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RESUMO 

 

Estudos epidemiológicos do câncer não fornecem evidências conclusivas que 

justifiquem a recomendação de estratégias específicas de prevenção da doença. 

Desta forma, os esforços para melhoria dos números relacionados ao câncer de 

mama são direcionados para antecipação do diagnóstico, tendo como consequências 

a diminuição da agressividade do tratamento administrativo e a redução da taxa de 

mortalidade. A biópsia do linfonodo sentinela (LS) no tratamento cirúrgico do câncer 

de mama com estadiamento inicial é atualmente empregada como parte do protocolo 

de rotina, evitando, na maioria dos casos, a linfadenectomia total. Para se tornar 

possível a biópsia do LS é necessária a utilização de marcadores que identifiquem o 

LS e facilite o ato cirúrgico. Entre os marcadores mais utilizados, estão o tecnécio e o 

azul patente. Os resultados das pesquisas de LS são animadores, porém, o uso dos 

seus marcadores possui desvantagens, como exemplo, o alto custo do tecnécio e as 

reações alérgicas causadas por azul patente. Durante o exame físico de duas 

pacientes submetidas a biópsia de mama, foi observado na pele das mesmas, o 

mapeamento dos vasos linfáticos com uma coloração avermelhada, em direção ao 

linfonodo axilar. Estudos prévios difundiram a teoria que um derivado de sangue 

(hemossiderina) foi capturado por macrófagos e acessado no ducto linfático em 

direção à axila. Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido 

um protocolo experimental para a obtenção de um marcador derivado do sangue e 

testado em um modelo de cirurgia experimental em cães onde afirmou-se a existência 

de um novo marcador autólogo do sangue. Após vários estudos preliminares, foram 

realizadas aplicações em pacientes com câncer de mama no Hospital Maternidade de 

Fortaleza, sendo reconhecido o sucesso em todos os procedimentos de aplicação da 

“hemossiderina”. No entanto, a hipótese de que o marcador derivado do sangue seria 

a hemossiderina surgiu somente dos dados clínicos e de pesquisas científicas 

preliminares, assim, a afirmação possui suas discordâncias. Para tanto, este projeto 

avaliou as características do hemoderivado (hemossiderina), ao qual foi identificado 

como a principal substância responsável pela marcação do LS. Foi realizado um 

aperfeiçoamento do marcador biológico isolado avaliando seus efeitos nos ensaios 

pré-clínicos em ratas wistar através da purificação da substância responsável pela 

marcação e da padronização do seu tempo de drenagem, doseamento, concentração 

de metahemoglobina, e como as enzimas proteolíticas e a temperatura poderiam 



 
 

interferir sobre a marcação tecidual do LS. Após estudo, observou-se que a 

hemoglobina é a principal responsável pela marcação do LS e este processo de 

marcação pode ser otimizado através da padronização das condições homeostáticas 

do marcador biológico, aplicando-se ao concentrado de hemoglobina: nitrito a 3% por 

48h e inibidores de proteases, respeitando o tempo de drenagem de 2h e mantendo 

a temperatura da amostra a 25oC.   

 

Palavras-chave: Câncer de mama. Linfonodo sentinela. Marcador biológico. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 Epidemiological studies do not provide conclusive evidence justifying the 

recommendation of specific prevention strategies. Thus, efforts to improve the 

numbers related to breast cancer are directed towards the early diagnosis, resulting in 

a decrease of administrative treatment aggressiveness and a mortality rate reduction.  

Sentinel lymph node (SLN) biopsy, in breast cancer surgical treatment as initial 

staging, has been currently employed as part of the routine protocol, avoiding in most 

cases the total lymphadenectomy. To make it possible to do SLN biopsy, it is 

necessary to use markers that identify the SLN and facilitate the surgical procedure. 

Among the most used markers are Technetium and Blue patent. The results of sentinel 

lymph node research are encouraging. However, the use of its markers has 

disadvantages, such as the high cost of technetium and allergic reactions caused by 

patent blue. During the physical examination of two patients submitted to breast 

biopsy, it was observed, in their skin, the mapping of the lymphatic vessels with a 

reddish coloration, towards the axillary lymph node. Previous studies have 

disseminated the theory that a blood derivative (Hemosiderin) can be captured by 

macrophages and accessed in the lymphatic duct towards the armpit. In an attempt to 

replicate what was seen in patients, an experimental protocol was developed to obtain 

a blood-derived marker and was tested in a dogs model of experimental surgery, where 

was proved the existence of a new autologous blood marker. After several preliminary 

studies, procedures were performed in patients with breast cancer at Hospital 

Maternidade Escola Assis Chateaubriand, localized in Fortaleza-CE. These 

procedures with Hemosiderin were a success. However, the hypothesis that the blood-

derived marker was hemosiderin emerged only from clinical data and preliminary 

scientific research, so this assertion has its discord. This project studied the 

characteristics of the blood derived (Hemosiderin), leading to clarification of the main 

substance responsible for SLN marking and isolated biological marker improvement. 

It was analyzed in parallel with Pre-clinical studies in wistar rats, by purifying the 

substance responsible for marking and standardizing its drainage time, dosing, 

methemoglobin concentration, and how the proteolytic enzymes and temperature 

could interfere with. After study, it was observed that hemoglobin is the main 

responsible for SLN marking. This marking process could be optimized by 

standardizing the biological marker homeostatic conditions, applying to the hemoglobin 



 
 

concentrate 3% nitrite for 48 h and protease inhibitors, respecting the 2h drainage time 

and maintaining the sample temperature at 25 °C.   

 

Keywords: Breast cancer. Sentinel lymph node. Biological marker. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

1.1 Incidência do câncer de mama 

 

O câncer ocupa posição de destaque nos estudos referentes à saúde 

devido à magnitude epidemiológica, social e econômica, evidenciando-se como 

problema de saúde pública (FELDEN; FIGUEIREDO, 2011; YOSHINARI et al, 2017). 

Considerando que nos países desenvolvidos predominam os tipos de câncer 

associados à urbanização e ao desenvolvimento (pulmão, próstata, mama feminina, 

cólon e reto), nos países de baixo e médio desenvolvimentos ainda permanecem a 

alta ocorrência de tipos de câncer associados a infecções (colo do útero, estômago, 

esôfago, fígado) (FERLAY et al., 2013). Pesquisas do Instituto Nacional de Câncer 

José de Alencar Gomes da Silva (INCA) indicam que no Brasil, biênio 2018-2019, 

haverá ocorrência de 600 mil novos casos de câncer, para cada ano, representando 

uma maior incidência para cânceres de próstata, pulmão, mama feminina, cólon e reto 

(Quadro 1) (INCA, 2018).  

Segundo a Organização Pan-Americana da Saúde/Organização Mundial 

da Saúde (OPAS/OMS), o câncer de mama (CM) é o mais comum entre as mulheres, 

sendo a segunda principal causa de morte (ONU, 2016). As taxas de incidência variam 

quase quatro vezes em todas as regiões do mundo, podendo variar de 27 a cada 100 

mil mulheres na África Central e Ásia Oriental, e de 92 a cada 100 mil mulheres na 

América do Norte (WHO, 2012; INCA, 2018). Na maioria das regiões do mundo há 

uma tendência no aumento nas taxas de incidência. Contudo, nos países mais 

desenvolvidos, a incidência atingiu uma estabilidade seguida de redução na última 

década, apresentando um declínio nas taxas de mortalidade desde o final da década 

de 1980 e início de 1990. Esse declínio na incidência reflete uma combinação da 

melhoria na detecção precoce, por meio de rastreamento populacional e intervenções 

terapêuticas mais eficazes (STEWART; WILD, 2014). 

Pesquisas recentes indicam que para cada ano do biênio 2018-2019, são 

esperados 59.700 casos novos de CM no Brasil (Quadro 1), com um risco estimado 

de aumento de 56,33 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2018). Na última década, a 

mortalidade por esse tipo de câncer aumentou nas cinco macrorregiões brasileiras, 

onde as taxas têm apresentado variações geográficas em estudos nacionais, região 

Sudeste (2,94%), região Sul (3,21%), região Nordeste (2,31%), Centro-Oeste (2,97%) 
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e Norte (2,19%) (INCA, 2015). Na região Nordeste, foram estimados 11.860 novos 

casos de câncer, sendo o CM mais incidente entre as mulheres com um risco estimado 

de 40,46 casos novos por 100 mil, tendo Fortaleza uma taxa superior à média da 

região de 71,02 novos casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2018). As 

desigualdades regionais estão provavelmente associadas ao(s): índice de 

desenvolvimento humano, índice de exclusão social, taxas de cobertura mamográfica, 

acesso aos serviços de saúde e a qualidade do tratamento oncológico (FREITA et al. 

2012, 2013; KLUTHOCOVSKY et al., 2014). 

 

Quadro 1 - Distribuição dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2018 por sexo, exceto pele não melanoma 

 

Fonte: Instituto Nacional de câncer, 2018. 

 

1.2 Anatomofisiopatologia 

 

As mamas são órgãos pares, situados na parede anterior do tórax, sobre 

os músculos grandes peitorais. Cada mama apresenta uma aréola e uma papila, na 

sua região central. Na papila mamária exteriorizam-se 15 a 20 orifícios ductais, que 

correspondem às vias de drenagem das unidades funcionantes, que são os lobos 

mamários, estes são separados por tecido fibroso, de forma que cada um tem a sua 

via de drenagem, que converge para a papila, através do sistema ductal (Figura 1). A 

mama apresenta vasos sanguíneos e linfáticos, sendo o sangue responsável pela 
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remoção dos detritos celulares do tecido mamário e a linfa por transportar proteínas e 

fornecer proteção imunológica (INCA, 2002; NCCN, 2017).  

As mulheres mais jovens apresentam mamas com maior quantidade de 

tecido glandular, ao se aproximar da menopausa, o tecido mamário vai sendo 

substituído progressivamente por tecido gorduroso, até se constituir, quase que 

exclusivamente, de gordura e resquícios de tecido glandular na fase pós-menopausa 

(INCA, 2002). 

 

Figura 1 – Anatomia mamária mostrada 

em uma secção sagital   

 

Fonte: NCCN, 2011. 
Figura 1: o lóbulo mamário (unidade 
funcional mamária, onde se situa células 
responsáveis pela produção do leite); 
ducto lactífero (sistema de canais que 
conduz o leite até a papila); aréola 
(estrutura central da mama onde se 
projetam as fibras musculares elásticas 
onde desembocam os ductos lactíferos); 
gordura (tecido adiposo que ocupa todo o 
restante da mama). 

 

O período crítico de oncogênese para o câncer de mama parece 

corresponder ao intervalo entre a menarca e a primeira gestação a termo, pois é nesse 

momento que o lóbulo mamário se encontra em amplo processo de divisão celular 

(BERGMANN, 2000; NCCN, 2011). Sabe-se que células em intensa divisão celular 

estão mais susceptíveis a mutações e, consequentemente, transformações malignas. 
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Tendo ocorrido esse processo, o desenvolvimento do câncer se dará de forma lenta, 

podendo levar aproximadamente 10 anos para se tornar um tumor de 1 cm, quando 

então é possível a palpação, evidenciando a importância do rastreamento (INCA, 

2002). Geralmente, os tumores costumam ter início nos ductos e lóbulos mamários, 

onde algumas células neoplásicas podem migrar para os gânglios linfáticos e 

posteriormente para outros tecidos (NCCN, 2017). 

O câncer de mama tem origem numa disfunção celular, que se caracteriza 

por processo de multiplicação e crescimento desordenado das células epiteliais. A 

velocidade no crescimento do tumor depende de diversos fatores, principalmente 

hormonais, como a ação do estrogênio e da progesterona (RICCI, 2008). 

 

1.2.1 Receptores hormonais e fator de crescimento epidérmico 

 

1.2.1.1 Receptores hormonais (RE, RP) 

  

O estrogênio e a progesterona são hormônios que estimulam o crescimento 

da mama durante a puberdade (NCCN, 2011). Em alguns tipos de tumor, esses 

hormônios também estimulam o crescimento do próprio tumor, sendo chamados de 

tumores com receptores de estrogênio (RE) positivos, receptores de progesterona 

(RP) positivos ou com ambos receptores positivos. Estes tumores possuem como 

principais características o crescimento mais lento, menor probabilidade de 

disseminação para os gânglios linfáticos e possibilidade de uso da hormonioterapia. 

(NCCN, 2017). 

Tumores RE-positivos utilizam o esteroide hormonal estradiol como seu 

principal estímulo para crescimento. RE é, portanto, o alvo direto das terapias 

hormonais, onde o tratamento com tamoxifeno reduz a taxa anual de morte por CM 

em 31% na doença de RE-positivo (BUITRAGO, UEMURA e SENA, 2011). A 

expressão do RP está diretamente dependente da presença de RE (VIALE et al., 

2007). Tumores que expressam tanto para RE e RP, apresentam melhor resposta ao 

tratamento anti-estrogênico em pacientes com câncer de mama metastáticos, quando 

comparado com pacientes que apresentam positividade somente para RE e falta 

expressão para RP (BUITRAGO, UEMURA e SENA, 2011; NARDI, 2017).  
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1.2.1.2 Receptor do fator de crescimento epidérmico (HER-2) 

 

O receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2) constitui-

se como um dos principais receptores no CM. A sua expressão é associada a maior 

agressividade biológica do tumor e a resistência a alguns tipos de tratamento, pois o 

HER-2 codifica uma proteína de membrana das células tumorais responsável pelo 

maior crescimento e divisão das células tumorais (NCCN, 2011). 

A presença do HER-2 está diretamente relacionada ao maior risco de 

recidiva tumoral e possui um papel importante na transformação oncológica. 

Amplificação do HER-2 ou superexpressão são reconhecidos como importantes 

marcadores de doença agressiva e são os alvos moleculares para terapias 

especificas, como trastuzumab e Iapatinib (BUITRAGO, UEMURA e SENA, 2011; 

NCCN, 2011). 

 

1.2.2 Tipos mais frequentes do câncer de mama 

 

Os tumores malignos próprios da mama, isto é, os adenocarcinomas, são 

divididos em in situ e invasores e estes dois subgrupos, por sua vez, são divididos em 

ductais e lobulares. Cada um destes subgrupos tem seus subtipos, cada qual com 

suas características histopatológicas próprias que influenciam o comportamento 

clínico (ELISENBERG e KOIFMAN, 2000). Existem também outros tipos menos 

comuns de câncer de mama, como sarcomas, filóides, doença de Paget e 

angiossarcomas que se iniciam nas células do músculo, gordura ou tecido conjuntivo 

(ACS, 2017). 

O principal objetivo na identificação dos variados tipos de carcinomas 

invasores da mama é permitir a previsibilidade do comportamento do tumor e a 

resposta ao tratamento (BARROSO e METZGER, 2016; FUHRMAN e KING, 2013). 

 

1.2.2.1 Carcinoma ductal in situ 

 

O carcinoma ductal in situ (CDIS) (Figura 02), é considerado um câncer não 

invasivo ou pré-invasivo (ACS, 2016). Os carcinomas não invasivos representam 

aproximadamente 15% dos cânceres de mama, com o carcinoma ductal in situ em 

80% dos casos e o carcinoma lobular in situ em 20% dos casos (BOXER, DELANEY 
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e CHUA, 2013). Por definição, o CDIS é a proliferação de células neoplásicas, limitada 

ao epitélio ductal sem invasão da membrana basal e do estroma, conferindo um bom 

prognóstico, pois ainda não apresenta potencial metastático. (SHAH et al., 2012; 

WILKE et al., 2006). 

 

Figura 2 – Esquema de um carcinoma ductal in situ 

em uma secção sagital da glândula mamária  

 

Fonte: ACS, 2016. 

 

1.2.2.2 Carcinoma ductal invasor 

 

Dentre os subtipos histológicos, o carcinoma ductal invasor (CDI) é o tipo 

mais comum de câncer de mama invasivo, correspondendo a 70 a 80% dos casos. O 

crescimento neoplásico ultrapassa a membrana basal devido à desdiferenciação 

celular, permitindo a invasão do parênquima mamário. Nesse ponto, ele pode se 

metastatizar para outras partes do corpo através do sistema linfático e da corrente 

sanguínea. O CDI caracteriza-se por uma massa palpável detectável clinicamente, 

além da densidade radiológica e ecográfica típicas de carcinomas invasivos 

(LAZARETTI et al., 2016; ACS, 2017). 

  

1.2.2.3 Carcinoma lobular in situ 

 

O carcinoma lobular in situ (CLIS) (Figura 3) é classificado como câncer de 

mama não invasivo, entretanto, as mulheres com esta neoplasia possuem 

predisposição ao desenvolvimento de câncer de mama invasivo. O CLIS possui maior 
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taxa de incidência em mulheres com idade entre 40-50 anos (RIBEIRO, 2014; 

STOPECK, 2014).  

Esse tipo de neoplasia desenvolve-se nos lóbulos da mama. O CLIS 

geralmente não requer tratamento, mas aumenta o risco de uma mulher desenvolver 

câncer em ambos os seios (ACS, 2016). 

 

Figura 3 - Esquema de um carcinoma 

lobular in situ em uma secção sagital da 

glândula mamária  

 

Fonte: ACS, 2016. 

 

1.2.2.4 Carcinoma lobular invasor 

 

O segundo tipo de CM com maior incidência é o carcinoma lobular invasivo 

(CLI), que abrange 5 a 10% das lesões invasivas, alguns carcinomas lobulares 

infiltrantes apresentam aspecto macroscópico idêntico ao de carcinoma ductal 

infiltrante, em muitos casos, sem lesão de massa evidente, e o tecido mamário retirado 

pode ter uma consistência normal ou apenas ligeiramente firme (LAZARETTI et al., 

2016). 

O carcinoma lobular invasivo inicia-se nas unidades funcionais da mama, 

podendo metastatizar para outras partes do corpo. O carcinoma lobular invasivo pode 

ser mais difícil de ser detectado no exame físico, assim como na mamografia, do que 

no carcinoma ductal invasivo (ACS, 2017). 
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1.3 Diagnóstico  

 

O câncer de mama é um grupo heterogêneo de doenças, com 

comportamentos complexos e distintos. A diversidade desse câncer pode ser 

observada pelas variadas manifestações clínicas e morfológicas, diferentes 

assinaturas genéticas e consequentes diferenças nas respostas terapêuticas (INCA, 

2017). Embora tenham sido identificados alguns fatores ambientais ou 

comportamentais associados a um risco aumentado de desenvolver o CM, estudos 

epidemiológicos não fornecem evidências conclusivas que justifiquem a 

recomendação de estratégias específicas de prevenção (MINISTERIO DA SAÚDE, 

2004). Desta forma, os esforços para melhoria dos números relacionados ao câncer 

de mama são direcionados para antecipação do diagnóstico, tendo como 

consequências: diminuição da agressividade do tratamento e redução da taxa de 

mortalidade (MOLINA et al., 2003). 

Tem-se observado em alguns países desenvolvidos, como é o caso dos 

Estados Unidos, Canadá, Reino Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega, um aumento 

da incidência seguido de uma diminuição da mortalidade por câncer de mama, o que 

está diretamente relacionado à detecção precoce por meio da introdução da 

mamografia para rastreamento e à oferta de tratamento adequado. No Brasil, o 

aumento da incidência tem sido acompanhado do aumento da morbimortalidade, o 

que pode ser atribuído, principalmente, a um atraso do diagnóstico e do emprego da 

terapia inadequada (MINISTERIO DA SAÚDE, 2004). Quando comparadas de acordo 

com a extensão das neoplasias malignas, as mulheres brasileiras são diagnosticadas 

em estágios avançados, enquanto que em países desenvolvidos geralmente as 

mulheres recebem o diagnóstico do CM no início da doença (INCA, 2009, MIGOWSKI 

et al., 2018). 

Tendo em vista que as taxas de sobrevida são altas quando seguidas de 

um diagnóstico e tratamento do câncer de mama em seu estágio inicial, houve um 

direcionamento de esforços na investigação por maior sensibilidade e especificidade 

na detecção de tumores inicias, incentivando-se a realização de estudos estratégicos 

que pautassem os programas de detecção precoce da doença (MENKE et al., 2007; 

MIGOWSKI et al., 2018). 

Os programas de rastreamento e detecção precoce do câncer de mama, 

em sua maioria apoiam-se no exame clínico das mamas (ECM) e mamografia, 
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possuindo como objetivos a redução das taxas de mortalidade pela doença e o 

diagnóstico precoce, assim, consequentemente o aumento de mais opções 

terapêuticas, com menores efeitos indesejados nos âmbitos físico, mental e social 

(BATISTON et al., 2009; GONÇALVES et al., 2009; AGUILLAR et al., 2012; 

MIGOWSKI et al., 2018). 

O ECM deve ser realizado anualmente por um profissional de saúde 

habilitado, de forma sistematizada. Na etapa de inspeção, são observados os 

principais sinais do CM: cor do tecido mamário, erupções cutâneas ou descamação, 

evidência de pele em “casca de laranja”, além de proeminências venosas, massas 

visíveis, retrações ou pequenas depressões, além de serem examinados os 

linfonodos das cadeias axilares, supra e infra claviculares, devendo ser observado o 

número de linfonodos palpados, bem como seu tamanho, consistência e mobilidade. 

Após a palpação linfonodal, deve-se realizar a ordenha mamária a fim de verificar a 

presença de secreção. Ao fim do exame, o profissional deve relatar a presença de 

alterações, como nódulos, adensamentos, secreções mamilares ou areolares, entre 

outras (FOGAÇA; GARROTE, 2004; BRASIL, 2004; CARMICHAEL et al., 2004; 

MIGOWSKI et al., 2018).  

A mamografia é o método de escolha para o rastreamento populacional do 

câncer de mama em mulheres assintomáticas, sendo a principal facilitadora do 

diagnóstico de distintas alterações não palpáveis e identificação de alterações 

sugestivas de malignidade (CARMICHAEL et al., 2004; THULER, 2003; CHALA E 

BARROS, 2007; BRASIL,2004). A mamografia é realizada em aparelho de raios X 

apropriado, chamado mamógrafo, no qual são realizadas, através de compressão, 

duas incidências de cada mama, uma crânio-caudal e outra médio-lateral oblíqua, 

sendo possível visualizar com precisão os nódulos, as microcalcificações e as 

densidades assimétricas focais ou difusas, além de distorções parenquimatosas, 

dilatação ductal, espessamento cutâneo, retração da pele e/ou complexo aréolo-

papilar e linfadenopatia axilar (CHALA e BARROS, 2007; CALDAS et al., 2005).  

A Sociedade Brasileira de Mastologia prevê uma mamografia anual desde 

os 40 anos e a American Cancer Society preconiza mamografia anual iniciando aos 

45 anos e bienal aos 55 anos (ACS, 2016; AGUILLAR, 2012). O programa de 

rastreamento do Ministério da Saúde do Brasil preconiza o Exame Clínico das Mamas 

feito uma vez por ano pelas mulheres a partir de 40 anos e a mamografia realizada a 

cada dois anos pelas mulheres de 50 a 69 anos, ou segundo recomendação médica 
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(INCA, 2014). Em mulheres com histórico familiar de câncer de mama, o rastreamento 

anual com ressonância nuclear magnética (RNM), além de mamografia, é 

recomendado, normalmente desde a idade de 30 anos (ACS, 2013). Entretanto, o alto 

custo da RNM impossibilita tal aplicação (NASCIMENTO, PITTA e RÊGO, 2015). 

 

1.4 Fatores prognósticos 

 

Dentre os principais indicadores para o prognóstico do CM estão o tamanho 

do tumor e a condição dos linfonodos axilares (SOERJOMATARAM et al., 2008; 

RAKHA e ELLIS, 2011; NCCN, 2017), tanto que se constituem a base do 

estadiamento estabelecido e determinado pela União Internacional Contra o Câncer 

(CARTER; ALLEN; HENSON, 1989). O tamanho do tumor no momento do diagnóstico 

é fator determinante na indicação ou não do tratamento conservador, além de se 

constituir ainda, nos casos de pacientes com ausência de comprometimento 

metastático dos linfonodos, no melhor indicativo de recidiva da doença. Quanto maior 

o tamanho do tumor, maiores são as chances da existência de comprometimento 

metastático dos linfonodos loco-regionais (ABREU; KOIFMAN, 2002; 

SOERJOMATARAM et al., 2008; NCCN, 2017). 

Os pacientes com câncer de mama são estratificados em grupos de risco 

com base em uma combinação de variáveis prognósticas clássicas dependentes do 

tempo (estadiamento) e variáveis prognósticas e preditivas biológicas. As variáveis de 

estadiamento incluem, além do tamanho do tumor e do estágio linfonodal, a extensão 

da disseminação do tumor. O prognóstico da paciente também possui variáveis 

biológicas clássicas que incluem variáveis morfológicas: tipo e grau do tumor e 

marcadores moleculares, receptores hormonais e status do receptor 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER-2) (RAKHA e ELLIS, 2011). 

 

1.4.1 Estadiamento 

 

Na busca de avaliar o grau de disseminação das células neoplásicas, faz-

se necessário classificar os casos de câncer em estádios, pois as taxas de sobrevida 

diferem a partir das características tumorais. Para tal, há regras internacionalmente 

estabelecidas com diferentes variáveis: localização, tamanho ou volume do tumor, 

invasão direta e linfática, metástases à distância, diagnóstico histopatológico, 
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produção de substâncias, manifestações sistêmicas, duração dos sinais e sintomas, 

sexo e idade do paciente, dentre outros (INCA, 2017; BRASIL, 2004; GADELHA, 

COSTA e ALMEIDA, 2005; GREENE et al., 2002; BARROS et al., 2001). 

O sistema de estadiamento mais utilizado é o preconizado pela União 

Internacional Contra o Câncer (UICC), denominado Sistema Tumor Nodes Metastases 

(TNM) de Classificação dos Tumores Malignos (NCCN, 2011). 

 

1.4.1.1 Estadiamento anatômico 

 

Este estadiamento baseia-se na extensão anatômica da doença, levando 

em conta as características do tumor primário (T) (Figura 4), as características dos 

linfonodos das cadeias de drenagem linfática do órgão em que o tumor se localiza (N) 

(Figura 5), e a presença ou ausência de metástases à distância (M) (Figura 6). 

Classificando o tumor primário por Tx (tumor primário que não pode ser avaliado); T0 

(não há evidência de tumor primário), Tis (Carcinoma in situ); T1 (tumores ≤ 2cm); T2 

(tumores > 2 cm e ≤ 5 cm); T3 (tumores > 5cm) e T4 (tumores de qualquer tamanho 

com extensão direta a parede torácica ou a pele). Uma série de 0-3 depois de N para 

mostrar se o câncer se difundiu desde sua origem até os gânglios linfáticos próximos, 

e, em caso afirmativo, quantos linfonodos são invadidos. 0 ou 1 de M para mostrar 

metástase (disseminação do câncer para órgãos distantes, como ossos ou pulmões) 

(ANEXO A) (GREENE et al., 2002; BARROS et al., 2001). 
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Figura 4 - Classificação de acordo com características do tumor primário 

 

Fonte: INCA, 2004. 

 

Na Figura 4, Tx- o tumor primário não pode ser avaliado; T0- não há 

evidência de tumor primário; Tis- Carcinoma in situ. T1- Tumor ≤ 2 cm em sua maior 

dimensão. T2- Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensão. T3- 

Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão. T4- Tumor de qualquer tamanho, 

com extensão direta a parede torácica ou a pele (INCA, 2004). 
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Figura 5 - Classificação de acordo com a extensão do 

cancro ao nível dos gânglios linfáticos regionais 

 

Fonte: INCA, 2004. 

 

Na figura acima, encontram-se: Nx- linfonodo regional primário não pode 

ser avaliado; N0- linfonodos regionais sem sinal (is) de metástase; N1- metástases 

em linfonodo (os) axilar (es) regional (ais) níveis I e II, móvel (eis). N2- metástase em 

linfonodo (s) regional (ais) nível II e III. N3- metástase em linfonodo (s) regional (ais) 

intraclavicular (es) (IV) com ou sem comprometimento de linfonodo (s) axilar (es) ou 

da mamária interna (V) (INCA, 2004).  
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Figura 6 - Metástases à distância 

 

Fonte: www.betterlife.com 

 

Na Figura 6, tem-se: M0- Ausência da metástase à distância; M1-Metástase 

à distância, que se diferencia de acordo com o tecido afetado. 

 

1.4.1.2 Estadiamento prognóstico clínico 

 

O EPC é baseado em informações provenientes da história clínica, exame 

físico, exames de imagem e estudos citológicos ou histológicos realizados antes do 

tratamento. O estadiamento prognóstico clínico inclui cT (clínico - tumor primário), cN 

(clínico – linfonodos afetados), c/pM (clínico – metástase) (ANEXO A), grau do tumor 

(G), HER2, RE e RP (ANDRADE, 2018). 

 

 

 

M0, M1 
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1.4.1.3 Estadiamento prognóstico patológico 

 

O EPP se aplica apenas aos pacientes submetidos à ressecção cirúrgica 

como tratamento inicial do câncer de mama. Baseia-se na associação das 

informações clínicas, dados anatomopatológicos provenientes da peça cirúrgica 

associados aos resultados dos fatores prognósticos. Consiste na combinação dos 

seguintes dados: pT (patológico - tumor primário), pN (patológico – linfonodos 

afetados), c/pM (patológico – metástase) (ANEXO A), G, HER2, RE e RP (ANDRADE, 

2018). 

 

1.5 Tratamento 

 

Os métodos disponíveis para tratar o câncer de mama devem ser 

ministrados por uma equipe multidisciplinar visando o tratamento da paciente de forma 

sistêmica (SILVA; ALBUQUERQUE, 2010; INCA,2015; DIAS et al, 2017).  

O prognóstico do CM depende da extensão da doença (estadiamento), 

assim como das características do tumor. Quando a doença é diagnosticada no início, 

o tratamento tem maior potencial curativo. Quando há evidências de metástases, o 

tratamento tem por objetivos principais prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade 

de vida (NCCN, 2011; INCA, 2015). Dentre os principais tratamentos do câncer de 

mama temos os sequintes. 

