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RESUMO

Estudos epidemiologicos do cancer ndo fornecem evidéncias conclusivas que
justifiquem a recomendacdo de estratégias especificas de prevencdo da doenca.
Desta forma, os esfor¢cos para melhoria dos numeros relacionados ao cancer de
mama séao direcionados para antecipacao do diagndstico, tendo como consequéncias
a diminuicdo da agressividade do tratamento administrativo e a redugéao da taxa de
mortalidade. A bidpsia do linfonodo sentinela (LS) no tratamento cirargico do cancer
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
possivel a biopsia do LS € necessaria a utilizacdo de marcadores que identifiquem o
LS e facilite o ato cirargico. Entre os marcadores mais utilizados, estdo o tecnécio e o
azul patente. Os resultados das pesquisas de LS sdo animadores, porém, o uso dos
seus marcadores possui desvantagens, como exemplo, o alto custo do tecnécio e as
reacOes alérgicas causadas por azul patente. Durante o exame fisico de duas
pacientes submetidas a biépsia de mama, foi observado na pele das mesmas, o
mapeamento dos vasos linfaticos com uma coloracdo avermelhada, em direcdo ao
linfonodo axilar. Estudos prévios difundiram a teoria que um derivado de sangue
(hemossiderina) foi capturado por macrofagos e acessado no ducto linfatico em
direcdo a axila. Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido
um protocolo experimental para a obtencdo de um marcador derivado do sangue e
testado em um modelo de cirurgia experimental em cdes onde afirmou-se a existéncia
de um novo marcador autélogo do sangue. Apés varios estudos preliminares, foram
realizadas aplicacdes em pacientes com cancer de mama no Hospital Maternidade de
Fortaleza, sendo reconhecido o sucesso em todos os procedimentos de aplicacéo da
“‘hemossiderina”. No entanto, a hipétese de que o marcador derivado do sangue seria
a hemossiderina surgiu somente dos dados clinicos e de pesquisas cientificas
preliminares, assim, a afirmacéo possui suas discordancias. Para tanto, este projeto
avaliou as caracteristicas do hemoderivado (hemossiderina), ao qual foi identificado
como a principal substancia responsavel pela marcagdo do LS. Foi realizado um
aperfeicoamento do marcador biologico isolado avaliando seus efeitos nos ensaios
pré-clinicos em ratas wistar através da purificacdo da substancia responsavel pela
marcacao e da padronizacéo do seu tempo de drenagem, doseamento, concentracao

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



interferir sobre a marcacédo tecidual do LS. ApOs estudo, observou-se que a
hemoglobina é a principal responsavel pela marcacdo do LS e este processo de
marcacao pode ser otimizado através da padronizacdo das condicbes homeostéticas
do marcador biolégico, 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 25°C.

Palavras-chave: Cancer de mama. Linfonodo sentinela. Marcador biol6gico.



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 INTRODUCAO

1.1 Incidéncia do cancer de mama

O cancer ocupa posicdo de destaque nos estudos referentes a saude
devido a magnitude epidemioldgica, social e econdmica, evidenciando-se como
problema de saude publica (FELDEN; FIGUEIREDO, 2011; YOSHINARI et al, 2017).
Considerando que nos paises desenvolvidos predominam os tipos de cancer
associados a urbanizacdo e ao desenvolvimento (pulmao, préstata, mama feminina,
célon e reto), nos paises de baixo e médio desenvolvimentos ainda permanecem a
alta ocorréncia de tipos de cancer associados a infec¢des (colo do Utero, estbmago,
eso6fago, figado) (FERLAY et al., 2013). Pesquisas do Instituto Nacional de Cancer
José de Alencar Gomes da Silva (INCA) indicam que no Brasil, biénio 2018-2019,
havera ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano, representando
uma maior incidéncia para canceres de préstata, pulmao, mama feminina, colon e reto
(Quadro 1) (INCA, 2018).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial
da Saude (OPAS/OMS), o cancer de mama (CM) € o mais comum entre as mulheres,
sendo a segunda principal causa de morte (ONU, 2016). As taxas de incidéncia variam
guase quatro vezes em todas as regides do mundo, podendo variar de 27 a cada 100
mil mulheres na Africa Central e Asia Oriental, e de 92 a cada 100 mil mulheres na
América do Norte (WHO, 2012; INCA, 2018). Na maioria das regiées do mundo ha
uma tendéncia no aumento nas taxas de incidéncia. Contudo, nos paises mais
desenvolvidos, a incidéncia atingiu uma estabilidade seguida de reducéo na ultima
década, apresentando um declinio nas taxas de mortalidade desde o final da década
de 1980 e inicio de 1990. Esse declinio na incidéncia reflete uma combinagédo da
melhoria na deteccédo precoce, por meio de rastreamento populacional e intervengdes
terapéuticas mais eficazes (STEWART; WILD, 2014).

Pesquisas recentes indicam que para cada ano do biénio 2018-2019, séo
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 ultima década, a
mortalidade por esse tipo de cancer aumentou nas cinco macrorregides brasileiras,
onde as taxas tém apresentado variacdes geograficas em estudos nacionais, regiao
Sudeste (2,94%), regiao Sul (3,21%), regido Nordeste (2,31%), Centro-Oeste (2,97%)
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e Norte (2,19%) (INCA, 2015). Na regidao Nordeste, foram estimados 11.860 novos
casos de cancer, 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 a média da
regido de 71,02 novos casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2018). As
desigualdades regionais estdo provavelmente associadas ao(s): indice de
desenvolvimento humano, indice de excluséo social, taxas de cobertura mamografica,
acesso aos servicos de saude e a qualidade do tratamento oncolégico (FREITA et al.
2012, 2013; KLUTHOCOVSKY et al., 2014).

Quadro 1 - Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizag8o primaria Novos Casos Localizagdo primaria Novos Casos
Prostata 68.220 Mama feminina 59.700
Tragueia, Brénquio e Pulmao 18.740 Colon e Reto 18.980
Colon e Reto 17.380 Colo do Utero 16.370
Estémago 13.540 Tragueia, Bronguio e Pulméo 12.530
Cavidade Oral 11.200 Glandula Tirecide 8.040
Estfago 8.240 Estomago 7.750
Bexiga 6.690 Corpo do Utero 6.600
Laringe 6.390 Ovario 6.150
Leucemias 5.940 Sistema Nervoso Central 5.510
Sistema Mervoso Central 5.810 Leucemias 4.860

Fonte: Instituto Nacional de cancer, 2018.

1.2 Anatomofisiopatologia

As mamas sao o6rgaos pares, situados na parede anterior do torax, sobre
0s musculos grandes peitorais. Cada mama apresenta uma aréola e uma papila, na
sua regido central. Na papila mamaria exteriorizam-se 15 a 20 orificios ductais, que
correspondem as vias de drenagem das unidades funcionantes, que sao os lobos
mamarios, estes sao 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 sanguineos e linfaticos, sendo o sangue responsavel pela
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remocao dos detritos celulares do tecido mamario e a linfa por transportar proteinas e
fornecer protecéo imunologica (INCA, 2002; NCCN, 2017).

As mulheres mais jovens apresentam mamas com maior quantidade de
tecido glandular, ao se aproximar da menopausa, o0 tecido mamario vai sendo
substituido progressivamente por tecido gorduroso, até se constituir, quase que
exclusivamente, de gordura e resquicios de tecido glandular na fase p6s-menopausa
(INCA, 2002).

Figura 1 — Anatomia mamaria mostrada

em uma seccao sagital

Parede toracica

Musculo

Lobulos

sanguineos

Fonte: NCCN, 2011.

Figura 1. o I6bulo mamario (unidade
funcional maméria, onde se situa células
responsaveis pela producdo do leite);
ducto lactifero (sistema de canais que
conduz o leite até a papila); aréola
(estrutura central da mama onde se
projetam as fibras musculares elasticas
onde desembocam os ductos lactiferos);
gordura (tecido adiposo que ocupa todo o
restante da mama).

O periodo critico de oncogénese para o cancer de mama parece
corresponder ao intervalo entre a menarca e a primeira gestagéo a termo, pois é nesse
momento que o Iébulo mamario se encontra em amplo processo de divisado celular
(BERGMANN, 2000; NCCN, 2011). Sabe-se que células em intensa divisado celular

estdo mais susceptiveis a mutagdes e, consequentemente, transformagdes malignas.
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Tendo ocorrido esse processo, o desenvolvimento do cancer se dara de forma lenta,
podendo levar aproximadamente 10 anos para se tornar um tumor de 1 cm, quando
entdo é possivel a palpacao, evidenciando a importancia do rastreamento (INCA,
2002). Geralmente, os tumores costumam ter inicio nos ductos e l6bulos maméarios,
onde algumas células neoplasicas podem migrar para os ganglios linfaticos e
posteriormente para outros tecidos (NCCN, 2017).

O cancer de mama tem origem numa disfuncéo celular, que se caracteriza
por processo de multiplicacdo e crescimento desordenado das células epiteliais. A
velocidade no crescimento do tumor depende de diversos fatores, principalmente

hormonais, como a acao do estrogénio e da progesterona (RICCI, 2008).

1.2.1 Receptores hormonais e fator de crescimento epidérmico

1.2.1.1 Receptores hormonais (RE, RP)

O estrogénio e a progesterona sdo hormoénios que estimulam o crescimento
da mama durante a puberdade (NCCN, 2011). Em alguns tipos de tumor, esses
horménios também estimulam o crescimento do préprio tumor, sendo chamados de
tumores com receptores de estrogénio (RE) positivos, receptores de progesterona
(RP) positivos ou com ambos receptores positivos. Estes tumores possuem como
principais caracteristicas o0 crescimento mais lento, menor probabilidade de
disseminacao para os ganglios linfaticos e possibilidade de uso da hormonioterapia.
(NCCN, 2017).

Tumores RE-positivos utilizam o esteroide hormonal estradiol como seu
principal estimulo para crescimento. RE €, portanto, o alvo direto das terapias
hormonais, onde o tratamento com tamoxifeno reduz a taxa anual de morte por CM
em 31% na doenca de RE-positivo (BUITRAGO, UEMURA e SENA, 2011). A
expressdo do RP esta diretamente dependente da presenca de RE (VIALE et al.,
2007). Tumores que expressam tanto para RE e RP, apresentam melhor resposta ao
tratamento anti-estrogénico em pacientes com cancer de mama metastaticos, quando
comparado com pacientes que apresentam positividade somente para RE e falta
expressado 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 expressao € associada a maior
agressividade biolégica do tumor e a resisténcia a alguns tipos de tratamento, pois o
HER-2 codifica uma proteina de membrana das células tumorais responsavel pelo
maior crescimento e divisdo das células tumorais (NCCN, 2011).

A presenca do HER-2 esta diretamente relacionada ao maior risco de
recidiva tumoral e possui um papel importante na transformacdo oncologica.
Amplificacdo do HER-2 ou superexpressdo sdo reconhecidos como importantes
marcadores de doenca agressiva e sdo o0s alvos moleculares para terapias
especificas, como trastuzumab e lapatinib (BUITRAGO, UEMURA e SENA, 2011;
NCCN, 2011).

1.2.2 Tipos mais frequentes do cancer de mama

Os tumores malignos proprios da mama, isto €, os adenocarcinomas, sao
divididos em in situ e invasores e estes dois subgrupos, por sua vez, sao divididos em
ductais e lobulares. Cada um destes subgrupos tem seus subtipos, cada qual com
suas caracteristicas histopatolégicas préprias que influenciam o comportamento
clinico (ELISENBERG e KOIFMAN, 2000). Existem também outros tipos menos
comuns de cancer de mama, como sarcomas, fildides, doenca de Paget e
angiossarcomas que se iniciam nas células do musculo, gordura ou tecido conjuntivo
(ACS, 2017).

O principal objetivo na identificacdo dos variados tipos de carcinomas
invasores da mama € 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 cancer nao
invasivo ou pré-invasivo (ACS, 2016). Os carcinomas ndo invasivos representam
aproximadamente 15% dos canceres 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 definicdo, o CDIS é a proliferacdo de células neoplasicas, limitada
ao epitélio ductal sem invasdo da membrana basal e do estroma, conferindo um bom
prognostico, pois ainda ndo apresenta potencial metastatico. (SHAH et al., 2012,
WILKE et al., 2006).

Figura 2 — Esquema de um carcinoma ductal in situ

em uma secc¢ao sagital da glandula mamaria

Fonte: ACS, 2016.

1.2.2.2 Carcinoma ductal invasor

Dentre os subtipos histolégicos, o carcinoma ductal invasor (CDI) € o tipo
mais comum de cancer de mama invasivo, correspondendo a 70 a 80% dos casos. O
crescimento neoplasico ultrapassa a membrana basal devido a desdiferenciacdo
celular, permitindo a invasdo do parénquima mamario. Nesse ponto, ele pode se
metastatizar para outras partes do corpo através do sistema linfatico e da corrente
sanguinea. O CDI caracteriza-se por uma massa palpavel detectavel clinicamente,
além da densidade radiologica e ecografica tipicas 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 cancer de

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

predisposicao ao desenvolvimento de cancer de mama invasivo. O CLIS possui maior
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taxa de incidéncia em mulheres com idade entre 40-50 anos (RIBEIRO, 2014;
STOPECK, 2014).

Esse tipo de neoplasia desenvolve-se nos I6bulos da mama. O CLIS
geralmente ndo requer tratamento, mas aumenta o risco de uma mulher desenvolver

cancer em ambos os seios (ACS, 2016).
Figura 3 - Esquema de um carcinoma

lobular in situ em uma secc¢éo sagital da

glandula mamaria

narmas

Fonte: ACS, 2016.

1.2.2.4 Carcinoma lobular invasor

O segundo tipo de CM com maior incidéncia € o carcinoma lobular invasivo
(CLI), que abrange 5 a 10% das lesbes invasivas, alguns carcinomas lobulares
infiltrantes apresentam aspecto macroscopico idéntico ao de carcinoma ductal
infiltrante, em muitos casos, sem lesdo de massa evidente, e o tecido mamario retirado
pode ter uma consisténcia 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 dificil de ser detectado no exame fisico, assim como na mamografia, do que

no carcinoma ductal invasivo (ACS, 2017).
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1.3 Diagna@stico

O céancer de mama € um grupo heterogéneo de doencas, com
comportamentos complexos e distintos. A diversidade desse cancer pode ser
observada pelas variadas manifestacdes clinicas e morfologicas, diferentes
assinaturas genéticas e consequentes diferencas nas respostas terapéuticas (INCA,
2017). Embora tenham sido identificados alguns fatores ambientais ou
comportamentais associados a um risco aumentado de desenvolver o CM, estudos
epidemiologicos ndo fornecem evidéncias conclusivas que justifiguem a
recomendacdo de estratégias especificas de prevencdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2004). Desta forma, os esfor¢cos para melhoria dos nimeros relacionados ao cancer
de mama sdo direcionados para antecipacdo do diagnostico, tendo como
consequéncias: diminuicdo da agressividade do tratamento e reducdo da taxa de
mortalidade (MOLINA et al., 2003).

Tem-se observado em alguns paises desenvolvidos, como é o caso dos
Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega, um aumento
da incidéncia seguido de uma diminui¢do da mortalidade por cancer de mama, o que
estd diretamente relacionado a deteccdo precoce por meio da introducdo da
mamografia para rastreamento e a oferta de tratamento adequado. No Brasil, o
aumento da incidéncia tem sido acompanhado do aumento da morbimortalidade, o
que pode ser atribuido, principalmente, a um atraso do diagnéstico e do emprego da
terapia inadequada (MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Quando comparadas de acordo
com a extensdo das neoplasias malignas, as mulheres brasileiras sdo diagnosticadas
em estagios avancados, enquanto que em paises desenvolvidos geralmente as
mulheres recebem o diagnéstico do CM no inicio da doencga (INCA, 2009, MIGOWSKI
et al., 2018).

Tendo em vista que as taxas de sobrevida sao altas quando seguidas de
um diagnostico e tratamento do cancer de mama em seu estagio inicial, houve um
direcionamento de esfor¢os na investigacao por maior sensibilidade e especificidade
na deteccdo de tumores inicias, incentivando-se a realizacdo de estudos estratégicos
gue pautassem os programas de deteccéo precoce da doenca (MENKE et al., 2007,
MIGOWSKI et al., 2018).

Os programas de rastreamento e deteccao precoce do cancer de mama,

em sua maioria apoiam-se no exame clinico das mamas (ECM) e mamografia,
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possuindo como objetivos a reducdo das taxas de mortalidade pela doenca e o
diagnéstico precoce, assim, consequentemente o0 aumento de mais opc¢des
terapéuticas, com menores efeitos indesejados nos ambitos fisico, mental e social
(BATISTON et al.,, 2009; GONCALVES et al.,, 2009; AGUILLAR et al.,, 2012;
MIGOWSKI et al., 2018).

O ECM deve ser realizado anualmente por um profissional de saude
habilitado, de forma sistematizada. Na etapa de inspecdo, sdo observados o0s
principais sinais do CM: cor do tecido mamario, erup¢des cutaneas ou descamacao,
evidéncia de pele em “casca de laranja”, além de proeminéncias venosas, massas
visiveis, retracdes ou pequenas depressbes, além de serem examinados o0s
linfonodos das cadeias axilares, supra e infra claviculares, devendo ser observado o
namero de linfonodos palpados, bem como seu tamanho, consisténcia e mobilidade.
Apods a palpacao linfonodal, deve-se realizar a ordenha mamaria a fim de verificar a
presenca de secrecdo. Ao fim do exame, o profissional deve relatar a presenca de
alteracdes, como nodulos, adensamentos, secre¢cdes mamilares ou areolares, entre
outras (FOGACA; GARROTE, 2004; BRASIL, 2004; CARMICHAEL et al., 2004;
MIGOWSKI et al., 2018).

A mamografia € o método de escolha para o rastreamento populacional do
cancer de mama em mulheres assintomaticas, sendo a principal facilitadora do
diagnostico de distintas alteragcbes ndo palpaveis e identificacdo de alteracdes
sugestivas de malignidade (CARMICHAEL et al., 2004; THULER, 2003; CHALA E
BARROS, 2007; BRASIL,2004). A mamografia € realizada em aparelho de raios X
apropriado, chamado mamadgrafo, no qual sdo realizadas, através de compresséao,
duas incidéncias de cada mama, uma cranio-caudal e outra médio-lateral obliqua,
sendo possivel visualizar com precisdo os nodulos, as microcalcificacbes e as
densidades assimétricas focais ou difusas, além de distor¢des parenquimatosas,
dilatacdo ductal, espessamento cutaneo, retracdo da pele e/ou complexo aréolo-
papilar e linfadenopatia axilar (CHALA e BARROS, 2007; CALDAS et al., 2005).

A Sociedade Brasileira de Mastologia prevé 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 Saude do Brasil preconiza o Exame Clinico 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 recomendacao médica
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(INCA, 2014). Em mulheres com historico familiar de cancer de mama, o rastreamento
anual com ressonancia 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 aplicacdo (NASCIMENTO, PITTA e REGO, 2015).

1.4 Fatores prognadsticos

Dentre os principais indicadores para o prognéstico do CM estdo o tamanho
do tumor e a condicdo 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 Unido Internacional Contra o Cancer
(CARTER; ALLEN; HENSON, 1989). O tamanho do tumor no momento do diagnéstico
é fator determinante na indicacdo ou ndo do tratamento conservador, além de se
constituir ainda, nos casos de pacientes com auséncia de comprometimento
metastatico dos linfonodos, no melhor indicativo de recidiva da doenga. Quanto maior
0 tamanho do tumor, maiores sdo as chances da existéncia de comprometimento
metastatico dos linfonodos loco-regionais (ABREU; KOIFMAN, 2002,
SOERJOMATARAM et al., 2008; NCCN, 2017).

Os pacientes com cancer de mama sao estratificados em grupos de risco
com base em uma combinacdo de variaveis prognésticas classicas dependentes do
tempo (estadiamento) e variaveis progndsticas e preditivas bioldgicas. As variaveis de
estadiamento incluem, além do tamanho do tumor e do estagio linfonodal, a extenséo
da disseminacdo do tumor. O progndstico da paciente também possui variaveis
bioldgicas classicas que incluem variaveis morfologicas: 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 disseminacado das células neoplésicas, faz-
se necessario classificar os casos de cancer em estadios, pois as taxas de sobrevida
diferem a partir das caracteristicas tumorais. Para tal, ha regras internacionalmente
estabelecidas com diferentes variaveis: localizacdo, tamanho ou volume do tumor,

invasdo direta e linfatica, metastases a distancia, diagnostico histopatoldgico,
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producdo de substancias, manifestacdes sistémicas, duracdo 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 Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema Tumor Nodes Metastases
(TNM) de Classificacdo dos Tumores Malignos (NCCN, 2011).

1.4.1.1 Estadiamento anatdmico

Este estadiamento baseia-se na extensdo anatdmica da doenca, levando
em conta as caracteristicas do tumor primario (T) (Figura 4), as caracteristicas dos
linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N)
(Figura 5), e a presenca ou auséncia de metastases a distancia (M) (Figura 6).
Classificando o tumor primario por Tx (tumor primario que néo pode ser avaliado); TO
(ndo ha evidéncia de tumor primario), Tis (Carcinoma in situ); T1 (tumores < 2cm); T2
(tumores > 2 cm e <5 cm); T3 (tumores > 5¢cm) e T4 (tumores de qualquer tamanho
com extensdao direta a parede toracica ou a pele). Uma série de 0-3 depois de N para
mostrar se o cancer se difundiu desde sua origem até os ganglios linfaticos préximos,
e, em caso afirmativo, quantos linfonodos sdo invadidos. 0 ou 1 de M para mostrar
metéstase (disseminacéo do cancer para 6rgdos distantes, como 0ssos ou pulmdes)
(ANEXO A) (GREENE et al., 2002; BARROS et al., 2001).
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Figura 4 - Classificacdo de acordo com caracteristicas do tumor primario
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Fonte: INCA, 2004.

Na Figura 4, Tx- o tumor primario ndo pode ser avaliado; TO- ndo ha
evidéncia de tumor primario; Tis- Carcinoma in situ. T1- Tumor £ 2 cm em sua maior
dimens&o. T2- Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensado. T3-
Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimenséo. T4- Tumor de qualquer tamanho,

com extensdo direta a parede toracica ou a pele (INCA, 2004).
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Figura 5 - Classificacdo de acordo com a extensdo do
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Fonte: INCA, 2004.

Na figura acima, encontram-se: Nx- linfonodo regional primério ndo pode
ser avaliado; NO- linfonodos regionais sem sinal (is) de metastase; N1- metastases
em linfonodo (0s) axilar (es) regional (ais) niveis | e Il, mével (eis). N2- metastase em
linfonodo (s) regional (ais) nivel Il e lll. N3- metastase em linfonodo (s) regional (ais)

intraclavicular (es) (IV) com ou sem comprometimento de linfonodo (s) axilar (es) ou
da mamaéria interna (V) (INCA, 2004).
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Figura 6 - Metastases a distancia
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Na Figura 6, tem-se: MO- Auséncia da metastase a distancia; M1-Metéstase
a distancia, que se diferencia de acordo com o tecido afetado.

1.4.1.2 Estadiamento progndstico clinico

O EPC é baseado em informacdes provenientes da historia clinica, exame
fisico, exames de imagem e estudos citoldgicos ou histoldgicos realizados antes do
tratamento. O estadiamento progndstico clinico inclui cT (clinico - tumor primario), cN
(clinico — linfonodos afetados), ¢/pM (clinico — metastase) (ANEXO A), grau do tumor
(G), HER2, RE e RP (ANDRADE, 2018).
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1.4.1.3 Estadiamento progndstico patologico

O EPP se aplica apenas aos pacientes submetidos a resseccéo cirurgica
como tratamento inicial do cancer de mama. Baseia-se na associacdo das
informacdes clinicas, dados anatomopatoldgicos provenientes da peca cirdrgica
associados aos resultados dos fatores prognosticos. Consiste na combinacdo dos
seguintes dados: pT (patolégico - tumor primério), pN (patolégico — linfonodos
afetados), c/pM (patoldgico — metastase) (ANEXO A), G, HER2, RE e RP (ANDRADE,
2018).

1.5 Tratamento

Os métodos disponiveis para tratar o cancer de mama devem ser
ministrados por uma equipe multidisciplinar visando o tratamento da paciente de forma
sistémica (SILVA; ALBUQUERQUE, 2010; INCA,2015; DIAS et al, 2017).

O prognéstico do CM depende da extensdo da doenca (estadiamento),
assim como das caracteristicas do tumor. Quando a doenca é diagnosticada no inicio,
o tratamento tem maior potencial curativo. Quando ha evidéncias de metastases, 0
tratamento tem por objetivos principais prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade
de vida (NCCN, 2011; INCA, 2015). Dentre os principais tratamentos do cancer de

mama temos 0s sequintes.

1.5.1 Tratamento local

1.5.1.1 Cirurgia

A cirurgia € o principal tratamento do cancer de mama, ela inclui a
intervencéo cirdrgica na mama e axila. Evolutivamente, os procedimentos cirurgicos
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 cancer de mama € aceitavel para a maioria
das mulheres, porém existem excec¢des de aplicabilidade e necessitam de adjuvancia
com radioterapia. Dentre as principais contraindicacbes ao tratamento conservador

estdo: a persisténcia de margens positivas ap0s varias tentativas de reexcisao,
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doenca multicéntrica (dois ou mais tumores primarios em quadrantes de mama
separados), aparéncia difusa das microcalcificacbes na mamografia, sugerindo
multicentricidade e gravidez, embora possa ser possivel fazer uma cirurgia
conservadora no ultimo trimestre e a radioterapia apés o parto (MARTA et al., 2011;
DIAS et al, 2017).

A indicacdo de diferentes tipos de cirurgia (Quadro 2) depende do
estadiamento clinico e do tipo histolégico, portanto pode ser conservadora com a
ressecgao de um segmento da mama com margens livres (engloba a setorectomia, a
tumorectomia alargada e a quadrantectomia), com retirada dos ganglios axilares ou
linfonodo sentinela, ou ndo conservadora (mastectomia total) (BRASIL, 2008;
ARAUJO et al, 2017).

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

Mastectomia Consiste na retirada da glandula mamaria associada a Linfadenectomia total
Radical Classica - retirada dos musculos peitorais
(cirurgia de Halsted)

Mastectomia A preservacdo de um (Pattey-Dyson) ou ambos (Madden- Bidpsia do linfonodo
Radical Modificada Auchinclos) musculos peitorais, e a utilizacdo de incisdo sentinela
transversa (incisdo de Stuart)

Mastectomia Remocao exclusiva da glandula mamaria. Biopsia do linfonodo

Simples ou Total sentinela

Tumorectomia Consiste na resseccao total do tumor, sem Biopsia do linfonodo
preocupacdo de se estabelecer margem de seguranca sentinela

Setorectomia Resseccdo do setor que engloba o tumor, com Biopsia do linfonodo
margem de seguranca de, pelo menos, 1 cm sentinela

Quadrantectomia Resseccdo de qualguer setor mamario que alberga o Biopsia do linfonodo
tumor, com ampla margem de seguranca, da pele sentinela

suprajacente e da aponeurose do musculo grande
peitoral subjacente

Fonte: ARNAUD (2010).

Muito se discute sobre o tratamento conservador, no qual realiza-se a
remogdo de um volume de tecido mamario sadio suficiente para obter margem
cirurgica livre de neoplasia, porém procura-se evitar excisées e dissec¢des 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 € a remocéo do tumor com uma margem de tecido
mamario normal de aproximadamente 1 cm de diametro 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 doenca intraductal extensa que afeta multiplos
guadrantes da mama, mulheres com histéria de doenca vascular do colageno e as
que ndo se sentem motivadas a preservar as mamas ou nao tem facil acesso a
radioterapia (LONGO et al., 2013). A mastectomia parcial sempre deve ser
suplementada por radioterapia como parte do tratamento primario (MARTA et al.,
2011).

A mastectomia total ou radical classica € a remocéo de todo o tecido
mamario do lado afetado, e vem sendo substituida pela mastectomia radical
modificada, buscando a diminuicdo das comorbidades e da melhora no efeito
cosmeético. A mastectomia radical modificada é a forma mais comum de mastectomia,
durante a qual se retira a mama inteira, mas 0os musculos da parede toracica sdo
preservados. Com a preservacdo dos musculos do peito, é preservada a forca dos
bracos (NCCN, 2011).

A biépsia 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 avaliacdo das metastases nos linfonodos axilares
e evitar a recorréncia na axila, respectivamente. (NCCN, 2011).

1.5.1.2 Radioterapia

A radioterapia € um meétodo administrado externamente, que emprega
feixes de radiacdes ionizantes na regido afetada, onde os raios ionizantes bloqueiam
a divisdo celular ou determinam a destruicdo do tumor. E utilizada com o objetivo de
destruir as células remanescentes apos a cirurgia ou para reduzir o tamanho do tumor
antes da cirurgia. Seus efeitos toxicos sdo localizados, podendo ocasionar irritacdes
ou leves queimaduras na pele, inflamagdes das mucosas, queda de pelos ou cabelos
nas areas irradiadas e diminui¢cdo na contagem das células do sangue. (GENC; TAN,
2011).

