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MAPEAMENTO DO LINFONODO SENTINELA EM TEMPO REAL POR MEIO DO 
SISTEMA DE IMAGEM NO INFRAVERMELHO PRÓXIMO (NIR) EM CÃES COM 

NEOPLASMAS SÓLIDOS 
 
 

RESUMO - A detecção e biopsia excisional seletiva do linfonodo sentinela em 
cães com neoplasmas malignos, que fazem metástase pela via linfática, tem 
importância para estabelecer o estadiamento da doença, determinar o prognóstico e 
definir o tratamento. Para a marcação e conseguinte detecção do linfonodo 
sentinela, em tempo real, foi utilizado indocianina verde (ICV) e foi desenvolvido um 
protótipo de imagem no infravermelho próximo. Participaram do estudo 30 cães com 
neoplasmas malignos cutâneos ou mamários. No pré-operatório, em 25 cães (83%) 
houve demarcação fluorescente transcutânea do trajeto linfático subcutâneo desde o 
local da injeção (peritumoral) da ICV em direção de um linfocentro regional. Em 
dezesseis cães (53,3%), os linfonodos marcados com indocianina verde foram 
reconhecidos antes da incisão cutânea. No período intraoperatório, 29 cães tinham 
marcação fluorescente dos linfonodos sentinela. Em nove cães (30%), o linfonodo 
sentinela não estava localizado no linfocentro regional mais próximo do tumor. Em 
cinco cães, os neoplasmas drenaram simultaneamente para dois linfocentros 
diferentes. Dois linfonodos axilares com macrometástase de carcinoma mamário não 
apresentaram fluorescência. Em nenhum paciente foram observadas reações 
adversas decorrentes da injeção local de ICV. Frente aos resultados obtidos durante 
a realização deste trabalho, pode-se concluir que a curva de aprendizagem para 
realizar o mapeamento e detecção do linfonodo sentinela durante o pré-cirúrgico e 
no intraoperatório por meio do protótipo de imagem NIR é simples, rápida e segura. 
Uma desvantagem do protótipo NIR é a sua capacidade reduzida para detectar os 
linfonodos sentinelas em regiões anatómicas relativamente profundas, porém é 
aplicável na rutina de cirurgia oncológica veterinária. 
 
Palavras chave: linfocentro – linfadenectomia – indocianina verde – neoplasma 
mamário – neoplasmas cutâneos  
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MAPPING OF THE SENTINEL LYMPH NODE IN REAL TIME THROUGH NEAR – 

INFRARED (NIR) FLUORESCENCE IMAGING IN DOG’S SOLID NEOPLASMS  
 

 
ABSTRACT - The detection and selective excisional biopsy of sentinel lymph node in 
dogs with malignant neoplasms, which produces metastasis via the lymphatic route, 
are important to define the disease status, determine the prognosis and choose the 
treatment. For marking and consequent detection of the sentinel lymph node, in real 
time, it was used green indocyanine (ICG) and developed an image prototype near 
infrared (NIR). Thirty dogs with cutaneous or breast malignant neoplasms 
participated in the study. In the preoperative period, 25 dogs (83%) presented  
transcutaneous fluorescent demarcation of the subcutaneous lymphatic path from the 
ICG injection site (peritumoral) towards a regional lymphocentrum. In sixteen dogs 
(53.3%), lymph nodes marked with green indocyanine were recognized before the 
skin incision. In the intraoperative period, 29 dogs had fluorescent marking of sentinel 
lymph nodes. In nine dogs (30%), the sentinel lymph node was not located in the 
regional lymphocentrum closest to the tumor. In five dogs, neoplasms drained 
simultaneously to two different lymphocentrum. Two axillary lymph nodes with 
macrometastasis of breast carcinoma did not show fluorescence. No patient 
experienced adverse reactions resulting from local injection of ICG. Considering the 
results obtained during this study, it can be concluded that the learning curve for 
mapping and detecting sentinel lymph nodes during the pre-surgical and 
intraoperative periods through the NIR image prototype is simple, fast and safe. A 
disadvantage of the NIR prototype is its reduced ability to detect sentinel lymph 
nodes in relatively deep anatomical regions, but it is applicable in the routine of 
veterinary cancer surgery. 
 
Key words: lymphocentrum – lymphadenectomy – indocyanine green – mammary 
cancer – cutaneous cancer  
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais  

 
1. Introdução 
 

O status atual dos estudos relacionados com linfonodo sentinela em cães 

demonstram a importância do tema em alguns tipos de neoplasmas altamente 

metastáticos pela via linfática. Portanto, a linfadenectomia seletiva do linfonodo 

sentinela e correspondente estudo histopatológico desempenham um papel 

importante no estadiamento, prognóstico e seleção do tratamento. (Tuohy et al., 

20009; Beer et al., 2017; Liptak, 2019)  

Várias são os métodos relatados para a marcação e mapeamento do 

linfonodo sentinela em cães. Estudos experimentais demonstraram que a 

linfocintilografia regional ou intraoperatória com radioisótopo tecnécio (Tc99m) é a 

técnica padrão pela alta sensibilidade para a detecção do linfonodo sentinela em 

cães (Balogh et al., 2002; Pereira et al., 2008; Aquino et al., 2012). Porém, essa 

técnica não é aplicável para a rotina oncológica veterinária já que demanda de 

instalações e equipamentos onerosos (Worley, 2014). Nesse sentido, os corantes 

vitais como azul patente V a 2,5% e azul de metileno 1% são habitualmente 

utilizados no período intraoperatório, resultando numa técnica barata, facilmente 

acessível e aparentemente segura (Beserra et al., 2016), apesar de que a 

sensibilidade é menor em relação á linfocintilografia (Balogh et al., 2002; Pereira et 

al., 2008; Worley, 2014) e linfografia indireta (Brissot e Edery, 2017). Outra 

alternativa prática para o mapeamento pré-operatório do linfonodo sentinela é a 

linfografia radiográfica indireta com lipiodol® (Brissot e Edery, 2017), que associada 

ao azul de metileno diminuem os erros na detecção intraoperatória do linfonodo 

sentinela.  

Atualmente, outro método para a detecção do linfonodo sentinela em 

oncologia médica é a associação de um corante orgânico chamado indocianina 

verde e uma fonte de luz emitida por um equipamento de imagem de fluorescência 

no infravermelho próximo (NIR near infrared imaging ou NIRF near infrared 

fluorescence imaging) (Stoffels et al., 2015; Keating et al., 2017). Possivelmente, a 

vantagem desta técnica em comparação a linfocintilografia com radioisótopo, aos 
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corantes vitais e a linfografia indireta com lipiodol é a fácil localização transcutânea 

do trajeto linfático subcutâneo e do linfonodo sentinela superficial, em tempo real, 

tanto no pré-operatório, como também no intraoperatório, virando uma alternativa 

prática e aplicável na oncologia veterinária. Porém, poucos são os sistemas de 

imagem NIR disponíveis comercialmente para uso em cirurgia oncológica (DSouza 

et al., 2016) o que pode resultar em investimentos financeiros elevados. 

Diante disso, a proposta deste estudo foi criar um protótipo de imagem de 

fluorescência no infravermelho próximo aplicado à rotina da cirurgia oncológica 

veterinária. Posteriormente, determinar a aplicabilidade do protótipo para o 

mapeamento do linfonodo sentinela em cães com neoplasmas malignos sólidos 

cutâneos e mamários. A hipótese foi que após a injeção intradérmica e peritumoral 

de indocianina verde o protótipo de imagem no infravermelho próximo facilita o 

reconhecimento fluorescente transcutâneo dos vasos linfáticos e do linfonodo 

sentinela correspondente, em tempo real, tanto no período pré-operatório e 

intraoperatório, em cães com neoplasmas sólidos cutâneos ou mamários.  

 

2. Revisão de literatura  

 
2.1 Linfonodos  
 

O sistema linfático é composto por uma rede de vasos linfáticos (linfáticos 

iniciais, pré-coletores, coletores, troncos e dutos), por órgãos linfoides primários 

(timo, medula óssea) e por órgãos linfóides secundários (linfonodos, baço, tonsilas, 

placas de Peyer) (Mumprecht e Detmar, 2009; Margaris e Black, 2012; Haley, 2017).  

Os linfonodos se formam a partir de sacos linfáticos primários que brotam nas 

células endoteliais das veias embrionárias. Posteriormente, os sacos linfáticos são 

envolvidos pelo tecido conjuntivo adjunto, dando origem à cápsula e internamente as 

trabéculas (Mebius, 2003; Onder e Ludewig, 2018).  

Macroscopicamente os linfonodos têm formato de feijão ou rim, sendo 

envoltos por uma cápsula fibrosa. Os vasos sanguíneos (artéria e veia) se localizam 

no hilo (lado côncavo linfonodal). Os vasos linfáticos aferentes penetram a cápsula 

pelo lado convexo do linfonodo para se unir aos seios subcapsulares e 
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peritrabeculares; entretanto, os vasos linfáticos aferentes surgem dos seios 

medulares e deixam o linfonodo pelo hilo (Bacha e Bacha, 2000) em pequenos 

animais. Internamente o linfonodo se divide em córtex (nódulos linfoides, centro 

germinal, seio cortical) e medula (seio medular, cordão medular). No córtex os 

nódulos ou folículos linfoides estão constituídos principalmente por linfócitos 

pequenos, densamente compactados. O centro germinal constitui a área pálida do 

nódulo, sendo esta contornada por uma zona marginal ou periférica de pequenos 

linfócitos. O seio cortical conecta os seios subcapsulares com os seios medulares 

(Bacha e Bacha, 2000; Haley, 2017). 

De acordo com Bezuidenthout (2013), os linfonodos são a unidade estrutural 

e funcional do sistema linfático, atuam como filtro da linfa e são um centro 

germinativo para os linfócitos. Normalmente, os linfonodos se encontram inseridos 

no trajeto dos vasos linfáticos, atuando na resposta imune como centros de 

vigilância regionais em específicos pontos anatômicos (Onder e Ludewig, 2018). 

O linfonodo regional se refere a um ponto de filtração linfática que recebe linfa 

primária de um órgão ou região do corpo (Bezuidenthout, 2013; Singh, 2018), 

entretanto, um linfocentro é um linfonodo ou grupo de linfonodos presentes numa 

mesma região corporal que recebem vasos linfáticos aferentes da mesma região 

(Bezuidenthout, 2013; Singh, 2018). Suami et al. (2013), nomeou de territórios 

linfáticos cutâneos (linfossomos) submandibular; parotídeo; cervical superficial 

dorsal; axilar; ilíaca medial; sacral lateral; hipogástrico; poplíteo; inguinal superficial e 

cervical superficial ventral, de acordo com a área de drenagem linfáticas que 

correspondem aos linfonodos regionais. 

 

2.1.1 Vasos linfáticos  
 

Dentro do sistema linfático, a principal função dos vasos linfáticos é manter a 

homeostase dos fluidos intersticiais, absorvendo linfa acumulada no espaço 

intersticial e transportando-a de volta para a circulação venosa (Moore e Bertram, 

2018). Assim sendo, toda a linfa passa pelo menos por um linfonodo em seu trajeto 

desde os tecidos até a circulação sanguínea (Singh, 2018). Desse modo, o linfonodo 

torna-se uma barreira para a disseminação de infecções ou de células neoplásicas 
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(Shayan et al., 2006; Dieterich e Detmar, 2016). Os vasos linfáticos também atuam 

como um meio de transporte de células imunológicas que participam ativamente na 

resposta imunológica adaptativa (Karpanen e Alitalo, 2008; Betterman e Harvey, 

2016).  