 

1.5.1 Tratamento local 

 

1.5.1.1 Cirurgia 

 

A cirurgia é o principal tratamento do câncer de mama, ela inclui a 

intervenção cirúrgica na mama e axila. Evolutivamente, os procedimentos cirúrgicos 

caminham de tratamentos mais agressivos para conservadores e com maior ganho 

cosmético sem afetar a curabilidade das pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). 

 O tratamento conservador no câncer de mama é aceitável para a maioria 

das mulheres, porém existem exceções de aplicabilidade e necessitam de adjuvância 

com radioterapia. Dentre as principais contraindicações ao tratamento conservador 

estão: a persistência de margens positivas após várias tentativas de reexcisão, 
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doença multicêntrica (dois ou mais tumores primários em quadrantes de mama 

separados), aparência difusa das microcalcificações na mamografia, sugerindo 

multicentricidade e gravidez, embora possa ser possível fazer uma cirurgia 

conservadora no último trimestre e a radioterapia após o parto (MARTA et al., 2011; 

DIAS et al, 2017). 

A indicação de diferentes tipos de cirurgia (Quadro 2) depende do 

estadiamento clínico e do tipo histológico, portanto pode ser conservadora com a 

ressecção de um segmento da mama com margens livres (engloba a setorectomia, a 

tumorectomia alargada e a quadrantectomia), com retirada dos gânglios axilares ou 

linfonodo sentinela, ou não conservadora (mastectomia total) (BRASIL, 2008; 

ARAUJO et al, 2017). 

 

Quadro 2 - Tipos de cirurgias no tratamento do câncer de mama 

 

Fonte: ARNAUD (2010). 

 

Muito se discute sobre o tratamento conservador, no qual realiza-se a 

remoção de um volume de tecido mamário sadio suficiente para obter margem 

cirúrgica livre de neoplasia, porém procura-se evitar excisões e dissecções amplas a 

fim de possibilitar um melhor resultado estético. Entre os tratamentos conservadores, 

podemos destacar a tumorectomia, setorectomia e quadrantectomia (TIEZZI, 2007). 
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A mastectomia parcial é a remoção do tumor com uma margem de tecido 

mamário normal de aproximadamente 1 cm de diâmetro em todos os lados do tumor 

(SPENCE; JOHSTON, 2001). Ela se mostra inadequada para tumores > 5 cm (ou 

tumores menores, caso a mama seja pequena), tumores que afetam o complexo 

areolar do mamilo, tumores com doença intraductal extensa que afeta múltiplos 

quadrantes da mama, mulheres com história de doença vascular do colágeno e as 

que não se sentem motivadas a preservar as mamas ou não tem fácil acesso a 

radioterapia (LONGO et al., 2013). A mastectomia parcial sempre deve ser 

suplementada por radioterapia como parte do tratamento primário (MARTA et al., 

2011).  

A mastectomia total ou radical clássica é a remoção de todo o tecido 

mamário do lado afetado, e vem sendo substituída pela mastectomia radical 

modificada, buscando a diminuição das comorbidades e da melhora no efeito 

cosmético. A mastectomia radical modificada é a forma mais comum de mastectomia, 

durante a qual se retira a mama inteira, mas os músculos da parede torácica são 

preservados. Com a preservação dos músculos do peito, é preservada a força dos 

braços (NCCN, 2011).  

A biópsia do linfonodo sentinela (BLS) e/ou esvaziamento de linfonodos 

axilares (EA) podem ser realizados simultaneamente a mastectomia parcial ou total 

(Quadro 2), tendo como objetivos a avaliação das metástases nos linfonodos axilares 

e evitar a recorrência na axila, respectivamente. (NCCN, 2011).  

 

1.5.1.2 Radioterapia 

 

A radioterapia é um método administrado externamente, que emprega 

feixes de radiações ionizantes na região afetada, onde os raios ionizantes bloqueiam 

a divisão celular ou determinam a destruição do tumor. É utilizada com o objetivo de 

destruir as células remanescentes após a cirurgia ou para reduzir o tamanho do tumor 

antes da cirurgia. Seus efeitos tóxicos são localizados, podendo ocasionar irritações 

ou leves queimaduras na pele, inflamações das mucosas, queda de pelos ou cabelos 

nas áreas irradiadas e diminuição na contagem das células do sangue. (GENÇ; TAN, 

2011). 

A cirurgia conservadora da mama, que se fundamenta na retirada cirúrgica 

do tumor e no manejo axilar não invasivo, seguida de radioterapia, é o tratamento local 
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padrão para a doença tanto em estádios iniciais quanto avançados (MARTA et al., 

2011). 

 

1.5.2 Tratamento sistêmico 

 

1.5.2.1 Terapia biológica 

 

A terapia biológica ou molecular consiste em usar fármacos que atuem 

fundamentalmente nas células cancerosas afetando minimamente as normais, tendo, 

assim, menos efeitos adversos (DEL DEBBIO et al., 2007). A expressão dos 

receptores hormonais, receptores de estrógeno e receptores de progesterona, e a 

expressão ou ampliação do fator de crescimento humano epidérmico receptor-2 foram 

identificadas como importantes fatores preditivos entre as pacientes com câncer de 

mama (SALLES et al., 2009; KARGER e FREIBURG, 2010; HADDAD, 2010). 

Atualmente, esses marcadores são utilizados para definir o tratamento e o prognóstico 

da doença, juntamente com as variáveis clínicas e patológicas (VALLEJOS et al., 

2010; LLOYD et al., 2010). 

Aproximadamente 70% dos tumores da mama expressam RE e RP no 

núcleo tumoral e, portanto, são proponentes à hormonioterapia. Dentre as 

hormonioterapias utilizadas atualmente, se destacam os medicamentos bloqueadores 

dos receptores de estrogênio (tamoxifeno, toremifeno, fulvestrant) (Quadro 3) e os 

inibidores de produção do estrogênio (inibidores de aromatase, acetato megestrol, 

ablação Ovariana). No cancro da mama em estádio inicial, a hormonioterapia é 

administrada por 5 anos com o objetivo de prevenir as recidivas (ACS, 2016). 
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Quadro 3 - Fármacos sistêmicos mais comuns para o câncer de mama 

 

Fonte: Adaptado de RANG et al. (2002). 

 

Outros 20% apresentam amplificação para HER2 e podem se beneficiar de 

terapia alvo dirigida, com a droga trastuzumab (anticorpo monoclonal) (PEREZ et al, 

2011; DOWSET et al., 2006; HADDAD, 2010 (Quadro 3). Esse medicamento pode ser 

utilizado em neoadjuvância para diminuir o tamanho do tumor para realizar a cirurgia 

posteriormente, bem como em adjuvância, após tratamento cirúrgico. Vários estudos 

indicam que é eficaz no tratamento dos tumores precoces HER2 positivos e nos 

tumores metastáticos HER2 positivos. O trastuzumab é administrado por via 

endovenosa por 1 ano como terapêutica adjuvante, iniciando juntamente com a 

quimioterapia e a sua administração prolonga-se após o fim da quimioterapia até ser 

completado o esquema (NCCN, 2011). 

 

1.5.2.2 Quimioterapia 

 

Nas últimas décadas, a área da quimioterapia antineoplásica tem permitido 

maior sobrevida dos portadores de câncer e aumento na incidência de curas através 

de agentes químicos que interferem no processo de crescimento e divisão celular 

podendo ser usados tanto isolados como em combinação com a finalidade de eliminar 

células tumorais do organismo (INSTITUTO ONCOGUIA, 2014). Atualmente, a 

quimioterapia é utilizada em três circunstâncias clínicas relevantes: no tratamento 

para cânceres para os quais não existam outro tratamento eficaz, no tratamento 

neoadjuvante, ou seja, antes do método terapêutico localizado (cirurgia ou 
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radioterapia) e no tratamento adjuvante a essas formas locais de terapia (KATZUNG; 

MASTERS; TREVOR, 2014). 

A quimioterapia é mais eficaz quando combinações de dois ou mais 

medicamentos são utilizados, sendo capaz de retardar o mecanismo de crescimento 

tumoral, possibilitando melhores respostas ao tratamento. As principais vantagens da 

poliquimioterapia são o efeito aditivo que é produzido; a potencialização do efeito 

terapêutico de uma droga com o uso concomitante da outra; diminuição da resistência 

tumoral; possibilidades de redução nas doses e, consequentemente, diminuição dos 

efeitos tóxicos e colaterais (DA SILVA; ÁVILA; SOARES, 2013). No quadro 3, 

encontram-se os principais fármacos utilizados no câncer de mama.   

A quimioterapia é dada em ciclos de dias de tratamentos intervalados por 

dias de descanso, podendo variar de acordo com os fármacos utilizados. 

Frequentemente são ciclos de 14, 21, ou 28 dias (NCCN, 2011). 

 

 

  



42 
 

2 TRATAMENTO CIRÚRGICO COM ABORDAGEM AXILAR NO CÂNCER DE 

MAMA 

 

Atualmente, o tratamento da neoplasia maligna da mama passou a ser 

conduzido por uma equipe multidisciplinar, além da equipe cirúrgica, composta por 

patologista, radiologista, oncologista clínico, radioterapeuta e equipe de reabilitação e 

suporte. Diante dos novos conhecimentos sobre a fisiopatológica do câncer de mama 

e de sua biologia celular, o tratamento cirúrgico passou por importantes evoluções nas 

técnicas e na abordagem do controle local da doença (VASQUES, 2016).    

O tratamento cirúrgico conservador do tumor de mama passou a ser 

prioridade entre os métodos cirúrgicos, devido a uma série de fatores, como:  

entendimento da doença neoplásica da mama como sistêmica desde o início; baixo 

índice de colonização dos linfonodos axilares nas peças cirúrgicas; morbidade 

associada ao esvaziamento axilar; expansão da conscientização sobre a importância 

da mamografia, trazendo à clínica tumores em estádios iniciais, passíveis de 

ressecções menos radicais; aprimoramento das técnicas de cirurgia plásticas da 

mama; o tratamento de uma política seletiva no manejo da axila, por meio do linfonodo 

sentinela e questionamentos femininos com relação a necessidade de extirpações 

mamárias (FISHER et al., 2002; VASQUES, 2016). 

Antes da realização de estudos que legitimassem o papel da cirurgia 

conservadora no tratamento adequado da doença, utilizou-se por décadas o 

tratamento cirúrgico clássico do câncer de mama citado por Halsted, no qual o 

esvaziamento axilar ou dissecção axilar completa era considerado o procedimento de 

escolha para o estadiamento e tratamento da axila em casos de carcinoma invasivo 

da mama. O EA consiste na ressecção dos linfonodos da região axilar, localizados 

lateralmente, medialmente e sob o músculo pequeno peitoral, tendo como 

consequências muitas morbidades para paciente, em particular, linfedema, seroma, 

alterações na sensibilidade local, internação prolongada, dor crônica e dificuldade de 

mobilização do braço (FISHER, 1977; 1980; FISHER et al., 2002; TIEZZI, 2007; 

VERONESI et al., 2002; VASQUES, 2016). 

O princípio existente na cirurgia oncológica da extirpação em bloco do 

tumor primário e da sua drenagem linfática ainda permanecem como métodos 

importantes de tratamento do câncer. Entretanto, questiona-se a amplitude do 

esvaziamento axilar no câncer de mama. Algumas considerações devem ser levadas 
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em conta antes de se realizar a cirurgia axilar: a relevância para o prognóstico da 

doença, o controle locorregional da neoplasia e se haverá aumento da sobrevida 

(URBAN et al., 2001).  

Em até 75% das pacientes com carcinomas precoces de mama e axila 

clinicamente negativa não se encontram linfonodos metastáticos nas dissecções 

axilares (DEES et al., 1997). Estimulados por esta observação e com o intuito de evitar 

a alta morbidade do EA, Krag e Giuliano descreveram uma técnica anteriormente 

utilizada no estadiamento de pacientes com câncer de pênis (FOWLER et al., 1984) e 

vulva (DISAIA et al., 1979), a biópsia do linfonodo sentinela, na determinação do status 

linfonodal axilar em pacientes com tumores iniciais de mama, evitando-se a realização 

do EA quando a BLS era negativa (KRAG et al., 1993; GIULIANO et al.,1994). 

Com a evolução na técnica da BLS, observou-se a redução da morbidade 

relacionada ao procedimento, entretanto, não eliminou completamente os riscos, 

como linfedema (8,3%). Por este motivo, há muito se investigam métodos de imagem 

não invasivos, nas perspectivas de oferecer informações com acurácia semelhante a 

BLS, capazes de avaliar o estado axilar sem adicionar morbidade cirúrgica e menores 

custos totais, com perspectivas promissoras (GRAVERSEN et al., 1988; URBAN et 

al., 2001; LERNEVALL, 2000; LIM et al., 2000).  

Dentre os métodos de imagem mais utilizados para avaliar a axila em 

pacientes com CM estão: linfocintilografia (LC); tomografia computadorizada (TC), 

ultrassonagrafia (US), tomografia com emissão de pósitron com fluordesoxiglicose 

(PET) e ressonância nuclear magnética (RNM). Apesar de ser uma área promissora, 

estes métodos ainda carecem de evidências cientificas robustas antes de substituir a 

BLS (LERNEVALL, 2000; LIM et al., 2000). Na realidade atual, a BLS é o método de 

excelência na avaliação axilar e na definição do prognóstico do câncer de mama 

(LYMAN et al., 2005; VASQUES, 2016). 

 

2.1 Linfonodos no câncer de mama 

 

2.1.1 Os linfonodos e o sistema linfático 

 

As respostas imunológicas adquiridas são iniciadas em pequenos 

agregados de tecidos ricos em linfócitos localizados em toda a extensão dos canais 

linfáticos ao longo do corpo, chamado de linfonodo. Este órgão constituí de um córtex 
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externo e uma medula interna, cercado por uma capsula fibrosa através da qual 

penetram inúmeros vasos linfáticos aferentes que liberam a linfa em um seio 

subcapsular (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2005; PARSLOW, 2000) (Figura 7). 

 

Figura 7 - Anatomia do linfonodo 

 

Fonte: Abbas, Imunologia Celular e Molecular, 

tradução da 8ª edição. 

 

Os antígenos são transportados para os linfonodos principalmente pelos 

vasos linfáticos. A pele, os epitélios e os órgãos parenquimatosos contêm numerosos 

capilares linfáticos que absorvem e drenam o líquido intersticial (derivado da filtração 

do plasma) desses locais. O líquido intersticial absorvido, chamado de linfa, flui pelos 

capilares linfáticos para os vasos convergentes, progressivamente maiores, até 

atingirem um grande vaso linfático chamado ducto torácico, onde é drenado para veia 

cava superior retornando, assim, o líquido para o sangue (ABBAS, LICHTMAN e 

POBER, 2005; PARSLOW, 2000). 

Quando a linfa entra no linfonodo pelo vaso linfático aferente, ele é filtrado 

pelo seu estroma. As células dendríticas que transportam antígenos, entram na zona 

de células T e lá permanecem. Antígenos solúveis da linfa podem ser dela extraídos 
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por células, como as células dentríticas e os macrófagos, que residem no estroma do 

linfonodo. O resultado final da captura do antígeno pelos diferentes tipos celulares é 

a sua acumulação e concentração no linfonodo, e a apresentação do antígeno de uma 

maneira que ele possa ser reconhecido pelos linfócitos T específicos (ABBAS; 

LIICHTMAN, 2005). 

Os linfonodos dos pacientes com câncer, podem receber células atípicas 

geradas pelo tumor primário, que são capazes de adquirir a capacidade de se 

desprender do tumor e de migrar. Propagando-se inicialmente nos tecidos vizinhos, 

estas células podem chegar ao interior do vaso linfático e, através desses disseminar-

se, chegando a órgãos distantes do local onde o tumor se iniciou (BRASIL, 1996).  

O primeiro estudo descritivo interligando a drenagem linfática à progressão 

da neoplasia de mama foi realizado no início do século XVIII, por Henry François Le 

Dran, que esboçou a progressão do câncer de mama por via linfática. A partir desse 

pressuposto, a drenagem linfática da mama é estudada por vários pesquisadores. 

Atualmente, sabemos que os vasos linfáticos da pele circundam a aréola e o mamilo, 

drenando para linfonodos axilares ipsilaterais, cervicais profundos, deltopeitorais e 

linfonodos da cadeia torácica interna (ROSES, 2005). O fluxo linfático é eferente, dos 

vasos linfáticos intramamários e subcutâneos profundos em direção aos linfonodos 

mamários internos e axilares (VASQUES, 2016). 

 

2.1.2 Linfonodo sentinela no câncer de mama 

 

Na sua tese de graduação Ramón Cabanas, em 1969, na Universidad 

Nacional de Asunción Faculdad de Ciencias Medicas no Paraguai, foi pioneiro no 

estudo da drenagem linfática nas neoplasias malignas com o intuito de encontrar uma 

maneira de determinar com acurácia a necessidade do esvaziamento linfonodal. Foi 

analisado 250 linfogramas, incluindo vários tipos de tumores, incluindo pênis, 

testículo, mama, melanoma, ânus, reto e linfomas. Foi visto, em especial, nos casos 

de câncer de pênis, cujo observou que, quando o corante era injetado no dorso do 

pênis, opacificava uma cadeia limitada de linfonodos, localizada na superfície da 

região inguinal. Tendo como a primeira evidência de um centro primário específico de 

drenagem linfática, que foi chamado de linfonodo sentinela (LS). Desse modo, 

Cabanas obteve grande relevância na descrição dos fundamentos para a 

compreensão desse novo conceito em cirurgia oncológica (CABANAS, 1977).  
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Tendo como base os princípios da cirurgia oncológica no tocante ao 

tratamento linfonodal, surge a necessidade de um estudo preciso da axila no câncer 

de mama, buscando reduzir a morbidade nas cirurgias mamárias. Portanto, surgiu um 

novo método para o estadiamento da axila, que visa inicialmente à identificação do 

primeiro linfonodo conectado a drenagem linfática do tumor primário na mama 

(CABANAS, 1977). Baseando-se nesse conceito, após a identificação e ressecção 

desse linfonodo, se o exame histopatológico mostrar que o mesmo não está 

comprometido por metástase, assume-se que existem baixa possibilidade de existir 

metástase em outros linfonodos axilares mais distantes e que o tumor, provavelmente, 

está mantido tecido primário (URBAN et al., 2001).  

A definição do LS é embasada na existência de um rede de drenagem 

linfática gradativa e previsível para um linfonodo na região, assim, o linfonodo serve 

de filtro para células tumorais, no qual a presença de metástase no LS pode predizer 

a necessidade do esvaziamento axilar e um marcador para doença mais avançada 

(BOFF et al., 2006; URBAN et al., 2001; TANIS et al., 2001).  

A mama é composta por um tecido rico em canais linfáticos que 

acompanham a circulação venosa. A principal rota de drenagem da mama é para 

linfonodos axilares, recebendo 97% da linfa mamária (TUNER- WARWICK, 1959). Na 

axila, a linfa atinge em média 20 a 40 linfonodos, onde se define a progressão do 

câncer de mama com a observação do nível linfonodal das células metastáticas na 

cadeia linfática. Uma forma alternativa de delinear a anatomia patológica dos 

linfonodos axilares é dividi-los em níveis, conforme a classificação de Berg (Figura 8) 

(NETTTER, 2000).   
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Figura 8 - Drenagem linfática da mama humana 

 

Fonte: Disponível em: 

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4757-

3656-4_25#page-1 

 

Na Figura 8, podem-se observar os principais locais de drenagem e grupos 

linfonodais. O Nível I contém em média 15 a 18 linfonodos (65%) localizados lateral e 

inferiormente à borda do músculo peitoral menor; já o Nivel II tem de 10 a 12 linfonodos 

(25%) localizados posteriormente ao músculo peitoral menor e o Nivel III de 6 a 8 

linfonodos apicais (10%) localizados na região superomedial ao músculo peitoral 

menor. 

No início dos trabalhos sobre drenagem linfática tumoral se pensava que 

tumores em variados quadrantes drenavam para LS diferentes (ESTOURGIE et al., 

2004). Nos últimos anos, várias evidências sobre a anatomia funcional da drenagem 

linfática da mama, como também o aumento do uso do mapeamento linfático e da 

experiência na biópsia do linfonodo sentinela, fortaleceram as evidências da teoria de 

que os linfáticos da glândula mamária drenam por meio de poucos troncos linfáticos 

aferentes comuns para  o LS, independentes dos quadrantes onde se origina o tumor 

(BORGSTEIN et al., 2000; CHAO et al., 2001; GRANT et al., 1953; HALSELL et al., 
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1965; KLIMBERG et al., 1999; NATHANSON et al., 2001; TURNER-WARWICK, 1959; 

TUTTLE, 2004). A origem embriológica comum justifica o princípio que todo 

parênquima mamário e a pele que cobre a mama drenam para um mesmo linfonodo 

axilar, assim, respaldam as afirmações citadas anteriormente (NIEWEG et al., 2004). 

  

2.2 Biópsia do linfonodo sentinela 

 

O status axilar é o fator prognóstico isolado mais importante nos tumores 

de mama iniciais. Na busca do controle local para pacientes com axila comprometida 

utiliza-se no tratamento cirúrgico convencional a dissecção dos linfonodos axilares, 

como forma de estadiamento e terapêutica. No entanto, com os avanços no 

rastreamento mamográfico e com o consequente aumento do diagnóstico de tumores 

em fases iniciais, revelou-se um baixo índice de acometimento axilar para tais lesões, 

demonstrando que o esvaziamento axilar total é desnecessário na maioria das 

pacientes com câncer de mama em estágio inicial (ORUCEVIC et al., 2002). 

O esvaziamento axilar possui várias complicações relatadas, algumas 

imediatas como hemorragia, infecção, seroma, deiscência de sutura e necrose, e 

outras tardias como linfedema de membro superior, redução da amplitude de 

movimento do ombro, dor crônica, atrofia de músculos peitorais, escápula alada, 

fraqueza, parestesia no braço e axila homolaterais à cirurgia (FERREIRA, 2008; 

TORREZAN et al, 2002; MAGALDI et al, 2005; PIMENTEL et al, 2007). Estas últimas 

complicações têm como causa lesão de nervos durante a cirurgia. A atrofia dos 

músculos peitorais ocorre devido à secção dos nervos motores peitoral medial e lateral 

e a “escápula alada” devido à lesão do nervo torácico longo que inerva o músculo 

serrátil anterior. A lesão do nervo sensitivo intercostobraquial é responsável por queixa 

duradoura das pacientes que se apresenta como anestesia, hipoestesia podendo 

ocorrer também hiperestesia (dor, latejamento, pontada ou queimação), que gera 

grande desconforto para as pacientes e está frequentemente associado à maior 

morbidade (TEICHER et al., 1982). Estas alterações sensoriais ocorrem na região 

medial e póstero-superior do braço e axila (TEICHER et al., 1982; PIMENTEL et al, 

2007) 

Diante de tais observações, a biópsia do linfonodo sentinela vem se fixando 

como protocolo de rotina nos últimos anos, sendo um importante método de 

estadiamento e de substituição para o esvaziamento axilar total no tratamento dos 
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cânceres de mama iniciais T1 e T2 (tumores ≤ 3 cm), tendo como objetivo a 

identificação e a retirada do LS para análise. Caso o exame patológico revelar 

ausência de metástase no LS, considera-se que os demais linfonodos, localizados 

distalmente, também não estarão comprometidos. Entretanto, a presença de 

metástase no LS é indicação de esvaziamento axilar e marcador de doença mais 

avançada (SHWARTZ et al, 2001; MATTES et al., 2015; QUADROS e GEBRIM, 2007; 

PAZ et al., 2001). 

As principais indicações para a realização da BLS consistem em axila 

clinicamente negativa, tumores T1 e T2 pequenos (3 cm ou menos), tumores primários 

de mama, câncer invasivo de mama e câncer de mama operável (BARROS et al., 

2001; URBAN et al., 2001). Entretanto, existem contraindicações: axila clinicamente 

positiva; tumores localmente avançados; cirurgia axilar prévia; radioterapia prévia; 

quimioterapia neoadjuvante; gestação e lactação; tumores multicêntricos e 

multifocais, mamoplastia de aumento com próteses de silicone por incisão axilar e 

alergias ao corante e/ou ao radiofármaco utilizado na detecção do LS. São 

contraindicações relativas: alto índice de massa corporal e idade acima de 60 anos; 

tumor primário nos quadrantes internos e mamoplastia redutora prévia (SHWARTZ et 

al., 2001; GALEB, 2000; PAZ et al., 2001; BOFF et al., 2006). 

Atualmente, as três principais técnicas de identificação do LS: injeção de 

corante, injeção de substância radioativa ou associação das duas técnicas 

(VASQUES et al., 2016; AGUIAR et al., 2017). Giuliano em 1999, obteve expressivos 

índices de identificação entre 68% e 99% com o uso do corante (isosulfan ou azul 

patente). Com resultados semelhantes, Veronesi e colaboradores, aplicaram a técnica 

utilizando somente o radioisótopo tecnécio (VERONESI, 1977). Após estas técnicas 

serem empregadas isoladamente de forma satisfatória, Bass et al. observaram em 

sua pesquisa que a associação das duas técnicas se mostrou contraditória, tendo uma 

maior porcentagem de identificação do LS com as técnicas usadas isoladamente 

(BASS et al., 1999). Entretanto, o índice de falso-negativo foi menor com a associação 

das duas técnicas empregadas por Wong et al em 2002. 

Associado à identificação do LS teremos a análise anatomopatológica na 

execução da BLS, na qual o patologista terá apenas um ou pequeno número de 

linfonodos para examinar mais detalhadamente, ao invés de um maior número de 

linfonodos proveniente da dissecção axilar total. Tendo, assim, um aumento na 

sensibilidade em comparação à histologia de rotina (BORGHETTI et al., 2000). 
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2.2.1 Protocolo da técnica de biópsia do linfonodo sentinela 

 

2.2.1.1. Pré-operatório: linfocintilografia 

 

Frequentemente, utiliza-se como radiofarmaco o colóide fitato, marcado 

com Tc 99m. Ajustando a dose radioativa de acordo com o tempo programado entre 

a linfocintilografia e a cirurgia, assim, as doses variam entre 0,8 – 1 mCi para exame 

realizado no dia anterior a cirurgia e 0,4mCi para exame realizado apenas no dia da 

cirurgia (MARIANI et al, 2001; PAZ et al., 2001; LIU, WANG e ISAI, 2000). 

O radiofármaco deve ser administrado através de injeção intradérmica de 

0,2 mL da solução em quatro pontos cardeais sobre a projeção cutânea do tumor, com 

as pacientes em posição supina. Imediatamente após a injeção, recomenda-se uma 

massagem efetiva sobre a área, por aproximadamente 2 minutos, com a intenção de 

promover a migração e o transporte linfático das partículas de radiocolóide (MARIANI 

et al, 2001; PAZ et al., 2001). 

Entre 30 minutos a 2 horas da injeção, obtém-se imagens planares 

estáticas anteriores e laterais, com as pacientes em posição supina, nas quais um 

médico da equipe de medicina nuclear identifica a primeira captação focal distinta da 

imagem da atividade injetada (Figura 9A). Após a localização dos linfonodos, a 

projeção cutânea de captações focais é marcada em ambas incidências, como 

referência para a incisão axilar e a localização dos LS (Figura 9B) (PAZ et al., 2001). 

 

 

Figura 9 - A) Linfocintilografia de mama e B) Marcação cultânea 

 

Fonte: Adaptado de Paz et al., 2001. 

A B 



51 
 

 

A Figura 9-A contém uma linfocintilografia de mama, na qual a captação 

focal distinta representa o linfonodo sentinela. Já na Figura 9-B, há a marcação 

cutânea da captação focal em dois planos. O traço representa a borda do músculo 

peitoral maior. 

 

2.2.1.2 Técnica cirúrgica 

 

É de grande importância uma equipe multidisciplinar com experiência, 

antes de implantar a nova técnica como rotina (QUADROS e GEBRIM, 2007). Deve-

se previamente informar a paciente da possibilidade de linfadenectomia axilar e suas 

complicações, caso não seja possível identificar o linfonodo sentinela ou em caso este 

esteja de comprometimento. Alguns centros têm a disponibilidade de uso de 

radiofármacos (Tc 99m e sua utilização é feita de forma isolada ou associada ao 

corante azul patente, por trazer maior possibilidade de detecção do LS. Assim, realiza-

se a linfocintilografia e a marcação cutânea para que o cirurgião possa fazer a incisão 

na pele próximo da lesão tumoral (Figura 9). O uso do “gama probe” ajuda localização 

pelo cirurgião, por conta da emissão de radiação advinda do linfonodo impregnado 

por Tc 99m (CHAGPAR et al., 2005). Quando o centro não tem medicina nuclear, 

frequentemente nos serviços públicos, por conta dos escassos recursos financeiros, 

pode-se usar apenas o azul patente ou azul de isossulfan (MAZA et al., 2003). 

Diferentes locais de injeção do radiofármaco têm sido recomendados para 

detecção do LS, mas a injeção periareolar ou subareolar apresenta mais benefícios, 

principalmente nas lesões não palpáveis, por representar o ponto de convergência de 

das vias da drenagem linfática da mama (QUADROS e GEBRIM, 2007).  

Após a indução anestésica, aplica-se o corante com uma injeção 

periareolar superior de 2,0 mL de azul patente, divididos em quatro pontos com 0,5 

mL cada, objetivando diminuir a possibilidade de impregnação dérmica (TARRICONE 

et al., 2012). Faz-se uma suave massagem no local da injeção e espera-se de 7-10 

minutos para iniciar o procedimento. Quando o tumor se localiza no quadrante 

súperolateral realiza-se uma incisão radiada, e pode-se assim identificar o bordo 

lateral do músculo grande peitoral, com a abertura da fáscia clavipeitoral, 

identificando-se após delicada dissecção o vaso linfático coletor corado em azul até o 

LS, que, após ligadura dos vasos aferentes, é retirado e enviado para exame 
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histopatológico. Realiza-se uma cuidadosa observação axilar à procura de outros 

linfonodos corados (para-sentinelas), assim como palpação para detecção de 

eventuais linfonodos suspeitos, que devem ser retirados e enviados para exame. 