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

do tumor e no manejo axilar ndo invasivo, seguida de radioterapia, € o tratamento local
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padrdo para a doenca tanto em estadios iniciais quanto avancados (MARTA et al.,
2011).

1.5.2 Tratamento sistémico

1.5.2.1 Terapia bioldgica

A terapia biolégica ou molecular consiste em usar farmacos que atuem
fundamentalmente nas células cancerosas afetando minimamente as normais, tendo,
assim, menos efeitos adversos (DEL DEBBIO et al.,, 2007). A expressao dos
receptores hormonais, receptores de estrogeno e receptores de progesterona, e a
expressao ou ampliacao do fator de crescimento humano epidérmico receptor-2 foram
identificadas como importantes fatores preditivos entre as pacientes com cancer de
mama (SALLES et al.,, 2009; KARGER e FREIBURG, 2010; HADDAD, 2010).
Atualmente, esses marcadores séo utilizados para definir o tratamento e o progndstico
da doenca, juntamente com as variaveis clinicas e patolégicas (VALLEJOS et al.,
2010; LLOYD et al., 2010).

Aproximadamente 70% dos tumores da mama expressam RE e RP no
nacleo tumoral e, portanto, sdo proponentes a hormonioterapia. Dentre as
hormonioterapias utilizadas atualmente, se destacam os medicamentos bloqueadores
dos receptores de estrogénio (tamoxifeno, toremifeno, fulvestrant) (Quadro 3) e os
inibidores de producdo do estrogénio (inibidores de aromatase, acetato megestrol,
ablacdo Ovariana). No cancro da mama em estadio inicial, a hormonioterapia &

administrada por 5 anos com o objetivo de prevenir as recidivas (ACS, 2016).
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Quadro 3 - Farmacos sistémicos mais comuns para o cancer de mama
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Fonte: Adaptado de RANG et al. (2002).

Outros 20% apresentam amplificacdo 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 neoadjuvancia para diminuir o tamanho do tumor para realizar a cirurgia
posteriormente, bem como em adjuvancia, apos tratamento cirdrgico. Varios estudos
indicam que é eficaz no tratamento dos tumores precoces HER2 positivos e nos
tumores metastaticos HER2 positivos. O trastuzumab € administrado por via
endovenosa por 1 ano como terapéutica adjuvante, iniciando juntamente com a
quimioterapia e a sua administracao prolonga-se apos o fim da quimioterapia até ser
completado o esquema (NCCN, 2011).

1.5.2.2 Quimioterapia

Nas ultimas décadas, a area da quimioterapia antineoplasica tem permitido
maior sobrevida dos portadores de cancer e aumento na incidéncia de curas através
de agentes quimicos que interferem no processo de crescimento e divisdo celular
podendo ser usados tanto isolados como em combinacéo com a finalidade de eliminar
células tumorais do organismo (INSTITUTO ONCOGUIA, 2014). Atualmente, a
guimioterapia € utilizada em trés circunstancias clinicas relevantes: no tratamento
para canceres para 0S quais nao existam outro tratamento eficaz, no tratamento

neoadjuvante, ou seja, antes do método terapéutico 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 combina¢gfes de dois ou mais
medicamentos séo utilizados, sendo capaz de retardar o mecanismo de crescimento
tumoral, possibilitando melhores respostas ao tratamento. As principais vantagens da
poliquimioterapia sdo o efeito aditivo que é produzido; a potencializacdo do efeito
terapéutico de uma droga com o0 uso concomitante da outra; diminuicao da resisténcia
tumoral; possibilidades de reducdo nas doses e, consequentemente, diminuicdo dos
efeitos toxicos e colaterais (DA SILVA; AVILA; SOARES, 2013). No quadro 3,
encontram-se o0s principais farmacos utilizados no cancer de mama.

A quimioterapia € dada em ciclos de dias de tratamentos intervalados por
dias de descanso, podendo variar de acordo com os farmacos utilizados.
Frequentemente sao ciclos de 14, 21, ou 28 dias (NCCN, 2011).
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2 TRATAMENTO CIRURGICO COM ABORDAGEM AXILAR NO CANCER DE
MAMA

Atualmente, o tratamento da neoplasia maligna da mama passou a ser
conduzido por uma equipe multidisciplinar, além da equipe cirargica, composta por
patologista, radiologista, oncologista clinico, radioterapeuta e equipe de reabilitacdo e
suporte. Diante dos novos conhecimentos sobre a fisiopatoldgica do cancer de mama
e de sua biologia celular, o tratamento cirdrgico passou por importantes evolugfes nas
técnicas e na abordagem do controle local da doenca (VASQUES, 2016).

O tratamento cirdrgico conservador do tumor de mama passou a ser
prioridade entre os métodos cirurgicos, devido a uma série de fatores, como:
entendimento da doenca neoplasica da mama como sistémica desde o inicio; baixo
indice de colonizacdo dos linfonodos axilares nas pecas cirargicas;, morbidade
associada ao esvaziamento axilar; expansao da conscientizacao sobre a importancia
da mamografia, trazendo a clinica tumores em estadios iniciais, passiveis de
ressec¢fes menos radicais; aprimoramento das técnicas de cirurgia plasticas da
mama,; o tratamento de uma politica seletiva no manejo da axila, por meio do linfonodo
sentinela e guestionamentos femininos com relacdo a necessidade de extirpacdes
mamarias (FISHER et al., 2002; VASQUES, 2016).

Antes da realizacdo de estudos que legitimassem o papel da cirurgia
conservadora no tratamento adequado da doenca, utilizou-se por décadas o
tratamento cirargico classico do cancer de mama citado por Halsted, no qual o
esvaziamento axilar ou disseccéo 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 resseccao dos linfonodos da regido axilar, localizados
lateralmente, medialmente e sob o muasculo pequeno peitoral, tendo como
consequéncias muitas morbidades para paciente, em patrticular, linfedema, seroma,
alteracdes na sensibilidade local, internacéo prolongada, dor cronica e dificuldade de
mobilizacdo do braco (FISHER, 1977; 1980; FISHER et al., 2002; TIEZZI, 2007,
VERONESI et al., 2002; VASQUES, 2016).

O principio existente na cirurgia oncolégica da extirpacdo em bloco do
tumor primario e da sua drenagem linfatica ainda permanecem como métodos
importantes de tratamento do cancer. Entretanto, questiona-se a amplitude do

esvaziamento axilar no cancer de mama. Algumas consideracdes devem ser levadas
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em conta antes de se realizar a cirurgia axilar: a relevancia para o prognostico da
doenca, o controle locorregional da neoplasia e se havera aumento da sobrevida
(URBAN et al., 2001).

Em até 75% das pacientes com carcinomas precoces de mama e axila
clinicamente negativa ndo se encontram linfonodos metastaticos nas disseccbes
axilares (DEES et al., 1997). Estimulados por esta observacao e com o intuito de evitar
a alta morbidade do EA, Krag e Giuliano descreveram uma técnica anteriormente
utilizada no estadiamento de pacientes com cancer de pénis (FOWLER et al., 1984) e
vulva (DISAIA et al., 1979), a biopsia do linfonodo sentinela, na determinacéo do status
linfonodal axilar em pacientes com tumores iniciais de mama, evitando-se a realizacao
do EA quando a BLS era negativa (KRAG et al., 1993; GIULIANO et al.,1994).

Com a evolugéo na técnica da BLS, observou-se a reducdo da morbidade
relacionada ao procedimento, entretanto, ndo eliminou completamente os riscos,
como linfedema (8,3%). Por este motivo, ha muito se investigam métodos de imagem
nao invasivos, nas perspectivas de oferecer informagfes com acuracia semelhante a
BLS, capazes de avaliar o estado axilar sem adicionar morbidade cirtrgica 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 estéo: linfocintilografia (LC); tomografia computadorizada (TC),
ultrassonagrafia (US), tomografia com emissdo de pdsitron com fluordesoxiglicose
(PET) e ressonancia nuclear magnética (RNM). Apesar de ser uma area promissora,
estes métodos ainda carecem de evidéncias cientificas robustas antes de substituir a
BLS (LERNEVALL, 2000; LIM et al., 2000). Na realidade atual, a BLS & o método de
exceléncia na avaliacdo axilar e na definicdo do progndstico do cancer de mama
(LYMAN et al., 2005; VASQUES, 2016).

2.1 Linfonodos no cancer de mama

2.1.1 Os linfonodos e o sistema linfatico

As respostas imunologicas adquiridas séo iniciadas em pequenos

agregados de tecidos ricos em linfécitos localizados em toda a extensédo dos canais

linfaticos ao longo do corpo, chamado de linfonodo. Este 6rgédo constitui de um cortex
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externo e uma medula interna, cercado por uma capsula fibrosa através da qual
penetram inumeros vasos linfaticos aferentes que liberam a linfa em um seio
subcapsular (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2005; PARSLOW, 2000) (Figura 7).

Figura 7 - Anatomia do linfonodo
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Os antigenos sao transportados para os linfonodos principalmente pelos
vasos linfaticos. A pele, os epitélios e 0s 6rgdos parenquimatosos contém numerosos
capilares linfaticos que absorvem e drenam o liquido intersticial (derivado da filtracéo
do plasma) desses locais. O liquido intersticial absorvido, chamado de linfa, flui pelos
capilares linfaticos para os vasos convergentes, progressivamente maiores, até
atingirem um grande vaso linfatico chamado ducto toracico, onde é drenado para veia
cava superior retornando, assim, o liquido para o sangue (ABBAS, LICHTMAN e
POBER, 2005; PARSLOW, 2000).

Quando a linfa entra no linfonodo pelo vaso linfatico aferente, ele é filtrado
pelo seu estroma. As células dendriticas que transportam antigenos, entram na zona

de células T e l& permanecem. Antigenos sollveis da linfa podem ser dela extraidos
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por células, como as células dentriticas e os macrofagos, que residem no estroma do
linfonodo. O resultado final da captura do antigeno pelos diferentes tipos celulares &
a sua acumulacao e concentracao no linfonodo, e a apresenta¢éo do antigeno de uma
maneira que ele possa ser reconhecido pelos linfocitos T especificos (ABBAS;
LIICHTMAN, 2005).

Os linfonodos dos pacientes com cancer, podem receber células atipicas
geradas pelo tumor primério, que sdo 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 linfatico e, através desses disseminar-
se, chegando a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou (BRASIL, 1996).

O primeiro estudo descritivo interligando a drenagem linfatica a progressao
da neoplasia de mama foi realizado no inicio do século XVIII, por Henry Francois Le
Dran, que esbocou a progressdo do cancer de mama por via linfatica. A partir desse
pressuposto, a drenagem linfatica da mama € estudada por varios pesquisadores.
Atualmente, sabemos que os vasos linfaticos da pele circundam a aréola e o mamilo,
drenando para linfonodos axilares ipsilaterais, cervicais profundos, deltopeitorais e
linfonodos da cadeia toracica interna (ROSES, 2005). O fluxo linfatico € eferente, dos
vasos linfaticos intramamarios e subcutaneos profundos em dire¢do aos linfonodos

mamarios internos e axilares (VASQUES, 2016).

2.1.2 Linfonodo sentinela no cancer de mama

Na sua tese de graduacdo Ramon Cabanas, em 1969, na Universidad
Nacional de Asuncion Faculdad de Ciencias Medicas no Paraguai, foi pioneiro no
estudo da drenagem linfatica nas neoplasias malignas com o intuito de encontrar uma
maneira de determinar com acurécia a necessidade do esvaziamento linfonodal. Foi
analisado 250 linfogramas, incluindo varios tipos de tumores, incluindo pénis,
testiculo, mama, melanoma, anus, reto e linfomas. Foi visto, em especial, nos casos
de cancer de pénis, cujo observou que, quando o corante era injetado no dorso do
pénis, opacificava uma cadeia limitada de linfonodos, localizada na superficie da
regido inguinal. Tendo como a primeira evidéncia de um centro primario especifico de
drenagem linfatica, que foi chamado de linfonodo sentinela (LS). Desse modo,
Cabanas obteve grande relevancia na descricdo dos fundamentos para a

compreensao desse novo conceito em cirurgia oncologica (CABANAS, 1977).



46

Tendo como base os principios da cirurgia oncolégica no tocante ao
tratamento linfonodal, surge a necessidade de um estudo preciso da axila no cancer
de mama, buscando reduzir a morbidade nas cirurgias mamarias. Portanto, surgiu um
novo método para o estadiamento da axila, que visa inicialmente a identificacdo do
primeiro linfonodo conectado a drenagem linfatica do tumor primario na mama
(CABANAS, 1977). Baseando-se nesse conceito, apés a identificacdo e resseccao
desse linfonodo, se o exame histopatoldégico mostrar que 0 mesmo nao esta
comprometido por metastase, assume-se que existem baixa possibilidade de existir
metastase em outros linfonodos axilares mais distantes e que o tumor, provavelmente,
esta mantido tecido primario (URBAN et al., 2001).

A definicdo do LS é embasada na existéncia de um rede de drenagem
linfatica gradativa e previsivel para um linfonodo na regido, assim, o linfonodo serve
de filtro para células tumorais, no qual a presenca de metastase no LS pode predizer
a necessidade do esvaziamento axilar e um marcador para doenca mais avancada
(BOFF et al., 2006; URBAN et al., 2001; TANIS et al., 2001).

A mama é composta por um tecido rico em canais linfaticos que
acompanham a circulacdo venosa. A principal rota de drenagem da mama é para
linfonodos axilares, recebendo 97% da linfa mamaria (TUNER- WARWICK, 1959). Na
axila, a linfa atinge em média 20 a 40 linfonodos, onde se define a progresséo do
cancer de mama com a observacao do nivel linfonodal das células metastaticas na
cadeia linfatica. Uma forma alternativa de delinear a anatomia patolégica dos
linfonodos axilares € dividi-los em niveis, conforme a classificacdo de Berg (Figura 8)
(NETTTER, 2000).
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Figura 8 - Drenagem linfatica da mama humana

1 —Lateral e inferior a borda do
m. peitoral menor

2 — Posterior ao m. peitoral
menor

3 —Regido superomedial do m.
peitoral menor

4 — Regido supra e infraclavicular

5 —Cadeia da mamaria interna

Fonte: Disponivel 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 Nivel | contém em média 15 a 18 linfonodos (65%) localizados lateral e
inferiormente a borda do musculo peitoral menor; ja o Nivel Il tem de 10 a 12 linfonodos
(25%) localizados posteriormente ao musculo peitoral menor e o Nivel Ill de 6 a 8
linfonodos apicais (10%) localizados na regido superomedial ao musculo peitoral
menor.

No inicio dos trabalhos sobre drenagem linfatica tumoral se pensava que
tumores em variados quadrantes drenavam para LS diferentes (ESTOURGIE et al.,
2004). Nos ultimos anos, varias evidéncias sobre a anatomia funcional da drenagem
linfatica da mama, como também o aumento do uso do mapeamento linfatico e da
experiéncia na bidpsia do linfonodo sentinela, fortaleceram as evidéncias da teoria de
gue os linfaticos da glandula mamaria drenam por meio de poucos troncos linfaticos
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 embriolégica comum justifica o principio que todo
parénquima mamario e a pele que cobre a mama drenam para um mesmo linfonodo

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

2.2 Biopsia do linfonodo sentinela

O status axilar é o fator progndstico isolado mais importante nos tumores
de mama iniciais. Na busca do controle local para pacientes com axila comprometida
utiliza-se no tratamento cirargico convencional a disseccéo dos linfonodos axilares,
como forma de estadiamento e terapéutica. No entanto, com 0s avangos no
rastreamento mamogréafico e com o consequente aumento do diagndstico de tumores
em fases iniciais, revelou-se um baixo indice de acometimento axilar para tais lesées,
demonstrando que o esvaziamento axilar total € desnecessario na maioria das
pacientes com cancer de mama em estégio inicial (ORUCEVIC et al., 2002).

O esvaziamento axilar possui varias complicacbes relatadas, algumas
imediatas como hemorragia, infeccdo, seroma, deiscéncia de sutura e necrose, e
outras tardias como linfedema de membro superior, reducdo da amplitude de
movimento do ombro, dor crdnica, atrofia de musculos peitorais, escapula alada,
fraqueza, parestesia no braco e axila homolaterais a cirurgia (FERREIRA, 2008;
TORREZAN et al, 2002; MAGALDI et al, 2005; PIMENTEL et al, 2007). Estas ultimas
complicacBes tém como causa lesdo de nervos durante a cirurgia. A atrofia dos
musculos peitorais ocorre devido a seccao dos nervos motores peitoral medial e lateral
e a “escapula alada” devido a lesdo do nervo toracico longo que inerva o musculo
serratil anterior. A leséo do nervo sensitivo intercostobraquial é responsavel por queixa
duradoura das pacientes que se apresenta como anestesia, hipoestesia podendo
ocorrer também hiperestesia (dor, latejamento, pontada ou queimacado), que gera
grande desconforto para as pacientes e esta frequentemente associado a maior
morbidade (TEICHER et al., 1982). Estas alteracbes sensoriais ocorrem na regiao
medial e péstero-superior do braco e axila (TEICHER et al., 1982; PIMENTEL et al,
2007)

Diante de tais observacgdes, a biopsia do linfonodo sentinela vem se fixando
como protocolo de rotina nos ultimos anos, sendo um importante método de

estadiamento e de substituicdo para o esvaziamento axilar total no tratamento dos
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canceres de mama iniciais T1 e T2 (tumores < 3 cm), tendo como objetivo a
identificacdo e a retirada do LS para analise. Caso o exame patologico revelar
auséncia de metastase no LS, considera-se que os demais linfonodos, localizados
distalmente, também n&o estardo comprometidos. Entretanto, a presenca de
metastase no LS é indicacdo de esvaziamento axilar e marcador de doenca mais
avancada (SHWARTZ et al, 2001; MATTES et al., 2015; QUADROS e GEBRIM, 2007;
PAZ et al., 2001).

As principais indicagdes para a realizagdo da BLS consistem em axila
clinicamente negativa, tumores T1 e T2 pequenos (3 cm ou menos), tumores primarios
de mama, cancer invasivo de mama e cancer de mama operavel (BARROS et al.,
2001; URBAN et al., 2001). Entretanto, existem contraindicagdes: axila clinicamente
positiva; tumores localmente avancados; cirurgia axilar prévia; radioterapia prévia,;
quimioterapia neoadjuvante; gestacdo e lactacdo; tumores multicéntricos e
multifocais, mamoplastia de aumento com proteses de silicone por incisdo axilar e
alergias ao corante e/ou ao radiofarmaco utlizado na deteccdo do LS. Sé&o
contraindicacdes relativas: alto indice de massa corporal e idade acima de 60 anos;
tumor primario nos quadrantes internos e mamoplastia redutora prévia (SHWARTZ et
al., 2001; GALEB, 2000; PAZ et al., 2001; BOFF et al., 2006).

Atualmente, as trés principais técnicas de identificacdo do LS: injecao de
corante, injecdo de substancia radioativa ou associacdo das duas técnicas
(VASQUES et al., 2016; AGUIAR et al., 2017). Giuliano em 1999, obteve expressivos
indices de identificacdo 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 radioisotopo tecnécio (VERONESI, 1977). Apos estas técnicas
serem empregadas isoladamente de forma satisfatoria, Bass et al. observaram em
sua pesquisa que a associacao das duas técnicas se mostrou contraditoria, tendo uma
maior porcentagem de identificagdo do LS com as técnicas usadas isoladamente
(BASS et al., 1999). Entretanto, o indice de falso-negativo foi menor com a associagao
das duas técnicas empregadas por Wong et al em 2002.

Associado a identificacdo do LS teremos a anélise anatomopatoldgica na
execucdo da BLS, na qual o patologista terd apenas um ou pequeno numero de
linfonodos para examinar mais detalhadamente, ao invés de um maior niumero de
linfonodos proveniente da disseccdo axilar total. Tendo, assim, um aumento na

sensibilidade em comparacao a histologia de rotina (BORGHETTI et al., 2000).
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2.2.1 Protocolo da técnica de bidpsia do linfonodo sentinela
2.2.1.1. Pré-operatorio: linfocintilografia

Frequentemente, utiliza-se como radiofarmaco o coléide 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 radiofarmaco deve ser administrado através de injecao intradérmica de
0,2 mL da solugéo em quatro pontos cardeais sobre a projecao cutanea do tumor, com
as pacientes em posicdo supina. Imediatamente apds a injecdo, recomenda-se uma
massagem efetiva sobre a area, por aproximadamente 2 minutos, com a intencdo de
promover a migracao e o transporte linfatico das particulas de radiocoléide (MARIANI
et al, 2001; PAZ et al., 2001).

Entre 30 minutos a 2 horas da injecdo, obtém-se imagens planares
estéticas anteriores e laterais, com as pacientes em posi¢cdo supina, nas quais um
meédico da equipe de medicina nuclear identifica a primeira captacéo focal distinta da
imagem da atividade injetada (Figura 9A). Ap6s a localizacdo dos linfonodos, a
projecdo cutanea de captacbes focais € marcada em ambas incidéncias, como
referéncia para a inciséo axilar e a localizagao dos LS (Figura 9B) (PAZ et al., 2001).

Figura 9 - A) Linfocintilografia de mama e B) Marcacao cultanea
A - wn
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Fonte: Adaptado de Paz et al., 2001.
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A Figura 9-A contém uma linfocintilografia de mama, na qual a captacéo
focal distinta representa o linfonodo sentinela. J& na Figura 9-B, h4 a marcacéo
cutdnea da captacdo focal em dois planos. O traco representa a borda do musculo

peitoral maior.

2.2.1.2 Técnica cirargica

E de grande importancia uma equipe multidisciplinar com experiéncia,
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
complicacBes, caso ndo seja possivel identificar o linfonodo sentinela ou em caso este
esteja de comprometimento. Alguns centros tém a disponibilidade de uso de
radiofarmacos (Tc 99m e sua utilizacdo é feita de forma isolada ou associada ao
corante azul patente, por trazer maior possibilidade de detec¢éo do LS. Assim, realiza-
se a linfocintilografia e a marcagao cutanea para que o cirurgido possa fazer a inciséo
na pele préximo da lesao tumoral (Figura 9). O uso do “gama probe” ajuda localizacao
pelo cirurgido, por conta da emissao de radiacdo advinda do linfonodo impregnado
por Tc 99m (CHAGPAR et al., 2005). Quando o centro ndo tem medicina nuclear,
frequentemente nos servigos publicos, por conta dos escassos recursos financeiros,
pode-se usar apenas o azul patente ou azul de isossulfan (MAZA et al., 2003).

Diferentes locais de injecéo do radiofarmaco tém sido recomendados para
deteccdo do LS, mas a injecdo periareolar ou subareolar apresenta mais beneficios,
principalmente nas lesdes néo palpaveis, por representar o ponto de convergéncia de
das vias da drenagem linfatica da mama (QUADROS e GEBRIM, 2007).

Apdés a indugdo anestésica, aplica-se o corante com uma injecao
periareolar superior de 2,0 mL de azul patente, divididos em quatro pontos com 0,5
mL cada, objetivando diminuir a possibilidade de impregnagéo dérmica (TARRICONE
et al., 2012). Faz-se uma suave massagem no local da injecdo e espera-se de 7-10
minutos para iniciar o procedimento. Quando o tumor se localiza no quadrante
superolateral realiza-se uma incisdo radiada, e pode-se assim identificar o bordo
lateral do musculo grande peitoral, com a abertura da fascia clavipeitoral,
identificando-se ap0s delicada disseccéo o vaso linfatico coletor corado em azul até o

7

LS, que, apds ligadura dos vasos aferentes, € retirado e enviado para exame
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histopatolégico. Realiza-se uma cuidadosa observacdo axilar a procura de outros
linfonodos corados (para-sentinelas), assim como palpacdo para deteccdo de
eventuais linfonodos suspeitos, que devem ser retirados e enviados para exame.
Quando o tumor ndo se localiza no quadrante superolateral, é realizada uma incisao
axilar de 2 a 3 cm, com procedimento igual ao descrito (QUADROS e GEBRIM, 2007).

2.2.1.3 Andlise citologica e histopatoldgica

Assim que o LS (ou os linfonodos-sentinelas) é (séo) identificado (s) e
retirado (s) pelo cirurgido, € enviado ao patologista, que inicia 0 exame intra-
operatorio, realizando cortes de 2 mm em cada linfonodo. Em seguida, a analise
citologica (imprints) de cada fatia e cortes de congelacao de cada fatia para avaliacao
histol6gica. No material submetido ao imprint, sdo realizadas duas coloracées — uma
rapida com corante metacromatico (Instant Prov) e outra com hematoxilina eosina
(HE). Nas laminas obtidas por congelagéo, também se aplica HE. Utilizando-se ambos
0s métodos — citologia e corte de congelacdo —, o risco de falso-negativo diminui
(SHWARTZ et al, 2001).

Havendo positividade de células metastéaticas no LS, o esvaziamento axilar
€ entdo realizado. Na obtencdo de um resultado negativo, o cirurgido cessa o
procedimento cirdrgico. No entanto, o material € posteriormente incluso em parafina e
corado novamente com HE. Caso houver positividade a partir desse momento, o

mastologista € comunicado e a paciente é, entdo, submetida a outra intervencao

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

2.3 Marcadores do linfonodo sentinela

O aumento na indicagcdo da BLS em diversos tumores incentivou a
pesquisa no desenvolvimento de novos marcadores. H4 uma diversidade de
marcadores desenvolvidos em todo o mundo: substancias radioativas, particulas
magnéticas, substancias fluorescentes, dentre outras (PINHEIRO et al, 2010,
VASQUES, 2016; AGUIAR et al., 2017).
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2.3.1 Corantes vitais

No ato cirdrgico, a inje¢do do corante azul facilita na identificacdo de
drenagem linfatica do tumor por impregnacdo dele na rede linfatica, o que viabiliza
seguir a trama dos ductos linfaticos corados e identifica o primeiro linfonodo (linfonodo
sentinela) que recebe o marcador. Distintos corantes vitais foram utilizados na
identificacdo do ganglio sentinela: o azul patente, o azul de isossulfan e, mais
raramente, o0 azul de metileno (GIULIANO et al., 1994). Esse ultimo é mais facilmente
encontrado para comercializacdo e a um preco bem menor. Segundo alguns autores
o azul de metileno difunde mais rapidamente pelos tecidos periféricos, tingindo maior
extensdo da mama e, de certa forma, dificultando o procedimento. Outros, porém,
encontraram a mesma acuracia e mesma taxa de deteccdo do ganglio 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 comparacdo aos
outros corantes (MULLAN; DEACOCK; KISSIN, 2001; AHLGREN, 1999).

Os corantes vitais utilizados na BLS possuem como principais
desvantagens a possibilidade de tatuagem temporaria da mama (Figura 10), com
resolucao espontanea podendo variar de dias a varios meses na grande maioria dos
casos (VARGHESE et al., 2007); necrose da pele decorrente de injecées subdermica
e reacdes 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 - Coloracdo ap6s administracdo do corante azul

Y ¢
v

Fonte: GUMUS et al, 2003.

Na Figura 10, vemos uma coloracdo persistente da pele apés a
administracdo do corante azul patente para BLS da mama. Coloracao na pele, em um
paciente de 65 anos de idade, coloracéo azul forte é visivel uma semana apos injecao

do corante azul para BLS.

A incidéncia de reacbes anafilaticas 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 clinicos de anafilaxia induzidas por corantes durante os anos de
2004 e 2006 em quatro centros de alergoanestesia na Franca. Todos os pacientes
apresentaram reacoes de hipersensibilidade ao azul patente durante a BLS em cancer
de mama. Nesse estudo, 43% dos pacientes tiveram reacdes graves (colapso
cardiovascular, taquicardia ou bradicardia, arritmias e severo broncoespasmo) e 64%
destes necessitaram de infusdo prolongada e continua de epinefrina e transferéncia
para unidades de tratamento intensivo. Wohrl et al (2004) descreveram um caso
proximo de fatalidade por anafilaxia em decorréncia do uso de azul patente em BLS
em paciente com melanoma que desenvolveu parada cardiaca que requereu

manobras de reanimacao cardiovascular depois de injecéo intradérmica do corante.
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Figura 11 - Presenca de numerosas placas no membro inferior apos aplicacéo do

corante Azul Patente

Fonte: Maranhéo et al., 2016.

2.3.2 Radiofarmacos

A utilizacdo do radiocoloide para LS oferece vantagens, pois sao
eficientemente retidos nos LS, podendo ser utilizados no pré-operatério para
identificacdo da quantidade de linfonodos; localizam linfonodos em locais usuais e nao
usuais; e anormalidades na drenagem linfatica, com a confec¢cdo de imagens
utilizando a gama camera; facilita a identificacdo no intraoperatorio, com a utilizacao
do gama-probe pela equipe cirargica. Alguns estudos demonstrarem elevadas taxas
de identificacdo, inclusive maiores do que em comparacdo com o0 azul patente
(MANSEL; GOYAL, 2004).