A captação da linfa desde o interstício do sistema tegumentar dos mamíferos 

acontece através dos chamados capilares linfáticos iniciais. Estes capilares estão  

localizados na derme superficial. Estruturalmente são de terminação cega, de baixa 

pressão, mas muito permeáveis e, desprovidos de uma lamina basal continua. Os 

capilares linfáticos iniciais funcionam como válvulas unidirecionais, fazendo com que 

a linfa e macromoléculas fluam para os vasos pré-coletores (Betterman e Harvey, 

2016). Os vasos linfáticos pré-coletores, se localizam na derme profunda e são 

encarregados da drenagem e propulsão da linfa desde os capilares linfáticos iniciais 

para os vasos linfáticos coletores. Eles têm válvulas primárias unidirecionais e 

endotélio revestido por uma ou várias camadas de músculo liso, promovendo 

contrações espontâneas. Porém, em algumas porções, a sua estrutura é semelhante 

à dos capilares linfáticos iniciais (Shayan et al., 2006; Margaris e Black, 2012).  

Os vasos linfáticos coletores estão localizados no tecido subcutâneo. Em 

relação aos anteriores, são de maior diâmetro e têm três túnicas (íntima, média e 

adventícia) sendo estas compostas por células endoteliais, músculo liso e fibras de 

colágeno, respectivamente (Margaris e Black, 2012). As válvulas secundárias 

intraluminais, bicúspides (impedem o fluxo retrogrado) e a presença de linfangions 

(espaço compreendido entre cada válvula). Os linfangions possuem inervação 

simpática e parassimpática e atuam como um marca-passos próprio que impulsiona 

a linfa (Shayan et al., 2006; Margaris e Black, 2012; Moore e Bertram, 2018). A linfa 

flui para o interior do linfonodo por meio de vasos linfáticos aferentes. Os vasos 

linfáticos eferentes deixam o linfonodo transportando a linfa filtrada e enriquecida 

com linfócitos, chamada de linfa secundária (Bezuidenthout, 2013). Finalmente, os 

vasos linfáticos eferentes se fundem em troncos linfáticos e depois em ductos, os 

quais são a principal via de retorno da linfa nas veias jugular e/ou subclávia (Shayan 

et al., 2006;  Bezuidenthout, 2013). 
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2.1.2 Linfangiogênese  

 
Segundo Dieterich e Detmar (2016) a linfangiogênese é a formação de novos 

vasos linfáticos a partir de vasos pré-existentes. Sabe-se que a linfangiogênese 

acompanha à angiogênese (Alitalo e Carmeliet, 2002; Karpanen e Alitalo, 2008). Por 

esse motivo, para diferencia-los entre vasos sanguíneos de vasos linfáticos foram 

estudados marcadores específicos para vasos linfáticos como por exemplo, o fator 

de transcrição da homeobox Prox1, restrito ao endotélio linfático, o fator de 

crescimento do endotélio vascular VEGF-C e VEGF-D, que se ligam ao VEGF-3 nas 

células linfáticas endoteliais específico em tecidos adultos (LECs), o fator VEGF-A 

que atua no VEGFr-2 estimulando a proliferação das LECs, e outros marcadores 

que são de grande ajuda sobretudo para compreender a linfangiogênese induzida 

pelo câncer (Karpanen e Alitalo, 2008; Mumprecht e Detmar, 2009; Dieterich e 

Detmar, 2016). 

Antes da descoberta dos marcadores linfáticos, alguns estudos propuseram 

que a invasão linfática acontecia de maneira passiva, à medida que a linfa carregada 

de células metastáticas desde o neoplasma primário drenava  para os linfonodos 

locais mais próximos do neoplasma. Porém, atualmente é aceitado que existem 

interações complexas entre as células tumorais e as células do endotélio linfático 

(Shayan et al., 2006; Farnsworth et al., 2018). Por meio de estudos experimentais 

em camundongos foi demostrado que a expressão aumentada dos fatores 

linfangiogênicos VEGF-D (Stacker et al., 2001) e VEGF-C (Skobe et al., 2001) são 

capazes de ativar o receptor VEGFR-3 localizado nas células endoteliais linfáticas 

dos vasos linfáticos, que atuam na linfangiogênese no câncer, promovendo assim a 

disseminação do tumor para os linfonodos regionais (Stacker et al., 2001; Skobe et 

al., 2001). Também foi relatado que uma associação entre hipóxia e linfangiogênese 

desempenham um papel importante na invasão, proliferação, metástase e 

resistência à terapia (Ji, 2014). A baixa tensão de oxigênio associada à necrose 

tumoral induz aumento da expressão do fator de transcrição HIF-1α. Por sua vez, a 

ativação do HIF-1α estimula a proliferação de células endoteliais, através da 

regulação positiva da expressão de membros da família VEGF (VEGF-A e VEGF-C) 
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que são potentes indutores da angiogênese tumoral, linfangiogênese e metástase 

para o linfonodo (Ji, 2014).  

Vários estudos mostraram que a metástase no linfonodo é precedida de 

alterações no microambiente e da reorganização morfológica da estrutura interna do 

linfonodo sentinela, principalmente aumentando o suprimento sanguíneo e dilatação 

do lúmen dos seios linfáticos; além de manter um ambiente enriquecido de citocinas 

imunossupressoras. Todos esses mecanismos resumem a hipótese do nicho pré-

metastático do sistema linfovascular no linfonodo sentinela (Pereira et al., 2015; 

Dieterich e Detmar, 2016). Nesse sentido, parece que o tumor primário prepara o 

microambiente tumoral para melhorar a “semeadura” das metástases subsequentes 

(Qian et al., 2006), via secreção do fator VEGF-C (Liersch et al., 2012).  

Em oncologia veterinária, um estudo avaliou três marcadores de vasos 

linfáticos humanos (Prox-1, lyve-1, podoplanina, D2-40) em neoplasmas mamários 

de cadelas; mas, apenas o Prox-1 foi considerado um marcador adequado para 

vasos linfáticos em cadelas (Sleeckx et al., 2013). Outro estudo avaliou a 

proliferação das células endoteliais linfáticas intratumorais e peritumorais com Prox-

1 em neoplasmas mamários benignos e malignos; porém, não observaram diferença 

significativa na densidade dos vasos entre esses tumores, mas houve diferença 

significativa em comparação com o tecido controle (Sleeckx et al., 2014). Também 

foi avaliado o valor prognóstico do fator induzível por hipóxia 1α (HIF-1α) em cadelas 

com neoplasma mamário maligno, entretanto os resultados não confirmaram uma 

correlação entre HIF-1α e as caraterísticas clínico-patológicas (Moschetta et al., 

2015).  

 

2.1.3 Linfonodo sentinela 
 

Em oncologia humana se define linfonodo sentinela (LS) como o primeiro 

linfonodo (dentro de uma bacia linfática regional) que recebe o fluxo linfático 

procedente de um neoplasma primário (Morton et al., 1992). A hipótese do LS afirma 

que a sua identificação e posterior estudo histopatológico prevê o status dos 

linfonodos remanescentes na bacia linfática regional. Se a avaliação histopatológica 

do LS demostra células cancerígenas, será necessária a linfadenectomia dos 
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linfonodos restantes na mesma área anatômica (Shayan et al., 2006). Pelo impacto 

clínico positivo associado ao mapeamento do linfonodo sentinela e consecutiva 

linfadenectomia seletiva em pacientes com melanoma maligno e, com câncer de 

mama, o mapeamento do LS é considerado umas das técnicas mais importantes e 

inovadoras na cirurgia oncológica humana, uma vez que reduz a morbidade 

(linfedema e dor) por minimizar as complicações secundarias da linfadenectomia 

regional não seletiva ou aleatória (Ball et al., 2014). 

Os primeiros relatos do linfonodo sentinela foram descritos por Gould et al. 

(1960) em pacientes com neoplasma em glândula parótida. Posteriormente, 

Cabanas et al. (1977), chamaram de linfonodo sentinela um linfocentro específico 

para onde drenava o carcinoma peniano primário. Depois, Fee et al. (1978) por meio 

da linfocintilografia cutânea, demostraram que existem diversos padrões de 

drenagem linfática cutâneo e que podem variar entre os pacientes com melanoma 

maligno cutâneo primário, modificando assim a ideia de que existe um LS fixo por 

cada região corporal. Com base nesses estudos, o conceito do linfonodo sentinela, a 

descrição da técnica de mapeamento com corante vital e da biopsia intraoperatória 

do LS foi introduzido por Morton et al. (1992) em pacientes com melanoma cutâneo 

e, depois foi adaptado por Giuliano et al. (1994) para o mapeamento do câncer de 

mama em mulheres. Alex et al. (1993) estabeleceram a técnica de linfocintilografia 

para a localização guiada por sonda gama do LS marcado com substancia colóide 

tecnécio 99m (Tc-99m) em pacientes com melanoma maligno cutâneo e 

posteriormente, Krag et al. (1993) utilizaram para o câncer de mama.  

Atualmente, para o mapeamento do LS a associação da linfocintilografia 

(radiofármaco ou radiocoloide) com um corante vital (guia visual anatômica), em 

conjunto, são consideradas as técnicas padrões em virtude das maiores taxas de 

identificação do linfonodo sentinela e menor taxa de falso negativo em diversos tipos 

de neoplasmas em pessoas (Begaria et al., 2010; Stoffels et al., 2015; Niebling et al., 

2016). A baixa sensibilidade dos marcadores para a detecção do LS podem 

aumentar a taxa dos linfonodos sentinela falso negativos, representando a 

proporção de casos em que a biopsia do linfonodo sentinela é negativa, mas os 

linfonodos remanescentes da bacia linfática abrigam células cancerígenas (Kataria 

et al., 2016).  
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As possíveis causas de ocorrência de um linfonodo sentinela falso negativo 

são obstrução do vaso linfático aferente por êmbolos tumorais ou por fibrose 

cirúrgica anterior, radioterapia ou inflamação local severa. Nessa condição, um 

caminho alternativo fica aberto e, o corante é direcionado para outro linfonodo livre 

de metástase (Karaman e Detmar, 2014; Kataria et al., 2016). Outra causa é a 

presença de duas vias linfáticas para uma mesma área neoplásica, ou raramente os 

vasos linfáticos podem passar para um linfonodo superior sem entrar em contato 

com o linfonodo implicado (Kataria et al., 2016).  

Em oncologia veterinária, foi demostrado que os linfonodos regionais com 

aumento do volume e/ou com alterações na sua forma e consistência durante a 

palpação, em muitos dos casos com neoplasmas sólidos malignos, quando foram 

avaliados microscopicamente não apresentaram metástase no estudo 

histopatológico (Williams et al., 2003; Tuohy et al., 2009). O mapeamento do 

linfonodo sentinela e subsequente biopsia seletiva em cães é mais justificável 

quando o tumor primário está localizado em regiões anatómicas que podem drenar 

para diferentes linfocentros próximos ou distantes, independentemente do tamanho 

do linfonodo regional mais próximo do neoplasma primário (Worley, 2014; Brissot e 

Edery, 2017; Grimes et al., 2017). Esses fatos foram demostrados em um estudo 

retrospectivo em cães com melanoma oral, onde quatro de treze cães apresentavam 

metástases para quatro linfocentros diferentes (Skinner et al., 2017). Um estudo 

prospectivo de cães com mastocitoma cutâneo descreveram que oito de 19 cães 

(42%) tinham o LS em linfocentros inesperados, distante do linfonodo regional 

(Worley, 2014). Em outro estudo também a localização do LS não correspondia com 

linfonodo regional mais próximo em 20 de 25 neoplasmas sólidos (77,9%) (Brissot e 

Edery, 2016).  