Quando o tumor não se localiza no quadrante súperolateral, é realizada uma incisão 

axilar de 2 a 3 cm, com procedimento igual ao descrito (QUADROS e GEBRIM, 2007). 

 

2.2.1.3 Análise citológica e histopatológica 

 

Assim que o LS (ou os linfonodos-sentinelas) é (são) identificado (s) e 

retirado (s) pelo cirurgião, é enviado ao patologista, que inicia o exame intra-

operatório, realizando cortes de 2 mm em cada linfonodo. Em seguida, a análise 

citológica (imprints) de cada fatia e cortes de congelação de cada fatia para avaliação 

histológica. No material submetido ao imprint, são realizadas duas colorações – uma 

rápida com corante metacromático (Instant Prov) e outra com hematoxilina eosina 

(HE). Nas lâminas obtidas por congelação, também se aplica HE. Utilizando-se ambos 

os métodos – citologia e corte de congelação –, o risco de falso-negativo diminui 

(SHWARTZ et al, 2001).  

Havendo positividade de células metastáticas no LS, o esvaziamento axilar 

é então realizado. Na obtenção de um resultado negativo, o cirurgião cessa o 

procedimento cirúrgico. No entanto, o material é posteriormente incluso em parafina e 

corado novamente com HE. Caso houver positividade a partir desse momento, o 

mastologista é comunicado e a paciente é, então, submetida a outra intervenção 

cirúrgica, para esvaziamento axilar (SHWARTZ et al, 2001). 

 

2.3 Marcadores do linfonodo sentinela 

 

O aumento na indicação da BLS em diversos tumores incentivou a 

pesquisa no desenvolvimento de novos marcadores. Há uma diversidade de 

marcadores desenvolvidos em todo o mundo: substâncias radioativas, partículas 

magnéticas, substâncias fluorescentes, dentre outras (PINHEIRO et al, 2010, 

VASQUES, 2016; AGUIAR et al., 2017). 
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2.3.1 Corantes vitais 

 

No ato cirúrgico, a injeção do corante azul facilita na identificação de 

drenagem linfática do tumor por impregnação dele na rede linfática, o que viabiliza 

seguir a trama dos ductos linfáticos corados e identifica o primeiro linfonodo (linfonodo 

sentinela) que recebe o marcador. Distintos corantes vitais foram utilizados na 

identificação do gânglio sentinela: o azul patente, o azul de isossulfan e, mais 

raramente, o azul de metileno (GIULIANO et al., 1994). Esse último é mais facilmente 

encontrado para comercialização e a um preço bem menor. Segundo alguns autores 

o azul de metileno difunde mais rapidamente pelos tecidos periféricos, tingindo maior 

extensão da mama e, de certa forma, dificultando o procedimento. Outros, porém, 

encontraram a mesma acurácia e mesma taxa de detecção do gânglio sentinela 

comparando ao azul patente (BLESSING et al., 2002; ZUO; WANG, 2001). Parece 

ainda haver menor risco de anafilaxia com o azul de metileno, em comparação aos 

outros corantes (MULLAN; DEACOCK; KISSIN, 2001; AHLGREN, 1999). 

Os corantes vitais utilizados na BLS possuem como principais 

desvantagens a possibilidade de tatuagem temporária da mama (Figura 10), com 

resolução espontânea podendo variar de dias a vários meses na grande maioria dos 

casos (VARGHESE et al., 2007); necrose da pele decorrente de injeções subdermica 

e reações alérgicas (Figura 11), com casos de anafilaxia descritos (SIMMONS et al., 

2003; SALHAB et al., 2005; GOLSHAN; NAKHLIS, 2006; VARGHESE et al., 2007). 
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Figura 10 - Coloração após administração do corante azul 

 

Fonte: GUMUS et al, 2003. 

 

Na Figura 10, vemos uma coloração persistente da pele após a 

administração do corante azul patente para BLS da mama. Coloração na pele, em um 

paciente de 65 anos de idade, coloração azul forte é visível uma semana após injeção 

do corante azul para BLS. 

 

A incidência de reações anafiláticas com o azul de isossulfan e o azul 

patente variam de 0,6% e 2,7% em BLS (SCHERER, 2006). Mertes et al (2008) 

reportaram 14 casos clínicos de anafilaxia induzidas por corantes durante os anos de 

2004 e 2006 em quatro centros de alergoanestesia na França. Todos os pacientes 

apresentaram reações de hipersensibilidade ao azul patente durante a BLS em câncer 

de mama. Nesse estudo, 43% dos pacientes tiveram reações graves (colapso 

cardiovascular, taquicardia ou bradicardia, arritmias e severo broncoespasmo) e 64% 

destes necessitaram de infusão prolongada e continua de epinefrina e transferência 

para unidades de tratamento intensivo. Wohrl et al (2004) descreveram um caso 

próximo de fatalidade por anafilaxia em decorrência do uso de azul patente em BLS 

em paciente com melanoma que desenvolveu parada cardíaca que requereu 

manobras de reanimação cardiovascular depois de injeção intradérmica do corante. 
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Figura 11 - Presença de numerosas placas no membro inferior após aplicação do 

corante Azul Patente 

 

Fonte: Maranhão et al., 2016. 

 

2.3.2 Radiofármacos 

 

A utilização do radiocoloide para LS oferece vantagens, pois são 

eficientemente retidos nos LS, podendo ser utilizados no pré-operatório para 

identificação da quantidade de linfonodos; localizam linfonodos em locais usuais e não 

usuais; e anormalidades na drenagem linfática, com a confecção de imagens 

utilizando a gama câmera; facilita a identificação no intraoperatório, com a utilização 

do gama-probe pela equipe cirúrgica. Alguns estudos demonstrarem elevadas taxas 

de identificação, inclusive maiores do que em comparação com o azul patente 

(MANSEL; GOYAL, 2004). 

Existem variações quanto aos diferentes tipos de coloide usados no mundo 

(dextram, sulfúrico, albumina e antimônio trisufide), mas o marcador radioativo usado 

é o tecnécio-99m, que é seguro, meia-vida física de apenas seis horas e viável em 

qualquer departamento de Medicina Nuclear (MARIANI et al., 2001; PAGANELLI et 

al., 1998; MARIANI et al., 2001; PAGANELLI et al., 1998). 

Os coloides radioativos possuem como desvantagens: alto custo, exige o 

envolvimento de um médico nuclear e não fornecem, em tempo real, orientação visual. 
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O Tc 99 tem uma meia-vida de 6 h e a injeção é geralmente realizada por pessoal de 

Medicina Nuclear e não pelos próprios cirurgiões. Um fator limitante para centros que 

lidam com o seu isótopo-pai molibdênio-99 (99Mo); este decai tão rapidamente que 

devem ser fornecidos a serviços de Medicina Nuclear do hospital com a regularidade 

a cada duas semanas e é produzido em apenas alguns reatores em todo mundo. A 

oferta também está sujeita a interrupção, remodelação ou comprometimento de 

instalações nucleares pendentes, como foi demonstrado no desastre nuclear de 

Fukushima Daiichi, no Japão, em 11 de março de 2011 (MAYES; DOUEK; 

PANKHURST, 2012). 

A utilização de radioisótopos proporciona desafios logísticos para os 

hospitais. Isso inclui o manuseio e descarte de isótopos, formação de pessoal e nas 

exigências legais. Adicionalmente, os doentes podem expressar relutância a 

exposição à radiação especialmente na gravidez (MAYES; DOUEK; PANKHURST, 

2012). Esses fatores limitam a disseminação da BLS para hospitais no mundo, sem 

acesso a radioisótopos. Embora a incidência de câncer esteja aumentando, o número 

de BLS permaneceu estático, com apenas cerca de 60% dos pacientes no Ocidente, 

em uma estimativa de meio milhão, teve acesso ao procedimento (RESCIGNO; 

ZAMPELL; AXELROD, 2009). Esse valor cai para 5% na China e é mínima no resto 

do mundo (LEONG et al.,2010). Portanto, muitos hospitais estão limitados ao uso, 

somente, do corante, para executar sua BLS, por causa da falta de acesso aos 

isótopos radioativos ou recursos insuficientes (AHMED; DOUEK, 2014). 

 

2.3.3 Técnicas combinadas 

 

O emprego das técnicas combinadas, corante e radiofármaco, para 

identificação do LS, melhorou a taxa de identificação e diminuiu a taxa de falsos 

negativos na biópsia do LS (CSERNI et al., 2002; MANSEL; GOYAL, 2004). Alguns 

autores entenderam o uso das duas técnicas como complementares na BLS 

(ALBERTINI et al., 1996; D´EREDITA et al., 2002). 

Trabalhos demonstram a superioridade dos métodos combinados quando 

comparados a técnicas isoladas. A combinação das duas técnicas, comparadas ao 

corante isolado, permite um aumento nas taxas de identificação do LS de 0% a 18% 

(DEROSSIS et al., 2001; EAST et al., 2009). Embora alguns estudos não tenham 

evidenciado essa vantagem (BLESSING et al., 2002; MORROW et al., 1999; 
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VARGHESE et al., 2007). Técnicas combinadas, segundo Cody et al., identificam 91% 

dos casos, com taxas de falsos negativo de 5%. A utilização da técnica combinada do 

radiocolóide e azul patente é fácil exequibilidade, permitindo identificar localizações 

não usuais do LS, e diminui da curva de aprendizado nos centros de treinamentos; 

sendo atualmente a técnica preferida pelos cirurgiões na pesquisa do LS (DEROSSIS 

et al., 2001, GIULIANO et al., 2000; MCMASTERS et al., 2001; VERONESI et al., 

2002). 

 

2.4 Novo marcador autólogo do sangue (hemossiderina) 

 

Os resultados das pesquisas com linfonodos sentinelas são promissoras, 

porém, a utilização dos seus marcadores possui desvantagens, como exemplo, o alto 

custo do tecnécio e as reações alérgicas causadas por azul patente. Neste contexto, 

a prática de marcadores na realização da BLS é foco de muitos estudos e inovações 

(PINHEIRO et al., 2009; AGUIAR et al., 2017; VASQUES et al., 2016). 

Tendo em vista as inovações atuais de marcadores do LS, destaca-se a 

pesquisa de Pinheiro e colaboradores (2009), na qual, após realização de 

procedimentos de biopsias mamárias em duas pacientes, foram observados no exame 

clínico pré-operatório, o mapeamento dos vasos linfáticos com uma coloração 

avermelhada na mama, em direção ao linfonodo axilar (Figura 12) (PINHEIRO et al., 

2009).  
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Figura 12 - Pele de paciente no pós-operatório de 

biópsia de nódulo mamário marcada com 

derivado de sangue, desenhando o ducto linfático 

principal da papila em direção a axila 

 

Fonte: Pinheiro, 2009. 

 

Após esta observação, Pinheiro afirmou que um derivado do sangue 

(hemossiderina) foi capturado por macrófagos e acessou o ducto linfático em direção 

à axila, onde possivelmente o hemoderivado oriundo do hematoma no sitio cirúrgico, 

foi capturado por macrófagos do sistema retículo endotelial sendo convertido em 

hemossiderina que, acessando a rede de drenagem linfática da mama, identificou o 

ducto linfático da mama até o linfonodo axilar, mecanismo analogamente descrito e 

conhecido na mobilização de depósitos de ferro dos seres humanos (PINHEIRO et al., 

2009, 2010; CANÇADO; CHIATTONE, 2001). 

Baseando-se na pesquisa de um modelo animal já estudado, no qual 

Pinheiro et al. (2003) utilizaram na BLS em cadelas os marcadores azul patente e 

tecnécio, desenvolveu-se um protocolo experimental para a obtenção e aplicação do 

novo marcador hemossiderina (Figura 12). 

 

2.4.1 Protocolo para utilização da hemossiderina 

 

Com o objetivo de avaliar a utilização da hemossiderina no mapeamento 

do linfonodo sentinela na mamária das cadelas, foram realizados experimentos 
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preliminares em 6 cadelas (Figura 12), sendo encontrados dados estatisticamente 

significativos e consistentes quando comparados o grupo que foi marcado com azul 

patente/tecnécio versus o grupo submetido ao hemossiderina/tecnécio. A eficácia da 

BLS com a hemossiderina foi demonstrada por meio da determinação da equivalência 

da hemossiderina comparada à técnica que utiliza a marcação com o azul patente/Tc 

99m, onde observou-se uma detecção semelhante do LS corado com hemossiderina 

e azul patente/Tc 99m em todos os animais (Figura 12) (Pinheiro et al., 2009). 

 

Figura 13 - Avaliação macroscópica de LS em modelo experimental canino 

 

Fonte: Pinheiro, 2009. 

 

 

A Figura 13-A contém LS marcado com hemossiderina, in vivo, na cadela. 

E na 13-B, LS, ex-vivo, marcado com hemossiderina, azul patente e sem corante 

(NSL).  

Após a identificação do LS em cadelas, usando a hemossiderina como 

marcador, observou-se uma coloração vermelho escuro/preto do tecido linfóide, que 

foi confirmada pela identificação de radiação do Tc 99m (PINHEIRO et al., 2009, 2012) 

sugerindo, assim, um estudo experimental pré-clinico com o novo marcador do LS 

autólogo do sangue. Tendo em vista o que foi descrito, iniciou-se uma linha de 

pesquisa para com a hemossiderina, na qual o marcador em questão apresentava 

como principais vantagens: não ser alergênico, diminuição das despesas pessoais e 

de saúde, redução da morbidade do procedimento e do sofrimento emocional, 

juntamente com outras vantagens indiretas (Pinheiro et al., 2009, 2012; VASQUES, 

2016). 

NSL 

A B 
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Logo após a descoberta do novo marcador, observou-se que durante o 

experimento o animal era sacrificado e o manuseio do sangue dispensava medidas 

que evitassem a contaminação do derivado sanguíneo. Na perspectiva da utilização 

experimental do método em humanos, como substituto do azul patente, houve o 

desenvolvimento de uma técnica asséptica de manipulação do hemoderivado, com o 

objetivo de prevenir uma provável contaminação do marcador e consequentemente 

do paciente (PINHEIRO e MAYARA, 2014).  

Posteriormente aos estudos preliminares de Pinheiro et al. (2009), Vasques 

et al. (2016) e Aguiar et al. (2017) propõem avaliar a segurança e a potencial 

equivalência do uso da hemossiderina na BLS em pacientes com câncer de mama 

inicial e avançado, respectivamente, utilizando Tc 99m como controle positivo/padrão 

ouro. Sendo comprovado a eficácia do método por meio da determinação de 

equivalência, obtendo, assim, resultados semelhantes na detecção do LS corado com 

hemossiderina e Tc 99m quando comparados com o LS corado com azul patente e 

Tc 99m. As taxas de identificação do LS foram de 100% (2,5 LS por paciente) e 88,9% 

(2 LS por paciente) nos estudos de Vasques e Aguiar, respectivamente.  Não sendo 

observados efeitos adversos nos procedimentos com o marcador hemossiderina, 

tendo este aspecto como principal vantagem quando comparado aos marcadores 

citados na literatura, pois não produziu reações alérgicas, pigmentações persistentes 

da pele ou fluidos corporais, ou interferências com oximetria de pulso, e nem casos 

necrose da pele (VASQUES et al., 2016, AGUIAR et al., 2017). 

 

2.5 Marcador tecidual hemossiderina? 

 

A hemossiderina, um pigmento resultante da degradação da hemoglobina, 

representa uma das duas principais formas de armazenamento intracelular de ferro. 

No modelo experimental proposto inicialmente por Pinheiro et al, teoricamente, os 

macrófagos que compõem o sistema reticuloendotelial fagocitam os eritrócitos lisados, 

da solução injetada na região subareolar da mama e através da rede linfática da 

mama, saturam o LS com hemossiderina, alterando a coloração do LS, permitindo sua 

identificação durante a BLS (PINHEIRO et al, 2009) e quando corado com azul-da-

prússia (reação de Perls) reage com ferrocianeto de potássio resultando em um 

produto de tom azul-esverdeado (ferrocianeto férrico- constituído por Fe3+) 

(VASQUES, 2016).  Vasques et al. (2016) e Aguiar et al. (2017) afirmam a viabilidade 
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e aplicabilidade da “hemossiderina” como marcador autólogo na identificação do LS 

em casos de tumores iniciais e localmente avançado, respectivamente.  

Considerando a imprecisão da afirmação de Pinheiro (2009, 2012), 

Vasques (2016) e Aguiar (2017), que o hemoderivado utilizado como marcador do LS 

seria a hemossiderina, já que o mesmo não possuía método complexo de preparo e 

purificação, surgiram alguns questionamentos sobre que ativo era capaz de realizar a 

marcação tecidual do LS, bem como que elementos do sangue eram responsáveis 

por esta marcação (1).  Tendo em vista o aperfeiçoamento do processo de preparação 

do novo marcador, surgiram outros questionamentos: (2) seria a concentração de 

metahemoglobina um fator determinante na marcação? (3) A integridade estrutural 

das proteínas das hemácias é necessária para a marcação? (4) E como a digestão 

realizada pelos macrófagos seria efetiva para a marcação. 

Julgando a relevância da realização de estudos bioquímicos que 

otimizassem a utilização deste novo marcador biológico derivado do sangue, 

potencialmente sem efeitos colaterais e com sensibilidade semelhante aqueles 

tradicionalmente utilizados na prática da BLS. Neste trabalho buscou-se estudar as 

características do hemoderivado (hemossiderina), levando ao esclarecimento da 

principal substância responsável pela marcação do LS e aperfeiçoamento do 

marcador biológico isolado analisados em paralelo com ensaios pré-clínicos em ratas 

wistar, através da padronização do seu tempo de drenagem, doseamento, 

concentração de metahemoglobina e como as enzimas proteolíticas e a temperatura 

poderiam interferir sobre a marcação tecidual do LS. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial da hemoglobina como marcador biológico do linfonodo 

sentinela em ratos wistar. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar e quantificar as proteínas presentes no concentrado de 

hemácias após hemólise; 

• Purificar proteínas predominantes nas amostras de sangue por 

cromatografias de alta eficiência; 

• Realizar a marcação de linfonodo sentinela com as frações proteicas 

isoladas por cromatografia; 

• Definir o melhor tempo de drenagem e a concentração ideal para uma 

marcação do linfonodo sentinela satisfatória em modelo animal (ratas wistar); 

• Determinar a concentração de metahemoglobina em amostras 

submetidas a diferentes tempos de contato com indutores de metahemoglobina; 

• Analisar processo de marcação do linfonodo sentinela, após proteólise, 

desnaturação térmica e indução da produção de metahemoglobina na fração rica em 

hemoglobina; 

• Investigar a internalização do marcador proteico (hemoglobina) por 

macrófagos in vitro e in vivo. 

  



63 
 

4 METODOLOGIA 

 

4.1 Obtenção do concentrado de hemácias hemolisadas 

 

As bolsas de sangue total foram cedidas pelo Centro de Hematologia e 

Hemoterapia do Ceará (HEMOCE), onde a obtenção do concentrado de hemácias 

lavadas (CH) foi padronizada de acordo com o protocolo de procedimento operacional 

padrão de preparo de hemocomponentes especiais do hemocentro.  

Para obtenção de concentrado de hemácias, foram coletados 50 mL de 

sangue total de bolsas de sangue, contendo ACD (ácido cítrico, citrato de sódio e 

dextrose) como anticoagulante. Os glóbulos vermelhos foram inicialmente deixados 

em repouso por 2 horas em temperatura entre + 20oC a +24 oC para desagregação 

espontânea das células antes do procedimento de centrifugação. As proteínas 

plasmáticas e a Hb acelular foram lavadas por ressuspensão das células em 30 mL 

de solução salina a 0,9%, centrifugando a mistura (4000 rpm, 4 min, 4 °C) e, 

subsequentemente, descartando o sobrenadante. Este passo de lavagem foi repetido 

três vezes, obtendo-se o concentrado de hemácias lavados (SAKUMA, OTTOBONI e 

SIERRA, 2011). Por fim, o concentrado de eritrócitos foi lisado com água ultrapura 

(Milli-Q) e centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos a 4 oC, descartando o pellet formado 

após a centrifugação. O extrato total (ET) obtido foi dialisado 2 vezes por 24 horas em 

solução de Tris 20 mM pH 7,2 a 25 oC, liofilizado e armazenado para experimentos 

posteriores (Figura 14). 
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Figura 14 - Fluxograma de obtenção do pool de proteínas (extrato total) derivadas do 

concentrado de hemácias 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

 

4.1.1 Controle de qualidade do extrato total 

 

Com o objetivo de avaliar a eficácia da leucorredução e do processo de 

hemólise e, consequentemente, a eficiência da técnica empregada, foram retirados 

aproximadamente 5 mL do extrato total para a realização dos testes de número de 

leucócitos residuais, hemoglobina total e grau de hemólise.  

A determinação do hematócrito, hemoglobina total, hemoglobina livre e 

leucócitos residuais foram realizados por hematologistas do HEMOCE, com auxílio do 

aparelho CELL-DYN Ruby – Fabricado pela Abbott Laboratories®.  

A determinação do grau de hemólise do concentrado de hemácias lavadas 

após lise (CHL), foi executada pela aplicação de fórmula matemática que emprega o 
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hematócrito do CH, hemoglobina extracelular do CHL e hemoglobina total do CH 

(SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011): 

% hemólise =100 – (Ht x Hbe) ÷ Hb 

Onde: 

Ht = hematócrito (%) 

Hbe = hemoglobina extracelular (g/dl) 

Hb = hemoglobina total (g/dl)  

 

Os parâmetros aceitáveis após a obtenção do concentrado de hemácias 

lavadas e hemolisadas (extrato total) estão descritos no quadro 4. 

 

Quadro 4 - Parâmetros aceitáveis de obtenção do extrato total 

Concentrado de hemácias lavadas e hemolisadas 

Análises Valores esperados 

Hemoglobina total > 40 g/unid. 

Grau de hemólise > 80% da massa eritrocitária 

Leucócitos residuais < 5,0 x 106/unid. 

Fonte: Adaptado de SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011. 

 

4.2 Quantificação de proteínas nas frações obtidas das etapas de purificação 

 

A determinação do conteúdo de proteínas solúveis totais foi realizada pelo 

método descrito por Bradford (1976). O método de Bradford utiliza o corante 

Coomassie Brilliant Blue BG-250 para a determinação de proteínas totais. O BG-250 

interage com proteínas que contenham aminoácidos com cadeias laterais aromáticas 

ou básicas. No pH da reação, a interação entre a proteína e o corante BG-250 provoca 

o deslocamento do equilíbrio do corante para a forma aniônica, que absorve 

fortemente 595 nm. Para a curva padrão, utilizou-se a proteína albumina sérica bovina 

(BSA). Para a determinação, alíquotas de 100 μL do extrato proteico diluído com 2,5 

mL do reagente de Bradford, submetidas a leve agitação e incubados por 

aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Após isso, as amostras foram 

lidas a 595 nm e a concentração expressa em mg de proteína por mL. 
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4.3 Purificação: cromatografia de exclusão molecular Sephadex G-100 

 

A cromatografia de exclusão foi realizada em bancada seguindo o seguinte 

protocolo:  4 mg da proteína solubilizada em 1000 μL de tampão AC (Citrato trisódico 

22 g/L e ácido cítrico 8 g/L), a 25 ºC foram aplicados em coluna de resina Sephadex® 

100 (GE Healthcare), 40 x 1 cm, de aproximadamente 30 mL. A coluna já havia sido 

previamente equilibrada com tampão AC a 0,1M, pH 7,0 de acordo com o protocolo 

sugerido pela própria empresa (dois volumes de coluna). A eluição foi realizada em 

fluxo constante de 0,5 mL/min, sendo o processo de cromatografia conduzido em 

temperatura ambiente e acompanhado por absorção óptica a 280 nm (proteínas 

totais), 540 nm (hemoglobina) e 630 (metahemoglobina). Todos os tampões foram 

filtrados em membrana 0,22 μm e desgaseificados antes do uso.  

 

4.4 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Para isolamento da proteína de interesse, foi utilizada a coluna de troca 

catiônica carboximetilcelulose (CM-Celulose) onde as proteínas contidas nas frações 

coletadas foram monitoradas por absorbância em comprimentos de onda 280 nm. 

Aplicados 1 mL do extrato total (10 mg/mL) no fluxo de 2 mL/min, eluiu-se em tampão 

Tris 20 mM pH 7,2 na ausência de sal. Para eluição das proteínas ligadas a matriz 

cromatográfica foi realizado um gradiente de NaCl variando concentração de 0 a 1 M. 

As leituras do pico eluído foram realizadas a 280 nm (proteínas totais), 540 nm 

(hemoglobina) e 630 nm (metahemoglobina). 

Após a escolha da cromatografia utilizada para o método de purificação 

mais eficiente na obtenção do marcador biológico, seguiu-se o fluxograma de 

estratégia experimental (Figura 15), em que foram realizados ensaios in vivo e in vitro 

visando a otimização do concentrado de hemoglobina ([Hb]) como marcador tecidual 

do linfonodo sentinela. 
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Figura 15 - Fluxograma da estratégia experimental 

 

Fonte: Elaboração da autora. 
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4.5 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) 

 

Para investigar a presença e o grau de pureza do concentrado de 

hemoglobina e seus derivados, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel 

de poliacrilamida a 15% em condição desnaturante com uso de dodecil sulfatode sódio 

(SDS-PAGE), seguindo o método descrito por LAEMMLI (1970), adaptado para o uso 

de placas de vidro verticais. A revelação das proteínas foi realizada com uma solução 

de Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,025% em metanol: ácido acético: água 

(40:10:60, v/v/v), por um período de aproximadamente 2 horas.  A revelação foi 

realizada com a adição de água destilada aquecida a 70°C. Proteínas de massas 

moleculares conhecidas obtidas comercialmente foram utilizadas como padrões de 

massa molecular (GE, EUA).  

 

4.6 Eletroforese bidimensional 

 

Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese bidimensional (2D 

PAGE), combinando a separação baseada no ponto isoelétrico (pI) por focalização 

isoelétrica (IEF) na primeira dimensão, com a separação por peso molecular em SDS-

PAGE na segunda dimensão. 

 

4.6.1 Focalização isoelétrica (primeira dimensão) 

 

Para a primeira dimensão, realizou-se focalização isoelétrica. Alíquotas de 

5, 10 e 20 μg de proteína solúvel total foram carregadas diretamente no gel de 

focalização com gradiente de pH imobilizado, previamente hidratado na faixa de 3 a 

10 de 13 cm (Immobiline IPG strips – GE Healthcare), tratando-se de um gel em escala 

analítica. A focalização das proteínas realizou-se no equipamento IPGphor (GE 

Healthcare). A tira foi coberta com óleo mineral (Dry Strip Cover Fluid) e, então, a 

mantivemos a 20 °C por 12 h. Após este período, a IEF foi iniciada ocorrendo em 

quatro etapas: 500 V/2h, 4000 V/2:30h e 10000 V/18000 Vhr. Após a IEF, as tiras 

foram imediatamente equilibradas ou armazenadas em freezer -80 °C para posterior 

utilização. 
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4.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

A segunda dimensão (2-DE/SDS-PAGE) foi realizada com géis de 

poliacrilamida 12,5% T/2,7% C conforme (LAEMMLI, 1970), cujos tamanhos foram de 

160 x 140 x 1 mm, quando analítico e de 200 x 220 x 1,5 mm, quando preparativo. O 

sistema de eletroforese empregado foi o Ruby (GE Healthcare), correndo 

simultaneamente quatro géis de 160 x 140 x 1. 

  

4.6.3 Detecção das proteínas em géis bidimensionais e análise de imagem 

 

A detecção das proteínas foi feita através da afinidade das proteínas pela 

prata ("silver staining"), quando analítico, conforme (Blum et al., 1987), ou 

(SCHEVCHENKO et al., 1996) e por Comassie Brilliant Blue, quando o modo de 

análise foi preparativo. As análises dos géis bidimensionais foram realizadas através 

da digitalização das imagens captadas em ImageScanner II (GE Healthcare). Os géis 

foram comparados e os "spots" de proteína foram seus atributos determinados (massa 

molecular e pI) com o emprego do Software ImageMaster 2D Platinum (GE 

Healthcare). 

 

4.7 Determinação da concentração de metahemoglobina (MetaHb)  

 

Primeiro, preparou-se tampão fosfato M/60 ph 6.6 diluindo 25 mL da 

solução tampão M/15 (3,36 g de Na2HPO4. 7H2O; 2,85 g de KH2PO4 e 500 mL de 

água ultrapura – milli-Q) em 75 mL em água ultrapura – milli-Q. Em um tubo de ensaio 

dilui-se 10 mL do tampão fosfato salino M/60 pH 6,6 com 200 µL do concentrado de 

hemoglobina com nitrito ([Hb] + Nitrito 3%). A solução foi homogeneizada levemente 

e deixada em repouso por 2 minutos. Em seguida, foi determinada a leitura da 

densidade ótica (DO) em espectrofotômetro a 630 nm (D1: leitura da 

metahemoglobina em solução). Adicionou-se uma gota de cianeto neutralizado. Essa 

mistura passou por agitação e repouso por 2 minutos, realizando a leitura da DO em 

630 nm (D2: leitura da cianometahemoglobina). Adicionou-se uma gota de ferricianeto 

de potássio 20% e uma gota de hidróxido de amônio, deixando em repouso por 2 

minutos e realizando a DO em 620 nm (D3: leitura da sulfohemoglobina). Transferiu-

se 2 mL do tubo, cuja solução foi submetida as três dosagens iniciais, para outro 
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contendo 8 mL de tampão fosfato M/15, deixando em repouso por 2 minutos e 

realizando a DO em 540 nm (D4: leitura da oxihemoglobina). O branco foi preparado 

com 10 mL de água ultrapura (milli-Q), 1 gota de ferricianeto de potássio 20% e 1 gota 

de cianeto neutralizado. Por fim, foi realizado o cálculo da concentração de 

metahemoglobina (NAOUM, 2004): 

𝑀𝑒𝑡 𝐻𝑏 =
𝐷1 − 𝐷2

𝐷4
𝑥100

= 𝑔% 

D1: 

Metahemoglobina 

D2:Cianometa

hemoglobina 

D3: 

Sulfohemoglobina 

D4: 

Oxihemoglobina  

 

4.8 Aplicações biológicas de moléculas  

 

4.8.1 Modelo experimental em animal 

 

Após a aprovação do estudo experimental cirúrgico prospectivo pela 

Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceará (CEUA), 

protocolo no46/2016 (ANEXO B). Ratas wistar adultas, com 300 g de peso médio, 

foram cedidas pelo biotério da Farmacologia – UFC para serem estudadas. Os 

ensaios com o [Hb] foram realizados em triplicata, sendo executados no Laboratório 

de Cirurgia Experimental Prof. Saul Goldenberg, a fim de avaliarmos a sua utilização 

na marcação tecidual do linfonodo sentinela.  