Existem variacdes quanto aos diferentes tipos de coloide usados no mundo
(dextram, sulfarico, albumina e antiménio trisufide), mas o marcador radioativo usado
€ 0 tecnécio-99m, que é seguro, meia-vida fisica de apenas seis horas e viavel 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 ndo fornecem, em tempo real, orientacéo visual.
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O Tc 99 tem uma meia-vida de 6 h e a injecdo é geralmente realizada por pessoal de
Medicina Nuclear e ndo pelos proprios cirurgides. Um fator limitante para centros que
lidam com o seu isétopo-pai molibdénio-99 (99Mo); este decai tdo rapidamente que
devem ser fornecidos a servigos de Medicina Nuclear do hospital com a regularidade
a cada duas semanas e € produzido em apenas alguns reatores em todo mundo. A
oferta também esta sujeita a interrupcdo, remodelacdo ou comprometimento de
instalacdes nucleares pendentes, como foi demonstrado no desastre nuclear de
Fukushima Daiichi, no Japdo, em 11 de margco de 2011 (MAYES; DOUEK;
PANKHURST, 2012).

A utilizacdo de radioisétopos proporciona desafios logisticos para os
hospitais. Isso inclui 0 manuseio e descarte de isétopos, formacao de pessoal e nas
exigéncias legais. Adicionalmente, os doentes podem expressar relutancia a
exposicao a radiacdo especialmente na gravidez (MAYES; DOUEK; PANKHURST,
2012). Esses fatores limitam a disseminacéo da BLS para hospitais no mundo, sem
acesso a radioisotopos. Embora a incidéncia de cancer esteja aumentando, o nimero
de BLS permaneceu estatico, com apenas cerca de 60% dos pacientes no Ocidente,
em uma estimativa de meio milhdo, teve acesso ao procedimento (RESCIGNO;
ZAMPELL; AXELROD, 2009). Esse valor cai para 5% na China e é minima no resto
do mundo (LEONG et al.,2010). Portanto, muitos hospitais estdo limitados ao uso,
somente, do corante, para executar sua BLS, por causa da falta de acesso aos
is6topos radioativos ou recursos insuficientes (AHMED; DOUEK, 2014).

2.3.3 Técnicas combinadas

O emprego das técnicas combinadas, corante e radiofarmaco, para
identificacdo do LS, melhorou a taxa de identificacdo e diminuiu a taxa de falsos
negativos na biépsia 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 combinacdo das duas técnicas, comparadas ao
corante isolado, permite um aumento nas taxas de identificacéo do LS de 0% a 18%
(DEROSSIS et al., 2001; EAST et al., 2009). Embora alguns estudos nao 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 utilizacdo da técnica combinada do
radiocolbide e azul patente é facil exequibilidade, permitindo identificar localizacdes
nao usuais do LS, e diminui da curva de aprendizado nos centros de treinamentos;
sendo atualmente a técnica preferida pelos cirurgides na pesquisa do LS (DEROSSIS
et al.,, 2001, GIULIANO et al., 2000; MCMASTERS et al., 2001; VERONESI et al.,
2002).

2.4 Novo marcador autélogo do sangue (hemossiderina)

Os resultados das pesquisas com linfonodos sentinelas sdo promissoras,
porém, a utilizacdo dos seus marcadores possui desvantagens, como exemplo, o alto
custo do tecnécio e as reac¢des alérgicas causadas por azul patente. Neste contexto,
a pratica de marcadores na realizacao da BLS é foco de muitos estudos e inovacdes
(PINHEIRO et al., 2009; AGUIAR et al., 2017; VASQUES et al., 2016).

Tendo em vista as inovagdes atuais de marcadores do LS, destaca-se a
pesquisa de Pinheiro e colaboradores (2009), na qual, apds realizacdo de
procedimentos de biopsias mamarias em duas pacientes, foram observados no exame
clinico pré-operatério, 0 mapeamento dos vasos linfaticos com uma coloracao
avermelhada na mama, em dire¢édo ao linfonodo axilar (Figura 12) (PINHEIRO et al.,
2009).
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Figura 12 - Pele de paciente no pos-operatorio de
bidpsia de nédulo mamario marcada com

derivado de sangue, desenhando o ducto linfatico

principal da papila em direcdo a axila

7 . ..

Fonte: Pinheiro, 2009.

Apés esta observacdo, Pinheiro afirmou que um derivado do sangue
(hemossiderina) foi capturado por macrofagos e acessou o ducto linfatico em direcéo
a axila, onde possivelmente o hemoderivado oriundo do hematoma no sitio cirdrgico,
foi capturado por macrofagos do sistema reticulo endotelial sendo convertido em
hemossiderina que, acessando a rede de drenagem linfatica da mama, identificou o
ducto linfatico da mama até o linfonodo axilar, mecanismo analogamente descrito e
conhecido na mobilizacdo de depdsitos de ferro dos seres humanos (PINHEIRO et al.,
2009, 2010; CANCADO; CHIATTONE, 2001).

Baseando-se na pesquisa de um modelo animal j4 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 obtencéo e aplicacdo do

novo marcador hemossiderina (Figura 12).
2.4.1 Protocolo para utilizagdo da hemossiderina

Com o objetivo de avaliar a utilizacdo da hemossiderina no mapeamento

do linfonodo sentinela na maméria 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 eficacia da
BLS com a hemossiderina foi demonstrada por meio da determinacao da equivaléncia
da hemossiderina comparada a técnica que utiliza a marcacao com o azul patente/Tc
99m, onde observou-se uma deteccdo semelhante do LS corado com hemossiderina

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

Figura 13 - Avaliagdo macroscopica 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).

Apos a identificacdo do LS em cadelas, usando a hemossiderina como
marcador, observou-se uma coloracao vermelho escuro/preto do tecido linféide, que
foi confirmada pela identificag@o de radiacédo do Tc 99m (PINHEIRO et al., 2009, 2012)
sugerindo, assim, um estudo experimental pré-clinico com o novo marcador do LS
autologo do sangue. Tendo em vista o que foi descrito, iniciou-se uma linha de
pesquisa para com a hemossiderina, na qual o marcador em questdo apresentava
como principais vantagens: ndo ser alergénico, diminuicdo das despesas pessoais e
de saude, reducdo da morbidade do procedimento e do sofrimento emocional,
juntamente com outras vantagens indiretas (Pinheiro et al., 2009, 2012; VASQUES,
2016).
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Logo apds 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 contaminacdo do derivado sanguineo. Na perspectiva da utilizacao
experimental do método em humanos, como substituto do azul patente, houve o
desenvolvimento de uma técnica asséptica de manipulacdo do hemoderivado, com o
objetivo de prevenir uma provavel contaminacdo 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) propdem avaliar a seguranca e a potencial
equivaléncia do uso da hemossiderina ha BLS em pacientes com cancer de mama
inicial e avangado, respectivamente, utilizando Tc 99m como controle positivo/padrao
ouro. Sendo comprovado a eficAcia do método por meio da determinacdo de
equivaléncia, obtendo, assim, resultados semelhantes na deteccao do LS corado com
hemossiderina e Tc 99m quando comparados com o LS corado com azul patente e
Tc 99m. As taxas de identificagcdo do LS foram de 100% (2,5 LS por paciente) e 88,9%
(2 LS por paciente) nos estudos de Vasques e Aguiar, respectivamente. Nao sendo
observados efeitos adversos nos procedimentos com o marcador hemossiderina,
tendo este aspecto como principal vantagem quando comparado aos marcadores
citados na literatura, pois ndo produziu reacdes alérgicas, pigmentacdes persistentes
da pele ou fluidos corporais, ou interferéncias 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 degradacéo da hemoglobina,
representa uma das duas principais formas de armazenamento intracelular de ferro.
No modelo experimental proposto inicialmente por Pinheiro et al, teoricamente, os
macréfagos que compdem o sistema reticuloendotelial fagocitam os eritrocitos lisados,
da solucéo injetada na regido subareolar da mama e através da rede linfatica da
mama, saturam o LS com hemossiderina, alterando a coloracdo do LS, permitindo sua
identificacdo durante a BLS (PINHEIRO et al, 2009) e quando corado com azul-da-
prussia (reacdo de Perls) reage com ferrocianeto de potassio resultando em um
produto de tom azul-esverdeado (ferrocianeto férrico- constituido 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 autdlogo na identificacdo do LS
em casos de tumores iniciais e localmente avancado, respectivamente.

Considerando a imprecisdo da afirmagédo de Pinheiro (2009, 2012),
Vasques (2016) e Aguiar (2017), que o hemoderivado utilizado como marcador do LS
seria a hemossiderina, jA que 0 mesmo ndo possuia método complexo de preparo e
purificacdo, surgiram alguns questionamentos sobre que ativo era capaz de realizar a
marcacao tecidual do LS, bem como que elementos do sangue eram responsaveis
por esta marcacao (1). Tendo em vista o aperfeicoamento do processo de preparacao
do novo marcador, surgiram outros questionamentos: (2) seria a concentracdo de
metahemoglobina um fator determinante na marcacéo? (3) A integridade estrutural
das proteinas das hemacias € necessaria para a marcagcdo? (4) E como a digestao
realizada pelos macréfagos seria efetiva para a marcacgao.

Julgando a relevancia da realizacdo de estudos bioquimicos que
otimizassem a utilizacdo deste novo marcador biolégico derivado do sangue,
potencialmente sem efeitos colaterais e com sensibilidade semelhante aqueles
tradicionalmente utilizados na pratica da BLS. Neste trabalho buscou-se estudar as
caracteristicas do hemoderivado (hemossiderina), levando ao esclarecimento da
principal substancia responsavel pela marcacdo do LS e aperfeicoamento do
marcador biolégico isolado analisados em paralelo com ensaios pré-clinicos em ratas
wistar, através da padronizacdo do seu tempo de drenagem, doseamento,
concentracdo de metahemoglobina e como as enzimas proteoliticas e a temperatura

poderiam interferir sobre a marcacéo tecidual do LS.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da hemoglobina como marcador bioloégico do linfonodo

sentinela em ratos wistar.

3.2 Objetivos especificos

e |dentificar e quantificar as proteinas presentes no concentrado de
hemécias apds hemdlise;

e Purificar proteinas predominantes nas amostras de sangue por
cromatografias de alta eficiéncia;

e Realizar a marcacao de linfonodo sentinela com as fragdes proteicas
isoladas por cromatografia;

e Definir o melhor tempo de drenagem e a concentracao ideal para uma
marcacdo do linfonodo sentinela satisfatéria em modelo animal (ratas wistar);

e Determinar a concentracdo de metahemoglobina em amostras
submetidas a diferentes tempos de contato com indutores de metahemoglobina;

e Analisar processo de marcacdo do linfonodo sentinela, apés protedlise,
desnaturacao térmica e inducéo da producdo de metahemoglobina na fracdo rica em
hemoglobina;

e Investigar a internalizacdo do marcador proteico (hemoglobina) por

macrofagos in vitro e in vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do concentrado de hemacias hemolisadas

As bolsas de sangue total foram cedidas pelo Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), onde a obtencédo do concentrado de hemacias
lavadas (CH) foi padronizada de acordo com o protocolo de procedimento operacional
padrao de preparo de hemocomponentes especiais do hemocentro.

Para obtencdo de concentrado de hemacias, foram coletados 50 mL de
sangue total de bolsas de sangue, contendo ACD (acido citrico, citrato de sédio e
dextrose) como anticoagulante. Os globulos vermelhos foram inicialmente deixados
em repouso por 2 horas em temperatura entre + 20°C a +24 °C para desagregacéao
espontanea das células antes do procedimento de centrifugacdo. As proteinas
plasmaticas e a Hb acelular foram lavadas por ressuspenséao das células em 30 mL
de solugcéo salina a 0,9%, centrifugando a mistura (4000 rpm, 4 min, 4 °C) e,
subsequentemente, descartando o sobrenadante. Este passo de lavagem foi repetido
trés vezes, obtendo-se o concentrado de hemacias lavados (SAKUMA, OTTOBONI e
SIERRA, 2011). Por fim, o concentrado de eritrocitos foi lisado com agua ultrapura
(Milli-Q) e centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos a 4 °C, descartando o pellet formado
apos a centrifugacao. O extrato total (ET) obtido foi dialisado 2 vezes por 24 horas em
solucédo de Tris 20 mM pH 7,2 a 25 °C, liofilizado e armazenado para experimentos

posteriores (Figura 14).
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Figura 14 - Fluxograma de obtencéo do pool de proteinas (extrato total) derivadas do

concentrado de hemacias
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Fonte: Elaboracéo da autora.

4.1.1 Controle de qualidade do extrato total

Com o objetivo de avaliar a eficacia da leucorredugéo e do processo de
hemdlise e, consequentemente, a eficiéncia da técnica empregada, foram retirados
aproximadamente 5 mL do extrato total para a realizacdo dos testes de niumero de
leucdcitos residuais, hemoglobina total e grau de hemolise.

A determinagdo do hematocrito, hemoglobina total, hemoglobina livre e
leucécitos residuais foram realizados por hematologistas do HEMOCE, com auxilio do
aparelho CELL-DYN Ruby — Fabricado pela Abbott Laboratories®.

A determinacéo do grau de hemolise do concentrado de hemécias lavadas
apos lise (CHL), foi executada pela aplicagdo de formula matemética que emprega o
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hematocrito do CH, hemoglobina extracelular do CHL e hemoglobina total do CH
(SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011):

% hemdlise =100 — (Ht x Hbe) +~ Hb

Onde:

Ht = hematocrito (%)

Hbe = hemoglobina extracelular (g/dl)

Hb = hemoglobina total (g/dl)

Os parametros aceitaveis ap0s a obtencdo do concentrado de hemacias

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

Quadro 4 - Parametros aceitaveis de obtencdo do extrato total
Valores esperados
> 40 g/unid.

< 5,0 x 10%/unid.
Fonte: Adaptado de SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011.

4.2 Quantificacéo de proteinas nas fracdes obtidas das etapas de purificacéo

A determinacdo do conteudo de proteinas sollveis totais foi realizada pelo
método descrito por Bradford (1976). O método de Bradford utiliza o corante
Coomassie Brilliant Blue BG-250 para a determinacgdo de proteinas totais. O BG-250
interage com proteinas que contenham amino&cidos com cadeias laterais aromaticas
ou basicas. No pH da reacéo, a interacdo entre a proteina e o corante BG-250 provoca
o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente 595 nm. Para a curva padréo, utilizou-se a proteina albumina sérica bovina
(BSA). Para a determinagéo, aliquotas de 100 pL do extrato proteico diluido com 2,5
mL do reagente de Bradford, submetidas a leve agitacdo e incubados por
aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Apos isso, as amostras foram

lidas a 595 nm e a concentragdo expressa em mg de proteina por mL.
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4.3 Purificacdo: cromatografia de exclusdo molecular Sephadex G-100

A cromatografia de excluséo foi realizada em bancada seguindo o seguinte
protocolo: 4 mg da proteina solubilizada em 1000 uL de tampao AC (Citrato trisddico
22 g/L e acido citrico 8 g/L), a 25 °C foram aplicados em coluna de resina Sephadex®
100 (GE Healthcare), 40 x 1 cm, de aproximadamente 30 mL. A coluna ja havia sido
previamente equilibrada com tampéao AC a 0,1M, pH 7,0 de acordo com o protocolo
sugerido pela prépria empresa (dois volumes de coluna). A eluigcdo foi realizada em
fluxo constante de 0,5 mL/min, sendo o processo de cromatografia conduzido em
temperatura ambiente e acompanhado por absorcdo Optica a 280 nm (proteinas
totais), 540 nm (hemoglobina) e 630 (metahemoglobina). Todos os tampdes foram

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

4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para isolamento da proteina de interesse, foi utilizada a coluna de troca
cationica carboximetilcelulose (CM-Celulose) onde as proteinas contidas nas fracdes
coletadas foram monitoradas por absorbancia em comprimentos de onda 280 nm.
Aplicados 1 mL do extrato total (10 mg/mL) no fluxo de 2 mL/min, eluiu-se em tampéao
Tris 20 mM pH 7,2 na auséncia de sal. Para eluicdo das proteinas ligadas a matriz
cromatografica foi realizado um gradiente de NaCl variando concentracdo de 0 a 1 M.
As leituras do pico eluido foram realizadas a 280 nm (proteinas totais), 540 nm
(hemoglobina) e 630 nm (metahemoglobina).

ApoOs a escolha da cromatografia utilizada para o método de purificacao
mais eficiente na obtencdo do marcador bioldgico, seguiu-se o fluxograma de
estratégia experimental (Figura 15), em que foram realizados ensaios in vivo e in vitro
visando a otimizag&o do concentrado de hemoglobina ([Hb]) como marcador tecidual

do linfonodo sentinela.



Figura 15 - Fluxograma da estratégia experimental
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4.5 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Para investigar a presenca e o0 grau de pureza do concentrado de
hemoglobina e seus derivados, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 15% em condicao desnaturante com uso de dodecil sulfatode sodio
(SDS-PAGE), seguindo o método descrito por LAEMMLI (1970), adaptado para o uso
de placas de vidro verticais. A revelacdo das proteinas foi realizada com uma solucéo
de Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,025% em metanol: acido acético: agua
(40:10:60, v/viv), por um periodo de aproximadamente 2 horas. A revelacdo foi
realizada com a adicdo de agua destilada aquecida a 70°C. Proteinas de massas
moleculares conhecidas obtidas comercialmente foram utilizadas como padrdes de

massa molecular (GE, EUA).

4.6 Eletroforese bidimensional

Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese bidimensional (2D
PAGE), combinando a separacdo baseada no ponto isoelétrico (pl) por focalizac&o
isoelétrica (IEF) na primeira dimenséo, com a separacao por peso molecular em SDS-

PAGE na segunda dimensao.

4.6.1 Focalizacao isoelétrica (primeira dimensao)

Para a primeira dimenséao, realizou-se focalizacdo isoelétrica. Aliquotas de
5, 10 e 20 pg de proteina soluvel total foram carregadas diretamente no gel de
focalizacdo 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
analitica. A focalizagdo das proteinas realizou-se no equipamento IPGphor (GE
Healthcare). A tira foi coberta com 6leo mineral (Dry Strip Cover Fluid) e, entédo, a
mantivemos a 20 °C por 12 h. Apés este periodo, a IEF foi iniciada ocorrendo em
qguatro etapas: 500 V/2h, 4000 V/2:30h e 10000 V/18000 Vhr. Apés a IEF, as tiras
foram imediatamente equilibradas ou armazenadas em freezer -80 °C para posterior

utilizacao.
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4.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A segunda dimensao (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 analitico 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 Deteccéo das proteinas em géis bidimensionais e analise de imagem

A deteccéo das proteinas foi feita através da afinidade das proteinas pela
prata ("silver staining"), quando analitico, conforme (Blum et al.,, 1987), ou
(SCHEVCHENKO et al., 1996) e por Comassie Brilliant Blue, quando o modo de
analise foi preparativo. As andlises dos géis bidimensionais foram realizadas através
da digitalizacdo das imagens captadas em ImageScanner Il (GE Healthcare). Os géis
foram comparados e os "spots" de proteina foram seus atributos determinados (massa
molecular e pl) com o emprego do Software ImageMaster 2D Platinum (GE

Healthcare).

4.7 Determinacao da concentracdo de metahemoglobina (MetaHb)

Primeiro, preparou-se tampédo fosfato M/60 ph 6.6 diluindo 25 mL da
solucdo tampao M/15 (3,36 g de Na2HPOa. 7H20; 2,85 g de KH2PO4 e 500 mL de
agua ultrapura — milli-Q) em 75 mL em agua ultrapura — milli-Q. Em um tubo de ensaio
dilui-se 10 mL do tampao fosfato salino M/60 pH 6,6 com 200 pL do concentrado de
hemoglobina com nitrito ([Hb] + Nitrito 3%). A solug&o foi homogeneizada levemente
e deixada em repouso por 2 minutos. Em seguida, foi determinada a leitura da
densidade otica (DO) em espectrofotbmetro a 630 nm (D1: leitura da
metahemoglobina em solucéo). Adicionou-se uma gota de cianeto neutralizado. Essa
mistura passou por agitacdo e repouso por 2 minutos, realizando a leitura da DO em
630 nm (D2: leitura da cianometahemoglobina). Adicionou-se uma gota de ferricianeto
de potassio 20% e uma gota de hidroxido de amdnio, deixando em repouso por 2
minutos e realizando a DO em 620 nm (D3: leitura da sulfohemoglobina). Transferiu-

se 2 mL do tubo, cuja solucdo foi submetida as trés dosagens iniciais, para outro
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contendo 8 mL de tampao 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 agua ultrapura (milli-Q), 1 gota de ferricianeto de potassio 20% e 1 gota
de cianeto neutralizado. Por fim, foi realizado o célculo da concentracdo de
metahemoglobina (NAOUM, 2004):

D1 — D2 : :
Met Hb = ———— x100 D1: D3:
_— Metahemoglobina Sulfohemoglobina
— A0
Z D2:Cianometa D4
hemoglobina Oxihemoglobina

4.8 Aplicagdes biol6gicas de moléculas

4.8.1 Modelo experimental em animal

Apbés a aprovacdo do estudo experimental cirlrgico prospectivo pela
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (CEUA),
protocolo n°46/2016 (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 Laboratoério
de Cirurgia Experimental Prof. Saul Goldenberg, a fim de avaliarmos a sua utilizacéo
na marcacgao tecidual do linfonodo sentinela.

Apoés a padronizacdo do processo de obtencéo do [Hb], conforme descrito
na secdo 4.1, avaliou-se a utilizacdo da fracdo obtida através do modelo animal
adaptado proposto por Oliveira et al (2003) e Harrell et al (2008), realizando o
mapeamento linfatico e a identificacdo do linfonodo sentinela da regido poplitea das
ratas. Inicialmente, os animais foram devidamente pesados, imobilizados
apropriadamente e anestesiados com uma aplicacdo por via intraperitoneal de
guetamina (0,2 mL) e xilazina (0,2 mL) imediatamente antes do teste. Em seguida,
injetou-se nas patas posteriores por via subcutanea: 0,5 mL de azul patente (controle
positivo) e 1mL (10 mg/mL) da amostra a ser estudada. Posteriormente, foram
realizadas incisbes em ambas as patas posteriores e regido inguinal para observacéao
da coloracéo dos vasos linfaticos e do linfonodo sentinela, onde ao término da cirurgia,

a eutanasia do animal foi realizada através de deslocamento cervical. Esse
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procedimento foi utilizado em todos os ensaios, para determinacdo de variaveis no
intuito de otimizar e caracterizar as propriedades da marcacéo (Figura 16).

Apo6s o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfaticos e o
linfonodo sentinela foram avaliados macroscopicamente pela sua cor e os linfonodos
da regido poplitea foram retirados para avaliacdo histopatologica por microscopia 6tica
(Figura 16).

Figura 16 - Esquema experimental em animal

Histopatoldgico

)

.

AR
<« s ’

Observagao macroscopica

Azul Patente

Concentrado de
hemacias

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 linfaticos
(VL) marcados com marcadores teciduais, azul patente (linha azul) e concentrado de
hemoglobina (linha vermelho). Posteriormente a injecdo dos corantes nas patas
posteriores por via subcuténea, realizou-se a incisdo, evidenciando a marcacao
tecidual do linfonodo popliteo (observacdo macroscopica) que foi retirado para
avaliacao histopatoldgica. Mapeamento linfatico de ratas wistar: Apds a injecdo de

amostra nas patas, a drenagem segue para os linfonodos popliteos, que drenaréo
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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 s6 € ocasionalmente observada, como indicado pela
linha pontilhada. Abreviaturas utilizadas séao: AX, linfonodo axilar; IL IN, linfonodo

inguinal; PO, linfonodo popliteo; RE, linfonodo renal.

4.8.2 Determinacédo do tempo de drenagem do marcador biolégico

Apoés 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. Apés a
aplicacdo, massageou-se 0 local da injecdo por aproximadamente 5 minutos,
aguardando a drenagem pelo sistema linfatico em tempos diferentes (1 h,2h,4he 6
h de drenagem). Transcorridos os tempos de drenagem de cada animal, observou-se
macroscopicamente a marcacgao tecidual dos linfonodos da regido poplitea, estes

foram retirados para posterior anélise histopatoldgica (Figura 17).

Figura 17 - Fluxograma do experimento animal para padronizacdo do tempo de
drenagem. Abreviaturas utilizadas sdo: CP, controle positivo; PO, linfonodo popliteo;

[Hb], concentrado de hemoglobina.
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Fonte: Elaborac&o da autora.
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4.8.3 Determinacao da concentracdo padrao do marcador biolégico

Apés 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 concentracfes (5 mg/mL, 10 mg/mL e
15 mg/mL) na pata posterior esquerda. O tempo de drenagem, entre a injecao
subcutanea e a incisdo para retirada do linfonodo popliteo, foi de 2 h. Por fim, apés a
observac@o macroscoépica através da cor dos linfonodos da regido poplitea, que foram

retirados para analise histopatolégica (Figura 18).

Figura 18 - Fluxograma do experimento animal para padronizagao da concentracéo
do [Hb]. Abreviaturas utilizadas sédo: CP, controle positivo; PO, linfonodo popliteo;

[Hb], concentrado de hemoglobina.
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Fonte: Elaboracéo da autora.

4.8.4 Ensaio para avaliar a relacdo da marcacao tecidual do linfonodo popliteo

com a concentragdo de metahemoglobina

Preparou a metahemoglobina em concentracdes diferentes. Para isso,
adicionou-se nitrito a 3% a solucdo 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 concentracdes de metahemoglobina nas

solugdes preparadas, de acordo com o item 4.7.
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ApoOs 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 solucéo (Hb + Nitrito 3%) na pata posterior esquerda. O tempo de drenagem,
entre a injecdo subcutanea e a incisdo para retirada do linfonodo popliteo, foi de 2 h.
Por fim, apds a observacdo macroscopica através da cor dos linfonodos da regiao

poplitea, que foram retirados para analise histopatolégica (Figura 19).

Figura 19 - Fluxograma do experimento animal para avaliar a relagdo da marcagéo
tecidual do linfonodo sentinela com diferentes concentracées de metahemoglobina.
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Fonte: Elaboragéo da autora.

4.8.5 Ensaio para avaliar a marcacdo tecidual do linfonodo sentinela apds

protedlise do marcador bioldgico

A escolha da enzima a ser utilizada para protedlise foi avaliada inicialmente
utilizando a fracdo do concentrado de Hb como substrato e a adicdo das seguintes
enzimas: tripsina, pepsina e papaina com tempo de incubagdo e temperaturas

diferentes, buscando a potencializacédo da acédo da enzima sobre o [Hb].
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Solucdes do concentrado de Hb (10 mg/mL) foram preparadas em tampao
Tris 20 mM pH 7,2. Em seguida, foram transferidos 450 uL de substrato para os 27
eppendorfes e adicionados 50 puL de enzimas (tripsina, papaina e pepsina) a cada
grupo teste. Para iniciarem as reacdes, as amostras foram preincubadas em
temperaturas diferentes 4 °C, 25 °C e 37 °C por 30 min, 1 h e 4 h, avaliando, assim,
qgual temperatura e tempo de incubacado seriam ideais para a realizacdo das reacdes
enzimaticas. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados foram
avaliados por eletroforese SDS-PAGE.

Depois de analisar a reacao enzimatica que apresentava um maior numero
de produtos de degradacéao, através dos géis eletroforético, realizou-se o ensaio em
animal. Apos 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, ap6s a observacdo da
marcacao tecidual através da cor dos linfonodos, que foram retirados para anélise
histopatolégica (Figura 20).

Figura 20 - Fluxograma do experimento animal para avaliar a relacdo da marcacéao
tecidual do linfonodo sentinela apds protedlise do concentrado de hemoglobina.

Abreviaturas utilizadas sédo: CP, controle positivo; PO, linfonodo popliteo; Hb,

hemoglobina.
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Fonte: Elaboracéo da autora.
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4.8.6 Ensaio para avaliar a marcacao tecidual do linfonodo sentinelaapds ensaio

de termoestabilidade do marcador bioldgico

Primeiro, preparou as amostras a serem injetadas, diluindo 10 mg de
concentrado de Hb em 1 mL de &agua para injecdo e expostas a diferentes
temperaturas (4°C, 25°C, 37°C e 100°C) por 10 minutos, até a aplicacdo no animal.
Os ensaios de termoestabilidade foram realizados em triplicata, para cada
temperatura.

Apoés 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 solucdo de [Hb], expostos a temperaturas diferentes, na pata posterior
esquerda. O tempo de drenagem, entre a injecao subcutanea e a incisao para retirada
do linfonodo popliteo, foi de 2 h. Por fim, apdés a observacdo da marcacédo visual
através da cor dos linfonodos, estes foram retirados para andlise histopatologica
(Figura 21).

Figura 21 - Fluxograma do experimento animal para avaliar a marcacao tecidual do
linfonodo sentinela apos ensaio de termoestabilidade do marcador bioldgico.

Abreviaturas utilizadas sédo: CP, controle positivo; PO, linfonodo popliteo; Hb,

hemoglobina.
19 gk 8
"
cP
1 mg/
B o
> >’ - ) ¢
‘ﬂ ” .‘ "o
) ” \ . ‘ w:,.iu of
-
| Pesar @ imobilizar Anestesia Injegio subcutines
Xilazina « Quetamina CP: azul patents !
Amostra: [Hb) lﬂ;{:l Observagio Soice
- Histopatologico

Fonte: Elaborag&o da autora.
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4.9 Microscopia

4.9.1 Microscopia éptica

A anadlise histopatolégica procedeu-se no Laboratorio de Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, tendo como
colaboradora a patologista Dra. Marcia Pitombeira Ferreira.