No que concerne ao tumor de mama, o padrão de drenagem do sistema 

linfático da cadeia mamária sem alterações neoplásicas foi padronizado por alguns 

estudos in vivo e ex vivo. A glândula mamária torácica cranial (M1) drena para o 

linfonodo axilar (Patsikas e Dessiris, 1996a; Pereira et al., 2003), ocasionalmente 

para o linfonodo cervical superficial (Pereira et al. 2008). Na maioria dos casos a 

glândula mamária torácica caudal (M2) drena para o linfonodo axilar (Patsikas e 

Dessiris, 1996a; Pereira et al., 2003), as vezes para o linfonodo axilar e linfonodo 



 9 

esternal (Pereira et al., 2003; Pereira et al., 2008). A glândula mamária abdominal 

cranial (M3) drena simultaneamente para o linfonodo axilar e inguinal superficial 

(Patsikas e Dessiris, 1996b; Pereira et al., 2003), raramente pode drenar apenas 

para o linfonodo axilar (Patsikas e Dessiris, 1996b; Pereira et al., 2008) ou para o 

linfonodo inguinal superficial (Patsikas e Dessiris, 1996b). A glândula mamária M4 

na maioria dos casos drena especificamente para os linfonodos inguinais superficiais 

(Patsikas e Dessiris, 1996a; Pereira et al., 2008) e raramente para os linfonodos 

inguinais superficiais e ilíaco medial (Patsikas e Dessiris, 1996a). Entretanto, a M5 

drena para o linfonodo inguinal superficial (Patsikas e Dessiris, 1996a; Pereira et al., 

2008), para os linfonodos inguinais superficiais e poplíteo (Pereira, 2003) ou para os 

linfonodos inguinais e ilíaco medial (Pereira et al., 2008). Porém, em presença de 

neoplasmas mamários, o padrão de drenagem pode-se modificar em alguns casos 

(Pereira et al., 2003; Patsikas  et al., 2006; Soultani et al. 2016). 

A pesquisa do linfonodo sentinela em oncologia veterinária tem recebido 

maior importância nesta última década (Tuohy et al., 2009; Beer et al., 2017), 

especialmente em neoplasmas que apresentam alto nível de metástase linfática 

como o carcinoma mamário (Patsikas et al., 2006; Soultani et al., 2017; Beserra et 

al., 2016), mastocitoma cutâneo canino (Worley, 2014;  Beer et al., 2019; Ferrari et 

al., 2018), melanoma oral (Grimes et al., 2017; Skinner et al., 2017) e carcinoma do 

saco anal (Majeski et al., 2017). Entres os métodos ou técnicas relatadas para o 

mapeamento do linfonodo sentinela em cães constam os marcadores colorimétricos 

azul patente V à 2,5% (Pinheiro et al., 2003; Aquino et al., 2012; Beserra et al., 

2016), hemosiderina (Pinheiro et al., 2009), azul de metileno à 1% (Wells et al., 

2006; Worley, 2014; Brissot e Edery, 2016; Beer et al., 2019), azul isossulfan (Suami 

et al. 2013) e fluoresceína (Pereira et al., 2003; Wells et al., 2006). Outros métodos 

não colorimétricos para marcação do linfonodo sentinela são a linfografia indireta 

com óleo iodado (Lipiodol®) seguida de radiografia (Brissot e Edery, 2016). 

Linfografia tomográfica computadorizada indireta com iopamidol (Soultani et al., 

2017; Majeski et al., 2017) ou com iohexol (Grimes et al., 2017; Rossi et al., 2017), 

ultrassom assistido por contraste com microbolhas (Lurie et al., 2006, Favril et al., 

2019), avaliação indireta mediante ultrassom em modo M e elastografia (Silva et al., 

2018; Belota et al., 2019), indocianina verde com imagem no infravermelho próximo 
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(Suami et al. 2013; Townsend 2018; Beer et al., 2019; Favril et al., 2019) e 

linfocintilografia com utilização de diversos tipos de solução coloidal associada ao 

tecnécio 99 (Tc-99m) (Balogh et al., 2002; Pinheiro et al., 2003; Pereira et al., 2008; 

Worley et al., 2014; Pinheiro et al., 2009; Beer et al., 2019). 

Da mesma maneira que em oncologia humana, a linfocintilografia com Tc-

99m é considerada a técnica padrão para a detecção do linfonodo sentinela em 

cães, porém uma desvantagem dessa técnica é o investimento em instalações 

credenciadas para manejo de materiais radioativos e, além disso, o custo de cada 

procedimento é elevado em comparação com outros marcadores, por esses 

motivos, a linfocintilografia não é um método de escolha na rotina oncológica 

veterinária, sendo então substituída por marcadores colorimétricos. Um estudo 

realizado em cadelas com neoplasma mamário demostrou que o azul patente V 

2,5% tem uma sensibilidade de 89,5% e especificidade de 100% para o 

mapeamento do linfonodo sentinela (Beserra et al., 2016). Em outro estudo para 

mapeamento do LS em 19 cães com mastocitoma cutâneo constatou-se que em 18 

cães os LS estavam corados pelo azul de metileno; entretanto, a linfocintilografia no 

intraoperatório detectou o LS em todos os 19 cães (Worley, 2014). Em outro estudo 

de casos por meio da linfografia radiográfica indireta o LS foi identificado em 29/30 

(96,6%) casos; entretanto, dos 26 estudos realizados associando as duas técnicas, 

houve concordância com azul de metileno em 22 casos (84,6%) (Brissot e Edery, 

2016). Uma das vantagens dos corantes vitais, além do baixo custo e rápida curva 

de aprendizado, é fornecer uma guia visual rápido para identificar os linfonodos 

sentinela no transoperatório, diminuindo o tempo cirúrgico e melhorando a eficácia. 

Mas, as desvantagens são possíveis falsos negativos, contaminação visual do 

campo operatório (tatuagem temporária dos tecidos) e possíveis efeitos adversos 

como reações anafiláticas; porém, em cães não foram relatados efeitos adversos 

como ocorrem em humanos (Balogh et al., 2002; Worley, 2014; Beserra et al., 2016; 

Brissot e Edery, 2016). 
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2.2 Imagem no infravermelho próximo 

 
A imagem de fluorescência no infravermelho próximo NIR (near infrared 

imaging) ou NIRF (near infrared fluorescence imaging) é uma técnica de imagem 

óptica não invasiva, de alta resolução, para detecção de câncer em tempo real. 

Surgiu na cirurgia oncológica humana para determinar, no transoperatório, a 

extensão ou infiltração local dos neoplasmas sólidos em tecidos moles e/ou para 

identificar a presença de células neoplásicas residuais entre os tecidos normais 

adjacentes (Tanaka et al., 2006; Schaafsma et al., 2011; Holt et al., 2014).  

No espectro eletromagnético, entre a faixa espectral visível (400 – 700 nm) e 

a faixa espectral invisível infravermelha existe uma janela óptica chamada 

infravermelho próximo (700 – 900 nm). No espectro visível, os cromóforos 

biológicos, particularmente a hemoglobina, absorvem comprimentos de onda mais 

curtos (≈ 500 – 600 nm), entretanto, no espectro infravermelho (950 - 1100 nm) a 

água e lipídios absorvem comprimentos de luz mais longos. Então, a absorção 

combinada desses componentes se traduz em uma janela de imagem óptica ou 

faixa NIR (700 – 900 nm), onde o coeficiente de absorção de luz dos tecidos e a 

dispersão de fótons são mínimos, apresentando vantagens para as técnicas de 

imagem NIR (Hilderbrand e Weissleder, 2010; Holt et al., 2020) com obtenção de 

imagens de contraste suficiente e sensíveis em tempo real, sem alteração do campo 

cirúrgico (Choy et al., 2003; Schaafsma et al., 2011). 

Para fornecer imagens de fluorescência NIR visíveis ao olho humano no 

infravermelho próximo é necessária uma fonte de luz de excitação obtida a partir de 

um sistema de imagem por fluorescência NIR, que, após entrar em contato com um 

fluoróforo (por exemplo a indocianina verde) geram um sinal fluorescente visível 

(Choy et al., 2003; Troyan et al., 2009; Hirche et al., 2012). Existem vários sistemas 

de imagem por fluorescência NIR disponíveis comercialmente (PDE, SPY, 

Fluobeam) e não comerciais, apenas para uso em pesquisa (FLARE, Mini-FLARE, 

FDPM, Hyper Eye) (Gioux et al., 2010; Souza et al., 2016). As especificações 

técnicas desses sistemas variam sobretudo na fonte de luz de excitação que podem 

ser de lâmpadas de banda larga filtradas, diodos a laser ou diodos emissor de luz 
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(LEDs). Outros componentes do sistema são os espelhos e filtros de coleta de luz, 

câmeras, o hardware e software de controle (Gioux et al., 2010; Souza et al., 2016).  

No que tange aos fluoróforo fluorescentes, segundo Hirche et al. (2012) um 

fluoróforo NIR é um composto químico que converte a luz NIR de um comprimento 

de onda em luz NIR de comprimento de onda diferente. Ao brilhar a luz NIR invisível 

de alta intensidade de um comprimento de onda no campo cirúrgico e detectar a luz 

NIR invisível desse comprimento de onda diferente, pode ser determinada a 

localização exata do fluoróforo NIR. Para Luo et al. (2011) um fluoróforo ideal deve 

funcionar na faixa espectral ou janela NIR, com interferência mínima entre absorção 

e espectro de emissão, alto coeficiente de absorção molar e rendimento quântico 

para fluorescência intensa, química e foto-estabilidade suficientes em solventes, 

tampões ou condições biológicas para imagem ou detecção e, boa solubilidade em 

água, para evitar a agregação de corantes em ambiente aquoso, virando um desafio. 

 De forma geral, os fluoróforos (agentes de contraste fluorescentes no 

infravermelho próximo) são classificados em moléculas inorgânicas e orgânicas. As 

moléculas inorgânicas associam-se principalmente a pontos quânticos (QDs) e 

outras nanopartículas (NPs). No entanto, os corantes fluorescentes NIR orgânicos 

como a família das cianinas, exibem conjugação viável com vários tipos de 

moléculas inespecíficas (sondas não direcionados) ou específicas (sondas 

direcionadas) em diferentes tipos de neoplasmas sólidos cutâneos (Luo et al., 2011). 

Atualmente, além da indocianina verde, novos agentes de contraste fluorescentes 

direcionados foram testados em cães com neoplasmas sólidos cutâneos 

espontâneos. As sondas direcionadas VM249 (Eward et al., 2013) e a LUM015 (De 

Witt et al., 2016) demonstraram sinais de fluorescência aceitáveis para diferenciar 

tecidos normais dos neoplásicos após entrar em contato com as catepsinas 

superexpressas no mastocitoma cutâneo e no sarcoma de partes moles. No caso de 

LUM015 apresentou sensibilidade e especificidade de 92% para a detecção de 

câncer (De Witt et al., 2016). Em outro estudo avaliaram uma sonda NIR direcionada 

(OTL0038) para receptores de folato em neoplasmas primárias de pulmão em 10 

cães. A fluorescência tanto no tumor primário quanto nos linfonodos acometidos foi 

observada em todos os pacientes, demostrando aplicabilidade clínica (Keating et al., 

2017). Os resultados desses estudos são promissores e não foram relatados efeitos 
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adversos associados aos agentes de contrastes fluorescente, porém ainda precisam 

de mais pesquisas para melhorar a sensibilidade das sondas para diferenciar tecido 

neoplásico do tecido normal, em tempo real no transoperatório. 

 

2.2.1 Indocianina verde 

 
A indocianina verde (ICV) é um corante  orgânico, pertencente à família das 

cianinas. É anfifílico (sonda tricarboxianina), aniônico, solúvel em água, mas 

relativamente hidrofóbica, com massa molecular de 776 Da (Madajewski et al., 2012; 

Schaafsma et al., 2011) e diâmetro hidrodinâmico de 1,2 nm (Polom et al., 2011). 