Após a padronização do processo de obtenção do [Hb], conforme descrito 

na seção 4.1, avaliou-se a utilização da fração obtida através do modelo animal 

adaptado proposto por Oliveira et al (2003) e Harrell et al (2008), realizando o 

mapeamento linfático e a identificação do linfonodo sentinela da região poplítea das 

ratas. Inicialmente, os animais foram devidamente pesados, imobilizados 

apropriadamente e anestesiados com uma aplicação por via intraperitoneal de 

quetamina (0,2 mL) e xilazina (0,2 mL) imediatamente antes do teste. Em seguida, 

injetou-se nas patas posteriores por via subcutânea: 0,5 mL de azul patente (controle 

positivo) e 1mL (10 mg/mL)  da amostra a ser estudada. Posteriormente, foram  

realizadas incisões em ambas as patas posteriores e região inguinal para observação 

da coloração dos vasos linfáticos e do linfonodo sentinela, onde ao término da cirurgia, 

a eutanásia do animal foi realizada através de deslocamento cervical. Esse 
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procedimento foi utilizado em todos os ensaios, para determinação de variáveis no 

intuito de otimizar e caracterizar as propriedades da marcação (Figura 16). 

Após o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfáticos e o 

linfonodo sentinela foram avaliados macroscopicamente pela sua cor e os linfonodos 

da região poplítea foram retirados para avaliação histopatologica por microscopia ótica 

(Figura 16).  

Figura 16 - Esquema experimental em animal 

 

Fonte: Adapatado de Harrell, Iritani e Ruddell. Novembro 08, 2008. Lymph Node 

Mapping in the Mouse, p.170-174. Journal of Immunological Methods. 

 

Explicando a Figura 16, Esquema experimental em animal: vasos linfáticos 

(VL) marcados com marcadores teciduais, azul patente (linha azul) e concentrado de 

hemoglobina (linha vermelho). Posteriormente a injeção dos corantes nas patas 

posteriores por via subcutânea, realizou-se a incisão, evidenciando a marcação 

tecidual do linfonodo poplíteo (observação macroscópica) que foi retirado para 

avaliação histopatológica. Mapeamento linfático de ratas wistar: Após a injeção de 

amostra nas patas, a drenagem segue para os linfonodos poplíteos, que drenarão 
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centralmente para os linfonodos IL e RE ao longo da linha média. Drenando também 

para o linfonodo inguinal e depois para a linha média. A drenagem do linfonodo 

inguinal para o linfonodo axilar só é ocasionalmente observada, como indicado pela 

linha pontilhada. Abreviaturas utilizadas são: AX, linfonodo axilar; IL IN, linfonodo 

inguinal; PO, linfonodo poplíteo; RE, linfonodo renal. 

 

4.8.2 Determinação do tempo de drenagem do marcador biológico 

 

Após pesar, imobilizar e anestesiar de forma apropriada o animal injetou-

se em cada rata 0,5 mL de azul patente (controle positivo) na pata posterior direita e 

1 mL (10 mg/mL) de concentrado de hemoglobina na pata posterior esquerda. Após a 

aplicação, massageou-se o local da injeção por aproximadamente 5 minutos, 

aguardando a drenagem pelo sistema linfático em tempos diferentes (1 h, 2 h, 4 h e 6 

h de drenagem). Transcorridos os tempos de drenagem de cada animal, observou-se 

macroscopicamente a marcação tecidual dos linfonodos da região poplítea, estes 

foram retirados para posterior análise histopatológica (Figura 17). 

 

Figura 17 - Fluxograma do experimento animal para padronização do tempo de 

drenagem. Abreviaturas utilizadas são: CP, controle positivo; PO, linfonodo poplíteo; 

[Hb], concentrado de hemoglobina. 

 

Fonte: Elaboração da autora. 
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4.8.3 Determinação da concentração padrão do marcador biológico 

 

Após pesar, imobilizar e anestesiar de forma apropriada o animal. Injetou-

se em cada rata, primeiramente 0,5 mL de azul patente (controle positivo) na pata 

posterior direita e 1 mL de [Hb] em diferentes concentrações (5 mg/mL, 10 mg/mL e 

15 mg/mL) na pata posterior esquerda. O tempo de drenagem, entre a injeção 

subcutânea e a incisão para retirada do linfonodo poplíteo, foi de 2 h. Por fim, após a 

observação macroscópica através da cor dos linfonodos da região poplítea, que foram 

retirados para análise histopatológica (Figura 18). 

 

Figura 18 - Fluxograma do experimento animal para padronização da concentração 

do [Hb]. Abreviaturas utilizadas são: CP, controle positivo; PO, linfonodo poplíteo; 

[Hb], concentrado de hemoglobina. 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

 

4.8.4 Ensaio para avaliar a relação da marcação tecidual do linfonodo poplíteo 

com a concentração de metahemoglobina 

 

Preparou a metahemoglobina em concentrações diferentes. Para isso, 

adicionou-se nitrito a 3% à solução de 10 mg/mL do concentrado de hemoglobina afim 

de possibilitar o contato por tempos diferentes (15 h, 18 h, 21 h, 24 h, 48 h e 72 h). 

Depois do tempo de contato, calculou-se as concentrações de metahemoglobina nas 

soluções preparadas, de acordo com o item 4.7.  



74 
 

Após pesar, imobilizar e anestesiar de forma apropriada o animal. Injetou-

se em cada rata, 0,5 mL de azul patente (controle positivo) na pata posterior direita e 

1 mL da solução (Hb + Nitrito 3%) na pata posterior esquerda. O tempo de drenagem, 

entre a injeção subcutânea e a incisão para retirada do linfonodo poplíteo, foi de 2 h. 

Por fim, após a observação macroscópica através da cor dos linfonodos da região 

poplítea, que foram retirados para análise histopatológica (Figura 19). 

 

Figura 19 -  Fluxograma do experimento animal para avaliar a relação da marcação 

tecidual do linfonodo sentinela com diferentes concentrações de metahemoglobina. 

Abreviaturas utilizadas são: CP, controle positivo; PO, linfonodo poplíteo; Hb, 

hemoglobina 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

 

4.8.5 Ensaio para avaliar a marcação tecidual do linfonodo sentinela após 

proteólise do marcador biológico 

 

A escolha da enzima a ser utilizada para proteólise foi avaliada inicialmente 

utilizando a fração do concentrado de Hb como substrato e a adição das seguintes 

enzimas: tripsina, pepsina e papaína com tempo de incubação e temperaturas 

diferentes, buscando a potencialização da ação da enzima sobre o [Hb].  

C

P

C

P 

CP 

Injeção subcutânea 

CP: azul patente 

Amostra: Solução 
(Hb/Nitrito 3%) 
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Soluções do concentrado de Hb (10 mg/mL) foram preparadas em tampão 

Tris 20 mM pH 7,2. Em seguida, foram transferidos 450 μL de substrato para os 27 

eppendorfes e adicionados 50 µL de enzimas (tripsina, papaína e pepsina) a cada 

grupo teste. Para iniciarem as reações, as amostras foram preincubadas em 

temperaturas diferentes 4 ºC, 25 ºC e 37 ºC por 30 min, 1 h e 4 h, avaliando, assim, 

qual temperatura e tempo de incubação seriam ideais para a realização das reações 

enzimáticas. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados foram 

avaliados por eletroforese SDS-PAGE.  

Depois de analisar a reação enzimática que apresentava um maior número 

de produtos de degradação, através dos géis eletroforético, realizou-se o ensaio em 

animal. Após pesar, imobilizar e anestesiar de forma apropriada o animal, a amostra 

preparada anteriormente ([Hb] + enzima escolhida) foi injetada na pata posterior 

esquerda do animal, drenando por 2 h, tendo sempre como controle positivo a pata 

posterior direita, onde injetou-se o azul patente. Por fim, após a observação da 

marcação tecidual através da cor dos linfonodos, que foram retirados para análise 

histopatológica (Figura 20). 

 

Figura 20 - Fluxograma do experimento animal para avaliar a relação da marcação 

tecidual do linfonodo sentinela após proteólise do concentrado de hemoglobina. 

Abreviaturas utilizadas são: CP, controle positivo; PO, linfonodo poplíteo; Hb, 

hemoglobina. 

 

Fonte: Elaboração da autora. 
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4.8.6 Ensaio para avaliar a marcação tecidual do linfonodo sentinela após ensaio 

de termoestabilidade do marcador biológico 

 

Primeiro, preparou as amostras a serem injetadas, diluindo 10 mg de 

concentrado de Hb em 1 mL de água para injeção e expostas a diferentes 

temperaturas (4°C, 25°C, 37°C e 100°C) por 10 minutos, até a aplicação no animal. 

Os ensaios de termoestabilidade foram realizados em triplicata, para cada 

temperatura. 

Após pesar, imobilizar e anestesiar de forma apropriada o animal. Injetou-

se em cada rata, 0,5 mL de azul patente (controle positivo) na pata posterior direita e 

1 mL da solução de [Hb], expostos a temperaturas diferentes, na pata posterior 

esquerda. O tempo de drenagem, entre a injeção subcutânea e a incisão para retirada 

do linfonodo poplíteo, foi de 2 h. Por fim, após a observação da marcação visual 

através da cor dos linfonodos, estes foram retirados para análise histopatológica 

(Figura 21). 

 

Figura 21 - Fluxograma do experimento animal para avaliar a marcação tecidual do 

linfonodo sentinela após ensaio de termoestabilidade do marcador biológico. 

Abreviaturas utilizadas são: CP, controle positivo; PO, linfonodo poplíteo; Hb, 

hemoglobina. 

 

Fonte: Elaboração da autora. 
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4.9 Microscopia 

 

4.9.1 Microscopia óptica 

 

A análise histopatológica procedeu-se no Laboratório de Anatomia 

Patológica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará, tendo como 

colaboradora a patologista Dra. Marcia Pitombeira Ferreira.  

Os linfonodos poplíteos identificados nos animais foram submetidos à 

dissecção do tecido fibroadiposo circunjacente, com preservação da cápsula 

linfonodal e em seguida realizou-se a observação dos aspectos do tecido linfoide, 

medindo cada amostra em três dimensões e as suas colorações. O material foi 

colocado em solução aquosa de formol tamponado a 10% após a retirada.  As peças 

foram clivadas e reidratadas em soluções aquosas alcoólicas, de concentrações 

crescentes, diafanizadas em xilol, embebidas e incluídas em parafina histológica. No 

exame histopatológico em parafina, cada bloco foi submetido a cortes semi-seriados 

de 5 μm com três níveis de cortes histológicos. Em cada nível, foram retirados cortes 

histológicos, corado-os com HE (hematoxi-eosina). 

As leituras das lâminas foram realizadas e fotomicrografadas em 

Microscópio de luz Olympus BX 60 acoplado a câmera Axio CAM HRc, utilizando o 

software Zeiss KS 400, os cortes foram analisados pela patologista, nos quais se 

observou o número de macrófagos contendo vestígios do concentrado de Hb 

fagocitado. Os casos foram considerados positivos para marcação tecidual do 

linfonodo poplíteo quando se observou macroscopicamente a presença de uma 

coloração avermelhada no tecido, sendo confirmada pela visualização de macrófagos 

no histopatológico. 

 

4.9.1.1 Classificação macroscópica e microscópica 

 

Após observação da coloração tecidual do linfonodo poplíteo in vivo, os 

linfonodos foram classificados de acordo com o aspecto macroscópico proposto por 

Vasques (2016) adaptado, onde A (não houve marcação/pouca marcação), B1 

(marcação regular), B2 (marcação boa), B3 (marcação muito boa) e B4 (marcação 

ótima) (Figura 22). 
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Figura 22 - Aspecto macroscópico da cor dos linfonodos 

 

 

Fonte: Adaptado de Vasques et al., 2016. 

 

Na Figura 22, tem-se o aspecto macroscópico da cor dos linfonodos: (A) 

Linfonodo sem marcador biológico. (B) Linfonodo corado com marcador biológico ou 

marcação imperceptível e escala comparativa de intensidade de cor variando de 

vermelho a preto, sendo subclassificada em marcações: B1 (regular), B2 (boa), B3 

(muito boa) e B4 (ótima). 

A classificação microscópica dos experimentos em animais foi realizada 

através da contagem do número de macrófagos com granulações presentes nas 

lâminas histopatológicas do tecido linfoide. Para isso, analisamos 5 quadrantes de 

cada lâmina histopatológica (Figura 23), fazendo a contagem dos macrófagos que 

apresentavam granulações no seu citosol, e, por fim, a média da contagem total de 

células marcadas, tornando-se possível, assim, demonstrar a relação entre a 

coloração macroscópica com o número de macrófagos capazes de fagocitar o 

marcador biológico.  

B1 B2 B3 B4 

A B 
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Figura 23 - Classificação microscópica dos experimentos em animais 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Após observação com aumento 4x, houve a escolha do quadrante com 

maior probabilidade de marcação tecidual. Após delimitação da área a ser estudada, 

foram analisados 5 quadrantes com aumento 40x, onde houve a contagem do número 

de macrófagos com granulações presentes nas lâminas histopatológicas do tecido 

linfoide. 

As marcações microscópicas foram classificadas de acordo com a Quadro 

5:  não houve marcação/pouca marcação; regular, boa, muito boa e ótima. Tendo 

como parâmetros as micrografias padrões de marcação dos controles positivo (azul 

patente), negativo (soro fisiológico) e purificado (concentrado de hemoglobina), 

previamente estabelecidos na figura 24. 
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Quadro 5 - Classificação da marcação tecidual de acordo com o número de 

macrófagos com a presença granulações nas lâminas histopatológicas do tecido 

linfoide 

Marcação tecidual Histopatológico (no de macrófagos 

por quadrante) 

Não houve marcação /Pouca 

marcação 

0 a 2 

Regular 3 a 9 

Boa 10 a 19 

Muito boa 20 a 29 

Ótima A partir de 30 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Figura 24 - Micrografias óticas 

 

 

B 

A 
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Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 24, encontramos micrografias óticas, coradas com HE, de 

padrões de drenagens dos controles positivo (azul patente), negativo (soro fisiológico) 

e do purificado ([Hb]). (A) Cortes histológicos (4x) de linfonodos sentinelas, onde 

observa-se a diferença drenagem do marcador biológico quando comparado com os 

controles, predominando a coloração azul na região onde a linfa é filtrada pelo córtex 

e entra nos seios medulares. (B) Cortes histológicos (40x) de linfonodos sentinelas, 

onde observa-se acumulo dos respectivos corantes no citoplasma de células 

fagocitárias mononucleares (círculos vermelhos). 

 

4.9.1.1 Análise estatística 

 

As variáveis categóricas foram expostas em frequência e taxa de 

prevalência de modo a investigar associações, entre a marcação tecidual 

macroscópica/histopatológica e o concentrado de hemoglobina, do LS. Foram 

construídos gráficos de dispersão e boxplot para demostrar o comportamento das 

variáveis. Para a análise dos dados foram utilizados o software Microsoft Excel e o R 

3.4.2. 
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4.9.2 Microscopia confocal 

 

4.9.2.1 Cultura de macrófagos 

 

Para este estudo, foi utilizada linhagem de macrófagos RAW 264.7 de 

camundongos, previamente obtida do Banco de células do Rio de Janeiro. As células 

foram mantidas em criopreservação (nitrogênio líquido) em solução de congelamento 

composta por meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 

10% de Dimetilsulfórico (DMSO) e 90% de soro bovino fetal (SBF). Para os ensaios 

de estimulação in vitro, as células foram descongeladas a temperatura ambiente e 

expandidas em dois frascos de cultura celular de 750cm2 (Corning Glass Workers- 

New York-USA) em meio DMEM completo (DMEM-c), à temperatura de 37oC, em 

estufa incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2. 

Após formação da monocamada de células, ou seja, após elas atingirem 

confluência, o meio DMEM-c das garrafas foi descartado com o auxílio de uma pipeta 

sorológica, sendo os frascos lavados com 20 mL de solução de gentamicina com PBS, 

a fim de evitar que células mortas fossem plaqueadas. Em seguida, foram adicionados 

15 mL de DMEM-c e as células que permaneceram nas superfícies dos frascos foram 

destacadas por meio de raspagem com suporte plástico. O meio contendo as células 

foi então retirado e pipetado em dois tubos esterilizados de 50 mL. Os frascos foram 

centrifugados, a 1500 rpm, durante 10 minutos, para separação das células do meio. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 10 mL de DMEM-c foi adicionado 

em cada um dos tubos contendo as células. 

A contagem global de células foi efetuada na câmera de Neubauer, 

partindo-se de suspensão de 1 mL diluída 10 vezes em solução de Azul de Trypan 

para avaliação da viabilidade celular e para contagem total do número de macrófagos. 

As células foram então colocadas em placas de cultura de 96 poços (Cell 

Wells – 25820 – Corning Glass Workers – New York – USA), na concentração de 

5x104 células/poço e incubadas overnight em DMEM-c 37 oC, com 95% de ar e 5% de 

CO2.  
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4.9.2.2 Análise em microscópio confocal 

 

Para o experimento, as células foram plaqueadas em placas de fundo de 

vidro (P35G-010-C, MatTek Corporation), na concentração de 5x104 células/mL e 

incubadas com 10 mg/mL do concentrado de Hb por 24h. 

Após esse período, as células foram lavadas com meio e, em seguida, 

analisadas em microscópio confocal LSM 710 (Carl Zeiss), utilizando objetiva Plan-

Apochromat 6x / 1.40 Oil DIC M27 e lasers 405 nm (Em 403 – 490 nm) e 488 nm (em 

492 – 630 nm). 

 

  



84 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Padronização da obtenção do extrato total  

 

A qualidade do extrato total obtido (concentrado de hemácias hemolisadas) 

foi avaliada qualitativamente, através de micrografias para observação do número de 

leucócitos residuais e hemácias íntegras após hemólise, e, quantitativamente, através 

da contagem do número de leucócitos residuais, concentração de hemoglobina total 

e grau de hemólise.  

Após as lavagens com soro fisiológico na preparação do EB, observou-se 

uma elevada redução dos leucócitos e plaquetas do concentrado de células vermelhas 

do sangue total. Essa eficiência das lavagens foi bem representada pelas micrografias 

(Figura 25), que apresentaram redução de contaminantes (células leucocitárias e 

plaquetas) e confirmada quantitativamente, através do baixo número de leucócitos 

residuais e alta concentração de hemoglobina total, de acordo com os parâmetros 

aceitáveis de obtenção do extrato total (Quadro 4). 

 

 

Figura 25 - Micrografias das células vermelhas antes da hemólise, para avaliação do 

número de leucócitos antes (A) e após (B) as lavagens com centrifugação 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

O processo de hemólise foi acompanhado por micrografia e pela 

determinação do grau de hemólise com auxílio do aparelho CELL-DYN Ruby – 

Fabricado pela Abbott Laboratories®, sendo possível observar hemácias com 

membrana celular mais definida quando comparada com o concentrado de 

hemácias(CH) após hemólise (Figura 26) e diminuição e/ou ausência de células 

A B 
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aparentemente intactas, pois apresentou elevado grau de hemólise, de acordo com 

os parâmetros aceitáveis de obtenção do extrato total (Quadro 4).  

 

Figura 26 - Micrografias das células vermelhas após as lavagens (A) e do 

hemolisado obtido com água bidestilada (B) 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Além da avaliação qualitativa e quantitativa do extrato bruto, observou-se  

o alto rendimento na concentração de proteínas totais (1,76 mg/mL), onde a  

eletroforese deste pool de proteínas obtido após hemólise das hemácias em gel 2D 

de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS- PAGE)  (Figura 27), evidenciou a 

presença das principais proteínas eritrocitárias: alta concentração de hemoglobina- 

cadeias alfa e beta (15 e 16 KDa/pI 8,69 e 7,28, respectivamente) e suas isoformas 

com ampla variação de pI, metahemoglobina redutase (30 kDa/pI 6.8) e anidrase 

carbônica (29 kDa/pI 6.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 27 - Mapa proteômico do extrato total 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

 

Podemos observar na Figura 27, o mapa proteômico do extrato total. Gel 

SDS-PAGE 2-D representativo realizado de proteínas derivadas do concentrado de 

hemácias após hemólise. Assinalados os spots característicos na presença de 

metahemoglobina redutase, hemoglobina e anidrase carbônica. 

 

5.2 Purificação 

 

5.2.1 Cromatografia de exclusão em Sephadex G-100 

 

A cromatografia de exclusão em coluna de Sephadex G-100 revelou 

somente uma fração marjoritária retida (Figura 28A). A fração retida corresponde 

principalmente à hemoglobina, na qual a eletroforese em gel de policramida confirma 

presença de cadeias α e 𝛽 formando monômeros (15 kDa e 16 kDa, respectivamente) 

Metahemoglobina redutase 

Anidrase carbônica 

Hemoglobina e 

suas isoformas 

M/kDa 

pI 
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e dímeros (~ 32 kDa), porém, observa-se a permanência da contaminação por 

proteínas globulares derivadas da Hb (45 kDa). Após ultrafiltração, ocorre uma 

redução da contaminação, não sendo observado a presença de proteínas globulares 

no gel de policramida (Figura 28B). As leituras em espectrofotômetro exibem uma alta 

absorção de proteínas totais (280 nm), baixa absorção da hemoglobina total (540 nm) 

e não houve leitura da metahemoglobina (630 nm). Sendo obtido um baixo rendimento 

(0,140 mg/mL).  

 

Figura 28 - (A) Gráfico da Cromatografia e (B) Perfil eletroforético 

         

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 28, tem-se: Gráfico da Cromatografia de exclusão em matriz de 

Sephadex G-100 (A). 1mL (10 mg/mL) de extrato foi aplicado na matriz 

cromatográfica. A matriz foi previamente equilibrada com solução AC (Citrato trisódico 

22 g/L e Ácido cítrico 8 g/L). Após o contato a o ET, a fração retida foi eluida com AC. 

Volume da coluna: 30 mL. Volume das frações coletadas: 2 mL. Comprimentos de 

ondas: 280 nm e 540 nm. (B) Perfil eletroforético de SDS-PAGE a 15% das frações 

proteicas dos marcadores moleculares, extrato total e fração do concentrado de Hb: 

com ultrafiltração por centricon (Hb) e com ultrafiltração por centricon (Hb*). 

Abreviaturas utilizadas são: M, marcadores moleculares; ET, extrato total; Hb, 

concentrado de hemoglobina sem ultrafiltração e Hb* concentrado de Hb após 

ultrafiltração. 
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5.2.2 Cromatografia de troca catiônica no Akta Purifier 

 

A cromatografia de troca iônica em coluna de CM mostrou uma única fração 

retida. As proteínas que apresentaram a mesma carga do suporte cromatográfico 

foram eluídas em tampão na ausência de sal. Para eluição das proteínas ligadas à 

matriz cromatográfica, foi realizado um gradiente de NaCl variando concentração de 

0 a 1 M, onde houve eluição da proteína de interesse a 200 µL de sal. O perfil 

cromatográfico da CM possui um maior rendimento (0,5278 mg/mL) e maior absorção 

de proteínas totais (280 nm), hemoglobinas totais (540 nm) e metahemoglobina (630 

nm), quando comparado com a cromatografia de exclusão molecular (Figura 29). 

  

Figura 29 - Gráfico da cromatografia de troca catiônica em matriz de celulose 

 

 

  

                       Alíquotas coletadas (2 mL/min) 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Explicação da Figura 29: Gráfico da cromatografia de troca catiônica em 

matriz de celulose. 1 mL de extrato total foi aplicado na matriz cromatográfica. A matriz 

foi previamente equilibrada com Tris 2 0 mM pH 7,2 obtendo a fração não retida (PI) 

e a fração PII após a eluição com 200 mM de NaCl. Volume da coluna de 3 mL. Volume 
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das frações coletadas: 2 mL. Comprimentos de ondas: 280 nm (proteínas totais); 540 

nm (hemoglobina) e 630 nm (metahemoglobina). 

A fração retida corresponde principalmente à hemoglobina, onde a 

eletroforese em gel de poliacrilamida confirma presença somente de cadeias α e 𝛽 

formando monômeros (15 kDa e 16 kDa, respectivamente) e dímeros (~ 32 kDa) que 

constituem a hemoglobina (Figura 30A). 

  

Figura 30 - Perfil eletroforético e alíquotas acumuladas 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Explicando a Figura 30: (A) Perfil eletroforético de SDS-PAGE a 15% das 

frações proteicas dos marcadores massa molecular, extrato total e fração do 

concentrado de Hb após cromatografia de exclusão (G 100) e após cromatografia 

catiônica CM (5,6,7,8,9). Abreviaturas utilizadas são: M, marcadores moleculares; ET, 

extrato total; G100, fração de concentrado de hemoglobina após cromatografia de 

exclusão e 5,6,7,8,9, alíquotas da fração PII do concentrado de hemoglobina após 

cromatografia catiônica.  (B) Alíquotas acumuladas da fração PII do concentrado de 

hemoglobina após cromatografia catiônica, onde observa-se o aumento e a 

diminuição da coloração vermelha da solução proporcional a curva cromatográfica. 

 

 

 

 

M           ET        G100 
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5.3 Aplicações de marcador biológico in vivo 

 

5.3.1 Modelo experimental em animal 

 

A formação de pápulas, após aplicação subcutânea do azul patente 

(controle positivo) e do concentrado de Hb, nas patas posteriores de cada animal 

estudado, demonstra que a injeção foi realizada de forma satisfatória. O 

desaparecimento gradual dessas pápulas evidencia que as substâncias 

administradas foram drenadas por vasos linfáticos localizados na espessura da derme 

até a chegada do linfonodo poplíteo, simulando, portanto, a mesma drenagem linfática 

dos tumores de pele metastáticos e, consequentemente, a drenagem dos corantes 

utilizados na busca da determinação do LS (Figura 16).              

Foi observado o LS poplíteo através da coloração azulada e com pontos 

amarronzados, devida a presença dos corantes azul patente e o concentrado de Hb, 

respectivamente, demosntrando que houve circulação linfática efetiva durante o 

período decorrente desde a aplicação do corante até a dissecação do LS. Através da 

dissecação do linfonodo poplíteo, foram realizados cortes histológicos nos quais 

avaliou-se a presença das substâncias estudadas fagocitadas pelos macrófagos 

atraves da drenagem linfática. 

 

5.3.2 Determinação do tempo de drenagem no linfonodo sentinela 

 

Após a aplicação de 0,5 mL de azul patente e 1 mL do concentrado de 

hemoglobina, drenando por tempos diferentes (1 h, 2 h, 4 h e 6 h), observou-se que 

2h seria o tempo ideal de drenagem entre o sítio de injeção e o LS da fossa poplítea, 

apresentando uma marcação tecidual mais evidente (Figura 31) e um aumento do 

número de macrófagos com vestígios do concentrado de Hb no seu citoplasma (Figura 

31 e Gráfico 01). 

Macroscopicamente, os tempos de drenagem de 1 h e 2 h, aparentemente, 

apresentam a mesma marcação macroscópica, o que não é confirmado quando 

comparamos os seus histopalógicos, onde a drenagem por 2 h possui um maior 

número de macrófagos com citosol marcado (Figura 31). 

Após a drenagem do concentrado de Hb por 4h e 6h, observou-se uma 

diminuição gradual da marcação tecidual macroscópica, assim como uma diminuição 
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do número de aglomerados de macrófagos com presença de [Hb] em seu citosol e 

aumento de linfa nos seios capsulares (Figuras 31 e Gráfico 01). 

 

Figura 31 - Ensaios in vivo do tempo de drenagem para linfonodo sentinela da região 

poplítea 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 31, observam-se ensaios in vivo do tempo de drenagem para 

linfonodo sentinela da região poplítea. Injeção de 1 mL do purificado e 0,5 mL de azul 

patente (controle positivo) em cada pata posterior, respectivamente. Visão 

macroscópica e histopatológica do linfonodo poplíteo apresentam marcação tecidual 

satisfatória, após aplicação do [Hb] drenar por 2 h. Havendo marcação macroscópica 

bastante satisfatória com 1 h, mas, quando comparado com os histopalógicos de 2 h 
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de drenagem, possui um menor número de macrófagos marcados. Além disso, 

observa-se dimuição na marcação tecidual do tecido linfóide, com o aumento do 

tempo de drenagem, sendo reafirmado nos cortes histopatológicos com a presença 

de seios subcapsulares apresentando elevada concentração de macrófagos 

marcados com 2 h de drenagem (muito boa), diminuindo com o aumento do tempo de 

drenagem: 4 h (boa) e 6 h (regular). 

 

Gráfico 1 - Relevância estatística do número de macrófagos 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Percebe-se, no Gráfico 01, a relevância estatística do número de 

macrófagos com vestígios do concentrado de Hb no seu citoplasma, drenados em 

diferentes tempos (1 h, 2 h, 4 h e 6 h), em que 2 h de drenagem possui maior marcação 

tecidual macroscópica e maior número de macrófagos marcados. 