Os linfonodos popliteos identificados nos animais foram submetidos a
disseccdo do tecido fibroadiposo circunjacente, com preservacdo da capsula
linfonodal e em seguida realizou-se a observacdo dos aspectos do tecido linfoide,
medindo cada amostra em trés dimensdes e as suas coloragbes. O material foi
colocado em solucédo aquosa de formol tamponado a 10% ap0s a retirada. As pecas
foram clivadas e reidratadas em solucdes aquosas alcodlicas, de concentracdes
crescentes, diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina histolégica. No
exame histopatologico em parafina, cada bloco foi submetido a cortes semi-seriados
de 5 um com trés niveis de cortes histologicos. Em cada nivel, foram retirados cortes
histol6gicos, corado-os com HE (hematoxi-eosina).

As leituras das laminas foram realizadas e fotomicrografadas em
Microscopio de luz Olympus BX 60 acoplado a camera Axio CAM HRc, utilizando o
software Zeiss KS 400, os cortes foram analisados pela patologista, nos quais se
observou o numero de macréfagos contendo vestigios do concentrado de Hb
fagocitado. Os casos foram considerados positivos para marcacao tecidual do
linfonodo popliteo quando se observou macroscopicamente a presenca de uma
coloracdo avermelhada no tecido, sendo confirmada pela visualizacdo de macréfagos

no histopatologico.

4.9.1.1 Classificagdo macroscoépica e microscopica

ApoOs observacdo da coloracéo tecidual do linfonodo popliteo in vivo, os
linfonodos foram classificados de acordo com o aspecto macroscépico proposto por
Vasques (2016) adaptado, onde A (n&o houve marcacao/pouca marcagao), Bl
(marcacéo regular), B2 (marcacéo boa), B3 (marcacdo muito boa) e B4 (marcacao

otima) (Figura 22).
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Figura 22 - Aspecto macroscopico da cor dos linfonodos

Fonte: Adaptado de Vasques et al., 2016.

Na Figura 22, tem-se 0 aspecto macroscopico da cor dos linfonodos: (A)
Linfonodo sem marcador biolégico. (B) Linfonodo corado com marcador biolégico ou
marcacgao imperceptivel e escala comparativa de intensidade de cor variando de
vermelho a preto, sendo subclassificada em marcacdes: B1 (regular), B2 (boa), B3
(muito boa) e B4 (6tima).

A classificacdo microscopica dos experimentos em animais foi realizada
através da contagem do numero de macr6fagos com granulacdes presentes nas
laminas histopatoldgicas do tecido linfoide. Para isso, analisamos 5 quadrantes de
cada lamina histopatolégica (Figura 23), fazendo a contagem dos macrofagos que
apresentavam granulacdes no seu citosol, e, por fim, a média da contagem total de
células marcadas, tornando-se possivel, assim, demonstrar a relacdo entre a
coloragcdo macroscOpica com o numero de macréfagos capazes de fagocitar o

marcador bioldgico.
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Figura 23 - Classificagdo microscoépica dos experimentos em animais

Fonte: Elaborac&o da autora.

Apdés observacdo com aumento 4x, houve a escolha do quadrante com
maior probabilidade de marcacéo tecidual. Apds delimitacédo da area a ser estudada,
foram analisados 5 quadrantes com aumento 40x, onde houve a contagem do nimero
de macrofagos com granulacBes presentes nas laminas histopatoldgicas do tecido
linfoide.

As marcacdes microscopicas foram classificadas de acordo com a Quadro
5. ndo houve marcacao/pouca marcacédo; regular, boa, muito boa e 6tima. Tendo
como parametros as micrografias padroes de marcacgédo dos controles positivo (azul
patente), negativo (soro fisiolégico) e purificado (concentrado de hemoglobina),
previamente estabelecidos na figura 24.
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Quadro 5 - Classificacdo da marcacdo tecidual de acordo com o numero de
macréfagos com a presenca granulagdes nas laminas histopatologicas do tecido
linfoide

Marcacéao tecidual Histopatologico (n° de macréfagos

por quadrante)
Ndo houve marcacdo /Pouca oW

marcacao

Fonte: Elaboracao da autora.

Figura 24 - Micrografias oticas
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Fonte: Elaborac&o da autora.

Na Figura 24, encontramos micrografias oticas, coradas com HE, de
padrdes de drenagens dos controles positivo (azul patente), negativo (soro fisiol6gico)
e do purificado ([Hb]). (A) Cortes histologicos (4x) de linfonodos sentinelas, onde
observa-se a diferenca drenagem do marcador biolégico quando comparado com 0s
controles, predominando a coloragéo azul na regido onde a linfa € filtrada pelo cortex
e entra nos seios medulares. (B) Cortes histoldgicos (40x) de linfonodos sentinelas,
onde observa-se acumulo dos respectivos corantes no citoplasma de células

fagocitarias mononucleares (circulos vermelhos).

4.9.1.1 Anélise estatistica

As variaveis categoricas foram expostas em frequéncia e taxa de
prevaléncia de modo a investigar associacdes, entre a marcagdo tecidual
macroscopica/histopatolégica e o concentrado de hemoglobina, do LS. Foram
construidos graficos de dispersao e boxplot para demostrar o comportamento das
variaveis. Para a andlise 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 macrofagos

Para este estudo, foi utilizada linhagem de macrofagos RAW 264.7 de
camundongos, previamente obtida do Banco de células do Rio de Janeiro. As células
foram mantidas em criopreservacao (nitrogénio liquido) em solucéo de congelamento
composta por meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de Dimetilsulférico (DMSO) e 90% de soro bovino fetal (SBF). Para os ensaios
de estimulacéo in vitro, as células foram descongeladas a temperatura ambiente e
expandidas em dois frascos de cultura celular de 750cm? (Corning Glass Workers-
New York-USA) em meio DMEM completo (DMEM-c), a temperatura de 37°C, em
estufa incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de COa.

Apods formacgédo da monocamada de células, ou seja, apos elas atingirem
confluéncia, o meio DMEM-c das garrafas foi descartado com o auxilio de uma pipeta
sorolégica, sendo os frascos lavados com 20 mL de solucdo de gentamicina com PBS,
a fim de evitar que células mortas fossem plagueadas. Em seguida, foram adicionados
15 mL de DMEM-c e as células que permaneceram nas superficies dos frascos foram
destacadas por meio de raspagem com suporte plastico. O meio contendo as células
foi entéo retirado e pipetado em dois tubos esterilizados de 50 mL. Os frascos foram
centrifugados, a 1500 rpm, durante 10 minutos, para separacao das células do meio.
Apos centrifugacao, 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 camera de Neubauer,
partindo-se de suspenséo de 1 mL diluida 10 vezes em solucdo de Azul de Trypan
para avaliacao da viabilidade celular e para contagem total do nimero de macroéfagos.

As células foram entdo colocadas em placas de cultura de 96 pogos (Cell
Wells — 25820 — Corning Glass Workers — New York — USA), na concentracao de
5x104 células/poco e incubadas overnight em DMEM-c 37 °C, com 95% de ar e 5% de
COo..
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4.9.2.2 Analise em microscopio confocal

Para o experimento, as células foram plagueadas em placas de fundo de
vidro (P35G-010-C, MatTek Corporation), na concentracdo de 5x10* células/mL e
incubadas com 10 mg/mL do concentrado de Hb por 24h.

ApoOs esse periodo, as células foram lavadas com meio e, em seguida,
analisadas em microscopio 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).
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5 RESULTADOS
5.1 Padronizagao da obtencao do extrato total

A qualidade do extrato total obtido (concentrado de hemacias hemolisadas)
foi avaliada qualitativamente, através de micrografias para observacdo do niamero de
leucécitos residuais e hemacias integras apés hemdlise, e, quantitativamente, através
da contagem do numero de leucdcitos residuais, concentracdo de hemoglobina total
e grau de hemodlise.

Apos as lavagens com soro fisiologico na preparacédo do EB, observou-se
uma elevada reducédo dos leucdcitos e plaquetas do concentrado de células vermelhas
do sangue total. Essa eficiéncia das lavagens foi bem representada pelas micrografias
(Figura 25), que apresentaram reducdo de contaminantes (células leucocitarias e
plaguetas) e confirmada quantitativamente, através do baixo nimero de leucdcitos
residuais e alta concentracdo de hemoglobina total, de acordo com os parametros
aceitaveis de obtencdo do extrato total (Quadro 4).

Figura 25 - Micrografias das células vermelhas antes da hemodlise, para avaliacdo do

namero de leucécitos antes (A) e apos (B) as lavagens com centrifugacao

A \ B

»

Fonte: Elaboracéo da autora.

O processo de hemodlise foi acompanhado por micrografia e pela
determinacdo do grau de hemodlise com auxilio do aparelho CELL-DYN Ruby —
Fabricado pela Abbott Laboratories®, sendo possivel observar hemacias com
membrana celular mais definida quando comparada com o concentrado de

hemécias(CH) apdés hemdlise (Figura 26) e diminuicdo e/ou auséncia de células
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aparentemente intactas, pois apresentou elevado grau de hemolise, de acordo com

0s parametros aceitaveis de obtencdo do extrato total (Quadro 4).

Figura 26 - Micrografias das células vermelhas apés as lavagens (A) e do

hemolisado obtido com agua bidestilada (B)

A B

Fonte: Elaboracéo da autora.

Além da avaliacdo qualitativa e quantitativa do extrato bruto, observou-se
o alto rendimento na concentracdo de proteinas totais (1,76 mg/mL), onde a
eletroforese deste pool de proteinas obtido apds hemdlise das hemacias em gel 2D
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS- PAGE) (Figura 27), evidenciou a
presenca das principais proteinas eritrocitarias: alta concentracdo de hemoglobina-
cadeias alfa e beta (15 e 16 KDa/pl 8,69 e 7,28, respectivamente) e suas isoformas
com ampla variacdo de pl, metahemoglobina redutase (30 kDa/pl 6.8) e anidrase
carbonica (29 kDa/pl 6.8).
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Figura 27 - Mapa protedmico do extrato total
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Podemos observar na Figura 27, o mapa proteémico do extrato total. Gel
SDS-PAGE 2-D representativo realizado de proteinas derivadas do concentrado de
hemécias ap6s hemdlise. Assinalados 0s spots caracteristicos na presenca de

metahemoglobina redutase, hemoglobina e anidrase carbdnica.
5.2 Purificagéo
5.2.1 Cromatografia de exclusdo em Sephadex G-100
A cromatografia de exclusdo em coluna de Sephadex G-100 revelou
somente uma fragcdo marjoritaria retida (Figura 28A). A frac&o retida corresponde

principalmente a hemoglobina, na qual a eletroforese em gel de policramida confirma

presenca de cadeias a e g formando mondémeros (15 kDa e 16 kDa, respectivamente)
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e dimeros (~ 32 kDa), porém, observa-se a permanéncia da contaminacdo por
proteinas globulares derivadas da Hb (45 kDa). Apoés ultrafiltracdo, ocorre uma
reducdo da contaminacdo, ndo sendo observado a presenca de proteinas globulares
no gel de policramida (Figura 28B). As leituras em espectrofotdmetro exibem uma alta
absorcao de proteinas totais (280 nm), baixa absorcéo da hemoglobina total (540 nm)
e nao houve leitura da metahemoglobina (630 nm). Sendo obtido um baixo rendimento
(0,140 mg/mL).

Figura 28 - (A) Grafico da Cromatografia e (B) Perfil eletroforético
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Fonte: Elaboracdo da autora.
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Na Figura 28, tem-se: Grafico da Cromatografia de exclusdo em matriz de
Sephadex G-100 (A). 1mL (10 mg/mL) de extrato foi aplicado na matriz
cromatografica. A matriz foi previamente equilibrada com solugéo AC (Citrato trisddico
22 g/L e Acido citrico 8 g/L). Ap6s o contato a o ET, a frac&o retida foi eluida com AC.
Volume da coluna: 30 mL. Volume das fracdes coletadas: 2 mL. Comprimentos de
ondas: 280 nm e 540 nm. (B) Perfil eletroforético de SDS-PAGE a 15% das fragdes
proteicas dos marcadores moleculares, extrato total e fragcdo do concentrado de Hb:
com ultrafiltragdo por centricon (Hb) e com ultrafiltragdo por centricon (Hb*).
Abreviaturas utilizadas sdo: M, marcadores moleculares; ET, extrato total; Hb,
concentrado de hemoglobina sem ultrafiltracdo e Hb* concentrado de Hb apos

ultrafiltracao.
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5.2.2 Cromatografia de troca catidbnica no Akta Purifier

A cromatografia de troca ibnica em coluna de CM mostrou uma Unica fracéo
retida. As proteinas que apresentaram a mesma carga do suporte cromatografico
foram eluidas em tampao na auséncia de sal. Para eluicdo das proteinas ligadas a
matriz cromatografica, foi realizado um gradiente de NaCl variando concentracdo de
0 a 1 M, onde houve eluicdo da proteina de interesse a 200 pL de sal. O perfil
cromatografico da CM possui um maior rendimento (0,5278 mg/mL) e maior absor¢éo
de proteinas totais (280 nm), hemoglobinas totais (540 nm) e metahemoglobina (630

nm), quando comparado com a cromatografia de exclusdo molecular (Figura 29).

Figura 29 - Grafico da cromatografia de troca catidnica em matriz de celulose
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Explicagdo da Figura 29: Gréafico da cromatografia de troca catibnica em
matriz de celulose. 1 mL de extrato total foi aplicado na matriz cromatografica. A matriz
foi previamente equilibrada com Tris 2 0 mM pH 7,2 obtendo a fragdo nao retida (PI)

e afracao PIl apos a eluicdo com 200 mM de NacCl. Volume da coluna de 3 mL. Volume
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das fracdes coletadas: 2 mL. Comprimentos de ondas: 280 nm (proteinas totais); 540
nm (hemoglobina) e 630 nm (metahemoglobina).

A fragdo retida corresponde principalmente a hemoglobina, onde a
eletroforese em gel de poliacrilamida confirma presenca somente de cadeias a e f8
formando monémeros (15 kDa e 16 kDa, respectivamente) e dimeros (~ 32 kDa) que

constituem a hemoglobina (Figura 30A).

Figura 30 - Perfil eletroforético e aliquotas acumuladas
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Explicando a Figura 30: (A) Perfil eletroforético de SDS-PAGE a 15% das
fracbes proteicas dos marcadores massa molecular, extrato total e fracdo do
concentrado de Hb apd6s cromatografia de exclusdo (G 100) e apdés cromatografia
cationica CM (5,6,7,8,9). Abreviaturas utilizadas sao: M, marcadores moleculares; ET,
extrato total; G100, fracdo de concentrado de hemoglobina apos cromatografia de
excluséo e 5,6,7,8,9, aliquotas da fracdo PIlI do concentrado de hemoglobina apdés
cromatografia catibnica. (B) Aliquotas acumuladas da fragdo PIl do concentrado de
hemoglobina ap0s cromatografia cationica, onde observa-se o aumento e a

diminuicao da coloracéo vermelha da solucéo proporcional a curva cromatografica.
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5.3 Aplicacdes de marcador bioldgico in vivo

5.3.1 Modelo experimental em animal

A formacdo de papulas, apdés aplicacdo subcutdanea do azul patente
(controle positivo) e do concentrado de Hb, nas patas posteriores de cada animal
estudado, demonstra que a injecdo foi realizada de forma satisfatoria. O
desaparecimento gradual dessas papulas evidencia que as substancias
administradas foram drenadas por vasos linfaticos localizados na espessura da derme
até a chegada do linfonodo popliteo, simulando, portanto, a mesma drenagem linfatica
dos tumores de pele metastaticos e, consequentemente, a drenagem dos corantes
utilizados na busca da determinagéo do LS (Figura 16).

Foi observado o LS popliteo através da coloracdo azulada e com pontos
amarronzados, devida a presenca dos corantes azul patente e o concentrado de Hb,
respectivamente, demosntrando que houve circulacdo linfatica efetiva durante o
periodo decorrente desde a aplicagdo do corante até a dissecacdo do LS. Através da
dissecacdo do linfonodo popliteo, foram realizados cortes histolégicos nos quais
avaliou-se a presenca das substancias estudadas fagocitadas pelos macréfagos

atraves da drenagem linfatica.

5.3.2 Determinagéo do tempo de drenagem no linfonodo sentinela

Apoés a aplicacdo 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 sitio de injecdo e o LS da fossa poplitea,
apresentando uma marcacéo tecidual mais evidente (Figura 31) e um aumento do
numero de macrofagos com vestigios do concentrado de Hb no seu citoplasma (Figura
31 e Gréfico 01).

Macroscopicamente, os tempos de drenagem de 1 h e 2 h, aparentemente,
apresentam a mesma marcacdo macroscopica, 0 que ndo é confirmado quando
comparamos 0s seus histopaldgicos, onde a drenagem por 2 h possui um maior
numero de macréfagos com citosol marcado (Figura 31).

Apoés a drenagem do concentrado de Hb por 4h e 6h, observou-se uma

diminuicdo gradual da marcacao tecidual macroscopica, assim como uma diminuicao
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do numero de aglomerados de macrofagos com presenca de [Hb] em seu citosol e
aumento de linfa nos seios capsulares (Figuras 31 e Grafico 01).

Figura 31 - Ensaios in vivo do tempo de drenagem para linfonodo sentinela da regiéo

poplitea
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Na Figura 31, observam-se ensaios in vivo do tempo de drenagem para
linfonodo sentinela da regido poplitea. Injecdo de 1 mL do purificado e 0,5 mL de azul
patente (controle positivo) em cada pata posterior, respectivamente. Visao
macroscopica e histopatolégica do linfonodo popliteo apresentam marcacéo tecidual
satisfatoria, apos aplicacdo do [Hb] drenar por 2 h. Havendo marcagédo macroscoépica
bastante satisfatéria com 1 h, mas, quando comparado com os histopaldgicos de 2 h
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de drenagem, possui um menor numero de macréfagos marcados. Além disso,
observa-se dimuicdo na marcacao tecidual do tecido linféide, com o aumento do
tempo de drenagem, sendo reafirmado nos cortes histopatolégicos com a presenca
de seios subcapsulares apresentando elevada concentracdo de macrofagos
marcados com 2 h de drenagem (muito boa), diminuindo com o aumento do tempo de

drenagem: 4 h (boa) e 6 h (regular).

Gréfico 1 - Relevéancia estatistica do numero de macrofagos
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Fonte: Elaborac&o da autora.

Percebe-se, no Grafico 01, a relevancia estatistica do numero de
macrofagos com vestigios 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 marcacao

tecidual macroscopica e maior numero de macrofagos marcados.

5.3.3 Determinacdo da concentragcdo padrdo para marcacao tecidual do

linfonodo sentinela

Com o objetivo de avaliar o limiar de saturacdo do tecido linfoide para uma
marcagao mais eficiente em ensaio animal, injetou-se 0,5 mL de azul patente (controle
positivo) e 1 mL da amostra estudada em concentragcdes diferentes (5, 10 e 15
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mg/mL), respeitado o tempo de drenagem de 2h até a dissecc¢ao do linfonodo popliteo
(Figura 32).

Apds serem observadas as marcac¢des macroscopicas dos LP: 5 mg/mL
(regular), 10 mg/mL (muito boa) e 15 mg/mL (boa) e as marcacdes histopatoldgicas:
5 mg/mL (6,2 macréfagos por campo), 10 mg/mL (14,6 macréfagos por campo) e 15
mg/mL (12,2 macrofagos por campo), determinou-se que a concentracdo padrao seria
a injecado de 10 mg/mL do concentrado de Hb, em que foi observada uma melhor
marcacdo macroscépica e a presenca de um maior niumero de macrofagos com

vestigios de [Hb] no seu citoplasma (Figura 32 e Gréfico 02).

Figura 32 - Ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentracdo padrao para
marcacao tecidual do linfonodo da regido poplitea

5 mg/ml 10 mg/ml. 15 mg/mi
= 6,2 macréfagos = 14,6 macréfagos = 12,2 macrotagoy
marcados por quadrante marcados por quadrante marcados por quadrante

Fonte: Elaborac&o da autora.

Na Figura 32, temos ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentracao
padrdo para marcacao tecidual do linfonodo da regido poplitea. Injecdo de 1 mL do
purificado e 0,5 mL de azul patente (controle positivo) em cada pata posterior,
respectivamente. Visdo macroscopica e histopatolégica (40 x) do linfonodo popliteo
apresentam marcacao tecidual mais efetiva, ap0s aplicacdo de 10 mg/mL do [Hb],
drenado por 2 h. Observa-se dimuicdo na marcacao tecidual do tecido linféide, nas
concentracdes de 5 mg/mL e 15 mg/mL, quando comparado com 10 mg/mL, sendo
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reafirmado nos cortes histopatolégicos com a presenca de seios subcapsulares

apresentando baixa concentracdo de macrofagos marcados com [Hb].

Gréfico 2 - Relevéancia estatistica do numero de macrofagos
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Fonte: Elaboragéo da autora.

No Grafico 2, observa-se a relevancia estatistica do numero de macréfagos
com vestigios do concentrado de Hb no seu citoplasma, drenados por 2h, em
diferentes concentracdes (5 mg/mL, 10 mg/mL e 15 mg/mL), onde a concentracdo de

10 mg/mL possui maior numero de macréfagos marcados.

5.3.4 Atividade da fracdo isolada ap0s protedlise

Buscando a utilizagdo de uma enzima otimizada para ser empregada na
degradacdo total da Hb através de clivagem das suas ligacdes peptidicas, realizou-se
alguns ensaios utilizando o concentrado de Hb como substrato e a adicdo das
seguintes enzimas: tripsina, pepsina e papaina em temperaturas diferentes (4°C e
25°C, 37°C) para cada tempo de incubacao (30 min, 1 h e 4 h), avaliando, assim, qual
temperatura e tempo de incubacdo seriam ideais para a realizacdo das reacoes
enzimaticas. Por fim, os resultados foram avaliados por eletroforese (Figura 33 A, B
e C).
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Apés analisar as reacdes enzimaticas nos tempos de incubacdo e
temperaturas ideais para cada enzima, observou-se um maior numero de produtos de
degradacdo da Hb ap0és a reagdo de catélise da enzima tripsina incubada a 37°C por
4 h (Figura 33 C). Sendo assim, a tripsina foi selecionada para a realizagéo do ensaio
em animal, buscando, assim, avaliar a necessidade da integridade proteica da Hb na
marcacao tecidual do linfonodo sentinela.

No ensaio animal, primeiramente foram realizados a pesagem,
imobilizagdo e anestesia de forma apropriada da rata wistar, na qual injetou-se a
amostra (tripsina + [Hb]), drenando por 2 h até a incisdo para retirada do linfonodo
popliteo, tendo sempre como controle positivo a outra pata posterior, em que se
injetava o azul patente. Por fim, observou-se a auséncia de marcagao tecidual e de
macréfagos com vestigios da amostra e presenca de vacuolos no seu citoplasma
(Figura 34).

Figura 33 - Perfil proteico das seguintes enzimas: pepsina (A); papaina (B) e tripsina
(©€)
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Fonte: Elaboracéo da autora.
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A Figura 33 traz o perfil proteico das seguintes enzimas: pepsina (A);

papaina (B) e tripsina (C), em que as enzimas foram preincubadas com a amostra
purificada por 30 min, 1h e 4h em temperaturas diferentes 4 °C, 25 °C e 37 °C.
C (+), controle

Abreviaturas utilizadas sdo: MC, marcadores moleculares;

positivo/concentrado de Hb; C (-), controle negativo/enzima.
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Figura 34 - Ensaio in vivo utilizando o concentrado de Hb apds protedlise como o

marcador tecidual

Fonte: Elaboracéo da autora.

Na Figura 34, encontram-se 0 ensaio in vivo utilizando o concentrado de
Hb apos protedlise como o marcador tecidual. Injecdo 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 regido poplitea. Foi observado que nao

houve marcacao tecidual apés a utilizagdo de enzima no concentrado de Hb.

5.3.5 Ensaio de termoestabilidade do marcador biolégico

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. Apos a aplicacdo 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 marcacgéao tecidual muito boa
(Figura 35 B) e um aumento do nimero de macrofagos com vestigios do concentrado
de Hb no seu citoplasma (22,8 macréfagos por quadrante) (Figura 35 e Gréfico 3).

Macroscopicamente, os concentrados de Hb mantidos nas temperaturas 4
°C (Figura 35 A) e 37 °C (Figura 35 C) apresentam marcacéo tecidual regular, o que
é confirmado quando analisado os histopaldgicos, sendo observado 13,2 macrofagos
por quadrante e presenca de vacuolos no seu citoplasma, e 7,4 macrofagos por

quadrante, respectivamente (Figura 35 e Grafico 3).
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Apoés a drenagem do concentrado de Hb a 100°C, observou-se que néo
houve marcacdo macroscépica (Figura 35 D), assim como uma brusca diminui¢cdo do
namero de macréfagos com presenca de [Hb] em seu citosol (1,13 macréfagos por

guadrante) e aumento de vacuolos no seu citoplasma (Figuras 35 e Grafico 3).

Figura 35 - Ensaios in vivo com intuito de avaliar a termoestabilidade padréo para

marcacao tecidual do linfonodo da regido poplitea
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Fonte: Elaboracgéo da autora.

Pode-se observar, na Figura 35, ensaios in vivo com intuito de avaliar a
termoestabilidade padrao para marcacédo tecidual do linfonodo da regido poplitea.
Injecdo de 1 mL do concentrado de Hb e 0,5 mL de azul patente (controle positivo) em
cada pata posterior, respectivamente. Visdo macroscopica e histopatoldgica (40 x) do

linfonodo popliteo apresentam marcacao tecidual mais efetiva, ap0s aplicacao de 10
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mg/mL do [Hb] & 25 °C (B), drenado por 2h. Observa-se dimuicdo na marcacao
tecidual do tecido linféide, nas temperaturas de 4 °C (A) e 37 °C (C), quando
comparado com 2 5°C, sendo reafirmado nos cortes histopatol6gicos com a presenca
de seios subcapsulares apresentando baixa concentracdo de macréfagos marcados
com [Hb]. Na temperatura de 100 °C (D), nao foi observada marcacdo macroscopica
e, consequentemente, brusca diminuicdo do numero de macréfagos com presenca de
[Hb] em seu citosol (1,13 macrofagos por quadrante). Presenca de aumento de

macréfagos vacuolados (V) nas temperaturas de 4 °C e 100 °C.

Grafico 3 - Relevancia estatistica do nimero de macréfagos
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Fonte: Elaboracéo da autora.

No Grafico 3, tem-se a relevancia estatistica do numero de macréfagos com
vestigios 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 numero de macréfagos marcados por quadrante.
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5.3.6 Ensaio para obtencdo de metahemoglobina em diferentes concentracfes

e a sua relagcdo com a marcacao tecidual do linfonodo sentinela

Visando avaliar o efeito da concentragédo de metaHb na marcacéo tecidual
do linfonodo sentinela da regido poplitea, foram aplicadas solu¢cdes contendo metaHb
em diferentes concentracfes. Para se tornar possivel o preparo das amostras
contendo metaHb, realizou-se a aplicacdo 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). ApGs a obtencdo das solu¢cdes nos tempos de contato
preconizados, foram realizados os célculos para revelar as concentracdes de
metahemoglobina, sendo obtidas diferentes medidas de Hb e metaHb (Tabela 1). O
aumento da concentracdo da metaHb acontece de forma continua e inversamente
proporcional ao aumento da concentracao de Hb, chegando ao pico com 48h de tempo
de contato entre a solucdo de concentrado de Hb + nitrito a 3%, e ocorrendo

decréscimo na concentracéo de metaHb com 72 h de contato (Gréfico 4).

Tabela 1 - Concentracdo de metahemoglobina e hemoglobina, por tempo de contato

do Nitrito com o concentrado de hemoglobina

Amontras
(Tempo de contato Metahemoglobina Metahemoglobina Hemoglobina Hemoglobina
de Nitrito 3% com %) {mgiml.) (%) (mg/mL)
concentrado de Hb)

165 h (rata 1) 26,66 2,67 73,34 733
18 h (rata 2) 376 3,76 62,5 6,25
21 h (rata 3) 61,1 61 38,89 3,89
24 h (rata 4) 66,66 8,67 33,34 3,33
48 h (rata 5) 98,5 9,85 15 0,15
48 h (rata 6) 100 10 0 0

48 h (rata 7) 99,8 9,98 0,2 0,02
72 h (rata B) 64,70 6,47 35,30 3,53

Fonte: Elaboracéo da autora.
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Grafico 4 - Grafico demonstrativo da relacédo entre concentracdo de hemoglobina e

metahemoglobina, apds o contato do concentrado de Hb com Nitrito a 3%
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Depois da obtencdo das amostras em diferentes concentracdes de
metaHb, realizou-se 0s ensaios em animais, com intuito de avaliar a relacdo da
metaHb com a marcacéao tecidual do linfonodo e o aumento do nimero de macréfagos
com vestigios de corantes no seu citoplasma.