Além disso, o corante ICV tem uma alta eficiência quântica (brilho) e é 

razoavelmente estável no sangue (Reynolds et al., 1999). As moléculas hidrofóbicas 

da ICV apresentam elevada taxa de ligação às proteínas séricas, especialmente à 

albumina, reduzindo a agregação e aumentado o rendimento quântico (brilho) em 

mais de três vezes, assim, favorecendo o diâmetro hidrodinâmico efetivo 

(Schaafsma et al., 2011). No plasma, a onda de excitação da ICV que produz 

fluorescência é próxima de 800 nm e o pico máximo de emissão é de 840 nm.  

Assim, tanto a luz de excitação quanto a emissão se enquadram na janela biológica 

ou terapêutica NIR (Reynolds et al., 1999; Kitai et al., 2005).  

A ICV é uma sonda NIR não direcionada, sendo portanto uma sonda sem alvo 

(Rao et al., 2007; Luo et al., 2011) apresentando limitada seletividade tumoral 

intrínseca em relação de outras sondas NIR orgânicas direcionadas para catepsinas, 

caspases, metaloproteinases, expressadas pelos diferentes neoplasmas sólidos 

(Eward et al., 2013; De Witt et al., 2016; Keating et al., 2017). Portanto, tem pouca 

utilidade em oncologia clínica (Patel et al., 2015) porque não parece diferenciar 

tecidos normais dos patológicos, provavelmente, porque a absorção líquida não 

seletiva da ICV ocorre através de mecanismos paralelos em tecidos normais e 

patológicos (Gurfinkel et al., 2000). Por outro lado, segundo Madajewski et al. (2012) 

a ICV é avidamente absorvido em tumores sólidos que têm "capilares com 

vazamento" devido ao efeito de permeabilidade e retenção (EPR), conforme 

hipótese emitida por Singhal et al. (2010). Para eles, o efeito EPR é uma 

propriedade que utilizam as moléculas pequenas (nanopartículas) para se acumular 
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em neoplasmas, aproveitando a presença de células endoteliais defeituosas e de 

amplas fenestrações que caracterizam a neovascularização nos tecidos do câncer 

(Greish, 2007).  

De acordo com Polom et al. (2011) e  Schaafsma et al. (2011) atualmente a 

ICV tem três indicações em cirurgia oncológica humana em tempo real: 1) 

mapeamento de linfonodos sentinela, para visibilizar os canais linfáticos e detecção 

de linfonodos, além de avaliação do linfedema; 2) identificação intraoperatória 

(margem de segurança) de tumores sólidos após injeção de ICV e 3) angiografia 

durante a cirurgia reconstrutiva para avaliar a perfusão tecidual ou circulação 

microvascular de retalhos livres para fechamento de defeitos após a cirurgia 

oncológica . 

Conforme Schaafsma et al. (2011) a ICV, após sua administração 

endovenosa, tem um curto intervalo de ação (150 a 180 segundos) e é metabolizada 

exclusivamente pelo fígado, apresenta baixa toxicidade, com risco de reações 

alérgicas de 1: 10.000 pessoas. A dose utilizada para procedimentos de diagnóstico 

padrão na medicina humana variam entre 0,1 e 0,5 mg/kg. Possivelmente, com 

doses acima de 0,5 mg/kg a incidência de reações alérgicas imediatas aumentam. 

Segundo Polom et al. (2011) para determinar a dose ideal de ICV estudos 

controlados precisam ser feitos.  

Em animais, a dose administrada de ICV muda segundo o objetivo da 

pesquisa. Reynolds et al. (1999) injetou 1mg/kg pela via endovenosa em bolos com 

solução fisiológica, com objetivo de detectar tumor de mama. Gurfinkel et al. (2000) 

também fizeram uso da mesma dose e via de administração da ICV para detecção 

de tumor mamário em cadelas. Nos dois estudos, a injeção do corante ICV foi 

imediatamente após os pacientes serem anestesiados e as imagens foram 

realizadas 10 minutos após administração do corante. Em outro estudo para 

identificação intraoperatória da extensão de carcinoma hepatocelular canino, a ICV 

foi injetada via endovenosa em dose de 0,5mg/kg, 12 – 18 horas antes da cirurgia 

(Iida et al., 2013). Em quatro estudos para mapeamento do linfonodo sentinela em 

cães, a dose de ICV pela via intradérmica foi de 0,5 mg/mL/cão (Suami et al. 2013; 

Townseend 2018;  Beer et al., 2019; Favril et al., 2019). Em nenhum desses estudos 



 15 

realizados em cães relataram reações adversas associadas à ICV, sugerindo que é 

um corante seguro para à pesquisa em cães.  

Em comparação à oncologia humana, em oncologia veterinária poucos são os 

estudos que demonstram a importância do mapeamento do linfonodo sentinela e o 

papel que desempenha o mecanismo da linfangiogênese no microambiente tumoral 

em neoplasmas altamente metastáticos como o mastocitoma canino, em carcinomas 

e melanomas malignos. Entender mais detalhadamente o mecanismo da metástase 

linfática em cães promoverá o desenvolvimento de novas alternativas de tratamento 

ou aprimoramento das modalidades terapêuticas disponíveis para o tratamento dos 

neoplasmas altamente agressivos e metastáticos pela via linfática. 
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RESUMO 
 

A detecção e biopsia excisional seletiva do linfonodo sentinela em cães com 
neoplasmas malignos que fazem metástase pela via linfática tem importância para 
estabelecer o estadiamento da doença, determinar o prognóstico e definir o 
tratamento. Para a marcação e conseguinte detecção do linfonodo sentinela, em 
tempo real, foi utilizado indocianina verde (ICV) e um protótipo de imagem no 
infravermelho próximo, respetivamente. Participaram do estudo 30 cães com 
neoplasmas malignos cutâneos ou mamários. No pré-operatório, em 25 cães (83%) 
houve demarcação fluorescente transcutânea do trajeto linfático subcutâneo desde o 
local da injeção (peritumoral) da ICV em direção de um linfocentro regional. Em 
dezesseis cães (53,3%), os linfonodos marcados com indocianina verde foram 
reconhecidos antes da incisão cutânea. No período intraoperatório, 29 cães tinham 
marcação fluorescente dos linfonodos sentinela. Em nove cães (30%), o linfonodo 
sentinela não estava localizado no linfocentro regional mais próximo do tumor. Em 
cinco cães, os neoplasmas drenaram simultaneamente para dois linfocentros 
diferentes. Dois linfonodos axilares com macrometástase de carcinoma mamário não 
apresentaram fluorescência. Em nenhum paciente foram observadas reações 
adversas decorrentes da injeção local de ICV. Frente aos resultados obtidos durante 
a realização deste trabalho, pode-se concluir que a curva de aprendizagem para 
realizar o mapeamento e detecção do linfonodo sentinela durante o pré-cirúrgico e 
no intraoperatório por meio do protótipo de imagem NIR é simples, rápida e segura. 
 
 PALAVRAS CHAVE  
Linfocentro – indocianina verde – neoplasma mamário – neoplasmas cutâneos – 
linfadenectomia 
 
 
 
 
* Este capítulo em formato de artigo foi escrito adotando as normas da revista 
Veterinary and Comparative Oncology. 
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1   |   INTRODUÇÃO  
 
Uma das caraterísticas importantes no comportamento biológico do mastocitoma 
cutâneo canino1-3, dos neoplasmas epiteliais malignos como os carcinomas 
mamários4-6, ou do melanoma maligno oral7, é a capacidade de disseminação 
metastática pela via linfática. Por esse motivo, durante o estadiamento clínico 
desses tipos de neoplasmas, a presença de metástase para o linfonodo é 
considerada um fator prognóstico.1-7 

Tradicionalmente, quando os linfonodos regionais superficiais mais próximos 
do neoplasma primário apresentam anormalidades durante a palpação, são 
coletadas amostras para avaliação citopatológica com o intuito de detectar células 
metastáticas. Porém, nem sempre os linfonodos regionais de tamanho anormal 
apresentam metástases na avaliação citopatológica ou histopatológica8,9 e, em 
alguns casos o resultado histopatológico pode ser de hiperplasia reativa.8 
Recentemente, um estudo retrospectivo demostrou que linfonodos regionais não 
palpáveis ou de tamanho normal tinham metástase microscópica em 50 % dos cães 
com mastocitoma cutâneo.10 Ainda mais, nem sempre o linfonodo regional ipsilateral 
ou mais próximos do neoplasma primário são os que recebem a drenagem linfática,9, 

11-13 as vezes dependendo da localização anatómica do neoplasma, mais de um 
linfocentro pode abrigar células metastáticas.9,14 Assim sendo, além das variações 
anatômicas existentes no sistema linfático entre os cães,15,16 a possível  
reorganização dos canais linfáticos e da vascularização no linfonodo sentinela 
iniciada por um neoplasma primário,17,18 justificam o mapeamento do linfonodo 
sentinela, apontado à linfadenectomia seletiva com o menor trauma local possível. 
Morton et al.19 definiram como linfonodo sentinela o primeiro linfonodo que recebe a 
drenagem linfática procedente do neoplasma primário. Em teoria, a presencia ou 
ausência de metástase no linfonodo sentinela reflete o status dos linfonodos 
remanescentes numa bacia linfática regional.20,21,22  

Há uma década, várias técnicas invasivas e não invasivas foram reportadas 
para o mapeamento do linfonodo sentinela em oncologia veterinária.23,24 Todavia, de 
forma semelhante ao que acontece em oncologia humana, a técnica padrão para a 
detecção do linfonodo sentinela é a linfocintilografia quando comparada com 
marcadores colorimétricos como azul patente V 2,5%25,26 ou azul de metileno.11 
Porém, essa técnica de mapeamento não é frequentemente aplicável na rotina 
cirúrgica veterinária por causa dos custos de cada procedimento e da necessidade 
de instalações especiais para o uso de materiais radioativos.11,24,27 Os métodos 
colorimétricos são uma excelente alternativa para a visualização intraoperatória 
(percutânea) do linfonodo sentinela,28 além de serem relativamente seguros, já que 
não foram reportadas reações alérgicas em vários estudos em cães.11,12,25,26,28 Por 
esses motivos, são utilizados frequentemente, embora a sensibilidade dos métodos 
colorimétricos é menor em relação à linfocintilografia,11,25,26 linfografia radiográfica 
indireta12 ou imagem no infravermelho próximo com ICV.22  

No que se refere à linfografia radiográfica indireta, é uma técnica de 
mapeamento do linfonodo sentinela que se realiza no pré-operatório, em duas fases 
de tempo.12 Na primeira fase é realizada a injeção peritumoral do marcador 
(Lipiodol®) e, na segunda fase, 24 horas após é realizado um estudo radiográfico, 
em duas vistas ortogonais. Essa técnica é de grande valor diagnóstico para a 
detecção dos linfonodos sentinelas localizados em locais profundos, porém no 
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transoperatório, para o fácil reconhecimento visual do linfonodo sentinela é requerido 
um corante vital.12 

 A fluorescência no infravermelho próximo (NIR), é uma técnica de imagem 
óptica, não invasiva, que fornece imagens visíveis ao olho humano (400 – 700 nm) 
assim que a fonte de luz NIR invisível entra em contato e excita um fluoróforo NIR 
exógeno que também atua na faixa espectral invisível (650 a 900 nm) denominada 
infravermelho próximo.29-31 Nessa janela óptica, o coeficiente de absorção da luz 
pelos tecidos e a dispersão de fótons são mínimos, promovendo imagens NIR com 
contraste favorável para avaliação em tempo real.29,32 Segundo Hirche et al.31 um 
fluoróforo NIR é um composto químico que converte a luz NIR de um comprimento 
de onda em luz NIR de comprimento de onda diferente (Stokes shift),30 que 
posteriormente é detectado e mostra por meio de uma câmera NIR imagens da 
localização, em tempo real, do alvo no campo cirúrgico.33 Atualmente, o único 
fluoróforo fluorescente NIR aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para 
uso clínico em pessoas é a indocianina verde (ICV).34 Este fluoróforo é uma sonda 
orgânica, não direcionada, pertencente ao grupo das tricarbocianinas, com 
comprimento de onda de excitação de 778 nm e pico de emissão de 820 - 830 nm 
no plasma, metabolizada exclusivamente pelo fígado.34,35, A fonte de luz de 
excitação NIR pode proceder de diodos laser, diodos emissores de luz (LEDs) ou 
lâmpadas de banda larga que, junto com os filtros de emissão, o tipo de câmera de 
fluorescência e outros componentes técnicos, marcam diferenças entres os sistemas 
de imagem NIR disponíveis comercialmente para uso cirúrgico. 36,37  