 

5.3.3 Determinação da concentração padrão para marcação tecidual do 

linfonodo sentinela 

 

Com o objetivo de avaliar o limiar de saturação do tecido linfoide para uma 

marcação mais eficiente em ensaio animal, injetou-se 0,5 mL de azul patente (controle 

positivo) e 1 mL da amostra estudada em concentrações diferentes (5, 10 e 15 
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mg/mL), respeitado o tempo de drenagem de 2h até a dissecção do linfonodo poplíteo 

(Figura 32).  

Após serem observadas as marcações macroscópicas dos LP: 5 mg/mL 

(regular), 10 mg/mL (muito boa) e 15 mg/mL (boa) e as marcações histopatológicas: 

5 mg/mL (6,2 macrófagos por campo), 10 mg/mL (14,6 macrófagos por campo) e 15 

mg/mL (12,2 macrófagos por campo), determinou-se que a concentração padrão seria 

a injeção de 10 mg/mL do concentrado de Hb, em que foi observada uma melhor 

marcação macroscópica e a presença de um maior número de macrófagos com 

vestígios de [Hb] no seu citoplasma (Figura 32 e Gráfico 02). 

 

Figura 32 - Ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentração padrão para 

marcação tecidual do linfonodo da região poplítea 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 32, temos ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentração 

padrão para marcação tecidual do linfonodo da região poplítea. Injeção de 1 mL do 

purificado e 0,5 mL de azul patente (controle positivo) em cada pata posterior, 

respectivamente. Visão macroscópica e histopatológica (40 x) do linfonodo poplíteo 

apresentam marcação tecidual mais efetiva, após aplicação de 10 mg/mL do [Hb], 

drenado por 2 h. Observa-se dimuição na marcação tecidual do tecido linfóide, nas 

concentrações de 5 mg/mL e 15 mg/mL, quando comparado com 10 mg/mL, sendo 
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reafirmado nos cortes histopatológicos com a presença de seios subcapsulares 

apresentando baixa concentração de macrófagos marcados com [Hb]. 

  

Gráfico 2 - Relevância estatística do número de macrófagos 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

No Gráfico 2, observa-se a relevância estatística do número de macrófagos 

com vestígios do concentrado de Hb no seu citoplasma, drenados por 2h, em 

diferentes concentrações (5 mg/mL, 10 mg/mL e 15 mg/mL), onde a concentração de 

10 mg/mL possui maior número de macrófagos marcados. 

 

5.3.4 Atividade da fração isolada após proteólise 

 

Buscando a utilização de uma enzima otimizada para ser empregada na 

degradação total da Hb através de clivagem das suas ligações peptídicas, realizou-se 

alguns ensaios utilizando o concentrado de Hb como substrato e a adição das 

seguintes enzimas: tripsina, pepsina e papaína em temperaturas diferentes (4ºC e 

25ºC, 37ºC) para cada tempo de incubação (30 min, 1 h e 4 h), avaliando, assim, qual 

temperatura e tempo de incubação seriam ideais para a realização das reações 

enzimáticas.  Por fim, os resultados foram avaliados por eletroforese (Figura 33 A, B 

e C). 
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Após analisar as reações enzimáticas nos tempos de incubação e 

temperaturas ideais para cada enzima, observou-se um maior número de produtos de 

degradação da Hb após a reação de catálise da enzima tripsina incubada a 37ºC por 

4 h (Figura 33 C). Sendo assim, a tripsina foi selecionada para a realização do ensaio 

em animal, buscando, assim, avaliar a necessidade da integridade proteica da Hb na 

marcação tecidual do linfonodo sentinela.   

No ensaio animal, primeiramente foram realizados a pesagem, 

imobilização e anestesia de forma apropriada da rata wistar, na qual injetou-se a 

amostra (tripsina + [Hb]), drenando por 2 h até a incisão para retirada do linfonodo 

poplíteo, tendo sempre como controle positivo a outra pata posterior, em que se 

injetava o azul patente. Por fim, observou-se a ausência de marcação tecidual e de 

macrófagos com vestígios da amostra e presença de vacúolos no seu citoplasma 

(Figura 34). 

 

Figura 33 - Perfil proteico das seguintes enzimas: pepsina (A); papaína (B) e tripsina 

(C) 

 

A 
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Fonte: Elaboração da autora. 

 

A Figura 33 traz o perfil proteico das seguintes enzimas: pepsina (A); 

papaína (B) e tripsina (C), em que as enzimas foram preincubadas com a amostra 

purificada por 30 min, 1h e 4h em temperaturas diferentes 4 ºC, 25 ºC e 37 ºC. 

Abreviaturas utilizadas são: MC, marcadores moleculares; C (+), controle 

positivo/concentrado de Hb; C (-), controle negativo/enzima. 

 

B 

C 
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Figura 34 - Ensaio in vivo utilizando o concentrado de Hb após proteólise como o 

marcador tecidual 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 34, encontram-se o ensaio in vivo utilizando o concentrado de 

Hb após proteólise como o marcador tecidual. Injeção de (A) 0,5 mL de azul patente 

(controle positivo) e (B) 1 mL da amostra ([Hb] + tripsina) nas patas posteriores, 

respectivamente, drenando para linfonodos da região poplítea. Foi observado que não 

houve marcação tecidual após a utilização de enzima no concentrado de Hb. 

 

5.3.5 Ensaio de termoestabilidade do marcador biológico 

 

Primeiro, as amostras (10 mg/mL de [Hb]) foram expostas a diferentes 

temperaturas (4 °C, 25 °C, 37 °C e 100 °C) por 10 min e, posteriormente, aplicadas 

na pata posterior de cada animal. Após a aplicação de 0,5 mL de azul patente (controle 

positivo) e 1 mL do concentrado de hemoglobina em diferentes temperaturas, 

drenando por 2 h, observou-se que 25 °C seria a temperatura ideal para maior 

estabilidade do concentrado de Hb, apresentando uma marcação tecidual muito boa 

(Figura 35 B) e um aumento do número de macrófagos com vestígios do concentrado 

de Hb no seu citoplasma (22,8 macrófagos por quadrante) (Figura 35 e Gráfico 3).  

Macroscopicamente, os concentrados de Hb mantidos nas temperaturas 4 

°C (Figura 35 A) e 37 °C (Figura 35 C) apresentam marcação tecidual regular, o que 

é confirmado quando analisado os histopalógicos, sendo observado 13,2 macrófagos 

por quadrante e presença de vacúolos no seu citoplasma, e 7,4 macrófagos por 

quadrante, respectivamente (Figura 35 e Gráfico 3). 

A B 
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Após a drenagem do concentrado de Hb a 100°C, observou-se que não 

houve marcação macroscópica (Figura 35 D), assim como uma brusca diminuição do 

número de macrófagos com presença de [Hb] em seu citosol (1,13 macrófagos por 

quadrante) e aumento de vacúolos no seu citoplasma (Figuras 35 e Gráfico 3). 

 

Figura 35 - Ensaios in vivo com intuito de avaliar a termoestabilidade padrão para 

marcação tecidual do linfonodo da região poplítea 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Pode-se observar, na Figura 35, ensaios in vivo com intuito de avaliar a 

termoestabilidade padrão para marcação tecidual do linfonodo da região poplítea. 

Injeção de 1 mL do concentrado de Hb e 0,5 mL de azul patente (controle positivo) em 

cada pata posterior, respectivamente. Visão macroscópica e histopatológica (40 x) do 

linfonodo poplíteo apresentam marcação tecidual mais efetiva, após aplicação de 10 

A B 

C D 
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mg/mL do [Hb] à 25 °C (B), drenado por 2h. Observa-se dimuição na marcação 

tecidual do tecido linfóide, nas temperaturas de 4 °C (A) e 37 °C (C), quando 

comparado com 2 5°C, sendo reafirmado nos cortes histopatológicos com a presença 

de seios subcapsulares apresentando baixa concentração de macrófagos marcados 

com [Hb]. Na temperatura de 100 °C (D), não foi observada marcação macroscópica 

e, consequentemente, brusca diminuição do número de macrófagos com presença de 

[Hb] em seu citosol (1,13 macrófagos por quadrante). Presença de aumento de 

macrófagos vacuolados (V) nas temperaturas de 4 °C e 100 °C. 

 

Gráfico 3 - Relevância estatística do número de macrófagos 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

No Gráfico 3, tem-se a relevância estatística do número de macrófagos com 

vestígios do concentrado de Hb no seu citoplasma, drenados por 2h, mantidos em 

diferentes temperetauras (4 °C, 25 °C, 37 °C e 100 °C), em que a temperatura de 25 

°C possui maior número de macrófagos marcados por quadrante. 
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5.3.6 Ensaio para obtenção de metahemoglobina em diferentes concentrações 

e a sua relação com a marcação tecidual do linfonodo sentinela 

 

Visando avaliar o efeito da concentração de metaHb na marcação tecidual 

do linfonodo sentinela da região poplítea, foram aplicadas soluções contendo metaHb 

em diferentes concentrações. Para se tornar possível o preparo das amostras 

contendo metaHb, realizou-se a aplicação do nitrito a 3% ao concentrado de 

hemoglobina deixando-os em contato por diferentes tempos (15 h, 18 h, 21 h, 24 h, 

48 h-triplicata e 72 h). Após a obtenção das soluções nos tempos de contato 

preconizados, foram realizados os cálculos para revelar as concentrações de 

metahemoglobina, sendo obtidas diferentes medidas de Hb e metaHb (Tabela 1). O 

aumento da concentração da metaHb acontece de forma contínua e inversamente 

proporcional ao aumento da concentração de Hb, chegando ao pico com 48h de tempo 

de contato entre a solução de concentrado de Hb + nitrito a 3%, e ocorrendo 

decréscimo na concentração de metaHb com 72 h de contato (Gráfico 4). 

  

Tabela 1 - Concentração de metahemoglobina e hemoglobina, por tempo de contato 

do Nitrito com o concentrado de hemoglobina 

 

Fonte: Elaboração da autora. 
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Gráfico 4 - Gráfico demonstrativo da relação entre concentração de hemoglobina e 

metahemoglobina, após o contato do concentrado de Hb com Nitrito a 3% 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Depois da obtenção das amostras em diferentes concentrações de 

metaHb, realizou-se os ensaios em animais, com intuito de avaliar a relação da 

metaHb com a marcação tecidual do linfonodo e o aumento do número de macrófagos 

com vestígios de corantes no seu citoplasma.  

Após as aplicações das amostras, citadas na tabela acima (Tabela 1), em 

animais, foi possível observar que o aumento da concentração de metaHb é 

diretamente proporcional ao aumento da coloração do linfonodo sentinela: 2,67 mg/mL 

de metaHb (marcação tecidual regular; 7,2 macrófagos/campo) (Figura 36 A), 3,75 

mg/mL de metaHb (marcação tecidual regular; 9,4 macrófagos/campo) (Figura 36 B), 

6,11 mg/mL de metaHb (marcação tecidual  boa;18 macrófagos/campo) (Figura 36 C), 

6,67 mg/mL (marcação tecidual muito boa; 26,8 macrófagos/campo) (Figura 36 D) ~10 

mg/mL (marcação tecidual ótima; 32,87 macrófagos/campo) (Figura 36 E) e 6,47 

mg/mL (marcação tecidual muito boa; 21,8 macrófagos/campo) (Figura 36 F), sendo 

reafirmado nos cortes histopatológicos com a presença de seios subcapsulares 

apresentando alta concentração de macrófagos marcados com metaHb. Sendo assim, 

o crescente tempo de contato do nitrito a 3% com a amostra até 48h, aumentava a 

concentração de metaHb de forma progressiva apresentando uma crescente 

coloração tecidual e um aumento gradativo do número de macrófagos com vestígios 

da solução no seu citoplasma (Figura 36 A-E e Gráfico 5). Após as 48 h, foi observado 
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um decréscimo da concentração de metaHb e uma diminuição da marcação 

macroscópica e microscópica do tecido linfoide (Figura 36 F e Gráfico 5).  

As soluções que tinham maior concentração de Hb e menor concentração 

de metahemoglobina apresentavam coloração tecidual menos efetiva e um menor 

número de macrófagos com vestígios da solução no seu citoplasma, quando 

comparadas com linfonodos corados com soluções com alta concentração de metaHb 

(Figura 36 e Gráfico 5). 

  

Figura 36 - ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentração de 

metahemoglobina ideal para uma coloração efetiva do linfonodo sentinela da região 

poplítea 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Tem-se, na Figura 36, ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentração 

de metahemoglobina ideal para uma coloração efetiva do linfonodo sentinela da região 

poplítea. Injeção de 1 mL da solução com diferentes concentrações de metaHb e 0,5 

mL de azul patente (controle positivo) em cada pata posterior, respectivamente. Visão 

macroscópica e histopatológica (40 x) do linfonodo poplíteo apresentam marcação 

tecidual mais efetiva, na concentração de aproximadamente 10 mg/mL de metaHb, 

drenado por 2h. Concentrações de metaHb: A (2,67 mg/mL), B (3,75 mg/mL), C (6,11 

mg/mL), D (6,67 mg/mL), E (≅ 10 mg/mL) e F (6,47 mg/mL). Observa-se aumento na 
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marcação tecidual do tecido linfóide proporcional ao aumento da concentração de 

metaHb: A regular (7,2 macrófagos/campo), B regular (9,4 macrófagos/campo), C  boa 

(18 macrófagos/campo), D muito boa (26,8 macrófagos/campo), E ótima (32,87 

macrófagos/campo) e F muito boa (21,8 macrófagos/campo), sendo reafirmado nos 

cortes histopatológicos com a presença de seios subcapsulares apresentando alta 

concentração de macrófagos marcados com metaHb. Após as 48h de tempo de 

contato entre [Hb] + Nitrito 3%, há uma redução significativa de metaHb, ocasionando 

redução na marcação do linfonodo poplíteo (muito boa) e do número de macrófagos 

com marcação no citoplasma (21,8 macrófago/campo). 

 

Gráfico 5 - Relevância estatística do número de macrófagos 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

No Gráfico 5, observa-se a relevância estatística do número de macrófagos 

com vestígios do concentrado de metaHb no seu citoplasma, drenados por 2 h, em 

diferentes concentrações (A - 2,67 mg/mL; B - 3,75 mg/mL; C - 6,11 mg/mL; D - 6,67 

mg/mL; E - 9,85 mg/mL; F - 10 mg/mL; G - 9,98 mg/mL e H - 6,47 mg/mL), em que a 

concentração de ≅ 10 mg/mL possui maior marcação tecidual macroscópica e maior 

número de macrófagos marcados. 

O nitrito a 3% possui papel relevante na marcação do LS, pois, até chegar 

ao limiar da reação, quanto maior for o seu tempo de contato com o concentrado de 
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Hb, maior será a concentração de metaHb. Comparando todos os ensaios realizados 

com concentrado de Hb, com e sem nitrito a 3%, observa-se que as amostras com 

nitrito apresentam aumento do número de macrófagos com marcação no citoplasma 

(Gráfico 6), o que contribui de forma signiticativa para uma marcação tecidual 

otimizada (Figura 35). 

 

Gráfico 6 - Relevância estatística do maior número de macrófagos com vestígios do 

concentrado de hemoglobina com nitrito 

 

Fonte: Elaboração da autora. 

 

Pode-se ver, no Gráfico 6, a relevância estatística do maior número de 

macrófagos com vestígios do concentrado de hemoglobina com nitrito (maior 

[MetaHb]) no seu citoplasma, quando comparado com a presença de vestígios do 

concentrado de hemoglobina (menor [MetaHb]) sem nitrito no citoplasma dos 

macrófagos. 

 

5.4 Microscopia confocal 

 

Uma vez identificada a proteína responsável pela marcação tecidual do 

linfonodo sentinela, foram realizados experimentos com auxílio da microscopia 

confocal para avaliar a presença de vestígios de hemoglobina no citoplasma e/ou 
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matriz extracelular dos macrófagos in vivo. As células fagocíticas foram estimuladas 

com 10 mg/mL do [Hb] e mantidas por 24 h, a temperatura de 37 °C, 5% de CO2 e 

95% de umidade. Por fim, os macrófagos foram avaliados utilizando 540 nm de 

intensidade de fluorescência.  

Foi possível observar que as células estimuladas pelo concentrado de Hb 

exibiam expressão significativa, quando comparadas com o controle negativo 

(macrófagos em meio de cultura) (Figura 37 A), onde as células expostas ao [Hb] 

encontravam-se bastante reativas (pseudópodes) e apresentavam vesículas que 

emitiam fluorescência verde (Figura 37 B). 

 

Figura 37 - Imagens com microscopia confocal da presença de fagossomos 

contendo concentrado de Hb 
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Fonte: Elaboração da autora. 

 

Na Figura 37, têm-se imagens com microscopia confocal da presença de 

fagossomos contendo concentrado de Hb, após estimulo fagocítico dos macrófagos. 

As figuras A, são imagens do controle negativo, onde os macrófagos estão expostos 

somente ao meio de cultura. Enquanto que as figuras B são macrófagos em contato 

com o concentrado de hemoglobina por 24 h, onde observa-se a formação de 

vesículas que emitem fluorescência verde, quando lidas a 540 nm. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Em 2009, uma nova linha de pesquisa experimental em animais apresentou 

a hemossiderina, produto da degradação da hemoglobina, como um possível 

marcador do linfonodo sentinela em mama de cadelas. Nesse estudo, a associação 

de hemossiderina e Tc 99m revelou resultados semelhantes na BLS quando 

comparados ao tecnécio (Tc 99m) e azul patente. A hemossiderina apresentou-se, 

experimentalmente, como um novo corante, isento de efeitos adversos e de baixo 

custo, tornando-se uma alternativa aos corantes atuais (PINHEIRO et al., 2009). 

Posteriormente ao estudo de Pinheiro, Vasques et al. (2015) iniciaram estudos sobre 

a utilização da hemossiderina em pacientes com câncer de mama com tumores iniciais 

(T1/T2) e axila clinicamente negativa. Anos depois, Aguiar et al. (2017) avaliaram a 

eficácia da hemossiderina como marcador do LS em cânceres de mama em pacientes 

portadoras de tumores localmente avançados (T2 > 4 cm/T3/T4). Ambos obtiveram 

sucesso quando comparados com teste padrão ouro (Tc 99). 

Apesar de ser comprovada a eficiência do novo marcador autólogo do 

sangue no método de identificação do linfonodo sentinela, existem controvérsias 

sobre a afirmação de que este marcador seria a “hemossiderina”, como afirmaram os 

autores Pinheiro et al. (2009), Vasques et al. (2015) e Aguiar et al. (2017), pois a 

hemossiderina é oriunda da degradação química dos núcleos de ferritina através de 

proteólise lisossomal (BELL et al., 1984; WEIR, GIBSON e PETERS, 1984), 

requerendo uma maior complexidade no seu preparo (WEIR, GIBSON e PETERS, 

1984; SAITO, 2014). O método para obtenção da ‘hemossiderina” destas pesquisas 

possuíam baixa complexidade:  

 

(...) era centrifugado a 2000 rpm, a 22oC, por dez minutos. O 

material centrifugado se distribuiu em três camadas no tubo de 

ensaio. As camadas superior e intermediária (soro) eram 

descartadas e a camada inferior (hemácias) diluída com soro 

fisiológico em igual volume ao retirado, e homogeneizado 

manualmente em câmara protegida por fluxo laminar. A solução 

obtida era novamente centrifugada (3800 rpm por três minutos), 

com o aparecimento de duas fases. A primeira era descartada e 

o volume retirado reposto com água bidestilada, na câmara de 
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fluxo laminar, provocando a hemólise do concentrado de 

hemácias. Após a terceira e última centrifugação (3800rpm por 

três minutos), obteve-se uma única fase de hemácias lisadas, 

um produto rico em hemossiderina em suspensão no líquido 

avermelhado. (Vasques et al., 2015; Aguiar et al., 2017).  

 

Sabe-se que o processo de isolamento da hemossiderina é experimentado 

há décadas e envolve diversas etapas que vão desde a obtenção de um extrato bruto 

até a purificação final (MCKAY e FINEBERG, 1964; LUDEWIG e FRANZ, 1970; WEIR, 

GIBSON e PETERS, 1984), não sendo possível ocorrer o isolamento propriamente 

dito da hemossiderina de forma tão elementar como o método descrito pelos autores 

citados anteriormente. Considerando os benefícios do novo marcador autólogo do 

sangue, fomos impelidos ao desenvolvimento de um marcador biológico otimizado, 

tendo como objetivos a maximização da marcação dos linfonodos, assim como o 

isolamento e doseamento da substância responsável pela coloração através da 

padronização da extração do concentrado de hemácias hemolisadas e da purificação 

da proteína responsável por esta marcação tecidual. 

 

6.1 Padronização da obtenção do extrato total (concentrado de hemácias 

hemolisadas) 

 

Tendo em vista que o marcador autólogo do sangue utilizado anteriormente 

seria constituído por um pool de proteínas derivadas do sangue total, buscou-se a 

diminuição de prováveis contaminantes desde a preparação do extrato total até o 

isolamento da substância responsável pela marcação do linfonodo sentinela da região 

poplítea de ratas wistar. Para isso, inicialmente, foram realizados ensaios para 

obtenção do extrato total, visando extrair somente as proteínas eritrocitárias.  

A obtenção do extrato total da nossa pesquisa apresentou dados 

qualitativos bastante satisfatórios, através dos quais observou-se nas micrografias 

uma expressiva diminuição do número de leucócitos residuais (Figura 25) e de 

hemácias integras após hemólise (Figura 26). Os indicadores quantitativos após a 

obtenção dos concentrados de hemácias lavadas e hemolisadas estão dentro dos 

critérios de aceitação para controle da qualidade de concentrado de hemácias 

desleucocitados preconizados pela Rede de Serviços Tecnológicos para Sangue e 
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Hemoderivados (Quadro 4) (SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011), apresentando 

a contagem do número de leucócitos residuais menores que 5,0 x 106/unid. O grau de 

hemólise maior que 80% sugere que houve eficiência na hemólise por meio hipotônico 

(água ultrapura), capaz de provocar drástica hemólise no concentrado de hemácias 

estudado, pois não se observa a presença de células intactas, somente resíduos de 

membrana celular na microscopia óptica (Figura 26). O elevado rendimento de 

proteínas eritrocitárias do ET, sendo obtido em média 1,76 mg/mL, a elevada 

concentração de hemoglobina total, a redução do número de contaminantes celulares 

derivados do sangue total e o elevado grau de hemólise demonstram que a 

metodologia empregada na sua obtenção é bastante eficiente. 

A eletroforese em gel 2D de poliacrilamida- dodecil sulfato de sódio (SDS- 

PAGE) do ET evidenciou a presença das principais proteínas eritrocitárias: alta 

concentração de hemoglobina- cadeias alfa e beta (15 e 16 KDa/pI 8,69 e 7,28, 

respectivamente) e suas isoformas com ampla variação de pI, metahemoglobina 

redutase (30 kDa/pI 6.8) e anidrase carbônica (29 kDa/pI 6.8) (Figura 27). O dado 

obtido por essa eletroforese reforça a hipótese de que não só a hemossiderina, mas 

também o marcador autólogo do sangue é responsável pela coloração do LS. 

 

6.2 Purificação da hemoglobina 

 

A principal proteína solúvel encontrada nos eritrócitos é a hemoglobina, 

sendo representada por aproximadamente 95% do peso seco de um eritrócito e cerca 

de 75% da proteína total do sangue (RODWELL, 2015; AZEVEDO, 2014; VOET, 

2013). De fato, o resultado da eletroforese 2D mostra alta concentração de 

hemoglobina e suas isoformas com ampla variação de pI (Figura 27). A hemoglobina 

é uma proteína tetramérica composta por 2 cadeias α (cada uma com 141 resíduos) 

e 2 cadeias β (cada uma com 146 resíduos) de globina, em que as quatro unidades 

polipeptídicas estão ligadas entre si por ligações não covalentes. Em cada cadeia da 

estrutura da proteína contém um grupo prostético heme (responsável pela cor do 

sangue), composto por um anel protoporfirínico contendo um átomo de ferro no seu 

estado ferroso (Fe2+). O átomo de ferro de cada grupo prostético heme está ligado a 

uma cadeia lateral de histidina (cadeia β está ligada a His63 e a cadeia α His58), que 

coloca o grupo heme na ligação central, na posição E7 (AZEVEDO, 2014; GORDON- 

SMITH, 2007, 2013; KLINKEN, 2002; NELSON e COX, 2014). Cerca de 1 a 2% da Hb 
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encontrada no sangue humano são metahemoglobinas. Essa forma é produto da 

oxidação do Fe2+ a Fe3+, de forma que o heme é oxidado a hematina. A metaHb pode 

ser obtida de diversas formas, por exemplo, devido à auto-oxidação da oxiHb, 

consequência da sua baixa estabilidade em solução (NELSON e COX, 2014; VOET, 

2013). 

Após as observações anteriores, voltamos a atenção para a importância da 

purificação da hemoglobina e suas particularidades, além da execução das 

experimentações in vivo. Comparando diferentes métodos de purificação da 

hemoglobina, Elmer et al (2010) afirmaram que os processos de purificação de Hb 

possuem o mesmo fluxo de realização: (1) fracionamento dos eritrócitos, (2) lise de 

eritrocitos e (3) um esquema de purificação final. Na primeira fase, o sangue total é 

centrifugado para produzir uma camada concentrada de eritrócitos embaixo de um 

fina camada de leucócitos e um sobrenadante de soro. Depois de lavar os glóbulos 

vermelhos com uma solução salina isotônica para remover quaisquer proteínas 

séricas e anticorpos, as hemácias fracionadas são lisadas em uma solução tampão 

hipotônica para liberação encapsulada Hb e outras proteínas eritrocitárias e, por fim, 

o lisado é purificado utilizando técnicas cromatográficas para remover impurezas de 

proteínas eritrocitárias e produzir Hb pura (ELMER et al., 2010).  

Buscando o máximo de separação das macromoléculas presentes na 

solução eritrocitária e consequentemente a remoção de contaminantes e isolamento 

da Hb, inicialmente, foi realizada como ensaio, a cromatografia de exclusão molecular 

em bancada, utilizando um gel com ampla resolução das massas moleculares: 

Sephadex G100 (Resolução: 4-150 KDa).  O concentrado de hemoglobina foi 

recuperado a partir da eluição da coluna de exclusão com uma solução tampão, 

contendo solução de Citrato trisódico 22 g/L e ácido cítrico 8 g/L a 0,1 M e pH 7,0, e 

posterior ultracentrifugação. De acordo com a sequência de aminoácidos, a 

hemoglobina apresenta um peso molecular estimado de 67.000 Da (LATHE e 

RUTHEVEN, 1956), correspondendo 15 KDa (monômeros), 32 KDa (dímeros), 50 

KDa (trímeros) e 64 KDa (tetrâmeros) (ELMER et al., 2010), valores próximos daquele 

estimado neste trabalho: ~15 KDa e 32 KDa. Tal resultado é significativo levando em 

consideração que o erro do referido método eletroforético é de aproximadamente 

10%, desde que não estejam envolvidas proteínas com pI em pH muito extremos ou 

ainda apresentando pesos moleculares muito baixos (SILVA JR., 2001). Mesmo com 

a afirmação de Elmer (2010) de que a cromatografia teria isolado somente 
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hemoglobina, sabe-se que outras proteínas, como anidrase carbônica (MW ~ 29 KDa) 

(ANDERSSON, NYMAN e STRID, 1972; SAHIN et al., 2014), superóxido dismutase 

(MW ~ 30 KDa) (SUN e PALMER, 2008) mesmo em concentrações inferiores a 10% 

da solução, podem estar presentes (LU et al, 2004; DIMINO e PALMER, 2007).  

Visto o baixo rendimento do concentrado de Hb (0,14 mg/mL), as 

dificuldades de manipulação do gel Sephadex G 100 em bancada e a necessidade de 

realizar a ultrafiltração (centricon), este método de purificação consumiu considerável 

tempo de trabalho durante o semestre, dificultando a realização dos nossos ensaios 

in vivo e in vitro. Devido a necessidade de uma nova estratégia de purificação da Hb 

e a considerável heterogeneidade de preparação desta macromolécula isolada por 

vários modelos cromatográficos existentes na literatura: extração em fase aquosa 

(LEE e KAN, 1993), aquecimento na presença de agentes redutores (o que faz com 

que as impurezas precipitem) (LI et al., 2006), e vários outros tipos de cromatografias 

(HSIA et al., 1986; LIAU et al., 2003; WETZ e GAWRYL, 1996), buscou-se um novo 

método cromatográfico a ser empregado.  

Haja vista as características bioquímicas da Hb, o método cromatográfico 

deveria respeitar as suas peculiaridades, propiciando alto rendimento e baixo 

consumo de tempo. Analisando essas particularidades, o recurso de purificação 

adotado foi a cromatografia de troca iônica em AKTA Purifer, onde o Fe-III presente 

no grupo prostético heme da Hb diluído em solução ácida (Tris-HCl 20 mM pH 7,2) 

possui alta afinidade por resina de troca catiônica (Carboximetil-celulose) (KANAORI 

et al., 2011; ABRÃO, 1972), dando margem a uma melhor separação da hemoglobina 

de outras proteínas contidas na referida preparação. A purificação realizada pela CM 

produziu maior rendimento na produção do concentrado de Hb (0,5278 mg/mL) e em 

menor tempo hábil, quando comparado ao método empregado na cromatografia de 

exclusão Sephadex G-100. 

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS confirmou a 

homogenicidade das amostras nos dois métodos de purificação empregados. Na 

cromatografia utilizando Sephadex G-100, a primeira etapa de purificação apresentou 

α e 𝛽 formando monômeros (15 KDa e 16 KDa, respectivamente) e dímeros (≅ 32 

KDa) da Hb e um resíduo de proteína globínica (45 KDa); na segunda etapa de 

purificação, retirou-se o contaminante (resíduo de proteína globínica) através da 

ultrafiltração (centricon) (Figura 28 B). A cromatografia de troca catiônica empregando 

Carboximetil-celulose apresentou redução de contaminantes, exibindo somente α e 𝛽 
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formando monômeros (15 KDa e 16 KDa, respectivamente) e dímeros (≅ 32 KDa) da 

Hb (Figura 30 A). 