Apés as aplicacdes das amostras, citadas na tabela acima (Tabela 1), em
animais, foi possivel observar que o aumento da concentracdo de metaHb é
diretamente proporcional ao aumento da coloracao do linfonodo sentinela: 2,67 mg/mL
de metaHb (marcacéo tecidual regular; 7,2 macrofagos/campo) (Figura 36 A), 3,75
mg/mL de metaHb (marcacao tecidual regular; 9,4 macrofagos/campo) (Figura 36 B),
6,11 mg/mL de metaHb (marcacéo tecidual boa;18 macréfagos/campo) (Figura 36 C),
6,67 mg/mL (marcacao tecidual muito boa; 26,8 macréfagos/campo) (Figura 36 D) ~10
mg/mL (marcacgao tecidual 6tima; 32,87 macrofagos/campo) (Figura 36 E) e 6,47
mg/mL (marcacao tecidual muito boa; 21,8 macréfagos/campo) (Figura 36 F), sendo
reafirmado nos cortes histopatoldgicos com a presenca de seios subcapsulares
apresentando alta concentragdo de macréfagos marcados com metaHb. Sendo assim,
0 crescente tempo de contato do nitrito a 3% com a amostra até 48h, aumentava a
concentracdo de metaHb de forma progressiva apresentando uma crescente
coloracao tecidual e um aumento gradativo do numero de macrofagos com vestigios

da solugéo no seu citoplasma (Figura 36 A-E e Grafico 5). Apds as 48 h, foi observado
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um decréscimo da concentracdo de metaHb e uma diminuicdo da marcacao
macroscopica e microscopica do tecido linfoide (Figura 36 F e Gréfico 5).

As solucdes que tinham maior concentragdo de Hb e menor concentragao
de metahemoglobina apresentavam coloracdo tecidual menos efetiva e um menor
namero de macréfagos com vestigios da solugcdo no seu citoplasma, quando
comparadas com linfonodos corados com solu¢des com alta concentracédo de metaHb
(Figura 36 e Grafico 5).

Figura 36 - ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentracéo de

metahemoglobina ideal para uma coloracéo efetiva do linfonodo sentinela da regiédo

poplitea

Fonte: Elaboracdo da autora.

Tem-se, na Figura 36, ensaios in vivo com intuito de avaliar a concentracao
de metahemoglobina ideal para uma coloracao efetiva do linfonodo sentinela da regido
poplitea. Injecdo de 1 mL da solugdo com diferentes concentragbes de metaHb e 0,5
mL de azul patente (controle positivo) em cada pata posterior, respectivamente. Visao
macroscopica e histopatolégica (40 x) do linfonodo popliteo apresentam marcacéo
tecidual mais efetiva, na concentracdo de aproximadamente 10 mg/mL de metaHb,
drenado por 2h. Concentracfes 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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marcacao tecidual do tecido linféide proporcional ao aumento da concentracdo de
metaHb: A regular (7,2 macrofagos/campo), B regular (9,4 macréfagos/campo), C boa
(18 macrofagos/campo), D muito boa (26,8 macrofagos/campo), E o6tima (32,87
macréfagos/campo) e F muito boa (21,8 macréfagos/campo), sendo reafirmado nos
cortes histopatologicos com a presenca de seios subcapsulares apresentando alta
concentracdo de macréfagos marcados com metaHb. Apos as 48h de tempo de
contato entre [Hb] + Nitrito 3%, ha uma reducéo significativa de metaHb, ocasionando
reducdo na marcacado do linfonodo popliteo (muito boa) e do nimero de macréfagos

com marcacéao no citoplasma (21,8 macrofago/campo).

Gréfico 5 - Relevéancia estatistica do nUmero de macrofagos
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Fonte: Elaboragéo da autora.

No Grafico 5, observa-se a relevancia estatistica do numero de macréfagos
com vestigios do concentrado de metaHb no seu citoplasma, drenados por 2 h, em
diferentes concentracgdes (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
concentragcdo de = 10 mg/mL possui maior marcacéo tecidual macroscopica e maior
namero de macrofagos marcados.

O nitrito a 3% possui papel relevante na marcacao do LS, pois, até chegar

ao limiar da reacgéo, quanto maior for o seu tempo de contato com o concentrado de
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Hb, maior sera a concentracdo de metaHb. Comparando todos 0s ensaios realizados
com concentrado de Hb, com e sem nitrito a 3%, observa-se que as amostras com
nitrito apresentam aumento do niamero de macréfagos com marcacgao no citoplasma
(Grafico 6), o que contribui de forma signiticativa para uma marcacado tecidual

otimizada (Figura 35).

Gréfico 6 - Relevancia estatistica do maior nimero de macréfagos com vestigios do

concentrado de hemoglobina com nitrito
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Fonte: Elaboragéo da autora.

Pode-se ver, no Grafico 6, a relevancia estatistica do maior numero de
macrofagos com vestigios do concentrado de hemoglobina com nitrito (maior
[MetaHDb]) no seu citoplasma, quando comparado com a presenca de vestigios do
concentrado de hemoglobina (menor [MetaHb]) sem nitrito no citoplasma dos

macrofagos.
5.4 Microscopia confocal
Uma vez identificada a proteina responsavel pela marcacéo tecidual do

linfonodo sentinela, foram realizados experimentos com auxilio da microscopia

confocal para avaliar a presenca de vestigios de hemoglobina no citoplasma e/ou
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matriz extracelular dos macréfagos in vivo. As células fagociticas 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 macrofagos foram avaliados utilizando 540 nm de
intensidade de fluorescéncia.

Foi possivel observar que as células estimuladas pelo concentrado de Hb
exibiam expressdo significativa, quando comparadas com o0 controle negativo
(macréfagos em meio de cultura) (Figura 37 A), onde as células expostas ao [Hb]
encontravam-se bastante reativas (pseudopodes) e apresentavam vesiculas que

emitiam fluorescéncia verde (Figura 37 B).

Figura 37 - Imagens com microscopia confocal da presenca de fagossomos

contendo concentrado de Hb
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Na Figura 37, tém-se imagens com microscopia confocal da presencga de
fagossomos contendo concentrado de Hb, apds estimulo fagocitico dos macréfagos.
As figuras A, sao imagens do controle negativo, onde os macrofagos estdo expostos
somente ao meio de cultura. Enquanto que as figuras B sdo macrofagos em contato
com o concentrado de hemoglobina por 24 h, onde observa-se a formacédo de

vesiculas que emitem fluorescéncia verde, quando lidas a 540 nm.
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6 DISCUSSAO

Em 2009, uma nova linha de pesquisa experimental em animais apresentou
a hemossiderina, produto da degradacdo da hemoglobina, como um possivel
marcador do linfonodo sentinela em mama de cadelas. Nesse estudo, a associagao
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 utilizacdo da hemossiderina em pacientes com cancer de mama com tumores iniciais
(T1/T2) e axila clinicamente negativa. Anos depois, Aguiar et al. (2017) avaliaram a
eficacia da hemossiderina como marcador do LS em canceres de mama em pacientes
portadoras de tumores localmente avancados (T2 > 4 cm/T3/T4). Ambos obtiveram
sucesso quando comparados com teste padrao ouro (Tc 99).

Apesar de ser comprovada a eficiéncia do novo marcador autélogo do
sangue no método de identificacdo do linfonodo sentinela, existem controvérsias
sobre a afirmacéo 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 degradacédo quimica dos nucleos de ferritina através de
protedlise 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 obtencao da ‘hemossiderina” destas pesquisas

possuiam baixa complexidade:

(...) era centrifugado a 2000 rpm, a 22°C, por dez minutos. O
material centrifugado se distribuiu em trés camadas no tubo de
ensaio. As camadas superior e intermediaria (soro) eram
descartadas e a camada inferior (hemacias) diluida com soro
fisiologico em igual volume ao retirado, e homogeneizado
manualmente em camara protegida por fluxo laminar. A solucéo
obtida era novamente centrifugada (3800 rpm por trés minutos),
com o aparecimento de duas fases. A primeira era descartada e

o volume retirado reposto com agua bidestilada, na camara de
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fluxo laminar, provocando a hemdlise do concentrado de
hemacias. Apoés a terceira e Ultima centrifugacdo (3800rpm por
trés minutos), obteve-se uma Unica fase de heméacias lisadas,
um produto rico em hemossiderina em suspensdo no liquido

avermelhado. (Vasques et al., 2015; Aguiar et al., 2017).

Sabe-se que o processo de isolamento da hemossiderina é experimentado
h& décadas e envolve diversas etapas que vao desde a obtencédo de um extrato bruto
até a purificacao final (MCKAY e FINEBERG, 1964; LUDEWIG e FRANZ, 1970; WEIR,
GIBSON e PETERS, 1984), ndo sendo possivel ocorrer o isolamento propriamente
dito da hemossiderina de forma tdo elementar como o método descrito pelos autores
citados anteriormente. Considerando os beneficios do novo marcador autdlogo do
sangue, fomos impelidos ao desenvolvimento de um marcador biolégico otimizado,
tendo como objetivos a maximizacdo da marcacdo dos linfonodos, assim como o
isolamento e doseamento da substancia responséavel pela coloracdo através da
padronizacao da extracdo do concentrado de hemacias hemolisadas e da purificagdo

da proteina responsavel por esta marcacao tecidual.

6.1 Padronizacdo da obtencdo do extrato total (concentrado de heméacias

hemolisadas)

Tendo em vista que o marcador aut6logo do sangue utilizado anteriormente
seria constituido por um pool de proteinas derivadas do sangue total, buscou-se a
diminuicdo de provaveis contaminantes desde a preparacdo do extrato total até o
isolamento da substancia responsavel pela marcacéo do linfonodo sentinela da regiao
poplitea de ratas wistar. Para isso, inicialmente, foram realizados ensaios para
obtencao do extrato total, visando extrair somente as proteinas eritrocitarias.

A obtencdo do extrato total da nossa pesquisa apresentou dados
qualitativos bastante satisfatorios, através dos quais observou-se nas micrografias
uma expressiva diminuicdo do numero de leucdcitos residuais (Figura 25) e de
hemacias integras apés hemdlise (Figura 26). Os indicadores quantitativos apds a
obtencdo dos concentrados de hemacias lavadas e hemolisadas estdo dentro dos
critérios de aceitacdo para controle da qualidade de concentrado de hemacias

desleucocitados preconizados pela Rede de Servicos Tecnologicos para Sangue e
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Hemoderivados (Quadro 4) (SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011), apresentando
a contagem do nimero de leucdcitos residuais menores que 5,0 x 10%/unid. O grau de
hemdélise maior que 80% sugere que houve eficiéncia na hemdélise por meio hipotdnico
(agua ultrapura), capaz de provocar drastica hemolise no concentrado de hemacias
estudado, pois ndo se observa a presenca de células intactas, somente residuos de
membrana celular na microscopia Optica (Figura 26). O elevado rendimento de
proteinas eritrocitarias do ET, sendo obtido em média 1,76 mg/mL, a elevada
concentracdo de hemoglobina total, a reducdo do nimero de contaminantes celulares
derivados do sangue total e o elevado grau de hemdlise demonstram que a
metodologia empregada na sua obtencao € bastante eficiente.

A eletroforese em gel 2D de poliacrilamida- dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) do ET evidenciou a presenca das principais proteinas eritrocitarias: alta
concentracdo de hemoglobina- cadeias alfa e beta (15 e 16 KDa/pl 8,69 e 7,28,
respectivamente) e suas isoformas com ampla variacdo de pl, metahemoglobina
redutase (30 kDa/pl 6.8) e anidrase carbodnica (29 kDa/pl 6.8) (Figura 27). O dado
obtido por essa eletroforese reforca a hipétese de que ndo s6 a hemossiderina, mas

também o marcador autélogo do sangue € responsavel pela coloracéo do LS.

6.2 Purificacdo da hemoglobina

A principal proteina sollvel encontrada nos eritrocitos é a hemoglobina,
sendo representada por aproximadamente 95% do peso seco de um eritrdcito e cerca
de 75% da proteina total do sangue (RODWELL, 2015; AZEVEDO, 2014; VOET,
2013). De fato, o resultado da eletroforese 2D mostra alta concentracdo de
hemoglobina e suas isoformas com ampla variacéo de pl (Figura 27). A hemoglobina
€ uma proteina tetramérica composta por 2 cadeias a (cada uma com 141 residuos)
e 2 cadeias 3 (cada uma com 146 residuos) de globina, em que as quatro unidades
polipeptidicas estéo ligadas entre si por ligagdes ndo covalentes. Em cada cadeia da
estrutura da proteina contém um grupo prostético heme (responsavel pela cor do
sangue), composto por um anel protoporfirinico contendo um atomo de ferro no seu
estado ferroso (Fe?*). O atomo de ferro de cada grupo prostético heme esta ligado a
uma cadeia lateral de histidina (cadeia B esta ligada a His63 e a cadeia a His58), que
coloca o grupo heme na ligacdo central, na posicédo E7 (AZEVEDO, 2014; GORDON-
SMITH, 2007, 2013; KLINKEN, 2002; NELSON e COX, 2014). Cercade 1 a 2% da Hb
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encontrada no sangue humano sdo metahemoglobinas. Essa forma € produto da
oxidacéo do Fe?* a Fe3*, de forma que o heme é oxidado a hematina. A metaHb pode
ser obtida de diversas formas, por exemplo, devido a auto-oxidacdo da oxiHb,
consequéncia da sua baixa estabilidade em solucdo (NELSON e COX, 2014; VOET,
2013).

Apos as observacdes anteriores, voltamos a atencao para a importancia da
purificacdo da hemoglobina e suas particularidades, além da execugdo das
experimentacbes in vivo. Comparando diferentes métodos de purificagdo da
hemoglobina, Elmer et al (2010) afirmaram que os processos de purificacdo de Hb
possuem o mesmo fluxo de realizacéo: (1) fracionamento dos eritrocitos, (2) lise de
eritrocitos e (3) um esquema de purificacao final. Na primeira fase, o sangue total é
centrifugado para produzir uma camada concentrada de eritrécitos embaixo de um
fina camada de leucdcitos e um sobrenadante de soro. Depois de lavar os glébulos
vermelhos com uma solucdo salina isotbnica para remover quaisquer proteinas
séricas e anticorpos, as heméacias fracionadas sao lisadas em uma solucdo tampéo
hipotdnica para liberacdo encapsulada Hb e outras proteinas eritrocitarias e, por fim,
o lisado é purificado utilizando técnicas cromatograficas para remover impurezas de
proteinas eritrocitarias e produzir Hb pura (ELMER et al., 2010).

Buscando o maximo de separacdo das macromoléculas presentes na
solucao eritrocitaria e consequentemente a remocao de contaminantes e isolamento
da Hb, inicialmente, foi realizada como ensaio, a cromatografia de exclusdo molecular
em bancada, utilizando um gel com ampla resolucdo das massas moleculares:
Sephadex G100 (Resolucdo: 4-150 KDa). O concentrado de hemoglobina foi
recuperado a partir da eluicdo da coluna de exclusdo com uma solucédo tampao,
contendo solugéo de Citrato trisddico 22 g/L e acido citrico 8 g/L a0,1 Me pH 7,0, e
posterior ultracentrifugacdo. De acordo com a sequéncia de aminodacidos, a
hemoglobina apresenta um peso molecular estimado de 67.000 Da (LATHE e
RUTHEVEN, 1956), correspondendo 15 KDa (mondmeros), 32 KDa (dimeros), 50
KDa (trimeros) e 64 KDa (tetrameros) (ELMER et al., 2010), valores proximos daquele
estimado neste trabalho: ~15 KDa e 32 KDa. Tal resultado é significativo levando em
consideracdo que o erro do referido método eletroforético € de aproximadamente
10%, desde que nao estejam envolvidas proteinas com pl em pH muito extremos ou
ainda apresentando pesos moleculares muito baixos (SILVA JR., 2001). Mesmo com

a afirmagédo de Elmer (2010) de que a cromatografia teria isolado somente
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hemoglobina, sabe-se que outras proteinas, como anidrase carbonica (MW ~ 29 KDa)
(ANDERSSON, NYMAN e STRID, 1972; SAHIN et al., 2014), superéxido dismutase
(MW ~ 30 KDa) (SUN e PALMER, 2008) mesmo em concentragdes inferiores a 10%
da solugéo, 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 manipulacédo do gel Sephadex G 100 em bancada e a necessidade de
realizar a ultrafiltracao (centricon), este método de purificagdo consumiu consideravel
tempo de trabalho durante o semestre, dificultando a realizagdo dos Nnossos ensaios
in vivo e in vitro. Devido a necessidade de uma nova estratégia de purificacdo da Hb
e a consideravel heterogeneidade de preparacdo desta macromolécula isolada por
varios modelos cromatograficos existentes na literatura: extracdo em fase aquosa
(LEE e KAN, 1993), aquecimento na presenca de agentes redutores (0 que faz com
gue as impurezas precipitem) (LI et al., 2006), e varios outros tipos de cromatografias
(HSIA et al., 1986; LIAU et al., 2003; WETZ e GAWRYL, 1996), buscou-se um novo
método cromatografico a ser empregado.

Haja vista as caracteristicas bioquimicas da Hb, o método cromatogréafico
deveria respeitar as suas peculiaridades, propiciando alto rendimento e baixo
consumo de tempo. Analisando essas patrticularidades, o recurso de purificacao
adotado foi a cromatografia de troca ibnica em AKTA Purifer, onde o Fe-Ill presente
no grupo prostético heme da Hb diluido em solucéo acida (Tris-HCI 20 mM pH 7,2)
possui alta afinidade por resina de troca catidnica (Carboximetil-celulose) (KANAORI
etal., 2011; ABRAO, 1972), dando margem a uma melhor separacéo da hemoglobina
de outras proteinas contidas na referida preparacédo. A purificacéo realizada pela CM
produziu maior rendimento na producéo do concentrado de Hb (0,5278 mg/mL) e em
menor tempo habil, quando comparado ao método empregado na cromatografia de
exclusdo Sephadex G-100.

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS confirmou a
homogenicidade das amostras nos dois métodos de purificagdo empregados. Na
cromatografia utilizando Sephadex G-100, a primeira etapa de purificacdo apresentou
a e B formando mondémeros (15 KDa e 16 KDa, respectivamente) e dimeros (= 32
KDa) da Hb e um residuo de proteina globinica (45 KDa); na segunda etapa de
purificacdo, retirou-se o contaminante (residuo de proteina globinica) através da
ultrafiltracao (centricon) (Figura 28 B). A cromatografia de troca catidnica empregando

Carboximetil-celulose apresentou reducao de contaminantes, exibindo somente a e 8
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formando monémeros (15 KDa e 16 KDa, respectivamente) e dimeros (= 32 KDa) da
Hb (Figura 30 A).

6.3 Aplicagdes de marcador bioldgico in vivo

Visando a realizacdo da bidpsia do linfonodo sentinela em ensaios com
ratas wistar, fez-se necessaria a padronizacdo do método in vivo para futuras triagens
do novo marcador biolégico (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 sitio de
injecao e a fossa poplitea, apresentando uma marcacéao tecidual mais evidente (Figura
31) e um aumento do niumero de macréfagos com vestigios do concentrado de Hb no
seu citoplasma, quando comparado com os outros tempos de drenagem (L h,4he 6
h) (Figura 31 e Grafico 01). Por fim, objetivando avaliar o limiar de saturacéo do tecido
linfoide para uma marcagdo mais eficiente em ensaio animal, determinou-se que a
concentracdo padréo seria a injecdo de 10 mg/mL do concentrado de Hb, sendo
observadas uma melhor marcacdo macroscépica e a presenca de um maior nimero
de macréfagos com vestigios de [Hb] no seu citoplasma, quando comparado com as

outras concentragdes (5 mg/mL e 15 mg/mL) (Figura 32 e Grafico 02).

6.4 Atividade da fracao isolada ap6s protedlise

Tendo em vista que 0 meio extracelular contém proteases (enzimas que
catalisam clivagem hidrolitica das ligacdes peptidicas) e outras enzimas degradativas,
e que apdés a hemdlise eritrocitaria as proteinas liberadas podem ser inativadas
(NELSON e COX, 2014), buscou-se avaliar o quanto as enzimas proteoliticas
poderiam interferir de forma direta na marcacdo tecidual do LS ao utilizar o
concentrado de Hb sobre o efeito das proteases. Para isso, inicialmente, avaliou-se a
utilizacdo de uma enzima otimizada para ser empregada na degradacao total do
concentrado de Hb através de clivagem das suas ligaces peptidicas, realizando
ensaios utilizando o concentrado de Hb como substrato e a adicdo das enzimas

(tripsina, pepsina e papaina) em temperaturas diferentes (4 °C, 25 °C e 37 °C) para
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cada tempo de incubacao (30 min, 1 h e 4 h), avaliando, assim, qual temperatura e
tempo de incubacdo seriam ideais para a realizacdo das reacfes enzimaticas.
Posteriormente, foi observado que a tripsina incubada a 37 °C por 4 h produz um maior
namero de produtos de degradacdo da Hb (Figura 33). Essa enzima foi entdo
selecionada para a realizacdo do ensaio em animal, buscando, assim, avaliar a
necessidade da integridade proteica da Hb na marcacdo tecidual do linfonodo
sentinela.

ApOs a realizagdo do ensaio em animal com a solugdo contendo o
concentrado de Hb e tripsina, observou-se a auséncia de marcacdao tecidual (Figura
34) e, no histopatoldgico, a presenca de numero reduzido de macréfagos com
vestigios da amostra e de vacuolos no seu citoplasma. Analisando os resultados
realizados in vivo, concluimos que para uma marcacao tecidual efetiva é importante a
manutencdo da integridade proteica da amostra a ser injetada, sendo indicado a
utilizacao de inibidores de proteases no concentrado de Hb, assim, pode-se garantir
uma potencializacdo na marcacao tecidual do LS. Sabe-se que a coadministracéo de
agentes inibidores das enzimas proteoliticas € uma estratégia possivel para o
aumento da biodisponibilidade oral de peptidios e proteinas, como foi demonstrado
em varios estudos in vivo (LANGGUTH et al., 1997; KIMURA et al., 1996; MORISHITA
et al., 1992a), porém, a utilizacdo de inibidores proteoliticos conjugados com o novo
marcador biologico requer atencao e estudos futuros, pois a sua grande maioria
possuem alta toxicidade (SILVA et al, 2002).

6.5 Ensaio de termoestabilidade

A termoestabilidade € um fator preponderante na manutencéo da atividade
proteica, tendo em vista que a grande maioria das proteinas eritrocitarias é facilmente
desnaturadas em temperaturas elevadas, como a hemossiderina. Existem, também,
excessoes como a ferritina, que possui resistencia ao calor de até 75 °C (SAITO,
2014). Apesar da estabilidade térmica das proteinas variar muito, algumas delas
desnaturam lentamente acima de 25 °C (VOET e VOET, 2013). Devido a grande
variabilidade térmica das proteinas eritrocitarias, avaliou-se em qual temperatura o
concentrado de Hb estaria mais estavel e, para isso, injetou-se 10 mg/mL do
concentrado de Hb que foram expostos por 10 min a diferentes temperaturas (4 °C,
25 °C, 37 °C e 100 °C), drenando por 2 h, sendo observado que a 25 °C seria
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alcancada a maior estabilidade da amostra, apresentando uma marcacao tecidual
muito boa (Figura 35 B) e um aumento do niumero de macréfagos com vestigios do
concentrado de Hb no seu citoplasma (22,8 macrofagos por quadrante) (Figura 35 e
Gréfico 3).

6.6 Ensaio para obtencdo de metahemoglobina em diferentes concentracdes e

a suarelagcdo com a marcacao tecidual do linfonodo sentinela

Segundo Vasques, os resultados obtidos com linfocintilografia e
ressonancia magnética (RM) mostram uma maior intensidade de sinal em linfonodos
que receberam inje¢cado do marcador hemossiderina, quando comparados com regides
teciduais adjacentes a eles mesmos ou em relagdo aos linfonodos contralaterais
(VASQUES, 2016). Sabe-se que, no caso de hematomas em evolugéo, o ferro sofre
alteragbes na quelacao e nos estados de spin dos elétrons, assim como na geometria
molecular e na compartimentalizagdo, que se manifestam por alteracbes
caracteristicas a imagem por RM (LUFKIN, 1999). No estagio agudo do hematoma,
tipicamente aparece com iso ou hipossinal nas sequéncias ponderadas em T1 e com
marcado hipossinal em T2 (alta concentragao de desoxi-hemoglobina intracelular). No
estagio subagudo, observa-se um hipersinal em T1 e T2 (efeitos paramagnéticos da
meta-hemoglobina livre [Fe3*], produto da oxidagdo da hemoglobina [Fe?*]). No
estagio crénico, ha halo de hipossinal em T1 e T2, que é atribuido a deposi¢ao de
ferritina e hemossiderina (Tabela 2) (MARTINS et al, 2008; KAWASHINA, SANDLER
e ERNEST, 1999).

Tabela 2 - Estagios do hematoma na ressonancia magnética

Derivados eritrocitarios Estado oxidativo Tl T2
Oxihemoglobina Fe**, diamagnética Iso ou hiposinal Hipersinal
Desoxihemoglobina Fe*™*, paramagnética Iso ou hiposinal Forte hiposinal ou

auséncia de sinal

MetaHb intracelular Fe***, paramagnética Hipersinal Hiposinal

MetaHb extracelular Fe*™*, paramagnetica Hipersinal Hipersinal

Ferritina e Hemossiderina | Fe™*, paramagnetica Iso e hiposinal Hiposinal ou auséncia
de sinal

Fonte: Elaboragao da autora.
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Como ¢é vastamente descrito pela literatura, a evolugdo do ferro no
hematoma, inicialmente, encontra-se na forma de oxihemoglobina (Fe*?), nio
apresentando elétrons pareados e é, portanto, diamagnético. Apos desnaturagdo da
oxihemoglobina, embora ainda contenha Fe*?, origina-se a desoxihemoglobina com 4
elétrons nao pareados. Devido a geometria molecular, os elétrons nao pareados nao
podem chegar suficientemente préximo dos protons de agua para que ocorram
interagdes préton-elétron, dipolo-dipolo, gerando pouco sinal magnético. Durante uma
hipdxia continuada, ha nas hemacias a oxidagéao irreversivel da desoxihemoglobina a
metahemoglobina. A metahemoglobina tem 5 elétrons n&o pareados e, devido a sua
geometria, possibilita que os prétons da agua se aproximem o suficiente para que
ocorram interagdes préton-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 apés a injecdo do marcador “hemossiderina” e que a
metahemoglobina é o unico derivado eritrocitario que emite hipersinal magnético,
buscou-se avaliar o envolvimento da metahemoglobina na marcagéao tecidual do LS
através de ensaios in vivo com diferentes concentracdes de metaHb. Para se tornar
possivel o preparo das amostras contendo diferentes concentracdes de metaHb,
realizou-se a aplicacéo 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 concentra¢des (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 concentracdo de metaHb inversamente proporcional ao aumento da concentragcao
de Hb, atingindo o pico com 48h de tempo de contato entre a solugdo de concentrado
de Hb + nitrito a 3%, e ocorrendo decréscimo na concentracdo de metaHb com 72h
de contato (Grafico 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 marcacéo tecidual e um aumento gradativo do numero de macréfagos com
vestigios da solucéo (alta [metaHb] e baixa [Hb]) no seu citoplasma (Figura 36 A-E e
Grafico 5). Apos as 48h, foi observado um decréscimo da concentracdo de metaHb
(6,47 mg/mL) e uma diminuicdo da marcacdo macroscoépica e microscopica do tecido
linfoide (Figura 36 F e Grafico 5).
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As solucdes que tinham maior concentracdo de Hb e menor concentracéo
de metahemoglobina apresentavam coloracdo tecidual menos efetiva e um menor
namero de macrofagos com vestigios da solugdo no seu citoplasma, quando
comparadas com linfonodos corados com solu¢des com alta concentragao de metaHb
(Figura 36 e Gréfico 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 marcacao tecidual e aumento no nimero de macréfagos com
vestigios da solucéo (Figura 36 D-F), quando comparada as 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 proteina eritrocitaria
responsavel pela marcacdo otimizada do tecido linfoide, podendo ser absorvida de
forma mais eficiente do que a hemoglobina e consequentemente obtendo a melhor

marcacao macroscopica e microscopica (Grafico 5).

6.7 Microscopia confocal

Uma vez identificada a proteina responsavel pela marcacao tecidual do
linfonodo sentinela, foram realizados experimentos com auxilio da microscopia
confocal para reafirmar os resultados histopatolégicos, avaliando a presenca de
vestigios de hemoglobina no citoplasma e/ou matriz extracelular dos macréfagos in
vivo, utilizando um comprimento de onda de 540 nm. ApGs estimulo das células
fagociticas com 10 mg/mL de [Hb] por 24 h, a temperatura de 37 °C, 5% de CO:z e
95% de umidade, observou-se que as células estimuladas pelo concentrado de Hb
exibiam expressdo significativa, quando comparadas com o controle negativo
(macréfagos em meio de cultura) (Figura 37 A). Os macréfagos expostos ao [Hb]
encontravam-se bastante reativos (aumento do numero de pseudopodes) e
apresentavam vesiculas que emitiam fluorescéncia verde, que, supostamente, seriam
fagossomas com conteudo hemoglobinico (Figura 37 B).