O uso do corante ICV junto com a imagem NIR foram propostas em cirurgia 
oncológica humana para avaliar, em tempo real, a extensão das margens cirúrgicas 
dos neoplasmas sólidos,33,34 e para angiografia intraoperatória em cirurgia 
reconstrutiva.33,34,38 Além disso, atualmente pela alta sensibilidade, esta técnica é 
amplamente utilizada no mapeamento e biopsia guiada do linfonodo sentinela em 
câncer de mama,2239 no melanoma maligno cutâneo,40 e em outros neoplasmas 
intracavitários.41,42 Em pessoas também foi demonstrada a contribuição da linfografia 
fluorescente com ICV no diagnóstico do linfedema.13 

A maior parte da indocianina verde injetada se liga à albumina e, devido ao 
alto conteúdo proteico da linfa a ICV acumula-se nos vasos linfáticos que a drenam 
para os linfonodos.33,34,41 Por esse motivo, por meio do sistema de imagem NIR os 
vasos linfáticos subcutâneos que drenam a ICV podem ser detectados, em tempo 
real, como linhas fluorescentes na pele e, o ponto em que os vasos linfáticos drenam 
é o linfonodo sentinela.40,41 Estudos realizados em pessoas relatam que podem 
ocorrer reações adversas fatais em 1:10.000 a 1:100.000 após injeção 
endovenosa.43 A dose de ICV varia amplamente segundo a via de administração e o 
objetivo de cada estudo.33 Em doses que oscilam entre 0,1mg a 0,5mg/kg a 
porcentagem de reações alérgicas parecem ser baixas (0,005%).34 Da mesma forma 
que em humanos, em cães a ICV é segura, e não foram relatadas reações adversas 
após a sua administração endovenosa na dose de 0,5 mg/kg44 ou de 1mg/kg45,46 ou 
após injeção na submucosa oral, ou via intradérmica na concentração de 
0,5mg/mL.47,48  

A nossa hipótese foi que após a injeção intradérmica e peritumoral de 
indocianina verde o protótipo de imagem no infravermelho próximo facilita o 
reconhecimento visual transcutâneo fluorescente dos vasos linfáticos e do linfonodo 
sentinela correspondente, em tempo real, tanto no período pré-operatório e 
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intraoperatório, em cães com neoplasmas sólidos cutâneos ou mamários. Os 
objetivos deste estudo foram: determinar a aplicabilidade de um protótipo de imagem 
NIR para mapeamento transcutâneo e percutâneo do linfonodo sentinela; avaliar a 
técnica de imagem NIR associada a indocianina verde para marcação e detecção do 
linfonodo sentinela em cães com neoplasmas sólidos cutâneos e mamários. 

 
 

2   |    MATERIAL E MÉTODOS 
 
Este estudo clínico prospectivo não randomizado, foi submetido e aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/FCAV), protocolo número 011029/18 
da Faculdade de Ciências Agrarias  e Veterinárias (FCAV) – Universidade Estadual 
Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de Jaboticabal, São Paulo, Brasil. O 
ensaio clínico foi realizado em cães de clientes do Hospital Veterinário “Governador 
Laudo Natel” da FCAV-Unesp, após consentimento  informado e assinado pelo tutor.  
 
2.1  Animais  
 
Os cães foram selecionados após o estadiamento clínico do neoplasma, realização 
de exame físico geral, hemograma, perfil bioquímico sérico, ultrassom abdominal, 
estudo radiográfico de tórax em três projeções diferentes e prévio estudo 
citopatológico dos tumores cutâneos. Os critérios de inclusão foram cães machos ou 
fêmeas, de qualquer peso, idade ou raça, que apresentaram neoplasmas malignos 
sólidos cutâneos ou neoplasmas mamários malignos, primários ou recidiva, 
considerados eletivos para remoção cirúrgica e biopsia excisional do linfonodo 
sentinela e do linfonodo regional mais próximo do tumor. Não foi realizada análise 
citopatológica prévia dos linfonodos em nenhum paciente com intuito de evitar 
interferência na tomada de decisões durante o mapeamento do linfonodo sentinela. 
Os critérios de exclusão foram cães com neoplasmas benignos, cães com 
metástase pulmonar e/ou com sinais de metástase em órgãos intra-abdominais, bem 
como cães com neoplasmas malignos com impossibilidade de ressecção dos 
linfonodos regionais. 
 
2.2  Indocianina verde  
 
 A indocianina verde (ICV, Ophthalmos S.A. Jabaquara-São Paulo, Brasil) frasco-
ampola com 5 mg na forma de pó liofilizado foi diluída em 10 mL de água de injeção, 
produzindo uma concentração final de 0,5mg/mL. Após diluição, a solução foi 
utilizada até 48 horas após a sua preparação, permanecendo protegida da 
exposição à luz e em temperatura ambiente. 
 
2.3  Protótipo de imagem de fluorescência no infravermelho próximo 
 
Para o presente ensaio clínico, a excitação do fluoróforo ICV e consequente 
detecção do sinal fluorescente durante o mapeamento do linfonodo sentinela, foi 
desenvolvido um protótipo portátil de imagem de fluorescência no infravermelho 
próximo. O sistema desenvolvido conta com um conjunto de diodos emissores de luz 
(LEDs) alimentado com fonte limitada em corrente a 350 mA gerando tensão 
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aproximada de 1,9V por LED. Os LEDs consomem 1W elétrico com rendimento 
óptico de 60% e emitem luz em 780 +/- 10nm. Essa banda é absorvida pela ICV, 
gerando fluorescência na região dos 850nm. Dessa forma, uma câmera analógica 
CCD (Intelbras, Brasil) de 420 linhas foi utilizada para captura das imagens 
provenientes da região irradiada. A câmera foi desmontada e os filtros originais 
foram substituídos por filtros passa alta, com corte em 810nm. Dessa forma, a região 
de excitação da amostra foi barrada e apenas a fluorescência emitida pelo ICV foi 
transmitida pelo filtro, chegando ao sensor da câmera para captura da imagem. A 
imagem capturada foi enviada para um monitor de 10 polegadas, fiada ao conjunto 
óptico para análise em tempo real. Todo o sistema foi alimentado por uma fonte 
colmeia Intelbras de 12V, 5A e conjuntos retificadores para os LEDs e câmera.  
 
2.3  Mapeamento do linfonodo sentinela 
 
 Após a sedação dos animais, realizou-se ampla tricotomia da região ventral  do 
tórax e do abdômen nos cães com neoplasmas mamários ou, da região corporal 
específica onde se localizavam os neoplasmas cutâneos e possíveis regiões de 
drenagem linfática. Os linfonodos regionais superficiais para onde possivelmente o 
neoplasma podia drenar foram palpados e classificados segundo o tamanho em 
linfonodo não palpável, linfonodo normal e em linfonodo aumentado. Também, 
quando possível foi avaliado por meio da ultrassonografia modo B a profundidade 
dos linfonodos axilares e inguinais em relação á superfície cutânea. Após anestesia 
do paciente anestesiado, conforme os protocolos do serviço de anestesiologia do 
Hospital Veterinário, os cães com neoplasma mamário ou com neoplasmas 
cutâneos foram posicionadas em decúbito dorsal. Entretanto, os cães com 
neoplasmas cutâneos em cabeça, pescoço ou em membros, foram posicionados de 
uma maneira que a avaliação transcutânea da drenagem linfática para o 
linfonodo(os) sentinela(s) fosse realizada constantemente, antes e durante a biopsia 
excisional.  

Após a correspondente antissepsia do campo cirúrgico, em seguida, com 
auxílio de uma seringa de 1 mL e uma agulha de calibre 27 G, foi injetado 
lentamente um volume de 0,025 mL a 0,05 mL da solução de 0,5mg/mL de ICV, em 
cada quadrante (mínimo 4 quadrantes) por via intradérmica, na área peritumoral. 
Imediatamente após a injeção de ICV, foi realizada durante sessenta segundos, 
massagem delicada no local da injeção, com o intuito de estimular a absorção e 
conseguinte drenagem da ICV através dos canais linfáticos até o linfonodo sentinela. 
Ato continuo, com auxílio do protótipo portátil de imagem NIR, foram procurados 
sinais de fluorescência transcutânea, procedentes da ICV drenada (em tempo real) 
através dos capilares e vasos linfáticos desde o seu local de injeção (peritumoral) 
em direção do LS correspondente. O protótipo NIR foi posicionado a uma distância 
(altura) que oscilava entre 15 cm a 20 cm sobre a região dos neoplasmas cutâneos 
ou mamários e dos linfocentros regionais. Foi registrado o tempo exato da injeção da 
ICV e o tempo de aparição do sinal fluorescente transcutâneo, tanto dos vasos 
linfáticos e/ou do linfonodo marcado (linfonodo sentinela) em cada um dos cães. 
Posteriormente, foi desenhado na pele, com uma caneta demográfica, os sinais 
fluorescentes do trajeto linfático (patrão linear direcionado) e dos linfocentros 
correspondentes, permanecendo um guia visual para a incisão cutânea e avaliação 
percutânea. Nos casos que não apresentavam sinais de fluorescência transcutânea 
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do trajeto linfático o tempo máximo de espera foram 30 minutos para continuar com 
a avaliação percutânea dos linfocentros regionais.  

Após proteção do campo operatório, foi realizada a avaliação percutânea 
guiada pelo protótipo de imagem NIR através de uma incisão cutânea de três a 
quatro cm nos linfocentros marcados pela ICV e nos linfocentros regionais não 
marcados, mas que ficavam próximos do neoplasma. Ato continuo, foi realizado a 
remoção cirúrgica dos neoplasmas mamários ou cutâneos, respeitando o princípio 
das margens de segurança segundo o tipo histológico.  Em alguns casos, quando o 
linfonodo (axilar, retrofaríngeo ou cervical) se localizava numa posição profunda, foi 
requerida divulsão romba do tecido subcutâneo e adiposo, ou do músculo 
sobreposto ao linfonodo para localizar o sinal fluorescente da indocianina no 
linfonodo. Em cada paciente foi realizada biopsia excisional dos linfonodos regionais 
fluorescentes (LS) e dos linfonodos regionais não fluorescentes (LNS) localizados 
em dois linfocentros regionais diferentes, e posterior avaliação histopatológica. Em 
todos os cães, a injeção da ICV e a técnica de mapeamento do linfonodo sentinela 
por meio do protótipo de imagem NIR foi realizado pelo mesmo avaliador. Um 
registro de observações gerais para cada paciente foi mantido no transoperatório e 
no pós-operatório imediato, mediato e tardio.  
 