 

6.3 Aplicações de marcador biológico in vivo 

 

Visando a realização da biópsia do linfonodo sentinela em ensaios com 

ratas wistar, fez-se necessária a padronização do método in vivo para futuras triagens 

do novo marcador biológico (concentrado de Hb) otimizado. Para isso, seguiu-se um 

protocolo animal de BLS adaptado, preconizado por Woynforth, Flecknell (1992) e 

Oliveira et al (2003), onde foram injetados na camada subdérmica das patas 

posteriores das ratas: azul patente (controle positivo) e concentrado de Hb. 

Inicialmente, padronizou-se que 2 h seria o tempo ideal de drenagem entre o sítio de 

injeção e a fossa poplítea, apresentando uma marcação tecidual mais evidente (Figura 

31) e um aumento do número de macrófagos com vestígios do concentrado de Hb no 

seu citoplasma, quando comparado com os outros tempos de drenagem (1 h, 4 h e 6 

h) (Figura 31 e Gráfico 01). Por fim, objetivando avaliar o limiar de saturação do tecido 

linfoide para uma marcação mais eficiente em ensaio animal, determinou-se que a 

concentração padrão seria a injeção de 10 mg/mL do concentrado de Hb, sendo 

observadas uma melhor marcação macroscópica e a presença de um maior número 

de macrófagos com vestígios de [Hb] no seu citoplasma, quando comparado com as 

outras concentrações (5 mg/mL e 15 mg/mL) (Figura 32 e Gráfico 02). 

 

6.4 Atividade da fração isolada após proteólise 

 

Tendo em vista que o meio extracelular contém proteases (enzimas que 

catalisam clivagem hidrolítica das ligações peptídicas) e outras enzimas degradativas, 

e que após a hemólise eritrocitária as proteínas liberadas podem ser inativadas 

(NELSON e COX, 2014), buscou-se avaliar o quanto as enzimas proteolíticas 

poderiam interferir de forma direta na marcação tecidual do LS ao utilizar o 

concentrado de Hb sobre o efeito das proteases. Para isso, inicialmente, avaliou-se a 

utilização de uma enzima otimizada para ser empregada na degradação total do 

concentrado de Hb através de clivagem das suas ligações peptídicas, realizando 

ensaios utilizando o concentrado de Hb como substrato e a adição das enzimas 

(tripsina, pepsina e papaína) em temperaturas diferentes (4 ºC, 25 ºC e 37 ºC) para 
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cada tempo de incubação (30 min, 1 h e 4 h), avaliando, assim, qual temperatura e 

tempo de incubação seriam ideais para a realização das reações enzimáticas. 

Posteriormente, foi observado que a tripsina incubada a 37 ºC por 4 h produz um maior 

número de produtos de degradação da Hb (Figura 33). Essa enzima foi então 

selecionada para a realização do ensaio em animal, buscando, assim, avaliar a 

necessidade da integridade proteica da Hb na marcação tecidual do linfonodo 

sentinela.  

Após a realização do ensaio em animal com a solução contendo o 

concentrado de Hb e tripsina, observou-se a ausência de marcação tecidual (Figura 

34) e, no histopatológico, a presença de número reduzido de macrófagos com 

vestígios da amostra e de vacúolos no seu citoplasma. Analisando os resultados 

realizados in vivo, concluímos que para uma marcação tecidual efetiva é importante a 

manutenção da integridade proteica da amostra a ser injetada, sendo indicado a 

utilização de inibidores de proteases no concentrado de Hb, assim, pode-se garantir 

uma potencialização na marcação tecidual do LS. Sabe-se que a coadministração de 

agentes inibidores das enzimas proteolíticas é uma estratégia possível para o 

aumento da biodisponibilidade oral de peptídios e proteínas, como foi demonstrado 

em vários estudos in vivo (LANGGUTH et al., 1997; KIMURA et al., 1996; MORISHITA 

et al., 1992a), porém, a utilização de inibidores proteolíticos conjugados com o novo 

marcador biológico requer atenção e estudos futuros, pois a sua grande maioria 

possuem alta toxicidade (SILVA et al, 2002). 

 

6.5 Ensaio de termoestabilidade 

 

A termoestabilidade é um fator preponderante na manutenção da atividade 

proteica, tendo em vista que a grande maioria das proteínas eritrocitárias é facilmente 

desnaturadas em temperaturas elevadas, como a hemossiderina. Existem, também, 

excessões como a ferritina, que possui resistencia ao calor de até 75 °C (SAITO, 

2014). Apesar da estabilidade térmica das proteínas variar muito, algumas delas 

desnaturam lentamente acima de 25 oC (VOET e VOET, 2013). Devido à grande 

variabilidade térmica das proteínas eritrocitárias, avaliou-se em qual temperatura o 

concentrado de Hb estaria mais estável e, para isso, injetou-se 10 mg/mL do 

concentrado de Hb que foram expostos por 10 min a diferentes temperaturas (4 oC, 

25 oC, 37 oC e 100 oC), drenando por 2 h, sendo observado que a 25 °C seria 
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alcançada a maior estabilidade da amostra, apresentando uma marcação tecidual 

muito boa (Figura 35 B) e um aumento do número de macrófagos com vestígios do 

concentrado de Hb no seu citoplasma (22,8 macrófagos por quadrante) (Figura 35 e 

Gráfico 3). 

  

6.6 Ensaio para obtenção de metahemoglobina em diferentes concentrações e 

a sua relação com a marcação tecidual do linfonodo sentinela 

 

Segundo Vasques, os resultados obtidos com linfocintilografia e 

ressonância magnética (RM) mostram uma maior intensidade de sinal em linfonodos 

que receberam injeção do marcador hemossiderina, quando comparados com regiões 

teciduais adjacentes a eles mesmos ou em relação aos linfonodos contralaterais 

(VASQUES, 2016). Sabe-se que, no caso de hematomas em evolução, o ferro sofre 

alterações na quelação e nos estados de spin dos elétrons, assim como na geometria 

molecular e na compartimentalização, que se manifestam por alterações 

características à imagem por RM (LUFKIN, 1999). No estágio agudo do hematoma, 

tipicamente aparece com iso ou hipossinal nas sequências ponderadas em T1 e com 

marcado hipossinal em T2 (alta concentração de desoxi-hemoglobina intracelular). No 

estágio subagudo, observa-se um hipersinal em T1 e T2 (efeitos paramagnéticos da 

meta-hemoglobina livre [Fe3+], produto da oxidação da hemoglobina [Fe2+]). No 

estágio crônico, há halo de hipossinal em T1 e T2, que é atribuído à deposição de 

ferritina e hemossiderina (Tabela 2) (MARTINS et al, 2008; KAWASHINA, SANDLER 

e ERNEST, 1999). 

 

Tabela 2 - Estágios do hematoma na ressonância magnética 

 
Fonte: Elaboração da autora. 
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Como é vastamente descrito pela literatura, a evolução do ferro no 

hematoma, inicialmente, encontra-se na forma de oxihemoglobina (Fe+2), não 

apresentando elétrons pareados e é, portanto, diamagnético. Após desnaturação da 

oxihemoglobina, embora ainda contenha Fe+2, origina-se a desoxihemoglobina com 4 

elétrons não pareados. Devido à geometria molecular, os elétrons não pareados não 

podem chegar suficientemente próximo dos prótons de água para que ocorram 

interações próton-elétron, dipolo-dipolo, gerando pouco sinal magnético. Durante uma 

hipóxia continuada, há nas hemácias a oxidação irreversível da desoxihemoglobina a 

metahemoglobina. A metahemoglobina tem 5 elétrons não pareados e, devido a sua 

geometria, possibilita que os prótons da água se aproximem o suficiente para que 

ocorram interações próton-elétron, dipolo-dipolo, gerando um aumento no sinal 

magnético (Tabela 2) (LUFKIN, 1999).  

Visto que as pacientes de Vasques et al. (2016) apresentaram hipersinal 

magnético no LS axilar após a injeção do marcador “hemossiderina” e que a 

metahemoglobina é o único derivado eritrocitário que emite hipersinal magnético, 

buscou-se avaliar o envolvimento da metahemoglobina na marcação tecidual do LS 

através de ensaios in vivo com diferentes concentrações de metaHb. Para se tornar 

possível o preparo das amostras contendo diferentes concentrações de metaHb, 

realizou-se a aplicação do nitrito a 3% ao concentrado de hemoglobina deixando-os 

em contato por diferentes tempos (15h, 18h, 21h, 24h, 48h-triplicata e 72h), chegando 

a diferentes concentrações (2,67 mg/mL, 3,75 mg/mL, 6,11 mg/mL, 6,67 mg/mL, ≅ 10 

mg/mL e 6,47 mg/mL, respectivamente), em que observou-se um crescente aumento 

na concentração de metaHb inversamente proporcional ao aumento da concentração 

de Hb, atingindo o pico com 48h de tempo de contato entre a solução de concentrado 

de Hb + nitrito a 3%, e ocorrendo decréscimo na concentração de metaHb com 72h 

de contato (Gráfico 3).  

Os ensaios in vivo com amostras contendo 2,67 mg/mL, 3,75 mg/mL, 6,11 

mg/mL, 6,67 mg/mL e ≅ 10 mg/mL de metaHb, respectivamente, apresentaram uma 

crescente marcação tecidual e um aumento gradativo do número de macrófagos com 

vestígios da solução (alta [metaHb] e baixa [Hb]) no seu citoplasma (Figura 36 A-E e 

Gráfico 5). Após as 48h, foi observado um decréscimo da concentração de metaHb 

(6,47 mg/mL) e uma diminuição da marcação macroscópica e microscópica do tecido 

linfoide (Figura 36 F e Gráfico 5).  
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As soluções que tinham maior concentração de Hb e menor concentração 

de metahemoglobina apresentavam coloração tecidual menos efetiva e um menor 

número de macrófagos com vestígios da solução no seu citoplasma, quando 

comparadas com linfonodos corados com soluções com alta concentração de metaHb 

(Figura 36 e Gráfico 5).  

Tendo em vista que as amostras do concentrado de Hb submetidas ao 

maior tempo de contato com nitrito (alta [metaHb] e baixa [Hb]) apresentaram 

melhores resultados de marcação tecidual e aumento no número de macrófagos com 

vestígios da solução (Figura 36 D-F), quando comparada às amostras de concentrado 

de Hb que possuem menor tempo de contato com nitrito (alta [Hb] e baixa [metaHb]) 

(Figura 36 A-C). Conclui-se que a metahemoglobina é a principal proteína eritrocitária 

responsável pela marcação otimizada do tecido linfoide, podendo ser absorvida de 

forma mais eficiente do que a hemoglobina e consequentemente obtendo a melhor 

marcação macroscópica e microscópica (Gráfico 5). 

 

6.7 Microscopia confocal 

 

Uma vez identificada a proteína responsável pela marcação tecidual do 

linfonodo sentinela, foram realizados experimentos com auxílio da microscopia 

confocal para reafirmar os resultados histopatológicos, avaliando a presença de 

vestígios de hemoglobina no citoplasma e/ou matriz extracelular dos macrófagos in 

vivo, utilizando um comprimento de onda de 540 nm. Após estimulo das células 

fagocíticas com 10 mg/mL de [Hb] por 24 h, a temperatura de 37 °C, 5% de CO2 e 

95% de umidade, observou-se que as células estimuladas pelo concentrado de Hb 

exibiam expressão significativa, quando comparadas com o controle negativo 

(macrófagos em meio de cultura) (Figura 37 A). Os macrófagos expostos ao [Hb] 

encontravam-se bastante reativos (aumento do número de pseudópodes) e 

apresentavam vesículas que emitiam fluorescência verde, que, supostamente, seriam 

fagossomas com conteúdo hemoglobínico (Figura 37 B). 

Acredita-se que a internalização do concentrado de Hb pelas células 

fagocíticas, ocorra assim como a Hb liberada dos eritrócitos (em decorrência de 

doenças hemolíticas ou transfusão, por exemplo), estabelecendo um equilíbrio 

dinâmico na internalização e digestão da Hb. Os mecanismos de remoção da Hb são 

descritos por diversos autores, ocorrendo por meio do complexo haptoglobina-
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hemoglobina (Hp-Hb) e do receptor CD-163 (ROBINSON, 1972; PIOMELLI e 

SEAMAN, 1993; CLARK, 1998; LEE et al, 1999; NIELSEN; MOLLER; MOESTRUP, 

2010; SCHAER et al., 2013; COSTA; FERTRIN; CONRAN, 2013; SANTOS, 2015). 

A haptoglobina é uma glicoproteína de fase aguda encontrada na fração 

α2-globulina na maioria das espécies de mamíferos (HWANG; GREER, 1980). Essa 

proteína é formada por subunidades α e β, e apresenta três diferentes variações 

fenotípicas em humanos, a Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2. A haptoglobina apresenta alta 

afinidade pela hemoglobina e liga-se a seus dímeros na proporção 1:1 (um dímero de 

Hb para uma unidade αβ da Hp) (ADAMS; WEISS, 1968; CHIANCONE et al., 1968; 

NAGEL; GIBSON, 1971). A interação Hp-Hb é tida como uma das mais fortes 

interações não covalentes observadas no plasma (HWANG; GREER, 1980; NIELSEN; 

MOLLER; MOESTRUP, 2010) e esse complexo é considerado virtualmente 

irreversível (ANDERSEN et al., 2012). Essa interação protege a Hb contra danos 

estruturais causados por peroxidação, como a formação de cross-link entre cadeias α 

e a oxidação de aminoácidos em regiões críticas presentes na cadeia β (como 

exemplo, Trp15, Cys93 e Cys112) (BUEHLER et al., 2009; JIA et al., 2007; NIELSEN; 

MOLLER; MOESTRUP, 2010).  

O complexo Hp-Hb é rapidamente removido da circulação por macrófagos, 

através da interação de alta afinidade ao receptor CD163 (ANDERSEN et al., 2012; 

JIA et al., 2013; NIELSEN; MOLLER; MOESTRUP, 2010). Esse receptor apresenta 

também, em menor intensidade, afinidade pela Hb livre, sendo este um fator 

importante para a remoção da Hb plasmática em situações nas quais ocorre a 

depleção da haptoglobina, como observado após a administração de alguns HBOCs 

(SCHAER et al., 2006). Após a internalização por macrófagos, a digestão proteolítica 

libera o grupo heme da estrutura da Hb, o qual é, posteriormente, degradado no citosol 

pela enzima heme oxigenasse (HMOX) com a formação de biliverdina, monóxido de 

carbono e ferro (BELCHER et al., 2010; KNUTSON; WESSLING-RESNICK, 2003; 

MAINES, 1997, 2005). 

 

6.8 Importância de um novo marcador otimizado  

 

Nas últimas décadas, houve avanços significativos na terapia de pacientes 

com câncer de mama. O advento de mamógrafos mais modernos e a expansão do 

acesso a esse exame, campanhas de conscientização, o surgimento da core biopsy, 
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que é uma técnica menos invasiva de se obter um fragmento do tumor para a análise 

anatomopatológica, todos esses fatores contribuíram para o diagnóstico de lesões em 

estágio mais precoce. O tratamento cirúrgico se modificou com o tempo, tornando-se 

menos agressivo sem perder sua eficácia terapêutica (SOUZA et al., 2015). A biópsia 

do linfonodo sentinela surgiu para contribuir com essa corrente de inovações, 

substituindo o esvaziamento axilar no estadiamento do câncer de mama inicial com 

axila clinicamente negativa (LYMAN et al., 2014), tornando possível a substituição de 

técnicas extremamente invasivas e contraditórias (mastectomia total e esvaziamento 

axilar) por métodos cirúrgicos conservadores e mais precisos.  

Entretanto, para que se torne possível a técnica cirúrgica da BLS, 

tradicionalmente são utilizados como marcadores o corante azul patente e o 

radiofármaco tecnécio. A associação dos dois métodos mostrou-se mais acurada para 

identificação do LS (RUTGERS, 2005; STRAVER et al., 2010), porém, esses métodos 

possuem desvantagens relevantes, em revisão à literatura, o azul patente possui um 

expressivo número de reações de hipersensibilidade (SIMMONS et al., 2003; SALHAB 

et al., 2005; GOLSHAN; NAKHLIS, 2006; VARGHESE et al., 2007; THILL et al., 2014; 

KALIMO, JANSEN e KORMANO, 1981; MERTES et al., 2008; HAQUE et al., 2010; 

WOHRL et al, 2004; SALHAB, SARAKBI e MOKBEL, 2005; SCHERER et al, 2006) e 

o radiofármaco possui um alto custo (MAYES; DOUEK; PANKHURST, 2012; 

MARIANI et al., 2001; PAGANELLI et al., 1998) , o que dificulta a adesão dos 

cirurgiões na utilização e o acesso da população a esses métodos.   

A BLS é considerada padrão ouro como método de avaliação prognóstica 

e preditiva, sendo uma prática consolidada na abordagem axilar do câncer de mama. 

Visto o aumento na indicação desse método na condução terapêutica oncológica, 

houve a necessidade de aprofundamento no conhecimento dos efeitos adversos 

associados aos corantes e substâncias radioativas utilizados na identificação do LS. 

Em função dessas observações, tornou-se impreterível a descoberta de substâncias 

equivalentes e com menores efeitos adversos às usadas no método de BLS. Outros 

marcadores para LS têm sido pesquisados e a nanopartícula férrica supermagnética 

resultou em taxa de identificação 77%, achados inferiores quando comparados com a 

utilização de hemossiderina como marcador em pacientes submetidas à BLS 

(VASQUES et al., 2015; AGUIAR et al, 2017).  

A necessidade de investir em métodos de diagnóstico mais eficientes, 

abrangentes e que realmente diminuam o número de mortes por câncer de mama e 
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as inovações no campo de saúde são de vital importância para o bem-estar e 

qualidade de vida da população. Cada vez mais a ciência avança e, com isso, 

proporciona-nos acessos aos mais modernos métodos de diagnósticos. Contudo, os 

acessos a essas técnicas não são igualitários, muitos precisam, mas não têm 

condições de pagar pelos melhores métodos. É necessário encurtar as distâncias 

entre quem faz e quem pode colocar o feito no mercado, mas o primeiro passo já foi 

dado. Fato confirmado pelo exemplo de possível inovação citado nesse estudo, 

apresentando um marcador biológico do LS derivado do sangue otimizado, sendo 

capaz de substituir corantes disponíveis como o azul patente, possuindo como 

principais vantagens: baixo custo e alta eficiência.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou a identificação e a aplicabilidade clínica do 

hemoderivado proteico como marcador tecidual na identificação do linfonodo sentinela 

em casos de câncer de mama inicial e localmente avançado. Foi comprovado que o 

processo de marcação é otimizado através da padronização das condições 

homeostáticas do marcador biológico. 

A metahemoglobina demonstrou maior eficiência na biópsia do linfonodo 

sentinela como marcador biológico derivado do sangue, quando comparada com a Hb 

isolada. No entanto, o método utilizado para obtenção da metaHb necessita de nitrito 

a 3%, o que poderia ocasionar reações de hipersensibilidade nas pacientes.  

Os achados do estudo trazem novas perspectivas para a identificação do 

linfonodo sentinela em casos de câncer de mama inicial e localmente avançado por 

meio da aplicação clínica do hemoderivado, tais como: (1) menor efeito colateral ao 

paciente quando comparado com os corantes de rotina atuais (tecnécio-99m e azul 

patente) e (2) menor custo aos centros de sáude, levando a uma melhor acessibilidade 

dos pacientes na detecção do linfonodo sentinela. Assim, os resultados do presente 

estudo, se aplicados clinicamente, podem impactar positivamente a saúde dos 

pacientes acometidos por câncer de mama por meio da redução de danos atrelados 

à lifadetectomia. 

Futuros estudos são necessários para otimizar a obtenção da 

metahemoglobina usando substâncias de melhor biocompactibilidade que o nitrito. 
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ANEXO A – CLASSIFICAÇÃO TNM 

 

TNM- Classificação Clínica 

T – Tumor primário 

TX Não há evidência de tumor primário 

T0 Não há evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ: 

Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ 

Tis (CDLIS) Carcinoma lobular in situ 

Tis (Paget) Doença de Paget do mamilo sem tumor na mama 

Nota: A doença de Paget associada com tumor é classificada de acordo com o 

tamanho do tumor 

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão. 

T1mic Microinvasão de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensão. 

Nota: Microinvasão é a extensão de células neoplásicas além da membrana 

basal, alcançando os tecidos adjacentes, sem focos tumorais maiores do que 

0,1 cm em sua maior dimensão. Quando há focos múltiplos de microinvasão, 

somente o tamanho do maior foco é utilizado para classificar a microinvasão. 

(Não usar a soma dos focos individuais) A presença de múltiplos focos de 

microinvasão deve ser anotada como se faz com os carcinomas invasores 

extensos múltiplos 

T1a Com mais de 0,1 cm, até 0,5 cm em sua maior dimensão 

T1b Com mais de 0,5 cm, até 1 cm em sua maior dimensão 

T1c Com mais de 1 cm, porém não mais de 2 cm em sua maior dimensão 

T2 Tumor com mais de 2 cm, porém não mais de 5 cm em sua maior 

dimensão 

T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensão direta à parede torácica ou 

à pele, somente como descritos em T4a a T4d 

Nota: A parede torácica  inclui  costelas,  músculos  intercostais,  

músculo  serratil anterior,  mas  não  inclui  o  músculo  peitoral 

T4a Extensão à parede torácica 
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T4b Edema (inclusive "pele de laranja” ‘peau d'orange’), ou ulceração 

da pele da mama, ou nódulos cutâneos satélites confinados à mesma 

mama 

T4c Ambos (T4a e T4b), acima 

T4d Carcinoma inflamatório 

Nota: O carcinoma inflamatório da mama é caracterizado por um 

enduradodifuso e intenso da pele da mama com bordas erisipelóides, 

geralmente sem massa tumoral subjacente. Se a biópsia de pele for negativa e 

não existir tumor primário localizado mensurável, o carcinoma inflamatório 

clínico (T4d) é classificado patologicamente como pTX. A retração da pele, do 

mamilo ou outras alterações cutâneas, exceto aquelas incluídas em T4b e T4d, 

podem ocorrer em T1, T2 ou T3, sem alterar a classificação. 

N - Linfonodos Regionais 

NX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados (p. ex., por terem 

sido previamente removidos) 

 

N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais 

N1 Metástase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral (ais), móvel(eis) 

N2 Metástase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou 

metástase clinicamente aparente* em linfonodo(s) mamário(s) 

interno(s) homolateral(is), na ausência de evidência clínica de 

metástase em linfonodo(s) axilar(es) 

N2a Metástase em linfonodo(s) axilar(es) fixos uns aos outros ou a 

outras estruturas 

N2b Metástase clinicamente aparente* em linfonodo(s) mamário(s) 

interno(s), na ausência de evidência clínica de metástase em 

linfonodo(s) axilar(es) 

N3 Metástase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com ou 

sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente aparente* 

em linfonodo(s) mamário(s) interno(s) homolateral(is), na presença de 

evidência clínica de metástase em linfonodo(s) axilar(es); ou 

metástase em linfonodo(s) supraclavicular(es) homolateral(is) com ou 

sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es) ou mamário(s) interno(s). 
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N3a Metástase em linfonodo(s) infraclavicular(es) 

N3b Metástase em linfonodo(s) mamário(s) interno(s) e axilares 

N3c Metástase em linfonodo(s) supraclavicular(es) 

Nota: *clinicamente aparente = detectado por exame clínico ou por 

estudos de 

imagem (excluindo linfocintigrafia) 

M - Metástase à Distância 

MX A presença de metástase à distância não pode ser avaliada 

M0 Ausência de metástase à distância 

M1 Metástase à distância 

A categoria M1 pode ser adicionalmente especificada de acordo com 

as seguintes notações: 

Pulmonar  PUL (C34) 

Medula óssea  MO [MAR](C42.1) 

Óssea OSS  (C40, 41) 

Pleural PLE  (C38.4) 

Hepática HEP  (C22) 

Peritoneal PER  (C48.1,2) 

Cerebral  CER  [BRA] (C71) 

Supra-renal (Adrenal)  ADR (C74) 

Linfonodal  LIN [LYM](C77) 

Pele  CUT [SKI](C44) 

Outras  OUT [OTH] 

TNM- Classificação Patológica  

pT - Tumor Primário 

A classificação histopatológica requer o exame do carcinoma primário sem 

tumor macroscópico nas margens de ressecção. Um caso pode ser 

classificado como pT se houver somente tumor microscópico em uma margem. 

As categorias pT correspondem às categorias T. 

Nota: Ao se classificar a categoria pT, o tamanho do tumor é a medida do 

componente invasivo. Se há um grande componente in situ (p. ex.., 4 cm) e um 

pequeno componente invasor (p. ex., 0,5 cm), o tumor é codificado como pT1a. 

pN - Linfonodos Regionais 
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pNX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados (não removidos para 

estudo ou previamente removidos) 

pN0 Ausência de metástase em linfonodos regionais* 

Nota:  *Casos somente com células tumorais isoladas (CTI [ITC]) nos 

linfonodos regionais são classificados como pN0. As CTI [ITC] são 

células tumorais únicas ou em pequenos grupamentos celulares, não 

maiores que 0,2 mm em sua maior dimensão, que são geralmente 

detectadas por imuno-histoquímica ou métodos moleculares, mas que 

poderiam ter sido verificados pela coloração de rotina (H&E). As CTI 

[ITC], tipicamente, não mostram evidência de atividade metastática, p. 

ex., proliferação ou reação estromal. 

pN1mi Micrometástase (maior que 0,2 mm, porém não maior que 2 mm em 

sua maior dimensão) 

pN1 Metástase em 1-3 linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is), e/ou 

linfonodo(s) mamário(s) interno(s) homolateral(is) com metástase 

microscópica detectada por dissecção de linfonodo sentinela, porém 

não clinicamente aparente♣  

pN1a Metástase em 1-3 linfonodo(s) axilar(es) incluindo pelo menos 

um maior que 2 mm em sua maior dimensão 

pN1b  Metástase microscópica em linfonodos mamários internos 

detectada por dissecção de linfonodo sentinela, porém não 

clinicamente aparente♣  

pN1c Metástase em 1-3 linfonodos axilares e metástase microscópica 

em linfonodos mamários internos detectada por dissecção de 

linfonodo sentinela, porém não clinicamente aparente♣ 

Notas:  

Notas: ♣não clinicamente aparente = não detectado por exame clínico 

ou por 

estudos de imagem (excluindo linfocintigrafia). 

pN2 Metástase em 4-9 linfonodos axilares homolaterais, ou em linfonodo(s) 

mamário(s) interno(s) homolateral(is), clinicamente aparente™, na 

ausência de metástase em linfonodos axilares 
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Notas: ™clinicamente aparente = detectado por exame clínico ou por 

estudos de imagem (excluindo linfocintigrafia) ou macroscopicamente 

visível patologicamente. 

pN2a Metástase em 4-9 linfonodos axilares incluindo, pelo menos, um 

maior que 2 mm 

pN2b Metástase em linfonodo(s) mamário(s) interno(s), clinicamente 

aparente, na ausência de metástase em linfonodos axilares 

pN3 Metástase em 10 ou mais linfonodos axilares homolaterais; ou em 

linfonodos infra-claviculares homolaterais; ou metástase clinicamente 

aparente em linfonodo(s) mamário(s) interno(s) homolateral(is), na 

presença de um ou mais linfonodos axilares positivos; ou em mais de 

3 linfonodos axilares clinicamente negativos, metástase microscópica 

em linfonodos mamários internos; ou em linfonodos supraclaviculares 

homolaterais. 

pN3a Metástase em 10 ou mais linfonodos axilares (pelo menos um 

maior que 2 mm) ou metástase em linfonodos infraclaviculares 

pN3b Metástase clinicamente aparente em linfonodo(s) mamário(s) 

interno(s), na presença de linfonodos axilares positivos; ou metástase 

em mais de 3 linfonodos axilares e em linfonodos mamários internos 

com metástase microscópica detectada por dissecção de linfonodo 

sentinela, porém não clinicamente aparente 

pN3c Metástase em linfonodos supraclaviculares 

pM - Metástase à distância 

MX A presença de metástase a distância não pode ser avaliada 

M0 Ausência de metástase a distância 

M1 Metástase à distância 

Fonte: SOBIN, L. H; et al. TNM classification of malignant tumors. Wiley-

Blackwell, p.181-193, 2009. 

A 8a edição, publicada em 2017, trouxe algumas modificações, as quais estão 

especificadas abaixo. 

As modificações baseiam-se em níveis de evidência da AJCC: 

– Nível I: evidência disponível a partir de estudos internacionais e nacionais bem 

delineados, bem conduzidos, com população adequada e com desfechos e 
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tratamentos apropriados; são aceitos estudos prospectivos e retrospectivos baseados 

em registros populacionais; os estudos devem ser avaliados em relação à metodologia 

e não à cronologia; 

– Nível II: a evidência disponível é obtida a partir de pelo menos 1 estudo grande, bem 

delineado e bem conduzido, em população de pacientes apropriada, com desfechos 

apropriados e com validade externa; 

– Nível III: a evidência disponível é problemática devido a um ou mais fatores, como 

número, tamanho ou qualidade dos estudos individuais; resultados inconsistentes 

entre estudos individuais; população não apropriada avaliada em um ou mais estudos; 

ou desfechos não apropriados avaliados em um ou mais estudos; 

– Nível IV: evidência insuficiente devido à ausência de estudos apropriados. 

Grupos de estadiamento anatômicos e prognósticos 

1. Grupo de Estadiamento Anatômico – baseado apenas na extensão do tumor, 

definida pelas categorias T (tamanho do tumor), N (presença de acometimento 

de linfonodos) e M (presença ou ausência de metástases); 

2. Grupo de Estadiamento Prognóstico – baseado em populações de pacientes 

com câncer de mama que receberam tratamento apropriado com 

hormonioterapia e/ou quimioterapia; inclui o TNM anatômico associado ao grau 

tumoral e ao status dos biomarcadores HER2, receptor de estrogênio (RE) e 

receptor de progesterona (RP). 