Acredita-se que a internalizacdo do concentrado de Hb pelas células
fagociticas, ocorra assim como a Hb liberada dos eritrocitos (em decorréncia de
doencas hemoliticas ou transfusdo, por exemplo), estabelecendo um equilibrio
dindmico na internalizacao e digestdo da Hb. Os mecanismos de remocéao da Hb séo

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 € uma glicoproteina de fase aguda encontrada na fracéo
az-globulina na maioria das espécies de mamiferos (HWANG; GREER, 1980). Essa
proteina é formada por subunidades a e B, e apresenta trés diferentes variagdes
fenotipicas 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 dimeros na proporc¢édo 1:1 (um dimero de
Hb para uma unidade af3 da Hp) (ADAMS; WEISS, 1968; CHIANCONE et al., 1968;
NAGEL; GIBSON, 1971). A interacdo Hp-Hb é tida como uma das mais fortes
interacOes n&o covalentes observadas no plasma (HWANG; GREER, 1980; NIELSEN;
MOLLER; MOESTRUP, 2010) e esse complexo é considerado virtualmente
irreversivel (ANDERSEN et al., 2012). Essa interacdo protege a Hb contra danos
estruturais causados por peroxidacdo, como a formacao de cross-link entre cadeias a
e a oxidagdo de aminoacidos em regides criticas presentes na cadeia B (como
exemplo, Trpl5, Cys93 e Cys112) (BUEHLER et al., 2009; JIA et al., 2007; NIELSEN,;
MOLLER; MOESTRUP, 2010).

O complexo Hp-Hb é rapidamente removido da circulacdo por macrofagos,
através da interacdo 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 remocao da Hb plasmatica em situacées nas quais ocorre a
deplecdo da haptoglobina, como observado apds a administracdo de alguns HBOCs
(SCHAER et al., 2006). Apos a internalizacao por macrofagos, a digestao proteolitica
libera o grupo heme da estrutura da Hb, o qual €, posteriormente, degradado no citosol
pela enzima heme oxigenasse (HMOX) com a formagé&o de biliverdina, mondéxido de
carbono e ferro (BELCHER et al.,, 2010; KNUTSON; WESSLING-RESNICK, 2003;
MAINES, 1997, 2005).

6.8 Importancia de um novo marcador otimizado
Nas ultimas décadas, houve avancos significativos na terapia de pacientes

com cancer de mama. O advento de mamografos mais modernos e a expansao do

acesso a esse exame, campanhas de conscientizagéo, o surgimento da core biopsy,
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gue € uma técnica menos invasiva de se obter um fragmento do tumor para a analise
anatomopatoldgica, todos esses fatores contribuiram para o diagnostico de lesdes em
estagio mais precoce. O tratamento cirirgico se modificou com o tempo, tornando-se
menos agressivo sem perder sua eficacia terapéutica (SOUZA et al., 2015). A biopsia
do linfonodo sentinela surgiu para contribuir com essa corrente de inovacgoes,
substituindo o esvaziamento axilar no estadiamento do cancer de mama inicial com
axila clinicamente negativa (LYMAN et al., 2014), tornando possivel a substituicdo de
técnicas extremamente invasivas e contraditorias (mastectomia total e esvaziamento
axilar) por métodos cirargicos conservadores e mais precisos.

Entretanto, para que se torne possivel a técnica cirargica da BLS,
tradicionalmente s&o utilizados como marcadores o corante azul patente e o
radiofarmaco tecnécio. A associacdo dos dois métodos mostrou-se mais acurada para
identificacdo do LS (RUTGERS, 2005; STRAVER et al., 2010), porém, esses métodos
possuem desvantagens relevantes, em revisdo a literatura, o azul patente possui um
expressivo numero de reacdes 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 radiofarmaco possui um alto custo (MAYES; DOUEK; PANKHURST, 2012;
MARIANI et al., 2001; PAGANELLI et al., 1998) , o que dificulta a adesédo dos
cirurgides na utilizacao e o acesso da populacao a esses métodos.

A BLS é considerada padrdo ouro como método de avaliacdo progndstica
e preditiva, sendo uma pratica consolidada na abordagem axilar do cancer de mama.
Visto o aumento na indicacdo desse método na conducao terapéutica oncoldgica,
houve a necessidade de aprofundamento no conhecimento dos efeitos adversos
associados aos corantes e substancias radioativas utilizados na identificagcdo do LS.
Em funcdo dessas observacdes, tornou-se impreterivel a descoberta de substancias
equivalentes e com menores efeitos adversos as usadas no método de BLS. Outros
marcadores para LS tém sido pesquisados e a nanoparticula férrica supermagnética
resultou em taxa de identificacdo 77%, achados inferiores quando comparados com a
utilizagdo de hemossiderina como marcador em pacientes submetidas a BLS
(VASQUES et al., 2015; AGUIAR et al, 2017).

A necessidade de investir em métodos de diagndstico mais eficientes,

abrangentes e que realmente diminuam o nimero de mortes por cancer de mama e
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as inovacdes no campo de saude sao de vital importancia para o bem-estar e
qualidade de vida da populacdo. Cada vez mais a ciéncia avanca e, com isso,
proporciona-nos acessos aos mais modernos métodos de diagndsticos. Contudo, o0s
acessos a essas técnicas ndo sao igualitarios, muitos precisam, mas nao tém
condicBes de pagar pelos melhores métodos. E necessario encurtar as distancias
entre quem faz e quem pode colocar o feito no mercado, mas o primeiro passo ja foi
dado. Fato confirmado pelo exemplo de possivel inovagdo citado nesse estudo,
apresentando um marcador biolégico do LS derivado do sangue otimizado, sendo
capaz de substituir corantes disponiveis como o0 azul patente, possuindo como

principais vantagens: baixo custo e alta eficiéncia.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a identificacéo e a aplicabilidade clinica do
hemoderivado proteico como marcador tecidual na identificagéo do linfonodo sentinela
em casos de cancer de mama inicial e localmente avangado. Foi comprovado que o
processo de marcacdo € otimizado através da padronizacdo das condicbes
homeostéaticas do marcador biolégico.

A metahemoglobina demonstrou maior eficiéncia na biopsia do linfonodo
sentinela como marcador bioldgico derivado do sangue, quando comparada com a Hb
isolada. No entanto, o método utilizado para obtencdo da metaHb necessita de nitrito
a 3%, o que poderia ocasionar reacdes de hipersensibilidade nas pacientes.

Os achados do estudo trazem novas perspectivas para a identificacdo do
linfonodo sentinela em casos de cancer de mama inicial e localmente avancado por
meio da aplicacdo clinica 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 saude, levando a uma melhor acessibilidade
dos pacientes na deteccdo do linfonodo sentinela. Assim, os resultados do presente
estudo, se aplicados clinicamente, podem impactar positivamente a salude dos
pacientes acometidos por cancer de mama por meio da reducéo de danos atrelados
a lifadetectomia.

Futuros estudos sao necessarios para otimizar a obtencdo da

metahemoglobina usando substéncias de melhor biocompactibilidade que o nitrito.
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ABSTRACT

PURPOSE: To assess the safety and potentu] equivalence of the use of hemosiderm compared 1o the Technetiom-99 in sentinel lymph
node biopsy in human breast cancer

METHODS: Non-mandom sample of 14 volunteer women diagnosed with breast cancer with primary tumors (T 1/T2) and clinically
tumor-free axilla were submitted to the identificution of sentinel lvmph node using hemosiderin obtained from autologous blood iyected
in the periarcolar region 24h before surgery on an outpatient basis. Patients received preoperative subarcolar intmadermal injection
of Technetinm-29 in the immedinte preoperative penod. Patients were submitted to sentinel lvmph node biopsy, with incision in the
axillary fold guided by Gamma-Probe, dissection by planes until the identification of the point of maximum uptake of Technetium-99,
identifving the marked nodes and their colors. All surgical specimens were sent for pathological and immunohistochemical study,
RESULTS: The results showed no evidence of side effects and/or allergic and non-allergic reactions in patients submitied 1o SLNB with
hemosidenn. The SEN identification rate per paticnt was 100% SLNB wdentification mte per patient with hemosiderin was the same as
that of Technetium, with a concordance e of 100% between the methods

CONCLUSION: Hemosiderin 1s a safe dye that is equivident to Technetium in breast sentinel lymph node biopsy

Key words: Breast Neoplasms. Sentinel Lymph Node Biopsy. Hemosidenin: Technetium
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Introduction

The Sentinel Ly mph Node (SLN) is the first Iy mph node
1o recerve lvmphatic dmimage from the sitc of & primary twumor, &
concept established since 1977 by Cabanas, who introduced the
sentinel lymph node biopsy (SLNEB) in pentle carcinoma’. In 1993,
Krug ef al* used the technetinm-99 ("Tc) in SLNB for melan. In
1994, Giuliano, using the patent blue dye in breast tumor, validated
the concept of sentire! lymph node (SLN) i breast cincer’. In
2003, Veronesi' established that SLNB was a safe and accurate
method of screemng axillary nodes for metastasis in women
with small breast tumors, Recently, SLNB has replaced axillary
dissection in carly-stage breast cancer in clinically tumor-free
patients’,

The association of “Tc with the blue dye allowed a
more accurate identificatzon tn SLNB®. Other dyes can also be
used m SLN sdentification dunng the sargical procedure, such as
methylene blue, patent blue. and isosulfan bluc® however. such
substances ~ in a recent literature review -~ revealed a significant
number of hypersensitivity reactions”"”, Patent blue dve can canse
from subtle adverse effects, such as skin rash, to severe reactions
of anaphy laxis'" "> The use of methylene blue may be associated
with serious complications such as skin and fat necrosis at the
imjection site”. Anaphy lactic reactions 1o 1sosulfan blue or paient
blug in patients submitted to SLNB range from 0.6% to 2.7%".

Identifying substances with fewer side effects and/
or allergic reactions n SLNB 15 & challenge In 2009, Pinheiro
er al™ proved, in an expenimemal research with animals, the
efficacy of hemosidenn (a protein resulting from the degradation
of hemoglobin that is commonly found in lysosomes of histiocytes
and Kupifer cells) as an autologous dye in SLNB of female dogs’
breasts In the present study. the association of hemosiderin with
“Tc presented similar results i the SLNB when compared 1o
patent blue and *Te, Hemosiderin has been experimentally proven
10 be o potential alterative to the current dyes.

The purpose of the present research was 1o assess the
safcty and potential cquivalence of the use of hemosidenin in
SLNB in haman breast cancer compared 1o the gold standard 1est.
the *Te.

Methods

This  non-randomized  prospective  clinical  study
conducted with human subjects was approved by the Research
Ethics Committee of the Hospital Universitario Walter Cantidio,
Universidade Federal do Ceard on August 10, 2010, No. 0730710,
The surgical procedures were carnied out at the Maternidade Escola
Assis Chateaubriand - MEAC and Hospital Universitirio Walter
Cantidio by one single sumgeon i the period from September 2011
to November 2013
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The non-nindom sample comprised 14 women from the
phase 1 ¢clinical trial who were selected in the mastology outpatient
climic of the MEAC and had a confirmed histopathologic diagnosis
of breast cancer, with pnmary fumors (T1/T2) and clinically
tumor-free axilla; women were of different ages. weighted over 50
kg, and had on mdication for SLNB (Table 1),

Each patient was informed about the procedures and
signed & free iformed consent form prior 1o research participation.
Aweek before the stant of the study, all the participants underwent
preoperative clinical and laboratory assessment, which showed
they were able to undergo the surgical procedure. The iron
metubolic profike was also assessed previously through complete
blood count, serum iron. serum ferritin, transferrin sturation. and
total iron-binding capacity,

Preparation, administratton and production of he-
mosicerin

The preparation of the autologous dyve derived from
blood — hemosiderin — for use m the present study was obtmned
from g sample of 16ml of peripheral blood collected 24h before
surgery. The peripheral blood drnwn from the patient was inserted
into two BD Vacuolaimer® tbes with Buffered Sodwm Citrate
aseptically. Then. the blood was centrifuged at 2000 rpm for 10
minnics at 22°C. The centrifuged matenial separated into three
phases i the test tube. The upper and mtermedsate lavers (serum)
were discarded and the bottom laver (red blood cells — RBCs)
was diluted with nermal saling (0.9% NaCl) in equal volume (ml)
followed by manual homogemization in laminar flow biologscal
safety cabinet. The resulling solution was centrifuged (3800
mpm for 3 minutes) again, with the appearance of two phases -
the first was discarded, and the volume withdmwn was replaced
with double-distilled water in the laminar flow cabinet, causing
hemolysis of RBCs. The third and final centnifugation (3800 rpm
for 3 mimes) yield one smgle phase of lysed RBCs suspended
in the reddish fiquid, This hemolysate, rich in hemoglobin, which
contains iron, when injected in the breast s phagocytosed by
macrophages of the Reticuloendothelial System that, through
the lymphatic system. saturate the sentinel lymph node of ferric
Ivdroxyphosphate micelles, which accumulate, resulling in the
formation of hemosidenin. Stenlity assurance was controlled with
blood cultures to detect bacteria and fungi

Hemosiderin was inmjected on an outpaticnt basis, with the
patent in supie position, asepsis of the injection site with 70%
aicohol, focal unesthesia with 2% lidocaine without adrenaling,
in the external periarcolur region of the breast (3h) via a single
puncture. After that. we performed a subareolar injection of 4ml of
the dye and. after removal of the needle. we pressed the puncture
hole with cotton for | mumute (Figure 1A-B)
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Paticnts were hospitalized and assessed as for the
presentaton of side effects for 24 hours. Two hours before the
surgical procedure. the paticrt was taken Lo the imaging center
of the clinic and underwent breast Magnetic Resonance Imaging
(MRI) und received preoperative subareolar intradermal injection
of 0.2ml of *Te and mammary scintigraphy. Afler imaging 1ests,
the patients were taken to the operating room where they, under
generl anesthesia, underwent the surgical procedure.

Sentinel tymph node biaps)

Patients were submitted o SLNB, with incision in the
axillary fold guided by Gamma-Probe and dissection by planes until
the identification of point of maximum uptake of “Tc, dentifving
the marked nodes and their colors (Figure 1C-D). After removal
of Ivimph nodes. we assessed in cach one the detection intensity
of “Tc by the gamma-probe and the hemosidenn level of marking
using a color scale from red 1o black (Figure 2). These data were
recorded in a data collection form for further analvsis, All surgical
specimens were sent for pathological and immunohistochemical
study, The patients were montored throughout the procedure.

since the mjection of hemosidenin until the postoperative penod
and their return within 7, 15 and 30 days after surgery (Figure 3),

FIGURE 1 - Procedures (A) Subareolar myection ol hemosidenn. (B)
Site after imection of hemosxderin (small brwse) (€) [dentification of
seatmel vmph node with the Gamma-Probe. (D) Sentmel vmph nodes
marked with hemosiderin

FIGURE 2 - Macroscopse aspect of the SN color {A) Lymph node wathout bemosiderm (B) Lymph node marked with bemosiderm and the

comparytive scale of color mtensity mngme from red to black.

lajestion of Ll B £ <
m& ' :‘I’.nq . Apeattatiy . Patiest preparatisr ’ ‘;“L:E-h";: . lechiar
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FIGURE 3 - Studv flowchant

Results

Fourteen patients underwent SLNB with hemosiderin
according to the method described. The mean age of patients
was 543 years andd the postmwnopausal status was prevalent in
50% of the sample. Regarding tustological type. twelve paticnts
(85%) were diagnosed with invasive ductal carcinoma. As for the
hastological grade, there was a predominance of grade 2 umors
(60%) (Table 1).

There was no evidence of side effects. allergic reactions.

surgxcal infection or toxicity in patients submitted to SLNB with
hemosiderin in our study

The efficacy of SLNB with hemosiderin was confirmed
by determining the equivalence of hemosidenn compared to the
marking technique using "Te. which revealed a similar detection
of SLN nuarked with hemosiderin and “Tc in all the patients. The
SLN identification rate was 1(0¢%. with an average of 2.5 SLN
found per paticnt. The study identified the SLN marked with
bemosiderin in 100% of cases (Figure 4),
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TABLE 1 - Paticnt and tumor characteristics of the 14
patients included. Results are given as mean values or frequencies
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in%

Charactenstic

Value
Age S43y (range 36 -85 v)
Height 156.4 cm (range 143 - 172 cm)
Weight 68,4 kg (range 48 - 88 kg)
Body mass index (BMI1) 278 (range 22.1-33.5)
Menopausal status
Premenopause H28%)
Perimenopause 3(22%)
Postmenopanse T(50%)
Carcinoma tvpe
Invasive carcimonu 12(85%)
Ductal carcinoma in situ 2{15%)
Tumor location
Upper-outer quacdrant {42%)
Upper-inner quadrant 2(14%)
Lower-inner quadrant 2(14%)
Lower-outer quadrante 430%)
Central (%)
Pathological tumor size
pTis 2(15%)
plla 1(7%)
pTib 0(%%)
plic o(43%)
pl2 5(35%)
pTi3 0(0r%)
Pathological lymph node status
pNO 10(72%)
pN1. 0{0%)
pNIimu 1(T%)
pNia 2(14%)
pNIb 1(T%)
pN2a (0%}
Grading
Gi 2(16.7%)
G2 HG0%)
G3 3(23.3%)
Hormone receptor staty
Estrogen receptor (ER) 12 (86%)
Progesteron: receptor (PR). 12 (86%)
HER2 status
HER2. 0(0%)
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FIGURE 4 - (A) SLN marked with bemosidenn and *Te per potients*
(B) Concordence mte between hemossdenn and *Te. *The average
number of SLN found per patients wos 2 5

Each patient submutted (0 SENB lud their lymph nodes
clussified in percentage tenns according o the shades of color
found: mo color-0% (n=0); light red-16% (n=2); dark-red 64%
(0=8) and black-16% (1=2) (Table 2). In 100% of cases {o=14).
the SLN were marked and identified by gamma-probe with e,

TABLE 2 - Shades of color of lymph nodes.

~ Color of Lymph Node/patients Frequericy
~ Noocolr 0 (%)
Light red 2(16%)
Dark red 8 (64%)
Black 2(16%)
Discussion

Currently, the gold standard in the SLNB is the use of

rudiotrcer “TehY/gomma-probe teclmque in combimation with
blue dve’. Disadvantages of these techniques, as well as the
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publication of adverse cffects and allergic reactions assoctated
with dves, which are life threatening, have ked o new resewrch as
an altermative Lo improve and even substitute existing methods.

The use ol blue dyes for SLNB has increased worldwide,
Sleth ef @™, in their work, have reported an annual increase in
the incidence of adverse reactions and increased risk of allerme
reactions associated with the blue dyes; therefore, they questioned
if it was not the time to change the dve. This restessness was one
of the motivations to stady hemosidenn - in the present clinical
study - as a dye that can substitute artficial dyes for SLNB.

Pinheiro ef o have tested the feasibility of hemosidenn
in laboratory as an autologous dye, compared to patent blue, for
breast SLNB in a canine model. Given that onginal study, it was
possible to base and test the use of hemosiderin for SLNB in breast
cancer in women, revealing an equivalence of hemosidenin and
“Te with a concordance mte of 100% of the cases and an iverage
of 2.5 SLN per patiems. These findings pwt hemostderin on the
same level of *Te. a widely used substance that is currently the
“gold standard” in SLNB worldwide”.

Asthisisu phase I clinical trial witha sample of 14 women
and with the aim to cstablish the chinical safety of the substance
tested and the potential equivalence to “Tc. ils findings open a
promising direction for new studies on the use of hemosiderin in
the SLNB in breast cancer with larger samples and the possibility
10 extend its indication to other tumor sites that employ the SLNB.

In the present study, hemosiderin was admimstered 24
hours before the procedure. as recommended by Pinbeiro ef ol
who demonstrated that thes interval allowed a stronger colonng of
SLN. This interval has enabled the monitoring of possible reactions
during the administration of the substance tested as well as in the
preopertive hospital stay, As it is an autologous dye, no signs or
sympioms of allergics were observed during the admimistration of
hemosiderin in the perioperative and/or postoperative period. This
fact places hemosiderin as a safe dve, unlike the blue dyves. which
are reported by seveml studies as presenting allergic reaclions
m SLNB., with an estimpted prevalence of 0,6%-2 7% 7%,
These reactions, 1 addition to putting patients” fives at nisk. can
linder and complicate anesthesia, requinng from the medical staff
therapeutic and resuscitative measures that, depending on the
severity of the condition. may increase surgical duration, cancel
the surgical procedure. and even lead to death. Therefore, the
safety of hemosiderin can decrease personal and health spendings.
reduce the morbadity of the procedure and emotional suffening,
along with other indirect advantages* '™

Non-allergic reactions associated with the blue dyes
are complications that add difficulties and consequences to the

SLNB procedure. The main oncs are: interference with pulse
oximetry, bluish pigmentation of skin or bodily fiuids, and skin
necrosis®. Unwanted tutoos in the skin with the use of subdermal
or intradermul injection technique due 1o the use of blue dves
are complications described in SLNB. This ¢an be considered a
cosmetic problem for women, especially if they persist for many
months or years. Stidies have shown that this condition persisted
in41% of paticnts for | year in the postoperative peniod . The mite
of skin pigmentation decreases more mpidly after the second year,
but it may remain after three years*'=

The use of hemosiderin, confronting the literture data
on non-allergic reactions o blue dves. did not cause persistent
pigmentation of the skin or bodily fluids, or mterference with
pulse oximetry, or cases of skin necrosis. In some cases, there is
a persistence of small arcas (ccchymosis and/or bruises) at the
sile of the subarcolar mjection. which become unnoticeable m a
few davs or weeks and disappear withoul leaving marks andior
permaneit sequelae.

In the current sconario of breast cancer freatment, breast-
conserving and oncoplastic surgenes. with the preservation
of breast sk, gradually tend to substitute mastectomics and
mutilating surgenies. The presence of tattoos and persistent
pigmentations on the breasts due 1o the use of blue dyes add
an anti-gesthetic component that hinder the result of minimally
aggressive treatment efforts of moden surgery. Hemosiderin, as
demonstrated i the present study, temporanly marks the breast
skin with small arcas of ecclivmosis and/or bruises, allowing better
acsthetic results withoul the unwanted persistent blue tatloos,

The postoperative monitonng of patients of up to 30
days after surgery allowed 1o evaluate the absence of signs and/
or symptoms of surgical infection in the study paticnts as well as
the results of cultures obtained from hemosidenn samples used in
paticnts, which were negative, confirming the safety of the method
and the absence of infectious complications.

Invitro studies indicate (he genotoxicity of blue dyes and
the increased level of oxidative DNA ksions. The methylenc blue
and patent blue, commonly used in SLNB. have genotoxic effects
on breast cells inchmcally relevant concentrstions invitro, Invivo
studics arc now needed to assess the damage 1o DNA caused by
these dves dunng SLNB. Although it 15 an in vitro study, these
substances are not innocuous. as it has been thought™. Tn contrast.
hemosidenin, a dve without toxicity derived from the patient.
minimizes these concerns,

With the present study, hemosiderin opens a new
perspective 1o become an important tool i SLNB. Further studics
with larger samples and consistent results are needed to confirm its

Acta Ciniegrea Brasileira < 101, 30 ¢11) 2015 - 789
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cfficacy and safety. Therefore, it has the potential to substitute the
current dyes and become the “gold standard™ for SLNB.

Conclusion

Hemosiderin s an efficient and safe dye that is equivalent

10 *Te in sentinel lymph node biopsy in breast cancer.

10
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APENDICE B — ARTIGO ORIGINAL “IDENTIFICAGAO DO LINFONODO
SENTINELA UTILIZANDO HEMOSSIDERINA EM CASOS DE CANCER DE MAMA
LOCALMENTE AVANGCADO”

DO R0 | S9N OW 1201 7006051 ¥

Artigo Original

Identificacao do linfonodo sentinela utilizando hemossiderina em
casos de cancer de mama localmente avancado

Identification of the sentinel lymph node using hemosiderin in locally advanced
breast cancer cases

Pauio Hirous Waures of Asuaz, ACBC-CE"; Raswiere Guacel FURTao oE Agumo' % Mavaia Mas Awves’; Juso Makcus Sousa
Cossgia’; Avane Lavne o Sousa Quvera’; Anrdmo Braze Viana Jomor', Lue Goszaca Porro Paikeso, ECBC-CE ',

RESUMO

Objetivo: verfivar 2 tasa de concorddnca ma dentificacde do Iinfonodo sentinels utiizando um martador sutdlogo 1o sm hemoss
gerna & 0 Tecrdolo 39 (Tei9) em casos de cdncer de mama localmente avangados. Métodos: ensaio cinio fase 1, do tipo prospectiva,
ndo randamuaco, em 18 pacientes portadoras de canter de mama com axla tincaments negatya em estido T2=4cm, Tie T4, A
pacentes foram submetidas & inpecio sunarealar de um marcador autdogo rico em hemossdenne 48 horad antes da procedimento
cirlrgico para bdpuia do linfonads sentinela, e sua taxa de identificagio ol compatada, no niraaperatdno, com a marcada’ radioative
1c9% {padrio-oire), A concardinca entre oy métados fol estabelecida peio indice de Xappa, Resultados: 4 taxa o identificagio de
Infanodo sentinela 4o/ de 88,9%, com uma méda de dois intonodos sentmelas por paciente, O estude sdentificou os Infanodos san
trvelas coradas com hemossiderna am 83 3% dos casos (n=15), quando comparados com a taxa de idenbifcagio do T¢99, tendo sdo
observada concordinea em 94, 4% dos casos estudados. Condusiior 0 marcador AUtdlogo rico em hamossiderna se mostrou eficaz na

ientificagio do infonodo sentmnels em casos de cAncer de mama locaimente avangado,

Descritores: Neoplavas da Mama, iidpsia oe Unfonodo Sentinels, Hemossideding Tecnécio

INTRODUCAO

linfonodo sentinela (LS) consiste no primesro linfono-
do a receber a drenagem linfatica de um determinado
stio de tumor primario'. Cabanas', em 1977, em seus es-
tudos utilizando casos de adenocarcinoma de pénis esta-
beleceu pela primeira vez uma técnica para realizar blopsia
do Imfonodo sentinela (BLS) Com o objetivo de aprimo-
rar a taxa de [dentificacdo do LS em casos de melanoma,
Krag ef &, em 1993, utilizou o Tecndco 99 (Tc99) com
sucesso, Postedormente, em 1994, Giuliano et al " usanto
azul patente como marcador de LS para o cancer de mama,
introdhiziu © conceito de BLS na pratica clinica. Em 2003,
Veronest et al*, estabeleceram que a BLS era um método
seguro e acurado para avaliar metastases axilares em mu-
lheres com tumores de mamas pequenos. Atualmente, a
BLS substitulu o esvaziamento axdky no estadlamento do
cancer de mama inicial, com axila clinicamente negativa’
A assodacdo do Te99 em combinagdo com o
corante azul mostrou-se mals acurada para identificacio
do BLS . Qutros corantes podem ser utifizados na iden-

tificagdo do LS durante o procedimento cirnirgico, como o
azul de metileno, o azul patente ¢ o iscsulfar’. Entretanto,
tass substancias, em revisdo recente da iteratura, revelaram
um expressivo nimeto de reacoes de hipersensibilidade

O azul patente pode causar desde efeitos adversos sutis,
como rash cutdneo, até reacdes severas de anafifaxia

O azul de metileno também pode causar sérias reagoes,
incluindo necrose de pele e gorduta no local da injecio
Reagoes anafilaticas com o Isosulfan e azul patente em pa-
cientes submetidas a BLS variam de 0,6% a 2,7% *

Em 2009, Pinheiro et al * comprovou em pes-
quisa expermental em amimas, a eficacia da hemossideri-
na, um produte da degradacdo da hemoglobing, proteina
frequentemente encontrada nas lsassomos de histiocitos
¢ de céulas de Kupfer, como corante autdlogo na BLS em
mama de cadelas. Nesse estudo, a associagao de hemossi-
derina & Tc99, apresentou resltados semelhantes na BLS
quando comparadas ao T¢99 & azul patente. A hemossi-
derina apresentou-se, expermentalments, como wm novo
corante, isento de efeitos adversas e uma alternativa aos
corantes atuais.