2.4  Estudo histopatológico 
 
 Todos os linfonodos fluorescentes (LS) e linfonodos não fluorescentes (linfonodos 
regionais não sentinelas), incluindo os neoplasmas cutâneos e mamários, foram 
coletados imediatamente após remoção cirúrgica e fixados em formalina tamponada 
a 10% durante 48 horas, posteriormente as amostras foram armazenadas em álcool 
a 70% até o momento do processamento histológico. As amostras dos neoplasmas 
foram processadas, através da inclusão em parafina, seguido de cortes de 5µ de 
espessura e coloração com Hematoxilina e Eosina. Os cortes histológicos dos 
linfonodos foram realizados conforme à metodologia vigente.49 O estudo 
histopatológico de rotina em microscópio de luz  foi realizado para estabelecer a 
graduação e classificação histopatológica dos neoplasmas mamários bem como a 
presença de metástase nos linfonodos excisionados.50 Da mesma forma, os 
neoplasmas cutâneos foram graduados e classificados de acordo com o sistema 
correspondente para cada tipo histológico.51,52 As amostras de mastocitoma cutâneo 
foram classificados de acordo com o sistema Kiupel et al.53 e Patnaik et al.54 e para 
a detecção de metástase nos linfonodos foi utilizada a classificação proposta por 
Weishaar et al.55 
 
2.5  Análise estatística  
 
As frequências de fluorescência (TL: trajeto linfático; LS: linfonodo sentinela),  a 
palpação do linfonodo e as metástases por grupo (NMM: neoplasia maligna 
mamária; NMC: neoplasia maligna cutânea) foram comparadas pelo teste de 
proporções. Para determinar a associação e variação total entre a localização 
tumoral e o linfonodo sentinela foi utilizada a análise multivariada de 
correspondência.  Para a análise estatística foi utilizado o R Core Team (R 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Áustria, 2019) e   STATSOFT. 
Statistical: data analysis software system. Version 7. Tulsa, OK: Statsoft Inc., 2004. 
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3   |    RESULTADOS 
 
Neste estudo foi foram selecionados um total de trinta cães, sendo quinze fêmeas 
castradas, doze fêmeas intactas, dois machos intactos e um macho castrado. A 
idade dos cães variou entre um e dezesseis anos (média 10.4 anos). O peso variou 
de 4.6 kg a 34.7 kg (média 16.8kg). Entre as raças, houveram 16 cães sem raça 
definida, 4 American Pit bull, 2 Boxers, 2 Golden Retrievers, 2 York Shire, 1 Beagle,  
1 Poodle, 1 Pug, 1 Dachshund.  

Em relação à localização anatômica dos neoplasmas, seis cães apresentaram 
neoplasmas na região proximal (três casos) ou na região distal (três casos) dos 
membros torácicos. Nesses seis pacientes, os neoplasmas drenaram (fluorescência 
transcutânea do trajeto) para o linfonodo cervical superficial ipsilateral. No entanto, 
um cão que apresentava carcinoma de células escamosas (CEC) em região palmar 
do carpo, também drenou simultaneamente para o linfonodo axilar (Figura 1). Em 
cinco linfonodos cervicais havia fluorescência transcutânea, três deles tinham 
tamanho aumentado, e um com metástase de mastocitoma cutâneo (MCT) baixo 
grau/grau II. 

Em cinco cães os neoplasmas estavam localizados nos membros pélvicos. 
Um hemangiossarcoma cutâneo (HSA) presente na face medial da tíbia drenou para 
o linfonodo inguinal superficial, o qual tinha tamanho normal, porem com metástase 
do HSA cutâneo. Um sarcoma de partes moles grau I (STS) em região látero-medial 
do fêmur drenou para o linfonodo inguinal superficial (tamanho normal). Um 
mastocitoma baixo grau/grau II em região plantar do tarso drenou para o linfonodo 
poplíteo (aumentado), apresentando metástase. Esses três casos tinham 
fluorescência transcutânea do trajeto linfático e do respectivo linfonodo sentinela. 
Em outro cão que tinha MCT de alto grau/grau II no ísquio não foram detectadas a 
drenagem linfática e o linfonodo sentinela, apenas havia fluorescência no local da 
injeção da ICV. Também não foi identificado o trajeto linfático em outro cão que 
também apresentava MCT de alto grau/grau II em face medial femoral, mas na 
avaliação percutânea tinha fluorescência em apenas uma pequena parte do 
linfonodo inguinal superficial (de tamanho aumentado), com metástase na avaliação 
histopatológica. 

Dois cães apresentavam neoplasmas cutâneos em região abdominal caudal, 
um deles tinha HSA cutâneo e drenou para o linfonodo inguinal superficial 
(fluorescência percutânea). Entretanto, no segundo caso que tinha CEC e HSA 
cutâneo entre as glândulas mamárias abdominais, os neoplasmas drenaram 
simultaneamente para os linfonodos inguinais superficiais (fluorescência percutânea) 
e para o linfonodo axilar (fluorescência percutânea). Os dois casos tinham 
fluorescência transcutânea do trajeto linfático. O tamanho dos linfonodos inguinais 
estava aumentado, mas no estudo histopatológico não possuíam metástase. 

Dois cães manifestaram recidiva de MCT cutâneo de alto grau/grau II na 
região da base da orelha. No primeiro caso, o neoplasma drenou apenas para o 
linfonodo retrofaríngeo medial (fluorescência percutânea) (Figura 2), não detectado 
na palpação. No segundo caso, drenou somente no linfonodo cervical superficial de 
tamanho normal (fluorescência percutânea). Ambos os linfonodos fluorescentes 
tinham metástases. Nesses cães, a fluorescência transcutânea do trajeto linfático e 
do linfonodo sentinela não foi detectada.  
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FIGURA 1 Imagens fotográficas de um cão com carcinoma de células escamosas  
localizado na região palmar do carpo. (A) A seta branca mostra os locais da injeção 
da ICV. (B) Imagem NIR, as setas azuis mostram a fluorescência transcutânea dos 
canais linfáticos subcutâneos na face medial do membro torácico direito. (C) Imagem 
NIR do linfonodo cervical superficial ipsilateral fluorescente. (D) Imagem NIR do 
linfonodo axilar ipsilateral apresentando fluorescência durante a avaliação 
percutânea 
 

Duas cadelas apresentaram neoplasma na glândula mamária torácica caudal 
(M2). Nos dois casos, os tumores drenaram (fluorescência transcutâneo do trajeto 
linfático) para o respectivo linfonodo axilar ipsilateral (não palpáveis), aparecendo 
fluorescentes durante a avaliação percutânea (Figura 3). Outras duas cadelas 
tinham neoplasma na glândula mamária abdominal cranial (M3). A fluorescência 
transcutânea dos trajetos linfáticos subcutâneos foi observada. No primeiro caso, um 
carcinoma misto grau II drenou somente para o linfocentro inguinal superficial 
ipsilateral que tinha dois linfonodos, de tamanho normal/não palpável, mostrando 
fluorescência apenas na avaliação percutânea. No segundo caso, um carcinoma 
mamário papilífero grau III drenou simultaneamente para o linfocentro axilar e 
inguinal superficial. No linfocentro axilar foram detectados dois linfonodos, um axilar 
próprio (não palpável) sem sinais de fluorescência na avaliação percutânea, e um 
axilar acessório mais superficial (não palpável), mas mostrando fluorescência. Os 
dois linfonodos da região axilar e um linfonodo inguinal superficial (tamanho 
aumentado) tinham metástase. 
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FIGURA 2  Imagens fotográficas de uma cadela com recidiva de mastocitoma 
cutâneo alto grau/grau II na base da orelha direita. (A) IL mostra o local de injeção 
da ICV na região peritumoral. (B) Imagem NIR, a seta vermelha mostra uma mancha 
cutânea (erro) com ICV na face, o trajeto linfático e o linfonodo não foram 
detectados. (C) LP ou linfonodo parotídeo esquerdo de tamanho normal. (D) Imagem 
NIR do linfonodo parotídeo sem fluorescência na avaliação percutânea. (E) Incisão 
cutânea na região ventral do pescoço para avaliação do linfonodo retrofaríngeo 
medial LRM. (F) Imagem NIR demonstrando fluorescência do  LRM na avaliação 
percutânea 
 

Sete cadelas apresentaram neoplasmas na glândula abdominal caudal (M4). 
Em dois casos a drenagem linfática foi simultaneamente para os linfocentros axilar e 
inguinal superficial. Um desses casos tinha carcinoma mamário papilífero grau III, o 
linfonodo axilar (não palpável) não apresentava fluorescência transcutânea ou 
percutânea, embora no estudo histopatológico o linfonodo axilar e inguinal (tamanho 
aumentado) evidenciaram macrometástase. Nesse mesmo caso, o trajeto linfático 
subcutâneo fluorescente manifestou padrão difuso cutâneo em direção da região 
axilar (Figura 4). No segundo caso,  carcinoma papilar grau I e carcinoma em tumor 
misto grau I, na avaliação transcutânea houve fluorescência do trajeto linfático só em 
direção axilar, mas na avaliação percutânea apresentou fluorescência no linfonodo 
axilar (não palpável) e inguinal (normal), simultaneamente com macrometástase. 
Nos restantes cinco casos os neoplasmas drenaram apenas para o linfocentro 
inguinal superficial ipsilateral. Em dois cães os linfonodos inguinais tiveram tamanho 
normal/não palpável e em três cães os linfonodos estavam aumentados de tamanho, 
um deles tinha metástases.  

Por fim, quatro cadelas apresentaram neoplasmas na glândula mamária 
inguinal (M5), todos os neoplasmas drenaram para o linfocentro inguinal superficial. 
Em três casos houve fluorescência transcutânea dos linfonodos inguinais. Nenhum 
desses quatro casos tinham metástase em linfonodos. Em um cão houve um trajeto 
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curto, brilhante, desde o ponto de injeção da ICV até o linfonodo inguinal no 
parênquima da glândula mamária M5 contralateral. 
 

FIGURA 3  Imagens fotográficas de uma cadela com carcinoma mamário misto grau 
II.  na glândula mamária torácica caudal esquerda ou T2. (A) A seta amarela  mostra 
a localização do linfonodo axilar (LA). IL são os locais de injeção intradérmica com 
ICV em T2. (B) Imagem NIR demonstrando a fluorescência transcutânea do trajeto 
dos vasos linfático desde M2 à região axilar ipsilateral. (C) Incisão cutânea na região 
axilar e exposição do linfonodo axilar ipsilateral. (D) Imagem NIR da fluorescência 
percutânea do linfonodo axilar esquerdo (seta amarela). 

 

 
FIGURA 4  Imagens fotográficas de uma cadela com carcinoma papilífero grau III na 
glândula mamária abdominal caudal M4. (A) Os pontos de injeção ou IP com ICV 
foram realizados em M4 e em M3. (B) Imagem NIR fluorescente transcutânea do 
trajeto linfático subcutâneo, em padrão difuso; as setas azuis apontam os pontos 
brilhantes em diferentes locais em direção da região axilar. (C) Imagem NIR da 
avaliação percutânea do linfonodo axilar, LA seta amarela, sem sinal fluorescente 
 

Durante a avaliação transcutânea foi visível o trajeto linfático subcutâneo em 
14/15 cadelas (93,3%) com neoplasmas mamários. Em seis casos o sinal 
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fluorescente transcutâneo foi discreto e entrecortado na região entre M4 e M5. 
Somente em oito de quinze cadelas (53.3%) foram identificados os linfonodos 
inguinais na avaliação transcutânea. O intervalo de tempo entre a aplicação da ICV 
e a observação da fluorescência transcutânea variou entre 2 min – 18 min (média de 
6,5 min). De trinta linfocentros foram coletados 39 linfonodos (16 axilares e 23 
inguinais). Doze linfonodos inguinais superficiais e um linfonodo acessório axilar 
apresentavam fluorescência transcutânea (Tabela 1). Já na avaliação percutânea 
houve fluorescência em dezenove linfonodos inguinais e em quatro linfonodos 
axilares (Tabela 1 e 2). No estudo histopatológico foi identificado metástase em sete 
linfonodos marcados com ICV e em dois linfonodos axilares não fluorescentes 
(Tabela 2). 
 