Grupo de Estadiamento Prognóstico (GEP) 

T N M Grau HER2* RE RP GEP 

Tis N0 M0 1-3 qualquer qualquer qualquer 0 

        

T1 N0 M0 1 positivo qualquer qualquer IA 

T1 N0 M0 1-2 negativo Positivo positivo IA 

T1 N0 M0 2 positivo Positivo positivo IA 

T1 N0 M0 3 positivo Positivo qualquer IA 

        

T0-1 N1mi M0 1 positivo qualquer qualquer IA 

T0-1 N1mi M0 1-2 negativo Positivo positivo IA 

T0-1 N1mi M0 2 positivo Positivo positivo IA 

T0-1 N1mi M0 3 positivo Positivo qualquer IA 
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T1-2** N0 M0 1-2 negativo Positivo qualquer IA 

        

T1 N0 M0 1 negativo Positivo negativo IB 

T1 N0 M0 1 negativo Negativo positivo IB 

T1 N0 M0 2 positivo Positivo negativo IB 

T1 N0 M0 2 positivo Negativo qualquer IB 

T1 N0 M0 2 negativo Negativo positivo IB 

T1 N0 M0 3 positivo Negativo qualquer IB 

T1 N0 M0 3 negativo Positivo positivo IB 

        

T0-1 N1mi M0 1 negativo Positivo negativo IB 

T0-1 N1mi M0 1 negativo Negativo positivo IB 

T0-1 N1mi M0 2 positivo Positivo negativo IB 

T0-1 N1mi M0 2 positivo Negativo qualquer IB 

T0-1 N1mi M0 2 negativo Negativo positivo IB 

T0-1 N1mi M0 3 positivo Negativo qualquer IB 

T0-1 N1mi M0 3 negativo Positivo positivo IB 

        

T2 N0 M0 1-3 positivo Positivo positivo IB 

T2 N0 M0 1-2 negativo Positivo positivo IB 

        

T1 N1 M0 1-3 positivo Positivo positivo IB 

T1 N1 M0 1-2 negativo Positivo positivo IB 

        

T2 N1 M0 1 negativo Positivo positivo IB*** 

T2 N1 M0 2 positivo Positivo positivo IB*** 

        

T0-2 N2 M0 1-2 positivo Positivo positivo IB*** 

        

T3 N1-2 M0 1 positivo Positivo positivo IB*** 

T3 N1-2 M0 2 positivo Positivo positivo IB*** 
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T1 N0 M0 1 negativo Negativo negativo IIA*** 

T1 N0 M0 2 negativo Negativo negativo IIA*** 

T1 N0 M0 3 negativo Positivo negativo IIA*** 

T1 N0 M0 3 negativo Negativo positivo IIA*** 

T1 N0 M0 3 negativo Negativo negativo IIA*** 

        

T0-1 N1mi M0 1 negativo Negativo negativo IIA 

T0-1 N1mi M0 2 negativo Negativo negativo IIA 

T0-1 N1mi M0 3 negativo Positivo negativo IIA 

T0-1 N1mi M0 3 negativo Negativo positivo IIA 

T0-1 N1mi M0 3 negativo Negativo negativo IIA 

        

T0-1 N1 M0 1 positivo Positivo negativo IIA 

T0-1 N1 M0 1-2 positivo Negativo qualquer IIA 

T0-1 N1 M0 1 negativo Positivo negativo IIA 

T0-1 N1 M0 1 negativo Negativo positivo IIA 

T0-1 N1 M0 3 negativo Positivo positivo IIA 

        

T2 N0 M0 1 positivo Positivo negativo IIA 

T2 N0 M0 1-2 positivo Negativo qualquer IIA 

T2 N0 M0 1 negativo Positivo negativo IIA 

T2 N0 M0 1 negativo Negativo positivo IIA 

T2 N0 M0 3 negativo Positivo positivo IIA 

        

T0-2 N2 M0 1 negativo positivo positivo IIA*** 

        

T3 N1-2 M0 1 negativo positivo positivo IIA 

        

T0-1 N1 M0 1 negativo negativo negativo IIB 

T0-1 N1 M0 2 positivo positivo negativo IIB 

T0-1 N1 M0 2 negativo positivo negativo IIB 

T0-1 N1 M0 2 negativo negativo positivo IIB 

T0-1 N1 M0 3 positivo positivo negativo IIB 
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T0-1 N1 M0 3 positivo negativo qualquer IIB 

T: tamanho tumoral 

N: status dos linfonodos 

M: status de metástases à distância 

RE: receptor de estrogênio 

RP: receptor de progesterona 

HER2: receptor para fator de crescimento epidérmico humano 2 

* Para casos de HER2 equívoco por FISH ou CISH (de acordo com diretrizes 

de 2013 da Sociedade Americana de Oncologia Clínica e do Colégio 

Americano de Patologia), a categoria “HER2-negativo” deve ser utilizada; 

** Escore de recorrência do Oncotype DX® abaixo de 11; 

*** Denota um grupo de estadiamento para o qual o uso do grau ou dos fatores 

prognósticos levou à modificação para mais de 1 grupo de estadiamento (por 

exemplo, do Grupo de Estadiamento Anatômico IIB para o Grupo de 

Estadiamento Prognóstico IB). 

Fonte: Hortobagyi GH, Connoly JL, D’Orsi CJ et al. Breast. In AJCC Cancer Staging 

Manual, 8th Edition. Chicago, Springer, p.589-628. 
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ANEXO B – FORMULÁRIO UNIFICADO PARA SOLICITAÇÃO DE 

AUTORIZAÇÃO PARA USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTAÇÃO E/OU ENSINO 

 

PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS USO EXCLUSIVO DA 

COMISSÃO 

PROTOCOLO No  

RECEBIDO EM: 

____/____/______ 

 

No campo “fármaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) princípio(s) ativo(s) 

com suas respectivas Denominação Comum Brasileira (DCB) ou Denominação 

Comum Internacional (DCI). 

Lista das DCBs disponível em: 

http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/dcb/lista_dcb_2007.pdf . 

 

1. FINALIDADE 

Ensino  

Pesquisa X 

Treinamento  

 

Início: 01/09/14 

Término: 01/12/16 

 

2. TÍTULO DO PROJETO/AULA PRÁTICA/TREINAMENTO 

Análise proteômica de um novo marcador do linfonodo sentinela autólogo do 

sangue em  

pacientes com Câncer de Mama. 

 

Área do conhecimento: Biotecnologia em saúde 

 

3. RESPONSÁVEL 

Nome completo Bruno Anderson Matias Rocha 

Instituição Universidade Federal do Ceará 

http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/dcb/lista_dcb_2007.pdf
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Unidade Campus do Pici 

Departamento / 

Disciplina 
Bioquímica 

 

Experiência Prévia: 

Não  X 

Sim  

 

Quanto tempo?  

 

Treinamento: 

Não  X 

Sim  

 

Quanto tempo? 

 

Vínculo com a Instituição: 

Docente/Pesquisador X 

Téc. Nível Sup.  

Jovem pesquisador/Pesquisador 

visitante 
 

 

Telefone 085 988767008 

E-mail brunoanderson@gmail.com  

 

4. COLABORADORES 

Nome completo Luiz Gonzaga Porto Pinheiro 

Instituição Universidade Federal do Ceará 

Nível acadêmico PhD 

Experiência prévia 

(anos) 

30 anos 

mailto:brunoanderson@gmail.com
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Treinamento 

(especificar) 

Médico cirurgião oncológico 

Telefone 085999816707 

E-mail luizgporto@uol.com.br 

 

Utilize esta tabela para o preenchimento de um colaborador. Copie, cole e preencha 

a tabela, quantas vezes forem necessárias, até que todos os colaboradores sejam 

contemplados. 

 

5. RESUMO DO PROJETO/AULA 

O câncer possui etiopatogenia complexa e multifuncional, não podendo ser 

prevenido. Desta forma, os esforços para melhoria dos números relacionados ao 

câncer de mama são direcionados para antecipação do diagnóstico, tendo como 

conseqüência: diminuição da agressividade do tratamento administrativo e 

redução da taxa de mortalidade. A biópsia do linfonodo sentinela (LS) no 

tratamento cirúrgico do câncer de mama com estadiamento inicial vem sendo 

atualmente empregada como parte do protocolo de rotina, evitando na maioria dos 

casos, a linfadenectomia total. Para se tornar possível a biópsia do LS é necessária 

a utilização de marcadores que identifiquem o LS e facilite o ato cirúrgico. Entre os 

marcadores mais utilizados, estão: tecnécio e o azul patente. Os resultados das 

pesquisas de linfonodos sentinelas são animadores, porém, o uso dos seus 

marcadores possui desvantagens, como por exemplo, o alto custo do tecnécio e 

as reações alérgicas causadas por azul patente.  

Durante o exame físico de duas pacientes submetidas a biópsia de mama, foi 

observado na pele das mesmas, o mapeamento dos vasos linfáticos com uma 

coloração avermelhada, em direção ao linfonodo axilar. Estudos prévios lançaram 

a teoria que um derivado de sangue (hemossiderina) foi capturado por macrófagos 

e acessado no ducto linfático em direção à axila.  

Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido um protocolo 

experimental para a obtenção de um marcador derivado do sangue e testado em 

um modelo de cirurgia experimental em cães onde afirmou-se a existência de um 

novo marcador autólogodo sangue. Após vários estudos, já se encontram sendo 

realizadas aplicações em pacientes com câncer de mama no Hospital Maternidade 
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de Fortaleza. Sendo reconhecido o sucesso em todos os procedimentos de 

aplicação de “hemossiderina”. Porém, a hipótese de que o marcador derivado do 

sangue seria a hemossiderina surgiu somente de dados clínicos e pesquisas 

científicas preliminares, assim, a afirmação possui os seus vieses. Os estudos 

proteômicos levariam ao desembaraço destes vieses, assim, o projeto possui como 

principais objetivos a caracterização da distribuição geral de proteínas das 

hemácias após a hemólise, identificação e caracterização das proteínas individuais 

de interesse e principalmente elucidaras suas associações e funções do marcador 

em questão. Para isso será utilizada a seguinte estratégia experimental: Coleta e 

preparo da amostra bruta já utilizada na marcação do LS em pacientes; para 

posterior isolamento e purificação das moléculas através de estudos proteômicos, 

paralelamente com estudo experimental em animais e finalmente, a aplicação do 

marcador isolado em pacientes com CA de mama. Visando obter como resultado 

a caracterização da(s) substância(s) autóloga(s) do sangue capazes de marcar o 

LS que poderá(ão) ser utilizada(as) como produto biotecnológico como novo 

marcador do LS, podendo vir a substituir outros produtos que já são utilizados no 

mercado, podendo até ser produzidos  em grande escala. 

 

6. OBJETIVOS (na íntegra) 

Objetivo geral 

Identificar as proteínas presentes nas amostras coletadas em indivíduos saudáveis 

ou com CM e que sejam capazes de realizar a marcação tecidual do linfonodo 

sentinela. 

Objetivos específicos 

Avaliar, como forma de triagem, as melhores metodologias de purificação 

empregadas por meio da injeção das frações purificadas na face plantar do 

membro posterior esquerdo dos ratos, usando como controle o azul-patente no 

membro contralateral. Assim, serão possíveis a avaliação da eficácia das frações 

purificadas na marcação e quais metodologias deverão ser realizadas com maior 

acurácia: 

1.  Identificando e/ou a quantificando as proteínas presentes no concentrado 

de hemácias após hemólise capazes de atuar como corante tecidual do 

linfonodo sentinela; 
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2. Determinando a concentração de metahemoglobina ideal para marcação 

tecidual; 

3. Avaliando quais frações proteicas predominantes nas amostras de sangue 

purificadas por cromatografias são capazes de atuar como marcador 

tecidual; 

4. Identificando as proteínas separadas através de espectrometria de massas 

sequencial capazes de marar o LS; 

5. Realizando os procedimentos de marcação de linfonodo sentinela com as 

frações separadas por cromatografia; 

 

7. JUSTIFICATIVA 

Câncer de Mama 

No organismo normal o ciclo de proliferação celular é rigorosamente 

controlado para que as células constituam comunidades organizadas. No entanto, 

as células cancerígenas não se submetem a esse esquema de cooperação, são 

células com o DNA danificado e que, por isso, escapam dos mecanismos de 

controle do ciclo celular. O “câncer” surge de uma única célula que sofreu mutação, 

multiplicou-se por mitoses e suas descendentes foram acumulando outras 

mutações até darem origem a uma célula cancerosa. Portanto, a incidência destes 

tumores se caracteriza pela proliferação celular anormal, cuja denominação correta 

é neoplasia.  

Os fatores de risco para uma neoplasia de mama são condições que 

aumentam o risco de ter câncer: idade, fatores hormonais, herança genética, 

hábitos de vida, fatores alimentares, composição corporal, histórico de algumas 

doenças prévias nas mamas, exposição à radiação ionizante, entre outros.  Alguns 

desses fatores aumentam as chances de câncer de mama em até 2x (fator de risco 

menor) e outros aumentam o risco em mais de 2x (fator de risco maior). A 

distribuição desses fatores varia nas diversas populações e muitas mulheres 

podem ter fatores de ambos os grupos (INCA, 2011). 

Nos últimos 30 anos, têm ocorrido no Brasil e no mundo várias 

transformações sociais e econômicas em consequência do constante crescimento 

urbano e industrial. Um perfil demográfico e epidemiológico vem se renovando ao 

longo dos tempos por causa da redução das taxas de mortalidade causadas por 
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doenças infecciosas e dos aumentos acentuados da expectativa de vida da 

população, da incidência da morbidade e da mortalidade por doenças crônicas não 

transmissíveis, destacando-se, entre estas, as neoplasias (Bray et al.,2004).  

As neoplasias são consideradas um grande problema de Saúde Pública, 

tanto nos países desenvolvidos como nos países em desenvolvimento, pela sua 

magnitude, capacidade de causar elevado índice de morbimortalidade, e pelo 

elevado custo no tratamento. Para o sexo feminino, destacam-se os cânceres de 

mama (CM) e de colo do útero. O câncer de mama é o segundo mais comum no 

mundo e o primeiro entre as mulheres (cerca de um milhão de casos novos por 

ano), mais da metade de casos novos ocorrendo em países desenvolvidos (INCA, 

2007). Segundo a American Cancer Society, cerca de 230 mil novos casos de 

carcinoma mamário invasor foram previstos para o ano de 2011 nos Estados 

Unidos, assim como cerca de 39 mil óbitos decorrentes da doença (DeSantis et 

al.,2011). De acordo com dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), a 

estimativa é que em 2012 sejam diagnosticados no Brasil 52.680 novos casos de 

câncer de mama (INCA, 2012).  

A incidência do câncer de mama no Brasil possui considerável significância, 

tendo aproximadamente 50 mil casos novos por ano. Este padrão de ocorrência 

apresenta variações regionais importantes no país, com taxas de incidência mais 

elevadas nas regiões Sul e Sudeste, ao mesmo tempo em que as menores 

incidências são verificadas na Região Norte. O CM também possui valor 

significativo dentre as taxas de mortalidade, sendo o líder com 11 mil mortes de 

mulheres, registrado até 2007. Este crescimento se torna evidente a partir do final 

da década de 70, onde o CM assume a posição de principal causa de morte por 

câncer em mulheres, no Brasil (15,5%), acompanhando o padrão mundial (INCA, 

2002). O maior número de mortes se concentra, principalmente, em áreas onde a 

incidência é elevada e os recursos médicos para um diagnóstico precoce e 

tratamento adequado são de difícil acesso ou mesmo inexistentes (Smith, 2006). 

Embora as neoplasias malignas sejam a segunda causa de morte no país, 

as estratégias para seu controle enfrentam problemas que afetam desde os 

mecanismos de formulação de políticas, até a mobilização da sociedade, incluindo 

a organização e o desenvolvimento das ações e serviços e as atividades de ensino 

e pesquisa.  Dois aspectos caracterizam o câncer como um problema de saúde 
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pública no Brasil. Primeiro, o aumento gradativo da incidência e mortalidade por 

câncer, proporcionalmente ao crescimento demográfico, o envelhecimento 

populacional e ao desenvolvimento socioeconômico. Segundo, o desafio que isso 

representa para o sistema de saúde no sentido de garantir-se o acesso pleno e 

equilibrado da população ao diagnóstico e tratamento dessa doença (Oliveira et 

al., 2011). 

 

Diagnóstico e Tratamento do Câncer de Mama 

O câncer possui etiopatogenia complexa e multifuncional, não podendo ser 

prevenido. Desta forma, os esforços para melhoria dos números relacionados ao 

câncer de mama são direcionados para antecipação do diagnóstico, tendo como 

conseqüência: diminuição da agressividade do tratamento administrativo e 

redução da taxa de mortalidade (Molina et al., 2003). 

Quando comparadas de acordo com estadiamento das neoplasias 

malignas, as mulheres brasileiras são diagnosticadas em estádios III e IV, 

enquanto que países desenvolvidos as mulheres recebem o diagnóstico do CM em 

estádios I e II (Paulinelli et al., 2003). 

A busca por maior sensibilidade e especificidade, a detecção de tumores no 

início do CM, incentivou a realização de estudos que obtiveram conseqüências 

efetivas em estratégias que pautassem os programas de detecção precoce do CM 

(Menke et al., 2007). Estes programas de detecção do CM possuem como principal 

objetivo a diminuição da morbi-mortalidade causadas pela doença, além do 

favorecimento do diagnóstico precoce (Feig, 2006). 

O rastreamento e detecção precoce do CM, se apoia principalmente na 

tríade: 

1. Auto- exame das mamas (AEM): Apresenta baixo custo, alta acessibilidade, 

mas requer dedicação e treinamento da mulher, para aumentar sua baixa 

eficácia. 

2. Exame clínico das mamas (ECM): Apresenta custo baixo a moderado, nem 

sempre é acessível e sua eficácia é moderada. 

3. Mamografia: É considerada um método mais eficaz na detecção de tumores 

iniciais da mama, mas possui custo mais elevado (Aguillar et al., 2003). 
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Entre os métodos de detecção do CM mais utilizados, mamografia é a que 

apresenta maior eficácia na detecção de tumores em estádios iniciais. Está bem 

estabelecido que o CM quando detectado durante o rastreamento mamográfico, 

apresenta menor estadiamento clínico, ou seja, são tumores menores, que 

apresentam menor disseminação em linfonodos axiliares e possibilitam a 

realização de cirurgias conservadoras sem a necessidade de tratamento de alta 

toxicidade como a quimioterapia (Capgar et al., 2007). 

No âmbito das especialidades oncológicas, o tratamento do câncer de 

mama inicia-se pela avaliação do tamanho da lesão, da margem de ressecção (se 

acometida, ou não) e da variedade histopatológica do tumor (carcinoma dos tipos 

comedo e não comedo). Deve-se valorizar, também, as características da imagem 

mamográfica e as condições da paciente, inclusive o seu acesso ao tratamento, 

bem como a sua vontade de preservar a mama (INCA, 2001). As modalidades 

terapêuticas disponíveis atualmente são a cirúrgica e a radioterápica para o 

tratamento loco-regional e a hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento 

sistêmico. 

A indicação de diferentes tipos de cirurgia depende do estadiamento clínico 

e do tipo histológico, podendo ser conservadora ressecção de um segmento da 

mama (engloba a setorectomia, a tumorectomia alargada e a quadrantectomia), 

com retirada dos gânglios axilares ou linfonodo sentinela, ou não-conservadora 

(mastectomia). Nas mulheres com tumor de diâmetro igual ou inferior a três 

centímetros, sem comprometimento nodal clinicamente aparente, pode ser 

utilizada, quando disponível, a técnica do linfonodo sentinela (LS) que visa 

identificar aquelas que necessitam ser submetidas à linfadenectomia axilar. O 

exame citológico ou histológico do LS é realizado pelo patologista para identificar 

ou descartar a presença de metástases. Esta técnica deve ser realizada por equipe 

multidisciplinar treinada (mastologista, patologista e médico nuclear). A cirurgia 

conservadora preenche os pré-requisitos que norteiam o tratamento cirúrgico do 

câncer de mama, que são: máximo controle loco-regional, estadiamento, 

prognóstico semelhante com menor morbidade e mutilação (INCA,2004). 

 

Linfonodo Sentinela 
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Linfonodos são pequenos órgãos compostos por tecido linfóide que se 

encontram espalhados pelo corpo, sempre no trajeto de vasos linfáticos. Eles 

atuam como filtro da linfa, antes da mesma retornar ao sangue. Cada grupamento 

linfonodal é responsável pela drenagem de determinada parte do corpo, por 

exemplo, os linfonodos axilares recebem tanto a linfa da mama quanto do braço. 

Após a invasão local do estroma circunjacente, as células malignas penetram nos 

vasos linfáticos, crescendo nos locais invadidos e desprendem-se isoladamente ou 

agregadas. O transporte destas células é realizado pelo sistema linfático, 

chegando aos gânglios linfáticos, proliferam-se, passando para outros gânglios 

vizinhos e penetrando na circulação sistêmica (Nicolson; Fidler, 1993). 

O linfonodo sentinela (LS) é definido como o primeiro a receber a drenagem 

linfática de um tumor, ou seja, em neoplasias que as metástases ocorrem 

principalmente por via linfática, ele provavelmente será o primeiro local de 

disseminação. Hoje, a utilização da técnica do LS em oncologia vem crescendo 

rapidamente em várias neoplasias. A técnica da pesquisa do LS caracteriza-se 

principalmente em poder predizer com um alto percentual de acerto quais são as 

características dos demais linfonodos regionais, caracterizando-se como uma 

excelente maneira de estadiar estes tumores. Em nenhuma das neoplasias 

estudadas o LS apresentou modificações dos prognósticos, mas foi possível 

estadiar melhor estes pacientes e poupar as linfadenectomias regionais, as quais 

são fatores de morbidade e mortalidade pós-operatórias (Boff, 2005). 

A metástase no LS só apresenta confirmação após a biópsia do linfonodo 

sentinela, técnica considerada padrão ouro na área cirúrgica do câncer de mama 

(Pereira et al., 2008). A biópsia do LS é um método seletivo, minimamente invasivo 

e altamente sensível na identificação de metástases. Se o exame histopatológico 

do LS evidenciar negatividade no comprometimento tumoral, o restante dos 

linfonodos do mesmo local possui cerca de 1 a 2% de probabilidade de conter 

células neoplásicas. Ele era o único linfonodo acometido em mais de 40% dos 

casos (Paz et al., 2001). Entretanto, a presença de metástase para o LS poderá 

indicar a necessidade do esvaziamento da cadeia linfática mamária e um indicador 

de doença mais avançada (Urban et al., 2001). 

 

Métodos de Identificação do LS 
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  A biópsia do linfonodo sentinela no tratamento cirúrgico do câncer de 

mama com estadiamento inicial vem sendo atualmente empregada como parte do 

protocolo de rotina, evitando na maioria dos casos, a linfadenectomia total. Por ser 

um procedimento extremamente invasivo, a linfadenectomia possui vários efeitos 

adversos: dor, parestesia, grau de impotência funcional, seroma e linfedema, com 

sensível comprometimento da qualidade de vida das pacientes (Quadros et al., 

2007). 

Para se tornar possível a biópsia do LS e consequentemente evitar a 

linfadenectomia, é necessária a utilização de marcadores que identifiquem o LS e 

facilite o ato cirúrgico. Entre os marcadores mais utilizados, estão: 

I. Uso do Tecnécio-99 

Um radiofármaco é uma substância que, por sua forma farmacêutica, 

quantidade e qualidade de radiação, pode ser utilizada no diagnóstico e tratamento 

de doenças, qualquer que seja a via de administração utilizada. De forma mais 

simples, podemos dizer que radiofármacos são moléculas ligadas a elementos 

radioativos, constituindo fármacos radioativos que são utilizados em uma 

especialidade médica denominada Medicina Nuclear. Os radiofármacos são 

utilizados em quantidades traços (traçadores radioativos) com a finalidade de 

diagnosticar patologias e disfunções do organismo. Quando a finalidade é 

diagnosticar patologias, como o infarto do miocárdio ou um câncer (de mama, por 

exemplo), utiliza-se na composição dos radiofármacos emissores de radiação 

gama. A radiação gama é uma onda eletromagnética e, portanto, apresenta grande 

penetrabilidade nos tecidos e baixo poder de ionização quando comparada às 

radiações particuladas. O menor poder de ionização da radiação gama minimiza a 

dose de radiação absorvida pelo paciente. Radionuclídeos emissores de radiação 

gama, tais como o tecnécio-99, iodo-123, índio-111, galio-67 e o tálio- 201, entre 

outros, são utilizados na composição de radiofármacos para diagnóstico. O 

tecnécio-99 é o radioisótopo que reúne as melhores características físicas para a 

obtenção de imagens em câmaras Anger (câmaras de cintilação). Pode estar 

prontamente disponível, de forma conveniente, através de um gerador de 

molibdênio-99 a um custo reduzido, tem meia-vida física de apenas 6 horas, e a 

emissão energética predominante no seu processo de decaimento é de 140 keV 

(88%). Eluído do gerador sob a forma de pertecnetato-Tc 99m, a sua utilização 
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direta restringe-se aos estudos de primeira passagem, uma vez que, administrado 

por via venosa, rapidamente se difunde através das membranas capilares para o 

espaço intersticial. Entretanto, o pertecnetato-Tc 99m pode ser utilizado para 

marcar uma grande variedade de moléculas com o objetivo de obter imagens das 

mais diversas estruturas ou órgãos, o que lhe confere um papel de destaque na 

medicina nuclear. A desvantagem deste marcador é o custo, que é muito elevado, 

a radioatividade e a dificuldade de mobilizar vários profissionais (mastologista, 

patologista e médico nuclear). Além desses fatores não favoráveis, a 

disponibilidade na rotina clínica também é baixa (Araújo et al., 2005). 

II. Uso do corante Azul Patente 

É uma técnica muito utilizada para identificação do linfonodo sentinela, e, 

geralmente, é associada à marcação de radiofármacos. A escolha da técnica para 

a pesquisa do linfonodo sentinela (LS) depende principalmente dos recursos da 

equipe. A técnica do corante é tão eficiente quanto a radioguiada e os únicos 

recursos necessários são uma ampola do corante e o conhecimento da técnica 

cirúrgica, o que torna o método muito mais viável economicamente. A identificação 

do linfonodo sentinela atualmente é o procedimento que apresenta o melhor valor 

preditivo negativo para metástase axilar, embora outros fatores preditivos também 

sejam importantes nas decisões sobre a conduta em diversos casos (Galeb et al., 

2002). A utilização de métodos anátomo-funcionais, utilizando azul patente injetado 

no sítio tumoral, demonstrou que havia de fato a possibilidade de identificar uma 

via preferencial linfática para drenagem de células melanomatosas para um 

linfonodo específico (sentinela). Apesar de tais vantagens deste corante, relatam-

se casos de reações anafiláticas severas após injeção intradérmica do corante azul 

patente, apresentando risco de desencadear reações anafilactóides (Shinzato et 

al., 2006). 

 

Marcador Autólogo do Sangue 

Os resultados das pesquisas de linfonodos sentinelas são animadores, 

porém, o uso dos seus marcadores possui desvantagens, como por exemplo, o 

alto custo do tecnécio e as reações alérgicas causadas por azul patente. 

Durante o exame físico de duas pacientes submetidas a biópsia de mama, 

foi observado na pele das mesmas, o mapeamento dos vasos linfáticos com uma 
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coloração avermelha, em direção ao linfonodo axilar (Figura 1) (Pinheiro et al., 

2009).  

 

Figura 1. Mapeado da pele, como um ducto linfático em direção à axila. 

 

Pinheiro (2009) lança a teoria que algum derivado de sangue 

(hemossiderina) foi capturado por macrófagos e acessada no ducto linfático em 

direção à axila.  

Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido um 

protocolo experimental para a obtenção de um marcador derivado do sangue 

(Protocolo CEP No.073.07.10) e testado em um modelo de cirurgia experimental 

em cães. Baseando-se na pesquisa de um modelo animal já estudado, onde o 

mesmo estudou o linfonodo sentinela da mama da cadela com azul patente e 

Tecnécio Tc 99mm (Pinheiro et al., 2003) (Figura 2). 
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Figura 2. Linfonodos sentinelas marcados com hemossiderina à esquerda e com 

azul patente no direito. Linfonodo sentinela não marcado no meio. 

 

PROTOCOLO PARA UTILIZAÇÃO DO MARCADOR AUTÓLOGO DO SANGUE 

 

Com o objetivo de avaliar a utilização do derivado do sangue 

(hemossiderina) no mapeamento do linfonodo sentinela na mamária das cadelas, 

foram realizados experimentos preliminares em 6 cadelas, sendo encontrados 

dados estatisticamente significativos e consistentes quando comparados o grupo 

que foi marcado com azul patente / tecnécio versus o grupo submetido ao marcador 

autólogo derivado do sangue / tecnécio. Os resultados do trabalho experimental 

mostraram que a “hemossiderina” foi capaz de ser usada junto ao radiofármaco 

(tecnécio 99m) e a coloração foi extremamente efetiva no linfonodo sentinela das 

cadelas. 

Com a comprovação que o uso da “hemossiderina” com o radiofármaco 

apresentava resultado efetivo na identificação dos linfonodos sentinelas mamários 

da cadela, sendo sempre encontrados em ambas as axilas, podemos afirmar a 

existência de um novo marcador autólogo do sangue. Tendo em vista o que foi 

descrito, começara uma nova linha de pesquisa para marcador do LS, onde o 

marcador em questão apresentara como principais vantagens: não causar efeitos 

secundários como reações alérgicas, diminuição das despesas pessoais e de 
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saúde, redução a morbidade do procedimento e do sofrimento emocional, 

juntamente com outras vantagens indiretas (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro et al., 

2010). 