1 « Undversidade Federal do Caand, Frograma de Me-Graduacio em Cidncias Médico-Crdegicas, Fortaleza, CE, Srasil, 2 - Universidacle Federal do
Ceard, Programa de Pds-graduacks em Biotecnologia (RENORSID), Fortalezs, CE, Braul. 3 - SONIMAGEM. Dagndstico por imagem, Fortakess, CE,
firasd 4 - Urwernsidade de Fortaieza, Facuidede de Medicing, Fortaleza, CF, Braul, § - Universidade Federal do Ceard, Mospital Universitirio Waltes

Cantidio, Fortaleza, CE, Bragl
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Em 2015, Vasques et &, *, infroduziu os estudos
da hemossiderina em casos de cancer de mama em hu-
manos em tumores iniciais (T1/T2) com axila clinicamente
negativa e obteve sucesso, com uma taxa de identificacao
e de concordanca de 100% quando comparada ao padrao
-ouro, 0 Te99. Diante disso, por ter sido estudada apenas
em tumores iniciais, @ proposta desse trabalho foi avaliar
a eficada da utilizacio da hemossidenna como marcador
autdlogo para a identificacda do linfonodo sentinela em
anceres de mama em pacientes portadoras de tumores
locaimente avancados (T2>4an/13/14), comparando com
0 teste padrao-ouro, 0 Tc99

METODOS

Ensaio dinico fase 1, do tipo prospectivo, nao
randamizado, tendo como cbeto mulheres portadoras de
cancer de mama localmente avangado. Os procedimen-
106 cirrgicos foram realizados na Matemidade Escola As-
sis Chateaubriand (MEAC) e Hospital Universitario Walter
Cantidio, por um Unico cirurgiao, no peroda de janeiro a
dezembro de 2016. O estudo for aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Unwersitario Walter Canticio
da Universidace Federal do Ceard, no 2.032 200. Cada pa-
clente fol informada a cerca dos procedimentos e assinou
um Termo de Consentimenta Lire e Esclareado para parti-
tipacao da pesquisa

Amostra e critérios de selecao

A amostra foi constituida por 18 mutheres, ndo
randomizadas, selecionadas no Ambulatério de Mastolo-
gia da Matermdade Escola Assis Chateaubriand (MEAC),
com indicacao de BLS. Foram incluldas pacientes com ida-
ces entre 18 e 75 anos, portadoras de cancer de mama
com diagndstico anatomopatologico comprovade, em
estadios || (maior ou igual a 4cm), Il e IV e que apresen-
tavam axila dinicamente negativa antes da quimioterapia
necadiuvante. Foram excluidas as pacentes portadoras
de cancer de mama Inflamatdrio, gestantes, aquelas que
tinham recebida algum ciclo de quimicterapia ou radio-
terapia neoadjuvante ou que realizaram cirurgia axilar ef
ou bidpsia Incisional prévia, que pudesse comprometer a
drenagem linfatica da mama,

Uma semana antes do inicio do estudo, todas

as participantes foram submetidas & avaliagdo clinica e
laboratorial pré-operaténa estando as mesmas aptas a
serem submetidas ao procedimento cirlrgico. O perfil
do ferro também foi avabado previamente por meio do
hemograma completo, das dosagens de ferra sérico, fer-
fitina sérica, saturacdo de transferrina e capacidade total
de ligaggo do ferro,

Preparacao do marcador rico em hemossi-
derina

O preparo da hemossiderina para utilizagio no
estudo foi ohtida a partir de uma amostia de 16ml de
sangue periférica, 48 horas antes da cirurgia. O sangue
toletado era acondicionado em dois tubos BD Vacutai-
ner® de Citrato de Sidio Tamponado, de forma assép-
tica. Em sequida, era centrifugado a 2000rpm, a 22°C,
por dez minutos. O matenial centrifugado se distribuiu
em 1rés camadas no tubo de ensaio. As camadas supe-
niar e intermediania (soro) eram descartadas, e a camada
inferior (hemdcias) diluida com soro fisiokdgico em igual
volume ao relirado, & homogeneizado manualmente em
camara protegida por fluxo laminar. A solugao obtida
era novamente centrifsgada (3800rpm por trés minutos),
om o aparecimento de duas fases. A primeira era des-
cartada e o volume refirado repasto com agua bidestita-
da, na camara de fluxo laminar, provocande a hemolise
do concentrado de hemacias. Apos a terceira e Gltima
centrifugagaa (3800rpm por trés minutos), obteve-se
uma nica fase de hemadcias lisadas, um produto rico em
hemossiderina em suspensao na liquido avermethado. A
garantia da esterllidade foi controlada com hemoculturas
para bactérias e fungos,

Um volume de 4ml do corante rico em hemos-
siderina era Injetaco ambulatoriamente, com a pacien-
te em decubite dorsal, sob anestesia local com xilocaina
a 2%, sem adrenalina, na regido periarealar externa da
mama (no sentido de 3h), em pungao (nica e sob técnica
asséptica (Figuras 1A e 18).

As pacientes foram internadas e avaliadas
quanto a apresentacao de efeitos colaterais por 24 horas
Antes do procedimento cirlirgico, cada paciente foi sub-
metida a injecao intradérmica subareclar pré-operatéeia
de 0,2ml e Tc99 e, em seguida, sob anestesia local e
sedacao, foram submetidas 4o procedimento drlrgico

ey Cof Bras Or 2017, 44(6). 612-618
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Procedimentos: biépsia do linfonodo senti-
nela (BLS)

As pacientes foram submetidas a BLS, com in-
sao na prega axilar guiada pelo gama-probe, dissec-
Ao por planos até a identificacao de ponto de captagao
maxima do Tc99, identificando-se o linfonodo marcado
e a sua coloragao (Figuras 2A e 2B). Apos a exérese do
linfoncdo, verificou-se em cada um a intensidade de
deteccao do Te99 pelo gama-probe. Tais dados foram
registrados em uma ficha de coleta de dados para fins
e andlise posterior. Todas as pecas crurgicas foram en-
caminhadas para estudo anatomaopatologico e imunos-
toguimico. As pacientes foram acompanhadas durante
todo o procedimento, desde a inje¢ao da hemossiderina,
até o pos-operatorio e retorno com 15 e 30 dias apos a
cirurgia.

Figura 1, A) injecds subareolar de hemassidanng’ 8) Local pas-inecdo
da hemassidenng (hematoma pas-negac)

Figura 2. A \dentificacdo intraoperatdria do Anfonods sentinsla com
o Gamma-Pmbe; 8) Lnforodos sentinsles forfementes marcadas com
hemessidenna

Analise estatistica

0s dados toram avaliados utilizando o coeficente
de concordancla de Kappa. Valores do P foram determing-
dos usando teste exato de Fisher. Valores de P menaores e
iguals a 0,05 foram aceitos como estatisticamente gnifi-
cantes,

RESULTADOS

Dezoito pacientes se submeteram a BLS com
a hemossiderina de acordo com o método descrito. A
media de idade das pacientes for de 48,2 anos e ob-
SevoU-se que o status pré-menopausal predominou em
63,7% da amostra. Quanto ao tipo histolbgico, todas
as pacientes estudadas pessuiam carcinoma invasor,

fey Cof Bras Cir 2017, 44161 612518
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sendo 17 do tipo ductal. Os tumores de estadiamento
T3 predominaram na amostra e 55% das participantes
apresentaram axila positiva apos estudo histopatolégico
(Tabela 1), Nao foram evidenciados efeltos adversos e/
ou reagoes alérgicas, infeccao cirlrgica ou toxadade
nas pacientes que foram submetidas a BLS cem hemos-
sidering neste estudo.

No intraoperatorio, a marcacao com o prepa-
ra rico em hemossiderina se mostrou nitidamente satis-
fatoria para a identificagao visual e consequente dife-
renciacao do LS dos demais linfonodos da cadeia axilar
(Figura 3)

Tabela 1, Perfil clineo das paoentes inciusas no estudo & parfll anato-
mogatigro dos tumoves analsados

Caracteristicas

Valor

Idade (média em anos) 482(33-69+11)

Status menopausal

Pré-menopausa n=12 (66,7%)
Pés-menopausa 7(33,3%)
Grau de invasao

Carcinoma invasor 18 (100%)
Carcinomainsity 0(0%)
Localizagéo do tumor priinnéf’o

Quadrante superior externo 11{60,5%)
Quadsante superior interno 3(16,5%)
Quadrante infenor externo 2(11,1%)
Quadrante inferior interno 1(5,5%)
Central 1(5,5%)
Tamanho do tumor

12=4cm

3 1(5,4%)
14(77.8%)

T4C 3(16,6%)
Status linfonodal

Linfonodo sentinela negativo 10 (55.5%)
Linfonedo sentinela positivo 8 (44,5%)
Subtipo Histolégico

Ductal 17 (94,5%)
Lobular 1(5,5%)

Figura 3. A) LS macroscopkaments Corado peld prepan /o em he-
mossefering 20 fado de sutro Infanode de cades aviar o corado, B
Aspecto ntracperatono do LS fortemente corado

A eficdda da BLS com hemossiderina foi com-
parada a técnica padrao-ouro que utiliza a marcagac
com o T¢99, tendo-se observado uma detecgao satis-
fatdria do LS corado com hemossidenna e Tc99, A taxa
de identificacao do LS foi de 88,9%, sendo encontrado
uma média de dois LS por paciente. O estudo identi-
ficou os LS corados com hemaossiderina em 83,3%
dos casos (r=15) e, quando comparado com a taxa de
identificacao do Tc99, foi observada uma concordanca
em 94,4% dos casos estudados, com indice de Kappa
=0,77 e p=0,001 (Figura 4}

DISCUSSAO

Estudos na literatura médica nas mais diversas
condicoes mostram concorddncia aceitavel no que iz res-

fier Cod Bras Cir 2017, 44(6) 612618
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peito acs resultados encontrades no nosso trabalho. No es-
fudo de Krag etal | analisou-se 443 pacientes e a taxa de
identificacao foi de 93%. Albertini e al." associou as duas
técnicas (azul patente e radiocoloide) e observou um au-
mento da taxa de identificagao do LS, propercionando taxa
de identficacao de 92% com valor preditivo de 100%. Ja
Veronest et al ' obtiveram taxa de identificacao de 98 2%
com falso negativo de 2,5%. Possiveis falhas na taxa de
identificacdo podem ser justificadas por fatores inerentes a
1eCnica, a0 Medco e a0 paciente

Quando se estxda pacentes submetidas a gui-
mioterapia necadjuvante € em sequida submetidas a BLS,
a taxa de identificacdo pode diminuir por fatores determi-
nados pelos efeitos da quimioterapéa. Estudo de Breslin et
al'* encontrou taxa de identificacso de 84%, Outros en-
sa)05 proporconaram taxas de identificacdo que vanavam
de 85 a 98%, come citado no trabatho de Xing et al.”
Jones et al.* compararam a bidpsia do LS antes e depois da
quimioterapia neoadjuvante encontrando taxa de identifi-
cacao de 100% e 80,6%, respectivamente, e taxa de lakso
negativo elevada no grupo pés quimioterapia (11%), Na
serie estudada por Cox et al” de B9 paclentes com can-
cer de mama localmente avancado, estratificadas em dois
grupos (axila positiva e axila negativa), evidenciou-se que
a beopsia do LS pré-quimioterapia proporcionou acuraoa
adequada para axila negativa. Estudo de Papa et al’ em
que foram comparadas a bidpsia do linfenoda sentinela pre
e pos-quimicterapia, a taxa de identificacao foi de 98.8 %
& 87%, respectivamente

Qutros marcadores para LS tém sido pesquisados
e a nanoparticula férrica supermagnética resultou em taxa
de (dentificagdo 77%, achados Inferiores quando compa-
rados com a utilizacao de hemossiderina como marcador
autdlogo em 14 pacentes submetdas a BLS, em que se
obteve laxa de identificacao de 100% com taxa de con-
cordancia de 100%'. Na nossa amostra, composta por
18 pacientes, houve identificacdo do LS em 16, quando
utilizado a radiocloide, @ em 15 pacientes submetidas &
1écnica da hemessiderna, com uma taxa de concorddncia
de 94,44 entre os dos métodos, A discrepanaa entre os
cois métodos ocorreu em apenas uma paciente, em que
se Identificou o Enfonodo pelo radiofarmaco e nao pela
hemassiderina. Discute-se coma causas provaveis, o tama-
nho da mokcula de hemossideting, uma vez gue moléculas
maicres pedem nao entrar nos ductos linfaticos, e a incapa-
odade de migracdo para o linfonedo estudado.

Existe uma tendéncia de se evitar o uso do radian-
SOLopo € a exposicaa dos pacientes 4 radiagao, assim como
as comphcagtes potencialmente graves do azul patente.
Em unidades com departamentos de medicana nuclear es-
tabelecidos, o5 custos 3o elevados, principalmente do ga-
ma-prabe, e a me@a-vida do radiofammaco é curta. O mar-
cadar autdlogo estudado na amostra fol administrado com
seguranca 48 horas antes da drurgia, sem efeitos adversos.

Nosso estudo sugere que seja viavel a aplicaball-
dade dlinica da hemossderina como marcador autdlogo na
identificacao do linfonoda sentinela em cascs de cancer de
fmama localmente avangado,
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ABSTRACT

Objective: 1o venfy the aqvesment rate in the wentfication of sentnel (ymph node Lsing an autologous marker rich m hemandenn and
99 Technetun (Tc95! in patents with locally avanced bresst cancer Methods: civical tal phase ), prospective, nonJandamized, of
18 patients with breast cancer and cinicaly negative ax stages T2=dom, T3 and T4, Fatients weve submitted fo sub-areobr injection
of hermasiferin 42 hours prioy o sentivel Exopsy surgery and the dentication sade was compared 3! fracoeratie pencd to the gokd
sandard matker 793 Agreemant betaeen mathods was determinad by Kappa index Results: dentification rate of senfined fymeh nods
was 88,55, with & medum of twe sentinel ymph nodes per panents The study entified santnal ymph nodss szanad by hemasidenn
in §3 3% patents (n=15}, and. comparad 1 T4 dentdicaton the agraement rate was 94 4%. Conclusion: autologous marnker rch in
hemosdenn was effectve fo oentify sentinel iymph nodes in focally advanced breast cancer patents.

Keywords: Sregsz Neoplasms. Sentine! [ymph Node Biopsy: Hemasidenn Technetum
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ABSTRACT

BACKGROUND: In the breast camcer treatment, characteristics of

primary tumor and axillary status are important prognostic factors. The

recognition that axillary metastasis initiates in the first lymph node

(sentinel) has changed the surgery management. Currently, there are

few available markers for identification of sentinel lymph node (SLN) in

the surgical procedure. OBJECTIVES: The prospect of a possible

replacement of markers currently used arises with the discovery of a

new SLM blood-derived marker aiming a safe, efficient and low-cost,

optimized technique of preparation of this tissue marker to increased

tissue marking and reducing the risk of contamination in preparation.

METHODS: Thirty samples were used in volunteer donors: 20 patients

granted whole blood for analysis of blood-derived collection and handling

sterilely and 10 patients performed the procedure of Sentinel lymph

node biopsy using the optimized marker, FINDINGS: The results of the

microbiclogical quality control of the samples after collection and
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1

2

i handling of blood derived were satisfactory, having no presence of
5

&

7 contaminants. The rate of SLN identification was 100% with no evidence
8

9

‘I‘i' of side effects or allergic reactions. MAIN CONCLUSIONS: After the
12

:: results, became evident the optimization of blood derived preparation
15

16

17 and tissue marking showed by SLN.

18

19

2

a1 Keywords: sentinel lymph node, breast cancer, blood cells

2

]

1]

ff; INTRODUGAO

27

28

2}3 The axillary status is the most importanl prognostic faclor in
1]

3z

13 breast tumors. The conventional surgical treatment in  patients with
4

5

36 compromised axillae is the dissection of the axillary Ilymph nodes
7

L]

19 i " : _ i i

. (axillary dissection) aiming staging and therapy. The Sentinel lymph
41

42 . . . .

43 node biopsy has become routine protocol in recemt years, being an
44

45

46 important method of staging and replacement for the axillary dissection
47

48

‘;E in treatment of early breast cancers T1 and T2 (= 3 cm) based on the
]

52

53 identification and removal of SLN for analysis. The pathological
54

55

:g examination can reveal the absence of metastasis in the SLN leading to
58

&0 consider that the remaining lymph nodes located distally were not
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compromised. However, the presence of metastases in the SLM is an

axillary dissection indicative and more advanced disease prognostic

(SHWARTZ et al, 2001; MATTES et al., 2015; QUADROS e GEEBERIM,

2007; PAZ et al., 2001).

Currently, there are three main techniques for identification of

SLN:; dye injection, injection of radioactive substance or association of

two techniques (EAST er al, 2009, MANSEL, GOYAL, 2004). The

results of the research with lymph nodes sentinels are promising;

however the use of markers has drawbacks, as an example, the high

cost of technetium and allergic reactions caused by patent blue. In this

context, the practice of markers in the realization of the SLN biopsy is

the focus of many studies and innovations (PINHEIRO er af, 2009;

AGUIAR et af, 2017, VASQUES ef &/, 2015).

The research conducted by Pinheiro and collaborators (2009) is a

highlight in view of the current innovations of SLN markers. After

performing breast biopsy procedures in two patients with sickle cell trait,

it was observed, in the post-operative clinical examination, the mapping

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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1

2

i of Lymphalic vessels with a reddish coloration in the breast towards the
5

[

T axillary lymph node, suggesting that a blood derived later identified, as
&

9

‘I‘i' Hemosiderin could be responsible. Vasques et al. (2015) and Aguiar et
12

:: al. (2017) evaluated the safety and potential eguivalence of the use of
15

[

17 hemosiderin in the SLMN biopsy in patients with initial breast cancer and
18

19

;"IJ advanced, respectively. Similar results were obtained in the detection of
22

]

24 SLN stained with hemosiderin and TcS% when compared with SLN
15

6

7 stained with patent blue and TcB9.

8

]

0

]| Aiming to optimize the preparation and possible tissue marking
iz

13

i’; with the hemosiderin, the goal of this work was to identify the critical
36

37

18 points of the methodologies employed by the aforementioned authors
9

40

4; and to standardize the technigue from the collection of total blood to
E )

43

P the surgical procedure.

46

47

poe MATERIALS AND METHODS

50

3]

:i Prospective, non-randomized Clinical Analysis Phase 1 applied in
54

55 .

56 patients with initial breast cancer (initial wmors (T1/T2) and clinically
57

L]

39 negative axila) and advanced (stages Il (T = 4 cm), Il and V) with
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clinically negative axilla. The surgical procedures were performed at the

Maternity School Assis Chateaubriand and Hospital Walter Cantidio, in

the period from 2011 to 2016. The Research Ethics Committee of the

Walter Cantidio University Hospital of the Federal University of Ceard

approved the study, in 0730710 and 2032200. The patients were

informed about the procedures and signed a free and informed consent

form to participate in the study. One week before the surgical

procedure, each participant was submitted to a preoperative clinical and

laboratorial evaluation, being the same, therefore, able to undergo

surgery.

1. Optimized Hemosiderin Marker Preparation

Total Blood Collaction

According to the procedure already performed by the Ceara State

Hemocenter (Hemoce), the collection was performed by trained

professionals, under strict conditions of antisepsis, to minimize the

contamination of the unit collects and by careful technigque to avoid local

complications such as bruising and nervous injury. A vein was selected

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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1

2

i that provided good blood flow, performing antisepsis of the collection
5

[

7 site and collecting by puncture in an average time of 5 minutes.

&

9

10

4] The collection was carried out in a closed circuit with the aid of
12

13

:; Vacutainer @ scalp (Becton, Dickinson and Company), first connected to
16

17

18 the Vacutainer &, for removal of the skin fragment, and immediately
19

20

2 after, it connects Vacutainer @ with ACD (citrate phosphate, Dextrose
12

3

i‘; and adenine) consecutively for total blood sample withdrawal.

6

7

8

0 Hemosiderin marker preparation

0

1

iz

33 In order to evaluate the best centrifugation time for total blood
4

15

i? samples collected, the tubes containing total blood were cenfrifuged four
18

:3 times in the same rotation and temperature conditions (3500 rpm to 4
41

42

43 ®C) and wvarying times (5, 10, 15 and 20 min). Then, the entire
44

45

:g supernatant was discarded, collecting only one sample of the red blood
48

49 .

50 cells (CH) of each tube for later analysis.

51

52

54 Finally, after choosing the best centrifugation time, we analyzed
55

56

5;; the volume of water required for hemolysis of erythrocytes contained in
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& ml of total blood, adding 0.5 ml; 1 ml and 2 ml of bidistilled water to

red blood cells concentrated in  quadruplicate and homogenizing

rmanually.

Standardization of hemosiderin marker preparation

Approximately 5ml of each sample were removed for the smears

(Hematoxylin-eosin  staining) and tests number of residual leukocyles,

total hemoglobin and degree of hemaolysis with the intent to evaluate the

efficacy of leukoreduction, hemolysis process and, consequently, the

efficiency of the technique used.

The determination of hematocrit, total hemoglobin, free hemoglobin

and residual leukocytes were performed using the CELL-DYMN Ruby

apparatus - manufactured by Abbott Laboratories &,

The hemolysis determination of red blood cells (CRW) was

performed applying a mathematical formula employing the hematocrit of

CH, extracellular hemoglobin of CHL and total hemoglobin of CH

(Sakuma, Ottoboni and SIERRA, 2011):

% hemolysis =100 - (Ht x Hbe) + Hb

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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where:

Ht = Hematocrit (%)

W b L b e =

0 Hbe = Hemoglobin extracelular (g/dl)
14 Hb = Hemoglobin total (g/dl) The acceptable parameters after
17 obtaining the concentrate of washed and hemolysed red blood cells are

20 described in table 4.

2. Standardization of hemosiderin marker aseptic manipulation

In order o evaluate the slandardization of the aseplic manipulation
3z method, 50 aliquots of the hemolyzed erythrocyles concentrate were
iz evaluated after the entire process, from the collection to the production

of the Hemosiderin marker.

For the opening of the Vacutainer @ tube containing the total blood
45 centrifuged, we used a class 2a biological safety cabin, thus awvoiding
43 contamination by microorganisms.  Always paying attention to a
satisfactory asepsis, the flow was sanitized with oxygenated water,

56 alcohol 70 %C and germicidal light 30 minutes before being used.

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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The non-biological material used in the procedure of obtaining

autologous tissue marker of the blood was first disinfected with alcohol

70 °C and then suffered the action of germicidal light for 30 minutes.

After sample cenfrifugation and material disinfestation, the

manipulation of the blood derivative was initiated. First, the supernatants

were removed with the aid of a syringe, and the bidistiled water was

added and lightly homogenized. Finally, aliquots of each tube were

withdrawn to evaluate the presence of contaminants in the process of

preparation of the hemoderivative.

Microbiological quality Control

After the homogenization of the tubes, aliquots of each tube were

removed and applied, according to the appropriate specifications, in the

means for blood cultures of aerobic microorganisms and fungi or

myccbacteria. Finally, the blood cultures were maintained in BED Bactec

™ FX, in an envionment favorable to  the development of

microorganisms.

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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The isolation of cultures and microscopy would be performed after

select posilive samples, and subsequently, their identification through

W b L b e =

0 standardized biochemical tests (LEVY et al., 2004).

1 Administration of hemosiderin marker

26 In an outpatient setting, patients in dorsal decubitus, under local
0 anesthesia with 2% xylocaine, without adrenaline, were submitted to the
33 injection procedure of the hemosiderin marker in the external periareolar
region of the breast (3h), in single puncture and under aseptic
40 technigue. Two ml were injected (drained for 24 h until the surgical
43 procedure) and 4 ml (drained by 48 h until the surgical procedure) of
the hemosiderin marker in patients with early and advanced breast

50 cancer, respectively (Figure 1A).

54 Sentinel lymph node identification

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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After administration of the hemosiderin marker, the patients were

hospitalized and evaluated for the presentation of side effects for 24 h.

Before the surgical procedure, the patients were submitted 1o

precperative subareolar intradermal injection of 0.2 ml of Tc99 and then

under local anesthesia and sedation were submitted to the surgical

procedure,

Sentinel lymph node biopsy was performed in the patients, with

the incision in the axillary fold guided by Gamma-Probe, dissecting by

planes until the identification of the maximum uptake point of the Tc99,

identifying the marked lymph nodes and their coloration (Figures 1B and

1C). Data were recorded in a data collection form for later analysis

purposes. All surgical specimens were referred for anatomopathological

and immunohistochemical study. The patients were submitted to clinical

evaluation throughout the procedure, from the injection of hemosiderin,

until the postoperative period, returning with 7, 15 and 30 days after

surgery.
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RESULTS

W b L b e =

12 Preparation of the optimized hemosiderin marker

16 After centrifugations at different times (5, 10, 15 and 20 minutes)
19 in the preparation of the marker, a more effective separation of the
contaminants (leukocyte cells and platelets) from the CH was observed
6 in parallel with the increase in the centrifugation time (Figure 2). The
20 achievement of Hemosiderin marker showed satisfactory qualitative data,
- through which the micrographs showed a significant decrease in the
5 number of residual leukocytes with 200 minutes of Centrifugation (3500
39 rpm to 4°C) (Figure 2D) and entire erythrocytes after hemolysis with 2
43 ml of bidistiled water (Figure 3C). This efficiency in centrifugation was
45 well represented by micrography (Figure 20D), which presented a better
deleukocytization and confirmed quantitatively, through the low number
53 of residual leukocytes, according to the acceptable parameters of

56 obtaining of the erythrocytes concentrate (Table 1).
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Therefore, showing the count of residual leukocytes smaller than

5.0 x 10%unit. The total hemoglobin concentration was greater than 40

g/unit. The degree of hemolysis greater than 80% suggests that there

was efficiency in hemolysis by hypotonic (bidistilled water), capable of

causing drastic hemolysis in the concentrate of red blood cells studied,

because it is not observed the presence of intact cell, only residues of

cell membrane on optical microscopy (Figure 3).

The hemolysis process was followed by micrography and by the

determination of the degree of hemolysis. It is possible to observe

erythrocytes with more definite cell membrane when compared with

erythrocytes group after hemolysis (Figure 3) and decrease and/or

absence of apparently intact cells, because the increase in the volume

of bidistiled water was proportional to the increase in the degree of

hemolysis, according to the acceptable parameters of obtaining the total

extract (Table 1).

Standardization of aseptic manipulation of hemosiderin marker
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1

2

i After standardization of the Hemosiderin marker preparation, it
5

&

7 was ewvaluated the possibility of contamination due 1o changes in the
8

9

‘I‘i' process of obtaining the marker. For this, blood cultures were performed
12

:: for aerobic microorganisms and fungi or mycobacteria. Finally, after the
15

16

17 standardization of aseptic manipulation from the collection to the
18

19

;‘: preparation of the Hemosiderin marker (Figure 4), there was no trace of
2

]

24 contamination in the 50 samples of hemosiderin dye.

5

26

27

28 Sentinel lymph node identification

i)

30

1]

3z The efficacy of the BLS with the Hemosiderin marker was tested
33

4

iz through the equivalence of hemosiderin compared to the technigue using
EL]

7

i'g the TC 99 marking, where a similar detection of the LS stained with
40

41

a2 Hemosiderin and TC 99 was observed in all patients (Figure 5). The
43

44

:: identification rate of the LS was 100% in patients in whom 2 ml of the
47

j‘; marker were administered and submitted to the surgical procedure after
50

]

52 24 h (Figure 2A). However, the patients in which 4 mL of the
53

54

;: Hemosiderin marker were administered and submitted to the surgical
57

58
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procedure after 48 h obtained better tissue markings of the SLMN (Figure

3B),

DISCUSSION

Considering that methodologies for  the preparation of the

hemosiderin marker cited by Pinheiro et al (2009); Vasques (2015) and

Aguiar et al (2017), presented relevant critical points that deserved

attention, we tried to eliminate or minimize them with the standardization

of the method from the collection to the administration of the marker,

aiming to optimize the tissue marking and decrease the contamination

risks.

The quantitative indicators after obtaining the concentrates of

washed and hemolyzed red blood cells are within the acceptance

criteria to control the quality recommended by the Service network

Technological for Blood and Derivatives (Chart 1) (Sakuma, Ottoboni

and SIERRA, 2011).

After a standardization and optimization of the aseptic production

process of the marker to obtain a larger number of marked lymph

Mt pss roDd, manu scriptoentral comimioc-Scielo
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nodes, as well as the siudy by Vasgues et al (2015) and Aguiar et al

(2017), our research demonstrates the clinical applicability of the

W b L b e =

0 hemosiderin marker in early and advanced cancer, and the identification
14 rate of SLN was observed in 100% of the patients studied. The
17 procedure indicates for better fissue markings of SLN is the
20 administration of 4 ml of the Hemosiderin marker in patients who will be
24 submitted to the surgical procedure after 48 h.

7 Theoretically, the hemosiderin marker can be compared to the
30 Tc99, gold standard in BLS, since it demonstrated a high rate of
14 identification between the methods. Some other innovations could be
37 addressed in this perspective, such as substances that are recently
being used in clinical practice as superparamagnetic iron and new LS
a4 dyes, facilitating their identification in the surgical act (GHILLI &t al.,
a7 2015). Although, this research opens perspectives for further studies,
51 where the new and low coast tissue marker with no adverse effects

increases the possibility of use in the prognosis of breast cancer.
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TABLE

Table 1. Acceptable parameters of concenftration of washed and
hemolyzed red blood cells

Analysis Expected values

Total hemoglobina = 40 gfunid.

Degree hemolyses > B0% of red blood cells mass
Residual leukocytes < 5,0 x 10%unid.

Adapted from SAKUMA, OTTOBONI e SIERRA, 2011.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Procedures: (A) Administration of the Hemosiderin marker.
(B) Identification of sentinel lymph node with Gamma-Probre, guided by
radiopharmaceutical Te39 (C) sentinel lymph nodes marked with

Hemaosiderin.

Figure 2. Micrographs (Increase 100 x) to evaluate the time of effective
centrifugation for leucorredution. The tubes containing total blood were
centrifuged four times, in the same conditions of rotation and
temperature (3500 rpm at 4 °C), at different times: 5 min (a), 10 min

(B), 15 min (C) and 20 min (D).