TABELA 1 Proporções da fluorescência transcutânea do trajeto linfático e da 
fluorescência transcutânea e percutânea dos linfonodos avaliados por imagem NIR 
em 15 cadelas com neoplasmas mamários malignos 
 (n=39 linfonodos) 

   
 

 
Fluorescência LM (+) Fluorescência LM (-) 

 
  Transcutânea Percutânea Transcutânea Percutânea  

Fluorescência 
TL 

Ausente 0/0 (3/23 LS)  (14/16 LNS)  (14/16 LNF)  

Presente (13/23 LS)  (20/23 LS)* (2/16 LNS)  (2/16 LNF)  

LM(+): linfonodo marcado com ICV positivo, LM(-): linfonodo não marcado com ICV 
negativo, LS: linfonodo sentinela, LNS: linfonodo não sentinela, TL: trajeto linfático 
transcutâneo. * diferença significativa entre categorias transcutânea-percutânea.  
 
 
TABELA 2  Proporções dos linfonodos sentinelas, palpação e metástases no grupo 
neoplasmas mamários malignos em 15 cadelas avaliadas por imagem NIR 
 (n=39 linfonodos) 

      Histopatológico (metástase) 
  + - 
    N/NP A   N/NP A 

Marcador (NIR) + 7/23 (LF) 3/7 4/7 16/23 (LF)* 13/16 3/16** 
- 2/16 (LNF) 2/2 0/2 14/16 (LNF)* 14/14 0/14** 

 
LF: linfonodo fluorescente (sentinela), LNF: linfonodo não fluorescente (não 
sentinela), N: normal, NP: não palpável, A: aumentado. * diferença significativa entre 
categoria NIR (+ ou -), ** diferença significativa entre categoria não palpável/normal 
N/NP-A. 
 

Em relação aos neoplasmas cutâneos, em 11 de 15 cães (73,3%) foi visível a 
fluorescência transcutânea do trajeto dos vasos linfáticos em direção ao linfonodo 
sentinela; porém, só em oito cães (53.3%) havia fluorescência transcutânea do 
linfonodo sentinela marcado com ICV. Em quatro dos quinze cães (26,7%), o trajeto 
linfático transcutâneo não foi detectado (Tabela 3). O intervalo de tempo para 
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identificar o sinal de fluorescência dos trajetos linfáticos foi de 3 min a 13 min, com 
média de 8,8 min. A avaliação percutânea foi realizada em trinta linfocentros, 
obtendo por biopsia excisional 30 linfonodos (2 parotídeos, 1 retrofaríngeo, 7 
cervicais, 8 axilares, 5 poplíteos e 7 inguinais). Em dezesseis linfonodos houve 
fluorescência percutânea, e quatorze linfonodos não apresentaram fluorescência. No 
estudo histopatológico, seis linfonodos marcados com ICV tiveram metástase 
(Tabela 4).   

 
TABELA 3 Proporções da fluorescência transcutânea do trajeto linfático e da 
fluorescência transcutânea e percutânea dos linfonodos avaliados por imagem NIR 
em 15 cães com neoplasmas cutâneos malignos 
(n=30 linfonodos) 

   
 

 
Fluorescência LM (+) Fluorescência LM (-) 

 
  Transcutânea Percutânea Transcutânea Percutânea  

Fluorescência 
TL 

Ausente 0/0 (4/16 LS)  (14/14 LNS)  (14/14 LNS)  

Presente (8/16 LS)  (12/16 LS) 0/0 0/0 

LM(+): linfonodo marcado positivo, LM(-): linfonodo marcado negativo, LS: linfonodo 
sentinela, LNS: linfonodo não sentinela, TL: trajeto linfático. 
 
 
TABELA 4 Proporções dos linfonodos sentinelas, palpação e metástases no grupo 
neoplasmas cutâneos malignos em 15 cadelas avaliadas por imagem NIR 
(n=30 linfonodos) 

      Histopatológico (metástase) 
  + - 
    N/NP A   N/NP A 

Marcador (NIR) + 6/16 (LF) 3/6 3/6 10/16 (LF) 5/10 5/10 
- 0/14 (LNF) 0/0 0/0 14/14 (LNF)* 14/14 0/14** 

 
LF: linfonodo fluorescente (sentinela), LNF: linfonodo não fluorescente (não 
sentinela), N: normal, NP: não palpável, A: aumentado. * diferença significativa entre 
categoria NIR (+ ou -), ** diferença significativa entre categoria N/NP-A. 

 
No geral, de 30 cães com neoplasmas cutâneos ou mamários, em cinco 

casos (17,7%) não foi identificado a fluorescência transcutânea do trajeto linfático 
subcutâneo por meio do protótipo de imagem NIR. Em 25 cães (83,3%) foi possível 
a detecção do trajeto linfático em direção do LS num intervalo de tempo de 2 a 18 
min (média de 8,8min). Durante a avaliação percutânea guiada pelo protótipo de 
imagem NIR, 39/69 linfonodos apresentaram fluorescência. No estudo 
histopatológico, 15/69 linfonodos tiveram metástase (onze cães), dos quais 13/15 
evidenciaram marcação fluorescente e 2/15 não apresentaram fluorescência.  

Considerando o resultado histopatológico e marcação fluorescente, linfonodos 
sentinelas foram 41/69 e linfonodos regionais foram 28/69. Na palpação, dos 15 
linfonodos sentinelas com metástase, sete apresentavam tamanho aumentado e oito 
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foram referidos como normais/não palpáveis. Dos 26 linfonodos sentinelas sem 
metástase, 18/26 tinham tamanho normal/não palpável e 8/26 tinham tamanho 
aumentado. Em nove dos trinta (30%) cães o linfonodo sentinela não estava 
localizado no linfocentro regional mais próximo do neoplasma. Em cinco cães 
(16,7%) os neoplasmas drenaram simultaneamente para dois linfocentros regionais 
diferentes.  

Na análise de correspondência múltipla entre o tamanho dos linfonodos, 
linfonodos regionais, linfonodos sentinelas e  metástase em linfonodo, houve 
correlação significativa (p<0,05) entre linfonodos não palpáveis e linfonodos 
regionais. Também houve correspondência significativa entre linfonodo sentinela, 
tamanho aumentado e metástase. Em relação à localização dos neoplasmas em 
membros torácicos houve associação com o linfonodo cervical superficial (Figura 5).  

 

 
FIGURA 5  Analise de correspondências múltiplas da localização dos neoplasmas 
versus linfonodo sentinela (LS). Houve uma correlação significativa (p<0,05) entre a 
drenagem linfática dos neoplasmas localizados nos membros torácicos e o linfonodo 
cervical superficial ipsilateral. Também houve correlação significativa entre a 
drenagem dos neoplasmas em M2 com o linfonodo axilar. Embora as frequências 
presentes no círculo azul apresentassem correlação, não foi estatisticamente 
significativa (p>0,05).  
 

Por outro lado, foi realizado análise de correspondência múltipla entre a 
sequência da fluorescência do trajeto linfático e a espessura da camada de gordura 
subcutânea. Em 12 cães a camada subcutânea foi <5mm de espessura (espessura 
fina), nove cães apresentaram uma espessura entre 6 – 10 mm (espessura média) e 
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nove cães tiveram uma espessura >10mm (espessura grossa). Houve uma 
correspondência significativa (p<0,05) entre fluorescência parcial do trajeto linfático 
e uma espessura grossa do tecido subcutâneo. Por meio da ultrassonografia em 
modo B foi possível detectar a profundidade dos linfonodos axilares e inguinais em 
dez cães. Em três casos, os linfonodos inguinais encontravam-se a uma 
profundidade ≤ 0,56 cm e em sete casos estavam entre ≥ 0,6 cm e ≤ 0,9cm. Os 
linfonodos axilares variaram entre 1,1 cm até 2,2 cm de profundidade subcutânea.  

A mastectomia unilateral total em bloco foi realizada em dezesseis cadelas. A 
amputação do membro torácico foi realizado em dois casos. No pós-operatório, seis 
cadelas apresentaram edema reversível no membro pélvico decorrente da 
mastectomia e linfadenectomia. No membro torácico uma cadela com mastocitoma 
cutâneo também apresentou edema reversível durante a primeira semana do pós-
operatório. Nos trinta cães não foram observados efeitos adversos locais ou 
sistêmicos associados à administração intradérmica de indocianina verde. Os tutores 
não relataram alterações na cor da urina ou fezes, também não relataram sinais de 
alergia aos oito, quinze e 30 dias do pós-operatório.  

 Em relação ao protótipo de imagem NIR (Figura 6), os resultados descritos 
anteriormente demonstraram que o sistema desenvolvido apresenta potencial 
aplicação clínica para o mapeamento transcutâneo e percutâneo do linfonodo 
sentinela em cães.  
 

 
FIGURA 6. Fotografias do protótipo de imagem NIR. (A) A seta branca aponta a luz 
infravermelha procedente dos LEDs. (B) Avaliação transcutânea (seta branca), em 
tempo real, no período pré-cirúrgico da drenagem linfático de um neoplasma 
cutâneo em membro torácico. O protótipo é posicionado a uma distancia de 15 cm a 
20 cm (seta laranja) sobre o neoplasma (seta verde) 
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4   |    DISCUSSÃO 

A imagem por fluorescência no infravermelho próximo (NIR) junto com a indocianina 
verde são uma técnica relativamente nova para o mapeamento do trajeto linfático e 
do linfonodo sentinela em cirurgia oncológica veterinária. Até o momento, apenas foi 
publicado o resumo de um estudo prospectivo de casos.56 Nesse estudo, foi 
comparado a taxa de detecção do linfonodo sentinela entre imagem NIR, 
linfocintilografia e azul de metileno em oito cães com mastocitoma cutâneo.56 
Também existem outros dois estudos (proof-of-concept) realizados em cães sem 
neoplasmas referindo a praticabilidade da técnica de imagem NIR para a detecção 
transcutânea do linfonodo sentinela no linfocentro axilar, inguinal superficial, 
poplíteo48 e mandibular.47 O presente estudo, diferencia-se dos anteriores porque o 
mapeamento do linfonodo sentinela foi realizado em cães com neoplasmas malignos 
cutâneos ou mamários e, além disso, o mapeamento transcutâneo e percutâneo do 
linfonodo sentinela foi por meio de um protótipo de imagem NIR, onde a fonte de luz 
de excitação são diodos emissores de luz (LEDs).  