Logo após a descoberta do novo marcador do LS, observou-se que 

durante o experimento o animal era sacrificado e o manuseio do sangue 

dispensava medidas que evitassem a contaminação do derivado sanguíneo. Na 

perspectiva da utilização experimental do método em humanos, como substituto 

do Azul Patente, sentiu-se a necessidade de desenvolver uma técnica asséptica 

de manipular o sangue desde a colheita em veia periférica, no processo de 

hemólise até a injeção no espaço subareolar, com o objetivo de prevenir infecção 

da paciente. Onde os experimentos revelaram que após a coleta e preparo de 18 

amostras, sendo 6 cadelas e 12 voluntários (Protocolo CEP No.073.07.10), 

somente as 3 amostras de sangue total apresentaram contaminações na coleta e 

3 amostras de concentrado de “hemossiderina” após o processo de preparação 

apresentaram contaminação. Estas contaminações nos levaram a crer que os 

principais pontos críticos seriam a coleta e o estado de saúde das mesmas, então 

fora reformulado todo o processo, desde a coleta até a manipulação, em 12 

amostras de humanos na coleta e após manipulação, não havendo presença de 

contaminantes em nenhuma das amostras. Assim, o estudo comprovou que a 

solução de “hemossiderina” pode ser obtida sem contaminação durante sua 

preparação pelo método descrito (Alves et al., 2010).  

Paralelamente, com os estudos de obtenção da amostra asséptica, no 

Departamento de Física da Universidade do Ceará eram realizados testes nas 

amostras do concentrado de “hemossiderina”. Tendo em vista que a molécula de 

hemoglobina das hemácias possui Ferro e após a hemólise este Ferro é captado 

por macrófagos, foram realizados testes que comprovassem a teoria que a 

hemólise das hemácias causava aumento da concentração de hemossiderina e 

consequentemente o aumento da concentração de nanopartículas de Ferro na 

amostra. A análise dos cortes dos linfonodos marcados e do esfregaço do próprio 

marcador via AFM em condições ambientais não revelaram a presença de 

nanopartículas, mas sim de cristais do tipo agulha. A composição desses cristais 

foi investigada através da técnica de difração de raios x, onde se constatou a 

presença de uma fase que não possuia propriedades magnéticas. Os resultados 
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foram satisfatórios no tocante ao enriquecimento de ferro do novo marcador. 

Apesar disso, o marcador, que se mostrou extramamente satisfatório na 

linfocintilografia e no ultrassom da mama das pacientes, apresentou contraste 

magnético na análise de Ressonância Magnética Nuclear.  

Na área de Medicina Nuclear foram realizadas medidas quantitativas de 

intensidade de sinal em linfonodos da região axilar destas pacientes examinadas 

através do método. Os resultados obtidos mostram uma maior intensidade de sinal 

nestes linfonodos, quando comparados com regiões teciduais adjacentes aos 

mesmos ou em relação aos linfonodos contralaterais, em áreas que não receberam 

injeção do hemoconcentrado (Figura 1). Sabe-se que no caso de hematomas em 

evolução, o ferro sofre alterações na quelação e nos estados de spin dos elétrons, 

assim como na geometria molecular e na compartimentalização, que se 

manifestam por alterações características à imagem por ressonância magnética 

(RM). De fato, a evolução ordenada dos estados do ferro dos hematomas à RM, 

afetada até certo ponto por considerações locais de pH e PO2, possibilita que os 

hematomas sejam classificados como em estágio agudo, subagudo e crônico. O 

ferro da oxihemoglobina está no estado ferroso (Fe+2), mas não apresenta elétrons 

pareados e é, portanto, diamagnético. Alguns minutos a algumas horas podem 

transcorrer antes da oxihemoglobina ser dessaturada a desoxihemoglobina. 

Embora ainda contenha Fe+2, a desoxihemoglobina tem 4 elétrons não pareados. 

Devido à geometria molecular, os elétrons não pareados não podem chegar 

suficientemente próximo dos prótons de água para que ocorram interações próton-

elétron, dipolo-dipolo. Durante uma hipóxia continuada, há nas hemácias a 

oxidação irreversível da desoxihemoglobina a metahemoglobina. A 

metahemoglobina tem 5 elétrons não pareados e, devido a sua geometria, 

possibilita que os prótons da água se aproximem o suficiente para que ocorram 

interações próton-elétron, dipolo-dipolo. Tipicamente, o sinal aumentado da 

metahemoglobina fica na periferia do hematoma e à oxidação continuada 

preenche-se gradualmente com o tempo. A formação da metahemoglobina 

geralmente inicia-se entre 72 e 90 horas. Isto aparece como um sinal intenso nas 

imagens ponderadas em T1. A proposta inicial da pesquisa através de imagens de 

ressonância magnética compreende o estudo de cerca de 30 casos. No entanto, 

até o momento, examinamos cerca de um terço destas pacientes. Portanto, 
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devemos considerar a baixa amostragem até o momento, além de alguns fatores 

limitantes pertinentes a metodologia (sinal das bobinas utilizadas, campo 

magnético do equipamento e a definição do tempo necessário para degradação da 

hemoglobina até metahemoglobina), ainda sob análise e discussão. 

 

Figura 1. Algumas horas após injeção prévia do concentrado autólogo de 

hemácias hemolisadas, foram adquiridas imagens axiais ponderadas em T1 

através de equipamento de ressonância magnética 1,5 Tesla, evidenciando tórax, 

mamas e sistema linfático regional. 

 

Na busca de isolarmos o novo marcador, que teoricamente seria a 

hemossiderina, foram feitos testes cromatograficos utilizando exclusão molecular 

para separar as proteínas presentes no sangue e visualizá-las por eletroforese. Os 

padrões eletroforéticos eram característicos aqueles encontrados na 

hemossiderina caracterizada por outros trabalhos, onde foi observado um alto teor 

de ferritina em diversos estágios de degradação lisossomal. 

Após todos os estudos citados anteriormente, já se encontram sendo 

realizadas aplicações em pacientes com CA de mama no Hospital Maternidade de 

Fortaleza. Sendo reconhecido o sucesso em todos os procedimentos de aplicação 

de “hemossiderina”.  

Baseado em dados clínicos e pesquisas científicas surgiu a hipótese de 

que o marcador derivado do sangue seria a hemossiderina, mas mesmo com todas 

estas pesquisas citadas anteriormente a afirmação possui os seus vieses. Os 

estudos proteômicos levariam ao desembaraço destes vieses, caracterizando a 

Vasos Linfáticos 

Linfonodo 

Sentinela 
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distribuição geral de proteínas das hemácias após a hemólise, identificando e 

caracterizando proteínas individuais de interesse e principalmente elucidando as 

suas associações e funções do marcador em questão, podendo resultar em uma 

produção em larga escala e até substituição do azul patente. 

 

 

Análise Proteômica 

O termo proteína foi introduzido na linguagem no ano de 1938 pelo 

Químico sueco Jöns Jacob Berzelius para descrever um tipo particular de 

macromoléculas composto por uma cadeia linear de aminoácidos, e que eram 

abundantes em organismos vivos (Twyman, 2004).  Devido a diversidade de 

funções, as proteínas exercem um papel fundamental em quase todos os 

fenômenos biológicos, como produção de energia, defesa imunológica, contração 

muscular, atividade neuroquímica em reprodução (De Sousa et al., 2003). 

O objetivo inicial dos estudos proteômicos foi a identificação em larga 

escala de todas as proteínas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente, 

consistem na análise simultânea de misturas complexas de proteínas como as 

provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de detectar 

diferenças quantitativas e qualitativas na expressão protéica (Westermeier; Naven, 

2002). 

Seus objetivos se diversificaram para a análise de vários aspectos 

funcionais das proteínas, como modificações pós-traducionais, interações 

proteína-proteína, existência de isoformas, atividades e estruturas. O campo de 

atuação desta ciência estende-se à descoberta de novas drogas, terapias, 

diagnósticos, microbiologia, bioquímica. A pesquisa proteômica torna possível a 

identificação e caracterização de marcadores biológicos, ou seja, moléculas 

endógenas ou exógenas específicas de um determinado estado patológico. A 

capacidade de identificar essas moléculas é extremamente útil no diagnostico 

precoce de doenças e no acompanhamento da evolução do tratamento (Cash, 

2002). 

Os avanços no conhecimento de estudos proteômicos têm proporcionado 

melhor entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a proliferação e 
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diferenciação celular, bem como o desenvolvimento de metástases tumorais 

(Lamond, Mann, 1997). 

Entre os principais avanços da proteômica na área da oncologia, podemos 

citar os marcadores tumorais. Os marcadores tumorais (ou marcadores biológicos) 

são macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros líquidos 

biológicos, cujo o aparecimento e ou alterações em suas concentrações estão 

relacionados com a gênese e o crescimento de células neoplásicas (Capelozzi, 

2001). Estas substâncias funcionam como indicadores da presença de câncer, 

podendo ser produzidas em resposta do organismo ao tumor ou pelo próprio tumor 

(Silveira, 2005). Em sua grande maioria, os marcadores tumorais são proteínas ou 

pedaços de proteínas, incluindo antígenos de superfície celular, enzimas, 

hormônios e proteínas citoplasmáticas (Mattos et al., 2005). 

Os principais marcadores tumorais estão: AFP (alfafetoproteína); MCA 

(antígeno mucóide associado ao carcinoma); Cromogranina A; BTA (antígeno 

tumoral da bexiga); Telomerase; NMP22 (proteína da matriz nuclear); Cyfra 21.1; 

PAP (Fosfatase Ácida Prostática); CA 72.4; ß-HCG (gonadotrofina coriônica 

humana); CA 125; CA 15.3; CA 19.9; CA 27.29; CA 50; Calcitonina; Catepsina D; 

CEA (antígeno carcinoembrionário); C-erbB-2 (oncogene); LDH (desidrogenase 

lática); K-ras; NSE (Enolase Neurônio- Específica); PSA (antígeno prostático 

específico); p53 e β-2-Microglobulina (Reis, 2005; Rosa et al., 2005; Gomes, 1997).  

O uso da proteômica na descoberta da substância retirado do pool de 

proteínas que já é utilizado experimentalmente em pacientes com CA de mama é 

de fundamental importância para o processo de avanço dos estudos. Onde as 

ferramentas cristalográficas e de espectrometria de massas possibilitam um melhor 

conhecimento da importância de análogos e de modificações específicas para a 

posterior construção da molécula. Nesse aspecto, a predição de análogos que 

sejam reconhecidos especificamente por sítios ativos enzimáticos encontra na 

modelagem molecular e nos estudos baseados em dinâmica molecular 

ferramentas fundamentais para esse desenvolvimento. 

A associação do conhecimento cristalográfico com a modelagem molecular 

na criação de bibliotecas de potenciais marcadores e a análise da dinâmica 

molecular da interação desses compostos permitem o desenho de moléculas que 

apresentem uma capacidade de coloração elevada. Uma vez selecionados esses 
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compostos, testes farmacológicos podem confirmar sua atividade e para a 

viabilidade da utilização desses compostos testes de citotoxidade e genotoxidade 

são fundamentais e permitiriam uma seleção detalhada dos possíveis alvos para 

uma síntese posterior.   

 

 

8. RELEVÂNCIA  

A identificação do linfonodo sentinela atualmente é o procedimento que 

apresenta o melhor valor preditivo negativo para metástase axilar, embora outros 

fatores preditivos também sejam importantes nas decisões sobre a conduta em 

diversos casos (Galeb et al., 2002). A utilização de métodos anátomo-funcionais, 

utilizando azul patente e/ou tecnécio injetado no sítio tumoral, demonstrou que 

havia de fato a possibilidade de identificar uma via preferencial linfática para 

drenagem de células melanomatosas para um linfonodo específico (sentinela). 

Apesar das vantagens destes métodos, relatam-se casos de reações anafiláticas 

severas após injeção intradérmica do corante azul patente (Shinzato et al., 2006), 

além disso, o auto-custo e a difícil manipulação do tecnécio torna-o de difícil acesso 

para a população mais carente. 

O projeto possui uma alta relevância, pois se trata da pesquisa de um novo 

produto biotecnológico de baixo custo, capaz de substituir marcadores de linfonodo 

sentinela já utilizados no mercado. Além disso, pesquisas anteriores, já aprovadas 

pelo Comitê de Ética Animal do estado do Ceará, em animais (cadelas) já 

evoluíram para testes em pacientes com câncer de mama, sendo comprovada a 

utilidade deste pool de proteína como marcador. Com estes resultados 

satisfatórios, se faz necessária a continuação de pesquisas para purificação e 

identificação desta proteína capaz de marcar o linfonodo sentinela.  

 

9. MODELO ANIMAL 

Espécie (nome vulgar, se existir): Rato wistar 

Justificar o uso dos procedimentos e da espécie animal 

Justificativa da espécie animal: 
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Foram realizados testes preliminares em ratos, onde não houve êxito nos testes 

pois, a distancia entre a mama e a axila é bastante próxima assim havia uma 

drenagem para “todos” os linfonodos axilares e não somente o sentinela. 

Depois foram realizados testes em porcos, porem os mesmos possuem 

distribuição linfática de difícil acesso onde seus linfonodos são complicados de ser 

detectados mesmo com o auxilio do radiofarmaco (tecnécio) e a realizados por 

profissionais treinados (cirurgiões e veterinários), tornando o experimento em 

porcos inviável. 

Finalmente foram realizados testes em cadelas, onde obtemos êxito em todos os 

experimentos realizados, obtendo marcações do linfonodo sentinela axilar. Porém, 

necessita de um maior número de animais ao decorrer da purificação.  

 

Assim, com o objetivo de fazermos uma pré-triagem de qual macromalécula é 

capaz de ter uma coloração não seletiva, mas efetiva nos vasos linfáticos e até 

linfonodos, e assim usemos um menor número de cadelas, seria necessário o uso 

de ratas fêmeas adultas. 

 

Pinheiro LGP. et al. Estudo experimental de linfonodo sentinela na mama da 

cadela com azul patente e Tecnécio Tc 99mm1. Acta Cirúrgica Brasileira. 2003. 

V.18 (6): 514-517. 

 

Oliveira RS, Paiva GR, Ferreira LM, Wagner J, Nogueira AS. Experimental model 

in the rat for sentinel node biopsy. Comparision between dextran and phytate. 

Acta Cir Bras [serial online] 2003 Vol 18 Special Edition. Available on URL: 

http://www.scielo.br/acb.  

 

Justificativa do uso do procedimento:  

Pesquisas anteriores em animais e até em pacientes comprovam a marcação 

efetiva do linfonodo sentinela, assim, para que continuemos a pesquisa para 

purificação e isolamento desta proteína capaz de marcar o mesmo, é necessária a 

realização de ensaios in vivo em paralelo para confirmação das nossas teorias. 

 

9.1. PROCEDÊNCIA 
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Biotério, fazenda, aviário, 

etc. 

Biotério (farmacologia) 

 

Animal 

silvestre 
 

 

Número de protocolo SISBIO: __________ 

 

Outra 

procedência? 
 

 

Qual? __________ 

 

O animal é geneticamente 

modificado? 
 

 

Número de protocolo CTNBio: __________ 

 

9.2. TIPO E CARACTERÍSTICA 

Espécie Linhagem Idade Peso 

aprox. 

Quantidade 

M F M+F 

Anfíbio       

Ave       

Bovino       

Bubalino       

Cão       

Camundongo heterogênico       

Camundongo isogênico       

Camundongo Knockout       

Camundongo transgênico       

Caprino       

Chinchila       

Cobaia       

Coelhos       

Equídeo       

Espécie silvestre brasileira       

Espécie silvestre não-

brasileira 

      

Gato       

Gerbil       

Hamster       
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Ovino       

Peixe       

Primata não-humano       

Rato heterogênico Swins Adulto 600g  70  

Rato isogênico       

Rato Knockout       

Rato transgênico       

Réptil       

Suíno       

Outra       

    TOTAL: 50 

 

9.3. MÉTODOS DE CAPTURA (somente em caso de uso de animais silvestres) 

 

 

9.4. PLANEJAMENTO ESTATÍSTICO/DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Sendo aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal da nossa 

universidade (UFC), o estudo experimental será cirúrgico prospectivo. Ele terá 

lugar no laboratório de cirurgia experimental Prof Saul Goldenberg, a fim de avaliar 

a utilização das substâncias derivadas da hemólise das hemácias. Serão utilizadas 

aproximadamente 5 animais para cada substância isolada após purificação. 

Aproximadamente 50 ratas fêmeas, com 600 mg de peso médio, serão cedidas 

pelo biotério da Farmacologia-UFC para serem estudadas.  

Após coleta de sangue total doado pelo HEMOCE, faremos a lavagem e 

hemólise apropriada das hemácias. Em seguida, avaliaremos a utilização das 

substâncias derivadas da hemólise das hemácias isoladas após estudo 

proteômico, no mapeamento e na identificação do linfonodo sentinela atraves da 

aplicação do hemoderivado e das suas frações após purificação, nas patas 

posteriores de ratos fêmeas e adultas. Os animais deverão ser pesados e após a 

imobilização apropriada serão anestesiados com uma aplicação por via 

intraperitoneal de Quetamina (peso/100 em ml) e Xilazina (peso/100 em ml) 

imediatamente antes da experiência. Posteriormente, serão  realizadas incisões 

em ambas as patas posteriores e região inguinal para observação da coloração do 

linfonodo sentinela, onde em uma pata será injetada o azul patente para o controle 

positivo e em outra pata a amostra a ser estudada que é identificada pela sua cor. 

Quando a cirurgia terminar, a eutanásia do animal será realizada por deslocamento 

cervical. 
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Após o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfáticos e o 

linfonodo sentinela serão avaliados pela sua cor e os linfonodos corados serão 

retirados para avaliação pelo método de Peerls . Assim, será possível realizar uma 

triagem de qual(is) substância(s) é(são) responsável(eis) pela coloração efetiva 

dos vasos linfaticos e consequentemente dos linfonodos. 

 

9.5. GRAU DE INVASIVIDADE*: _2_ (1, 2, 3 ou 4) 

Os materiais biológicos destes exemplares serão usados em outros projetos? Quais? 

Se já aprovado pela CEUA, mencionar o número do protocolo. 

 

 

9.6. CONDIÇÕES DE ALOJAMENTO E ALIMENTAÇÃO DOS ANIMAIS 

o Alimentação (ração apropriada) 

o Fonte de água (reservatório próprio para gaiolas) 

o Lotação - Número de animais/área (5 animais por gaiola) 

o Exaustão do ar: não 

Comentar obrigatoriamente sobre os itens acima e as demais condições que forem 

particulares à espécie  

Os animais chegarão com 2 horas de antecedência, do biotério do departamento 

de Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, alimentados e 

aproximadamente 5 por gaiola. Serão submetidos a anestesia e posteriormente a 

cirurgia, em local devidamente apropriado. Onde a cirurgia será realizada com uma 

equipe multiprofissional (médico cirurgião, farmacêutica e estudantes). Após o 

procedimento, os animais serão levados ao biotério devidamente eutanasiados. 

O laboratório experimental Saul Gudenberg é composto fisicamente por um 

conjunto de dois laboratórios, totalizando uma área de aproximadamente 100 m2, 

que abriga divisões para o avanço de todas as linhas de pesquisa do grupo de 

pesquisa do linfonodo sentinela. Nestes laboratórios, desenvolvem pesquisas 

estudantes de iniciação científica, mestrado, doutorado, além dos docentes da 

UFC que fazem parte do grupo, totalizando aproximadamente 40 pessoas. O 

laboratório de Bioquímica conta com balança, microscópios, centrífuga, estufa, etc. 

O laboratório de Cirurgia Experimental possui todos os equipamentos necessários 

para execução de procedimentos cirúrgicos em animais. 
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Local onde será mantido o animal: ________biotério______ (biotério, fazenda, aviário, 

etc.). 

 

Ambiente de alojamento: 

Gaiola X 

Jaula  

Baia  

Outros  

 

Número de animais por gaiola/galpão: 5 

Tipo de cama (maravalha, estrado ou outro): _____________________ 

 

10. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO PROJETO/AULA 

10.1. ESTRESSE/DOR INTENCIONAL NOS ANIMAIS 

Não  x 

Sim  

 

 

(Se “sim”, JUSTIFIQUE.) 

ESTRESSE: 

DOR: 

RESTRIÇÃO HÍDRICA/ALIMENTAR: 

OUTROS: 

 

10.2. USO DE FÁRMACOS ANESTÉSICOS 

Sim X 

Não  

 

Fármaco Xilazina 

Dose (UI ou mg/kg) 90mg/kg 

Via de 

administração 

via intraperitonial 

 

Curto  

Longo  
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Fármaco cetamina 

Dose (UI ou mg/kg) 12mg/kg 

Via de 

administração 

via intraperitonial 

 

(Em caso de não-uso, JUSTIFIQUE.) 

 

 

10.3. USO DE RELAXANTE MUSCULAR 

Sim X 

Não  

 

Fármaco Xilazina 

Dose (UI ou mg/kg) 90mg/kg 

Via de 

administração 

via intraperitonial 

 

Fármaco Cetamina 

Dose (UI ou mg/kg) 12mg/kg 

Via de 

administração 

via intraperitonial 

 

Utilize esta tabela para o preenchimento de um fármaco. Copie, cole e preencha a 

tabela, quantas vezes forem necessárias, até que todos os fármacos sejam 

contemplados. 

No campo “fármaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) princípio(s) ativo(s) com 

suas respectivas Denominação Comum Brasileira (DCB) ou Denominação Comum 

Internacional (DCI). 

 

10.4. USO DE FÁRMACOS ANALGÉSICOS 

Sim  

Não X 
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Justifique em caso negativo: 

Na cirurgia, o animal estará anestesiado tomando-se todas as providencias para o 

mesmo não vir a sentir nenhuma dor no procedimento. Após o termino do 

experimento, o animal sofrerá eutanásia. 

 

Fármaco  

Dose (UI ou mg/kg)  

Via de 

administração 

 

Frequência  

Utilize esta tabela para o preenchimento de um fármaco. Copie, cole e preencha a 

tabela, quantas vezes forem necessárias, até que todos os fármacos sejam 

contemplados. 

No campo “fármaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) princípio(s) ativo(s) com 

suas respectivas Denominação Comum Brasileira (DCB) ou Denominação Comum 

Internacional (DCI). 

 

10.5. IMOBILIZAÇÃO DO ANIMAL 

Sim X 

Não  

 

Indique o tipo em caso positivo: 

No ato cirúrgico, atadura nas patas. 

 

10.6. CONDIÇÕES ALIMENTARES 

JEJUM: 

Sim  

Não x 

 

Duração em horas: __________ 

 

 

Restrição Hídrica: 
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Sim  

Não x 

 

Duração em horas: __________ 

 

10.7. CIRURGIA 

Sim x 

Não  

 

Única x 

Múltipla  

 

Qual(is)? 

Incisão em ambas as patas posteriores. 

No mesmo ato cirúrgico ou em atos diferentes? Mesmo ato cirúrgico 

 

10.8. PÓS-OPERATÓRIO 

10.8.1. OBSERVAÇÃO DA RECUPERAÇÃO 

Sim  

Não x 

Período de observação (em horas): __________ 

 

10.8.2. USO DE ANALGESIA  

Sim  

Não x 

 

Justificar o NÃO-uso de analgesia pós-operatório, quando for o caso: 

 

 

Fármaco  

Dose (UI ou mg/kg)  

Via de 

administração 
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Frequência  

Duração  

 

Utilize esta tabela para o preenchimento de um fármaco. Copie, cole e preencha a 

tabela, quantas vezes forem necessárias, até que todos os fármacos sejam 

contemplados. 

No campo “fármaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) princípio(s) ativo(s) com 

suas respectivas Denominação Comum Brasileira (DCB) ou Denominação Comum 

Internacional (DCI). 

 

10.8.3. OUTROS CUIDADOS PÓS-OPERATÓRIOS  

Sim  

Não x 

 

 

 

Descrição: 

 

 

10.9. EXPOSIÇÃO / INOCULAÇÃO / ADMINISTRAÇÃO 

Sim x 

Não  

 

Fármaco/Outros Hemoderivado 

Dose 10 mg/mL 

Via de 

administração 

Subcutâneo 

Frequência Área plantar das patas posteriores 

 

No campo “fármaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) princípio(s) ativo(s) com 

suas respectivas Denominação Comum Brasileira (DCB) ou Denominação Comum 

Internacional (DCI). 
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11. EXTRAÇÃO DE MATERIAIS BIOLÓGICOS 

Sim x 

Não  

 

Material biológico Linfonodo Sentinela 

Quantidade da 

amostra 

2 

Frequência 2 

Método de coleta Incisão na região inguinal 

 

Utilize esta tabela para o preenchimento de um material biológico. Copie, cole e 

preencha a tabela, quantas vezes forem necessárias, até que todos os materiais 

sejam contemplados. 

 

12. FINALIZAÇÃO 

12.1. MÉTODO DE INDUÇÃO DE MORTE 

Descrição 

Quando a cirurgia terminar, será realizada a 

exsanguinação por punção cardíaca, uma vez que se 

encontram em anestesia geral. 

Substância, dose, 

via 

 

 

Caso método restrito, justifique: 

 

 

12.2. DESTINO DOS ANIMAIS APÓS O EXPERIMENTO 

Biotério do departamento de Farmacologia. 

 

12.3. FORMA DE DESCARTE DA CARCAÇA 

 

 

13. RESUMO DO PROCEDIMENTO (relatar todos os procedimentos com os 

animais) 
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Sendo aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal da nossa 

universidade (UFC), o estudo experimental será cirúrgico prospectivo. Ele terá 

lugar no laboratório de cirurgia experimental Prof Saul Goldenberg, a fim de avaliar 

a utilização das substâncias derivadas da hemólise das hemácias. 

Aproximadamente 30 ratas fêmeas, com 600 mg de peso médio, serão cedidas 

pelo biotério da Farmacologia-UFC para serem estudadas.  

Após coleta de sangue total doado pelo HEMOCE, faremos a lavagem e 

hemólise apropriada das hemácias. Em seguida, avaliaremos a utilização das 

substâncias derivadas da hemólise das hemácias isoladas após estudo 

proteômico, no mapeamento e na identificação do linfonodo sentinela atraves da 

aplicação do hemoderivado e das suas frações após purificação, nas patas 

posteriores de ratos fêmeas e adultas. Os animais deverão ser pesados e após a 

imobilização apropriada serão anestesiados com uma aplicação por via 

intraperitoneal de Quetamina (peso/100 em ml) e Xilazina (peso/100 em ml) 

imediatamente antes da experiência. Posteriormente, serão  realizadas incisões 

em ambas as patas posteriores e região inguinal para observação da coloração do 

linfonodo sentinela, onde em uma pata será injetada o azul patente para o controle 

positivo e em outra pata a amostra a ser estudada que é identificada pela sua cor. 

Quando a cirurgia terminar, a eutanásia do animal será realizada por deslocamento 

cervical. 

Após o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfáticos e o 

linfonodo sentinela serão avaliados pela sua cor e os linfonodos corados serão 

retirados para avaliação pelo método de Peerls . Assim, será possível realizar uma 

triagem de qual(is) substância(s) é(são) responsável(eis) pela coloração efetiva 

dos vasos linfaticos e consequentemente dos linfonodos. 

 

14. TERMO DE RESPONSABILIDADE 

(LEIA CUIDADOSAMENTE ANTES DE ASSINAR) 

Eu, Mayara Maia Alves (nome do responsável), certifico que: 

a) li o disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais 

normas aplicáveis à utilização de animais para o ensino e pesquisa, 

especialmente as resoluções do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal – CONCEA; 
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b) este estudo não é desnecessariamente duplicativo, tem mérito científico e que 

a equipe participante deste projeto/aula foi treinada e é competente para 

executar os procedimentos descritos neste protocolo; 

c) não existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao 

projeto. 

 

Assinatura: ___________________________________ 

Data: _____ /_____ /_____ 

 

Encaminhar em 2 vias. 

A critério da CEUA, poderá ser solicitado o projeto, respeitando confidencialidade e 

conflito de interesses. 

Quando cabível, anexar o termo de consentimento livre e esclarecido do proprietário 

ou responsável pelo animal. 

 

15. RESOLUÇÃO DA COMISSÃO 

A Comissão de Ética no uso de animais, na sua reunião de _____ /_____ /_____ , 

APROVOU os procedimentos éticos apresentados neste Protocolo. 

 

Assinatura: ___________________________________ 

Coordenador da Comissão 

 

A Comissão de Ética No Uso de Animais, na sua reunião de _____/____/____, 

emitiu o parecer em anexo e retorna o Protocolo para sua revisão. 

 

Assinatura: ___________________________________ 

Coordenador da Comissão 

 

* GRAU DE INVASIVIDADE (GI) - definições segundo o CONCEA 

GI1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.: 

observação e exame físico; administração oral, intravenosa, intraperitoneal, 

subcutânea, ou intramuscular de substâncias que não causem reações adversas 

perceptíveis; eutanásia por métodos aprovados após anestesia ou sedação; 

deprivação alimentar ou hídrica por períodos equivalentes à deprivação na natureza). 
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GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve 

intensidade (ex.: procedimentos cirúrgicos menores, como biópsias, sob anestesia; 

períodos breves de contenção e imobilidade em animais conscientes; exposição a 

níveis não letais de compostos químicos que não causem reações adversas graves).    

GI3 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade 

intermediária (ex.: procedimentos cirúrgicos invasivos conduzidos em animais 

anestesiados; imobilidade física por várias horas; indução de estresse por separação 

materna ou exposição a agressor; exposição a estímulos aversivos inescapáveis; 

exposição a choques localizados de intensidade leve; exposição a níveis de radiação 

e compostos químicos que provoquem prejuízo duradouro da função sensorial e 

motora; administração de agentes químicos por vias como a intracardíaca e 

intracerebral). 

GI4 = Experimentos que causam dor de alta intensidade (ex.: Indução de trauma 

a animais não sedados). 

 


