissecada. (3 e 4) LS fluorescendo. (6 e 7) LS 
     fluorescendo, com visão preto e branco. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
  

 Outra cirurgia de retirada de LS é demonstrada na Figura 22, onde a paciente 

apresentava uma lesão de melanoma na região anterior da perna. O LS encontrado 

estava localizado na virilha, que é uma região rica em gânglios linfáticos. 
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Figura 22 - Cirurgia para localização e retirada de LS de melanoma na região da canela. (1 e 2) LS 
     fluorescendo. (3 e 4) mesmo sistema fuorescendo, mas apenas com imagens preto e 
     branco. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Nestes dois últimos casos de melanoma, existe a necessidade do sistema de 

detecção apresentar uma fácil movimentação, uma vez que após injetada a 

indocianina verde, a drenagem pela rede linfática é rápida e a área a ser coberta 

pela investigação é grande. Se o operador não puder rapidamente movimentar o 

sistema, a detecção do LS pode ser comprometida pela marcação do segundo e 

demais linfonodos regionais. O cirurgião da equipe conseguiu manipular e posicionar 

adequadamente o sistema montado e o LS foi identificado em ambos os casos. 

Apesar dos resultados bastante promissores apresentados nos testes 

realizados em pacientes, o segundo protótipo ainda pode sofrer pequenas 

modificações para aumentar sua performance.  Alguns ajustes em sua alimentação 

elétrica, para aumentar a tensão de saída da fonte, buscando aumentar a corrente 

elétrica que circula pelos LEDs e consequentemente a potência óptica resultante de 

cada diodo podem ser implementados. No software de processamento de imagens, 
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algumas alterações precisam ser feitas, buscando aumentar a velocidade de 

processamento e estabilidade do programa que eventualmente apresenta problemas 

como travamentos e reinicializações indevidas, causados pelo uso excessivo de 

memória RAM. Estes problemas não impediram seu excelente desempenho, 

gerando imagens precisas, com a possibilidade de o cirurgião visualizar 

simultaneamente a imagem em preto e branco e a imagem colorida.  

Outro ajuste necessário é quanto ao corte do espelho dicroico, já que o 

equipamento não funciona quando as luzes do centro cirúrgico estão acesas. Este 

problema é compartilhado com o equipamento comercial, que opera somente com o 

sistema de iluminação do centro cirúrgico desligado. Este problema não acontecia 

no primeiro protótipo e foi atribuído à mudança no corte do espelho. 

Os filtros e o software necessitam ser reavaliados para aumentar o contraste 

da câmera infravermelha. Este aumento beneficiaria a visualização da fluorescência 

na imagem preto e branco e também permitiria melhorar a percepção do software  

na coloração verde da imagem colorida. 

A retirada de dois LEDs infravermelho aumenta a tensão e a corrente nos 

demais LEDs, e com isso a potência deve aumentar consideravelmente. Além disso, 

um novo conjunto de lentes pode convergir ainda mais o feixe, implicando em um 

aumento maior da potência. 

Embora o equipamento necessite de alterações em seu software e também a 

substituição de alguns componentes, como o espelho dicroico, o sistema de modo 

geral tem atingido seu objetivo. 

Com este sistema, é possível determinar com precisão similar ao do 

equipamento comercial, a localização dos linfonodos sentinela de determinada 

lesão. Tal característica permite assegurar que o sistema possui as características 

que o constituem um sistema alternativo ao equipamento comercial, embora novos 

estudos devam ser implementados para garantir a segurança dos médicos e 

pacientes. Os resultados obtidos com o uso deste protótipo estão alinhados com a 

literatura, que ao utilizar equipamentos comerciais encontra resultados similares na 

excitação, fluorescência, captação, processamento e precisão das imagens obtidas, 

demonstrando que as características do protótipo estão adequadas para o uso 

clínico. (37-38)  
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Como vantagens em relação ao equipamento comercial, podem ser citados: 

a) a presença de um monitor auxiliar logo acima do conjunto de câmeras que 

facilitou a visualização da imagem, b) o sistema pode ser operado pelo próprio 

cirurgião, pois o equipamento conta com suporte para manopla estéril, c) fácil 

manipulação e rápido posicionamento, o equipamento permanece estático ao ser 

sustentado pelo pedestal que permite 6 graus de liberdade e que mantém o 

equilíbrio em qualquer posição que o equipamento é deixado, d) visualização da 

imagem de preto e branco e da imagem colorida com a fluorescência, priorizando a 

detecção precoce do LS, e e) menor custo. 

Em cirurgias como a de cabeça e pescoço, é indicado mesclar seu uso com o 

padrão ouro, que utilizada marcadores radioativos, já que a profundidade dos 

linfonodos pode inviabilizar a localização dos mesmos. 

Em cirurgias em que se espera encontrar os linfonodos na região axilar ou na 

virilha, os ajustes pretendidos podem possibilitar utilizar o equipamento sem o auxilio 

da medicina nuclear, já que estes linfonodos estão superficiais, facilitando a 

fluorescência. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Um sistema de imagem de campo amplo de fluorescência para a detecção do 

linfonodo sentinela foi desenvolvido e testado. O segundo protótipo montado a base 

de LEDs foi utilizado em 8 cirurgias para ressecção de tumores em cabeça e 

pescoço e em 6 de melanoma. A resposta do sistema foi semelhante ao 

equipamento comercialmente disponível considerando a sensibilidade de detecção e 

qualidade da imagem. O presente sistema apresentou como principais vantagens a 

visualização mais confortável para o cirurgião em uma imagem colorida sobreposta 

com a de fluorescência e o menor custo final. Alguns ajustes no software, assim 

como algumas modificações na iluminação e nos componentes ópticos podem ser 

realizados para melhorar o desempenho do sistema atual. 
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ANEXOS 

Anexo A – Datasheet LEDs 780 nm. 
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Anexo B – Comissão de Ética UNESP. 
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Anexo C – Comitê de Ética - Hospital de Câncer de Barretos. 
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Anexo D – Parecer Médico. 

 

Parecer do Dr. Renato de Castro Capuzzo sobre o equipamento 

desenvolvido e testado sob sua supervisão no hospital de Câncer de 

Barretos. 
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Parecer dos Drs. Carlos Eduardo Barbosa Carvalho e Vinicius de 

Lima Vazquez. 

 

 