Os resultados da avaliação transcutânea demonstraram que em 25 cães 
(83,3%) foi possível rastrear o linfonodo sentinela observando a fluorescência do 
trajeto dos vasos linfáticos subcutâneos em direção de um linfocentro superficial 
específico, num intervalo de tempo de 2 a 18 min (média de 8,8min). Entretanto, 
através da avaliação percutânea guiada por NIR foram detectados os linfonodos 
sentinelas em 29 cães (96,6%). Sendo assim, no pré-operatório a técnica de 
imagem NIR sintetiza a localização do linfonodo sentinela e no intraoperatório 
fornece imagens, em tempo real, que facilitam o rápido reconhecimento visual do 
LS. Esses fatos, além da segurança farmacológica e ausência de coloração visual 
do leito cirúrgico, possivelmente constituem uma vantagem da imagem NIR em 
comparação com os corantes vitais34 Porém, uma desvantagem após injeção 
peritumoral de ICV é a sua rápida disseminação pelos vasos linfáticos, corando além 
do linfonodo sentinela outros linfonodos não sentinelas na bacia linfática regional e 
consequente excessiva linfadenectomia e morbidade associada foi relatado na 
oncologia médica.22  

Pelo contrário, também deve ser considerado que o corante indocianina verde 
nem sempre flui no interior do linfonodo sentinela. Em estudo realizado em pessoas 
com câncer do colo do útero determinaram que o tamanho do tumor e o grau de 
invasão podem diminuir a taxa de detecção do LS com indocianina verde.58 Esse 
fato ocorreu em duas cadelas que apresentavam carcinoma mamário papilífero grau 
III (T3 > 5 cm de diâmetro) e macrometástase no respetivo linfonodo axilar. Embora 
os vasos linfáticos apresentassem um padrão difuso ou linear de fluorescência 
transcutânea em direção axilar, não foi detectada marcação fluorescente dos 
linfonodos axilares. Em outro paciente com mastocitoma cutâneo de alto grau/grau 
II, o linfonodo metastático apenas apresentava leve fluorescência em uma pequena 
parte. Tais fatos sugerem que a obstrução mecânica por proliferação celular ou 
macrometástase dos linfonodos e consequente deformação da arquitetura interna 
impedem a circulação e captação da ICV no interior do linfonodo sentinela. 
Semelhante condição foi descrita em um caso utilizando azul patente V 2,5%,28 e em 
outro estudo onde observaram que o fluxo e a captação do agente de contraste 
(iohexol) não foram visíveis por tomografia computadorizada.57  
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Embora o conceito de linfonodo sentinela falso negativo não se aplica neste caso, as 
causas relatadas em humanos são obstrução do vaso linfático aferente por êmbolos 
tumorais, fibrose decorrente de cirurgia ou de radioterapia, ou severa inflamação 
local, nessas circunstâncias, o corante pode ser direcionado por um caminho 
alternativo para outro linfonodo livre de metástase.59,60 Existe também a 
possibilidade da ocorrência de duas vias linfáticas para uma mesma área 
neoplásica, ou raramente, os vasos linfáticos se conectarem com um linfonodo 
superior sem entrar em contato com o linfonodo implicado.13,60 Em relação ao 
padrão de drenagem linfático difuso ou desorganizado observado, estudos 
realizados em humanos sugerem que ocorre em presença de fluxo linfático 
danificado como no linfedema, ou quando existe um excessivo crescimento de 
capilares linfáticos.61,62 Na ausência de um drenagem linfático direcional deve ser 
considerada a possibilidade de colapso dos capilares linfáticos ou elevada pressão 
linfática.62  

Em regiões corporais onde os vasos linfáticos subcutâneos ou os linfonodos 
sentinelas estavam cobertos por uma espessa camada de tecido subcutâneo ou 
gordura (≥10 mm) detectamos uma débil sinal fluorescente transcutânea por meio da 
câmera do protótipo NIR, que pode passar despercebido em cães de pele branca e 
em salas iluminadas. Esse fato foi corroborado em pacientes com neoplasmas 
mamários que tinham trajetos linfáticos entrecortados e/ou com sinal de 
fluorescência leve em relação à intensidade da fluorescência no local de injeção da 
ICV. Nesses pacientes, após a mastectomia unilateral total, observamos que do lado 
oposto da peça cirúrgica (cadeia mamária), os vasos linfáticos e os linfonodos 
inguinais superficiais entremeados no tecido adiposo emitiam sinais de fluorescência 
intenso. Em outro estudo também relataram que o trajeto linfático desde a glândula 
mamária abdominal caudal e o linfonodo inguinal superficial não foram detectados 
por meio do sistema de imagem NIR; porém, por intermédio da ultrassonografia com 
contraste detectaram um linfonodo inguinal superficial localizado a 1,2 cm de 
profundidade.26 Assim sendo, quanto mais profundo está localizado o fluoróforo 
fluorescente NIR exógeno, menos luz de excitação estará disponível para gerar um 
sinal fluorescente.29,63 Possivelmente a chave para obter uma imagem NIR eficaz em 
regiões anatómicas mais profundas que 1 cm é a fonte de luz dependente do 
sistema de imagem NIR utilizado.32,40,63 Foi relatado que a luz fluorescente pode ser 
detectada mesmo através de tecidos moles espessos de aproximadamente 1cm até 
3 cm.30,31,63  Alguns estudos sugerem que associar albumina sérica humana com 
ICV aprimora a eficiência de fluorescência,63 porém num estudo comparativo não se 
observaram vantagens dessa associação no mapeamento do linfonodo sentinela no 
câncer de mama.64 Também, é importante considerar que outras variáveis como a 
iluminação da sala cirúrgica, a luz ambiente, a distância entre a câmera NIR com os 
tecidos avaliados e a absorção da ICV no sítio da injeção podem contribuir na 
dispersão da luz.28,48  

Em estudo realizado em seis cães sem neoplasmas foi reportada a viabilidade 
da imagem NIR para a detecção transcutânea do linfonodo mandibular ipsilateral e 
do trajeto linfático subcutâneo associado num intervalo de tempo de 4 a 15 min, 
após injeção de 1 mL de ICV (concentração de 0,5mg/mL) na mucosa oral.47 
Possivelmente, a metodologia empregada nesse estudo é uma alternativa para a 
detecção transcutânea do linfocentro parotídeo ou retrofaríngeo em cães com 
neoplasmas em cabeça. Porém, considerando a localização anatómica 
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relativamente mais profunda do linfocentro retrofaríngeo (linfonodo retrofaríngeo 
medial e/ou linfonodo retrofaríngeo lateral),16 em comparação aos linfocentros 
mandibular ou parotídeo, foi observado que o mapeamento percutâneo NIR através 
de uma pequena incisão cutânea ventral é uma alternativa praticável, ou como uma 
guia visual intraoperatória acompanhando às técnicas cirúrgicas disponíveis para a 
remoção seletiva dos linfonodos regionais em pescoço.66,67 Em outro estudo 
relataram que além da linfocintilografia regional precisaram da linfocintilografia 
intraoperatória para detectar um linfonodo retrofaríngeo lateral metastático.11 
Também a linfografia indireta radiográfica é outra alternativa pré-cirúrgica útil para 
mapeamento do linfonodo retrofaríngeo medial, seguida de azul de metileno no 
intraoperatório para facilitar a sua detecção.12  

No que tange à detecção transcutânea do linfonodo axilar próprio e do 
linfonodo axilar acessório, um estudo relatou que foi necessário aplicar uma leve 
pressão na pele e alterar a posição dos cães em relação à câmera NIR para detectar 
um sinal fluorescente fraco transcutâneo aos 30 min da avaliação, sob uma alta 
exposição no equipamento de imagem NIR.48 Diferente desse estudo, conseguimos 
detectá-los após uma incisão cutânea na região axilar, afastando delicadamente as 
bordas da pele e tecido subcutâneo, semelhante como foi relatado em pessoas.39,40 
Embora o mapeamento percutâneo guiado por imagem NIR foi útil para detectar 
rapidamente o linfonodo sentinela no linfocentro axilar, no linfocentro retrofaríngeo e 
no linfocentro cervical superficial, não foi favorável em um cão que apresentava 
mastocitoma cutâneo na região do ísquio. Nesse caso, o neoplasma provavelmente 
drenou para o linfocentro iliosacral.16,65  Possivelmente, a associação de NIR com 
outras técnicas de mapeamento favoreça a detecção mais precisa do linfonodo 
sentinela em regiões profundas ou intracavitárias. 22,56  

Da mesma maneira como foi demonstrado em outros estudos realizados em 
cães com neoplasmas cutâneos malignos,11,12 e em neoplasmas mamários,68 neste 
estudo observamos que em nove (30%) cães o linfonodo sentinela não foi o 
linfonodo regional mais próximo do neoplasma, e além disso, em cinco casos os 
neoplasmas drenaram simultaneamente para dois linfocentros diferentes. O padrão 
clássico de drenagem linfática das glândulas mamárias sem alterações neoplásicas 
foram relatados em vários estudos.27,69-71 Normalmente a glândula mamária M3 
drena simultaneamente para o linfonodo axilar ipsilateral e inguinais superficiais 
ipsilaterais ou apenas para o linfonodo axilar. 27,69-71 Enquanto a glândula mamária 
M4 drena para o linfonodo inguinal superficial ipsilateral ou simultaneamente para o 
linfonodo inguinal e linfonodo ilíaco medial. 27,69-71 No entanto, na presença de 
neoplasmas em M3 ou em M4 podem ocorrer padrões atípicos como observado 
neste estudo, onde um neoplasma localizado em M3 drenou apenas para o 
linfonodo inguinal superficial e, em dois casos o neoplasma em M4 drenou para o 
linfonodo axilar e inguinal superficial ipsilateral.  Anastomoses linfáticas e a 
ocorrência de metástase em linfocentros contralaterais podem acontecer e devem 
ser consideradas em cães com neoplasmas mamários.28,71  

Em cães com mastocitoma cutâneo localizado na base da orelha, o padrão de 
drenagem linfática pode variar como aconteceu em dois pacientes. Um deles drenou 
para o linfonodo cervical superficial ipsilateral similar ao relatado em três 
estudos.11,12,58 Mas, no segundo caso o linfonodo sentinela foi o linfonodo 
retrofaríngeo medial. Os neoplasmas nessa localização também podem drenar 
simultaneamente para o linfonodo parotídeo e para o linfonodo cervical superficial ou 
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apenas para o linfonodo retrofaríngeo lateral,11 o que raramente ocorre.15,16 No que 
tange à drenagem linfática dos membros torácicos, independentemente da 
localização, todos os neoplasmas drenaram para o linfonodo cervical superficial 
ipsilateral. Foi descrito que a pele e o tecido subcutâneo da face lateral e da face 
crânio-medial do membro torácico drenam para o linfocentro cervical superficial 
ventral, mas que o restante da superfície caudo-medial do membro drena apenas 
para o linfocentro axilar.65,72 O limite lateral entre o linfocentro cervical superficial e o 
linfocentro axilar é a borda caudal do músculo extensor ulnar do carpo, 72 mas o 
limite medial nessa região do carpo não foi bem definida65,72 e possivelmente, esse 
fato justifica porque o carcinoma de células escamosas localizado na região palmar 
do carpo drenou simultaneamente para o linfonodo cervical superficial e para o 
linfonodo axilar.  

Nos membros pélvicos de três neoplasmas que estavam próximos do 
linfonodo poplíteo, apenas o tumor localizado em região do tarso drenou para o 
linfonodo poplíteo, coincidindo com outros estudos.48,65,73 Foi demonstrado que o 
linfonodo ilíaco medial em 100% dos casos recebe diretamente a drenagem linfática 
eferente do linfonodo poplíteo.73 Embora em 26% dos casos podem drenar 
diretamente no linfonodo ilíaco interno e/ou para o linfonodo sacral. No entanto, é 
importante considerar que 4% dos casos drenaram primeiramente no linfonodo 
femoral para depois prosseguir para o linfonodo ilíaco interno.73 Mediante a imagem 
NIR não foi possível detectar a drenagem linfática eferente em nenhum dos casos 
localizados em membros pélvicos e na região inguinal.  

As limitações do estudo foram o pequeno número de cães com tumores 
cutâneos e ausência de casos com neoplasmas orais. Além disso, não foram 
utilizados outros métodos para marcação do LS e subsequente estudo comparativo 
com o protótipo de imagem NIR para demonstrar a eficácia da técnica na detecção 
do linfonodo sentinela. O risco de linfonodos falsos negativos durante a avaliação 
histopatológica e não emprego da imunohistoquímica para confirmar a ausência de 
metástases nos linfonodos sentinelas e regionais. Em relação ao protótipo de 
imagem NIR uma limitante foi a ergonomia e ausência de um software de imagem 
que facilite melhorar a sensibilidade da imagem segundo a região anatômica e 
profundidade avaliada. 

Em conclusão, com base na metodologia usada no presente trabalho, pode-
se sugerir que a curva de aprendizagem para realizar o mapeamento e detecção do 
linfonodo sentinela durante o pré-cirúrgico e no intraoperatório por meio da imagem 
NIR é simples, rápida e segura. Uma desvantagem do protótipo NIR é a sua 
capacidade reduzida para detectar os linfonodos sentinelas em regiões anatómicas 
relativamente profundas ou em presença de uma camada espessa de tecido adiposo 
subcutâneo (≥ 10 mm).  
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