Figure 3. Micrographs (Increase 100 x) to evaluate the wvolume of
hemolysing required to increase the hemolysis degree of erythrocyles.
After adding 0.5 ML (A): 1 ml (B) and 2 ml (C) of bidistilled water to

red blood cells and homogenizing manually.
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Figure 4. Flowchart of the aseptic manipulation of total blood for the

production of the sentinel lymph node Hemosiderin. A: Collection in the

L=

closed circuit. B: centrifugation 3500 rpm at 4 2C for 20 min. C:
n Withdrawal of the supernatant. D: hemolysis with 2 ml of bidistilled

by water. E: Microbiological Control

17 Figure 5. Tissue marking of SLNMN staining: control (<) lymph node
b without hemosiderin marker. (A) lymph nodes stained with 2 ML of the
22 Hemosiderin dye after 24 h of drainage until the surgical procedure. (B)
24 lymph nodes stained with 4 ML of the Hemosiderin dye after 48 h of

7 drainage until the surgical procedure.
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Procedures: (A) Administration of the Hemosiderin marker. (B) Identification of sentinel lymph node with
Gamma-Probre, guided by radiopharmaceutical Tc99 (C) sentinel lymph nodes marked with Hemosiderin,
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Micrographs (Increase 100 x) to evaluate the time of effective centrifugstion for leucorredution. The tubes
containing total blood were centrifuged four times, in the same conditions of rotation and temperature (3500
42 pm at 4 9C), at different times: 5 min (a), 10 min (8), 15 min (C) and 20 min (D).

a4 118x124mm (150 x 150 DPI)
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Micrographs (Increase 100 x) to evaluate the volume of hemolysing required to Increase the hemolysis
degree of erythrocytes, After adding 0.5 ML (A); 1 mi (B) and 2 ml (C) of bidistilled water to red blood cells
and homogenizing manually.

183x80mm (150 x 150 DPL)
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Flowchart of the aseptic manipulation of total blood for the production of the sentinel lymph node
Hemosiderin, A: Collection in the closed circuit. B: centrifugation 3500 rpm at 4 oC for 20 min. C:
Withdrawal of the supernatant, D: bemolysis with 2 mi of bidistilled water. E: Microbiclogical Control
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Control (-) —

e

Tissue marking of SLN staining: control (-) lymph node without hemosiderin marker. (A) lymph nodes
stained with 2 ML of the Hemosiderin dye after 24 h of drainage until the surgical procedure. (B) lymph
nodes stained with 4 ML of the Hemesiderin dye after 48 h of drainage until the surgical procedure.
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ABSTRACT

Parpase. Sentinel lymph node (SLN) biopsy in the surgical treatment of early stage breast cancer is currently
emphoved & part of the routine protocol, Receil studies have shown the ise hemosaderin a pew marker desived
from the paticnt’s own blood, capable of facilitating the surgical procedure. However, the hypothesis that the
blood-denved marker would be hemosidenin arose only from clinical data and preliminary research, This study
aimed to study the blood derivative characteristics, leading wo clarification of the main substance responsible for
SLN morking, Methods, Prechinical tests were conducted in wistar ms to evaluate SLN tissoe morking, After
obtaining hemoglokin, the fraction was evaluaied, and lymphatic mapping and SLN identification of the
popliteal region were performed. Druinage time, standard concentration. tssue marking atter proteclysis, and
thermostability were assaved, Histopathological evaluation by opical microscopy following  the animal
procedure. Box plots were generated for graphic presentstion, Results. It was found that hemoglobin is the mmn
responsible for the labeling of SLN, and that this labeling process can be optimized by applying 3% nitrite and
protease inhibitors o the hemoglobin concentrate for 48k, respecting the drinage time of 2h and aaintaning
the sample temperature ar 25°C. Conclusion, This study demonstrates the possible clinical applicability of the
hemoderivative profein s o tissue marker in the identification of the sentinel lymph node in early and locally
advanced breast cancer. The marking process is oplimized by standardizing the homeostatic conditions of the
hiological marker.

Keywards: lymph nodes, breast cancer, blood cells, hemoglobin, methemoglobin, tissue marker
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INTRODUCTION

Cancer has complex and multifunctional ctiopathogenesis. Epidemiological studies do not provide
conclusive evidence, justifying the recommendation of specific prevention strategies [1]. Thus, efforts 1o
improve the numbers related to breast cancer are directed towards an carly diagnosis, with the consequences of
reducing treatment aggressiveness and mortality rate [2].

Axillary status is the single most important prognostic factor in carly breast tumors. Conventional
axillary lymph node dissection is used as a staging and therapy tool [3]. Sentinel lymph node (SLN) biopsy in
the surgical treatment of breast cancer is currently employed as part of the routine protocol. This method avoids,
in most cases, many patient morbidities caused by axillary emptying [4-9].

The SLN biopsy requires markers that allow the identification and facilitate the surgical procedure.
Among the most used markers are technetium (T¢99), which has the disadvantages of high cost, radioactivity,
and the difficulty of mobilizing several professionals [10]; and patent blue, which is related to cases of severe
anaphylactic reactions [11].

Considering SLN markers current innovations, we highlight the use of autologous blood-derived dye
(hemosiderin) in the SLN biopsy. The research begun after clinical observation of two patients who presented
lymphatic vessels mapping in the breast with a reddish color, towards the axillary lymph node. These
preliminary experiments found statistically significant and consistent data by comparing patent blue/technetium
versus hemosiderin/technetium [12].

Subsequently, hemosiderin was discovered as o possible SLN murker. Rescarchers [9,12,13] have
evaluated the safety and potential equivalence of hemosiderin use in patients with early and advanced bresst
cancer, using Tc99 us 4 positive control. The method efficacy was proven by equivalence determination, thus
obtaining similar results in SLN detection when stained with hemosiderin and Te99 as compared to blue patent
and T, No adverse effects were observed in hemosiderin lubeling procedures, which was the main advintage
when compared 1o other markers [9,13].

Hemosiderin, a pigment resulting from the hemoglobin degradation, represents one of the two main
forms of intracellular storage of iron. The macrophages of reticuloendothelial system phagocytose the lysed
erythrocytes from the solution injected into the subarcolar region of the breast and through the lymphatic
network of the breast, saturating the lymph node with hemosaderin, This process aliers SLN color, allowing its
identification during SLN biopsy [12] and when stained with Prussian blue, it reacts with potassium
ferrocyanide resulting in a blue-green product (ferric ferrocyanide- consisting of Fe3 +) [9]. Researchers affirm
the hemosiderin viability and applicability as an autologous SN marker in cases of carly and locally advanced
tumors [9, 13).

However, the imprecision of affirmations that the blood product used as SLN marker would be
hemosiderin raised questions: (1) would the methemoglobin concentration be a determining factor in the
labeling? (2) Is the red blood cells structural integrity necessary for labeling? (3) How the digestion performed
by macrophages would be effective for labeling?

This research aimed to study the blood derivative (hemosiderin) charactenistics, leading to clarification
of the main substance responsible for SLN marking and improvement of it with pre-climcal tests,
MATERIALS AND METHODS
Purification and electrophoresis
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Blood hags delivered by a Brazilian hematology center were used for the collection of wished red
blood cells. The erythrocyte concentrate was lysed with ultrapure water (Milli-Q) and centrifuged at 9000 rpm
for 10 minwes at 4°C, where the precipitate was discarded. The total extract obtnned was dialyzed aganst a
Tris solution of 20 mM pH 7.2 at 25°C, lyophilized. and stored for further experiments.

To isolate the protein of interest, the carboxymethyl cellulose cation exchange column was used, und
proteins contained in the collected fractions were monitored by shsorbance at wavelengths 280nm. The
unretained fraction was eluted in 20 mM Tris buffer pH 7.2 in the absence of salt, applying 1 mL of the total
extract (10 mg/ml) in the 2 mi/min stream. For the clution of the protems bound 1o the Chromatographse
matrix, a NaCl gradient ranging from O to 1| M was performed. The retnined fraction readings were performed ot
280nm (total proteins), S40nm (hemoglobin) and 630nm (methemoglobin).

To investigate the presence and degree of purity of the hemoglobin concentrate and its derivatives,
the samples were subjected to 15% electrophoresis (SDS-PAGE) in non-reducing buffer, following the method
of Lacmmli [14].

Animal experimental design

Adult wistar rats, with 300 g of average weight, were used for this experiment. The assays with [Hb]
were performed in triplicate in an experimental surgery laboratory to evaluate SLN tissue marking.

After process standardization for obtaining [Hb]. the fraction obtained was evaluated by an adapted
animal model [15, 16], performing lymphatic mapping and SLN identification of the popliteal regioa. Initially,
the animals were duly weighed, appropriately immobilized, and anesthetized with ketamine (0.2 mL) and
xylazine (0.2 mL). Subcutaneous injections were then administered: 0.5 ml of blue patent (positive control) and
1 mL (10 mg/ml) of the sample to be studied. Subsequently. incisions were made in both hind legs and inguinal
region to observe the coloration of lymphatic vessels and of the seantinel lymph nodes. At the end of
surgery, cuthanasia was performed through cervical dislocation.

The drainage through the lymphatic vessels and the lymph nodes was macroscopically evaluated for
its color. Lymph nodes of the popliteal region were removed for histopathological evaluation by optical
microscopy, following the animal procedure.,

Determination of biological marker drainage time (hemoglobin concentrate)

The positive control and 1 mlL (10 mg/ml) of Hemoglobin concentrate were applied. The injection
site was massaged for approximately 5 minutes, and different lymphatic system draining periods were observed
(Th, 2h, 4h and 6h drainage). After the drainage times of each animal, lymph node marking of the popliteal
region was observed macroscopically. Then, they were removed for later histopathological analysis.
Determination of biological marker standard concentration

We applied | mL of [Hb] at different concentrations (5 mg/ml, 10 mg/ml and 15 mg/ml) and positive
control in each animal hind paws. The drainage period, between subcutancous injection and the incision for
popliteal lymph node removal, was of 2 h. Finally, after macroscopic observation through the lymph nodes color
of the popliteal region, they were removed for histopathological analysis.

Assay to evaluate the relationship of lymph node tissue marking with methemoglobin concentration

We prepared methemoglobin at different concentrations by adding 3% mitrite to the 10 mg/ml
hemoglobin solution and allowing contact for different times (15h, 180, 21h, 24h, 48h and 72h). After contact
time, the methemoglobin (met Hb) was quantified based on the evaluation of the solution of Hb (hemoglobin)
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previously stabilized in phosphate buffer M0, in two specific lengths waveforms for met Hb (630 nm) and
oxyhemoglobin (540 nm).

The positive contral and 1 ml of the solwion (Hb + 3% atate) wene injected in each of the hind paws
of animals. The drainage period between the subcutancous injection and the incision for withdrawal of poplitzal
lymph node was of 2h, Finally, after macroscopic observation through the lyvmph nodes color of the popliteal
region, they were removed for histopathological analysis.

Assay o evaluate lvmph node tssoe marking after biological murker proteslysis

Solations of the Hb concentrate (100 mg/ml) were prepared in 20 mM  Tris buffer pH
7.2, Subsequently, 450 pl. of substrate were transferred to the 27 eppendorts and 50 pL. of enzymes (irypsin,
papain and pepsin) were added w each test group, To mitate te reactions, the samples were preincubated a
different wemperatures (4°C, 25°C and 37°C for 300 min, Ih and 4h), thus evaluating which temperature and
incubation period would be wdeal for the enzymatic reactions accomplishment. The assays were performed in
triphcates and the results were evaluated by SDS-PAGE electrophoress. After analvsis of the enzymmtic
reaction  that exhibied the greatest number of degradation products  through  the  electrophoretic
pels, the amimal test described above wos performed.

Assay to evaluate lvmph node tissoe marking alter thermostability assay of the hioksgzical marker

The samples that would be administered were prepared diluting 10 mg of Hb concentrated in 1 ml of
water for injection and exposed to differem emperatures (4°C, 25°C, 37°C and 100°C) for 10 minutes, until the
completion of the animal test described above.

Optic Micrscopy

The popliteal Ivmiph nodes identified in the animals were submitted to dissection. with preservation of
the lymph mode capsule. Then, lvmphoid tissuwe aspects were observed. The pieces were cleaved and rehydrated
in agqueous solutions with increasing concentrations,  diaphanized in xylol, embedded and included in
histodogical paraffin, During histopathological examination, semi-serial three levels of hisiological sections
stained with hematoxiline-cosine (HE) werne used,

Blade readings were performed and photomicroGiraphiced on the Olympus BX 60 light microscope
coupled to Axio CAM HRc camera using Zeiss KS 400 software. A pathologist analyzed the sections, observing
the number of macrophages containing Hb concentrate traces phagocyiosed. The cases were considersd posinve
for tissue marking of poplitcal lymph node when macroscopically the presence of a reddish color was observed
in the tissue, what was confirmed and classified by the visualization of hisopathobogical macrophages,

The microscopic markings were classified as follows: no markingMittle marking (-2 macrophages
per Teldy, regular (3-9 macrophages), pood (10-19 mocrophages), very pood (20-29 macrophages), and
excellent (30 or more macrophages). The standard micrographics of the positive (blue patent). negative (saline)
and purified (hemoglobin concentrate) markers contrels were used as parumeters.

Confocal Microscopy
A RAW 264.7 mucrophages struin of mice, previously obained from the Rio de Janeiro Cell Bank, was
wsed for this stedy, Cells were malitained in crvopreservation (liguid nitrogen) in freezing solution coimngaosed
of Dulbeceo Modified Eagle Medium supplemented with 10% dimethylsulphoric and 904 fetal bovine serum.
The cells were plated on glass bottom plates (P353G-010-C, MatTek Corporation) at the concentration
of 5% 10 cells'ml and incubsted with 10 mg/ml Hb concentrate for 24 b
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Affter this period, the cells were washed with medium and then analyzed by the confocal microscope
L5M 710 (Carl Zeiss) using objective Plan- Apochromat 6x / 1:40 Oal DIC M27 and lasers 405 nm (in 403-49 0
i) 438 am at 492630 am ).

Statistical Analysis

The categorical variables were exposed in frequency and prevalence rfe 10 investigale associations
hetween the macroscopic ( histopathological tisswe marking and the sentinel lymph node hemoglobin
concentration, Scutter plots and boxplots were constructed to demonstrate the behavior of the varisbles, For the
data analysis, the software Microsoft Excel and R 3.4.2 were used.

RESULTS
Parification

The wial extract had bgh vield (1.76 mg/ml of wial proems), The clectrophoresis showed the
presence of the main erythrocyte proteins: high concentration of hemoglobin - alpha and beta chains (15 and 16
KD/ pl 8,69 and 7,28, respectivelvh and its isolforms wath wide vanateon of pl, met Hb reductase (30 kDa / pl
6.8) and carbonic anhydrase (20 kDa / pl 6.8) (Fig. 1).

Total extract purification with the aid of CM cation exchange chromatography proved (o be efficient,
presenting a single retained fraction, and the protein of interest was cluted to 200 pL of salt (Fig. 2a). The
retained fraction mainly comresponds o hemoglobin, The polyacryvlomide pgel electrophoresis confirms the
presence of o and [ chains only, forming monomers (15 kDa and 16 kD, respectivelyh and dimers (<32 kDa)
that constitutes hemoglobin (Fig. 2b).

Biological applications of hemoglobin concentrate
Derermination of bislogical marker drainage period {Remoglodin concenrrae |

Affter application of 0.5mL of blue patent and | mL of the hemoglobin concentration, draining for
different periods (1h, 2h, 4h, and &h), it wos observed that 2h would be the ideal time of dranage between
the injection site and the lymph node removal. It presented a more evident tssue marking (Fig. %) and
an increase in the number of macrophages with traces of Hb concentraie in its cytoplasm (Fig. 3).

Derermination of bislogical marker standard coneentraiion

Following the macroscopic labeling of LPs: 5 mg'ml (regular). 10 mg'ml (very good) and 15 mg/ml
{good) and hiswopathelogical markings: § mg/ml (6.2 macrophages per field), 10 mgiml (14,6 macrophages per
fieldp and 15 mg/ml (12.2 macrophages per field), it was determined that the standard concentration would be
the mjectuon of 10 mg/ml Hb concentrate, This permitied better macroscopic labeling and the presence of a
greater number of macrophages with traces of [Hb] in their cytoplasms (Fig. 4).

Assay to evaluate the relationship af lvenph node tissue marking with methemoglobin conceniration

Obtaining the solutions at the recommended contact times revealed different Hb and met Hb
measurements, The increase in the concentration of met Hb occurred continuously and inversely proportional 1o
the increase in Hb concentration, reaching the peak within 48h of contact time with the solution of concentrate
of Hb 4 nitrite at 3% The concentrution of met Hb decreased within 72h of contact.

Affter applications of samples with different concentrations of met Hb, it was observed that increasing
met Hb concentration is directly proporsonal 1o the increase in the sentinel lymph node coloring: 2.67mg/mlL
met Hb {regular tisswe marking, 7 macrophages). Metaphenol 3,75 mgfml {regular tissue marking, 9.4
macrophages) (Fig, 5bi. 6,11 mg/mL met Hb (pood tissue marking) (Fig. Sc) 6,67 mg'ml (very good tissue
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marking, 26.8 macrophages) (Fig. 5d), =10 mg/ml (excellent tissue marking, 32,87 macrophages) (Fig. Se), and
6.47 mg/mL (good tissuc marking, 21.8 macrophages) (Fig. 5f). This was reaffirmed in the histopathological
sections with the presence of subcapsular sinuses presenting high concentration of macrophages stained with
met Hb. Thus, increasing contact time of 3% nitrite with the sample for up to 48 hours increased the
concentration of met Hb progressively, while increasing tissue coloration and gradually increasing the number
of macrophages with traces of the solution in their cytoplasms (Fig. 5a and Fig. 6). After 48 h, a decrease in the
met Hb concentration and a decrease in the macroscopic and microscopic lymphoad tissue marking (Fig. 5f and
Fig. 6) were observed.

The solutions that had a higher concentration of Hb and a lower concentration of met Hb showed less
effective tissue staining and a lower number of macrophages with residual in their cytoplasm when compared to
lymph nodes stained with solutions with a high concentration of met Hb (Fig. 5 and Fig. 2),

Assay to evaluate the tissue marking of the sentinel lymph node after proteolysis of the biological marker

We used the optimized trypsin (37°C for 4h) in the sample containing [Hb], 10 evaluate the necessity
of the protein integrity of the Hb in the tissue marking of the sentinel lymph node. In animal tests, the sample
wis injected (trypsin + [Hb]) and drained for 2 hours until the incision for removal of the popliteal lymph node,
always having as positive control the other hind leg, in which the patent blue was injected. Finally, the absence
of tissue marking and macrophages with traces of the sample and vacuoles in their cytoplasms were observed.
Assay to evaluate tissue marking of sentinel Iymph node after thermostability assay of the biological marker

The application of 0.5mL of blue patent (positive control) and ImL of the hemoglobin concentrate, at
different temperatures, draining for 2h, observed that 25°C would be the ideal temperature for higher stability of
the Hb concentrate, presenting very good tissue marking (Fig. 7b) and an increase in the number of
macrophages with traces of Hb concentrate in their cytoplasms (22.8 macrophages per field) (Fig. 7 and Fig. 8).

Macroscopically, Hb concentrates maintained at temperatures 4°C (Fig. 7a) and 37°C (Fig. 7¢) showed
regular tissue marking, which is confirmed by the presence of 13.2 macrophages per field and presence of
vacuoles in their cytoplasm, and 7.4 macrophages per field, respectively (Fig. 7).

After draining the Hb concentrate at 100°C, it was observed that there was no macroscopic marking
(Fig. 7d), as well as a sharp decrease in the number of macrophages with presence of [Hb] in the cytosol (1.13
macrophages per field) and an increase of vacuoles in their cytoplasms (Fig. 7 and Fig, 8).

Confocal microscopy

It was observed that the cells stimulated by the Hb concentrate exhibited significant expression when
compared to the negative control (macrophages in culture medium) (Fig. 9a), where the cells exposed to [Hb]
were quite reactive (pseudopodia) and presented vesicles that emitted green fluorescence (Fig. 9b).
DISCUSSION

The isolation process of hemosiderin has been tried for decades and involves several steps [17-19]. It
is not possible to isolate hemosiderin as elementarily as the method described by other authors [9, 12, 13]. Such
affirmation was revalidated after the electrophoresis of this study. Nevertheless, a pool of erythrocyte proteins
wis observed.

The major soluble protein found in erythrocytes is hemoglobin, being represented by approximately
95% of the dry weight of an erythrocyte [20-22], corroborating with the result observed in 2D clectrophoresis
(high hemoglobin concentration and its isoforms with wide vanation of pl).
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Analyzing the biochemical characteristics of Hb, the purification used was ion exchange
chromatography. where the Fe-I11 present in the heme prosthetic group of Hb diluted in the column equilibrium
solution (20 mM Tris-HCI pH 7.2) possesses high affinity for cationic resin (Carboxymethylcellulose) [23,24],
allowing for a better separation of hemoglobin from other proteins. CM purification produced high yields of Hb
concentrate (0.5278 mg/mL) in a tmely manner, reducing contaminants and exhibiting only « and B forming
monomers.

To perform the sentinel lymph node biopsy in wistar rats, it was necessary to standardize the in vive
method. This was followed by an adapted BLS animal protocol, as recommended by Oliveira et al. [15] and
Woynforth and Flecknell [25], when we injected, into the subdermal layer of the hind legs of the rats, patent
blue (positive control) and Hb, Initially, it was standardized that 2h would be the ideal drainage time when
compared to the other drainage times (1h, 4h and 6h). Ultimately, in order to evaluate the saturation threshold of
the lymphoid tissue for a more efficient marking, it was determined that the standard concentration would be 10
mg/mL Hb concentrate, which had a better macroscopic marking and the presence of the greatest number of
macrophages when compared to the other concentrations.

Since the extracellular medium contains proteases (enzymes that catalyze hydrolytic cleavage of
peptide bonds) and other degradative enzymes, and that after erythrocyte hemolysis the released proteins can be
inactivated [26], it was sought to evaluate how much the proteolytic enzymes could interfere directly in the
tissue marking. After the animal test with the solution containing the optimized Hb concentrate and trypsin, the
absence of tissue marking was observed and, in the histopathology, there was a reduced number of macrophages
with traces of the sample and with vacuoles in the cytoplasm,

Analyzing the results obtained in vivo, we conclude that, for effective tissue marking, it is important
to maintain the protein integrity of the sample to be injected, requiring the use of protease inhibitors in the Hb
concentrate. Thus, a potentiation of the marking in the lymph node can be guaranteed. It is known that
coadmimistration of proteolytic enzyme inhibitors is a possible strategy for increasing the oral bioavailability of
peptides and proteins [27-29]). However, the use of proteolytic inhibitors conjugated to the new biological
marker requires attention and future studies, since most of them have high toxicity [30].

Although the thermal stability of proteins varies greatly, some of them slowly denature above 25°C
[22]. Due to the high thermal variability of the erythrocyte proteins, it was evaluated at which emperature the
Hb concentrate would be more stable. We found that, at 25°C, the highest stability of the sample was reached.

Since the patients of Vasques et al. [9] presented magnetic hypersensitivity in the axillary lymph node
after the injection of the “hemosiderin™ marker and that met Hb is the only erythrocyte derivative emitting
magnetic hypersignal, it was sought to evaluate the involvement of met Hb in the tissue marking of lymph node
by in vive assays with concentrations of met Hb. The Hb concentrate samples submitted to a longer contact time
with nitrite presented better tissue marking results and an increase in the number of macrophages with traces of
the solution. We concluded that met Hb is the main erythrocyte protein responsible for optimized marking of
lymphoid tissue, and can be absorbed more efficiently than hemoglobin, consequently obtaining the best
macroscopic and microscopic marking.

Once the protein responsible for tissue marking of the sentinel lymph node was identified,
experiments were performed using confocal microscopy to confirm histopathological results, evaluating the
presence of traces of hemoglobin in the cytoplasm or extracellular matrix of the macrophages i vivo, using 540
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nm of intensity of fluorescence, After stimulation of the phagocytic cells with 10 mg/mlL. [Hb] for 24h, at 37°C,
5% CO; and 95% humidity. the macrophages exposed to [Hb] were quite reactive (increase in number of
pseudopods) and had vesicles that emitted green fluorescence, which were supposed to be phagosomes with
hemoglobin content.

This study demonstrated the possible clinical applicability of the hemoderivative protein as o tissue
marker in the identification of the sentinel lymph node in cases of ecarly and locally advanced breast cancer, as
presented by Vasques [9) and Aguiar et al. [13]. In addition, it was concluded that the marking process is
optimized by standardizing the homeostatic conditions of the biological marker.
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Figure captions

Fig. 1 Total extract protcomic map

Fig. 2 (a) Chromatographic profile in cellulose matrix, 1 mL of total extract was applied to the chromatographic
matrix. The matrix was previously equilibrated with 20 mM Tris pH 7.2 obtaining the unretained fraction (PI)
and the PII fraction after elution with 200 mM NaCl. Column volume of 3 mL. Volume of fractions collected: 2
mL. Wavelengths: 280 nm  (total  proteins): 540 nm  (hemoglobin)  and 630 nm
(methemoglobin). (b) Electrophoretic profile of 15% SDS-PAGE of molecular markers proteic fractions, total
extract and after CM cationic chromatography (5.6,7,8.9). Abbreviations used: M, molecular markers: ET, total
extract: G100, hemoglobin concentration fraction after exclusion chromatography, and 5.6,7,8.9 aliquots of the
PII fraction of the hemoglobin concentrate after cation chromatography

Fig. 3 In vivo assays of draming period for the lymph nodes of the popliteal region, Macroscopic and
histopathological examination of the poplitcal lymph nodes presented satisfactory tissue marking after
application of the [Hb] drain for 2h. Histopathological sections with the subcapsular sinus macrophages showed
high concentration in the 2h drain (very good) decreasing with increasing drainage time: 4h (good) and 6h
(regular)

Fig. 4 Tests in vive in order to evaluate the standard concentration for lymph node tissue marking of the
popliteal region. Injection of 1 mL of purified and 0.5 mL of blue patent (positi ve control) into cach hind paw,
respectively. Macroscopic and histopathological (40 x) view of the popliteal lymph node showed more effective
tissue marking after application of 10 mg/ml of [Hb). drained for 2 h

Fig. 5 In vivo assays to macroscopically and histopathologically evaluate the ideal met Hb concentration for
effective lymph node staining

Fig. 6 Statistical significance of the number of macrophages with traces of met Hb concentrate in their
cytoplasm, drained for 2h at different concentrations (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 and H - 6.47 mg/mL), wherein the concentration
of = 10 mg/mL has the highest macroscopic tissue marking and the highest number of labeled macrophages

Fig, 7 In vivo assuys with the purpose of evaluating the standard thermostabifity for tissue marking of the lymph
node of the popliteal region

Fig. 8 Statistical relevance of the number of macrophages with traces of Hb concentrite in their cytoplasm,
drained for 2h, mantaned ar different wemperatures (4°C, 25°C, 37°C and 100°C), where the temperaure of
25°C has the highest number of macrophages per ficld

Fig. 9 Images with confocal micrascopy of the presence of phagosomes containing Hb concentrate
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ANEXO A — CLASSIFICACAO TNM

TNM- Classificacao Clinica

T — Tumor priméario

TX |Nao ha evidéncia de tumor primario

TO |N&o hé evidéncia de tumor primério

Tis |Carcinoma in situ:
Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ
Tis (CDLIS) Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) Doenca de Paget do mamilo sem tumor na mama

Nota: A doenca de Paget associada com tumor € classificada de acordo com o

tamanho do tumor

T1 [Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T1mic Microinvasdo de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensao.

Nota: Microinvasao € a extenséo de células neoplasicas além da membrana
basal, alcancando os tecidos adjacentes, sem focos tumorais maiores do que
0,1 cm em sua maior dimensdo. Quando ha focos multiplos de microinvaséo,
somente o tamanho do maior foco é utilizado para classificar a microinvasao.
(Nao usar a soma dos focos individuais) A presenca de multiplos focos de
microinvasao deve ser anotada como se faz com os carcinomas invasores
extensos multiplos

Tla Com mais de 0,1 cm, até 0,5 cm em sua maior dimenséao

T1b Com mais de 0,5 cm, até 1 cm em sua maior dimensao

T1lc Com mais de 1 cm, porém ndo mais de 2 cm em sua maior dimenséao

T2 [Tumor com mais de 2 cm, porém nao mais de 5 cm em sua maior

dimensao

T3 [Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao

T4 [Tumor de qualquer tamanho com extensao direta a parede toracica ou
a pele, somente como descritos em T4a a T4d

Nota: A parede toracica inclui costelas, musculos intercostais,
musculo serratil anterior, mas nédo inclui o musculo peitoral

T4a Extensdo a parede toracica
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T4b Edema (inclusive "pele de laranja” ‘peau d'orange’), ou ulceracéo
da pele da mama, ou ndédulos cutaneos satélites confinados a mesma
mama

T4c Ambos (T4a e T4b), acima

T4d Carcinoma inflamatorio

Nota: O carcinoma inflamatorio da mama é caracterizado por um

enduradodifuso e intenso da pele da mama com bordas erisipeldides,

geralmente sem massa tumoral subjacente. Se a biopsia de pele for negativa e

nao existir tumor primario localizado mensuravel, o carcinoma inflamatério

clinico (T4d) é classificado patologicamente como pTX. A retracdo da pele, do

mamilo ou outras alteracdes cutédneas, exceto aquelas incluidas em T4b e T4d,

podem ocorrer em T1, T2 ou T3, sem alterar a classificagao.

N - Linfonodos Regionais

NX

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (p. ex., por terem

sido previamente removidos)

NO

Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1

Metéastase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral (ais), mével(eis)

N2

Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou
metastase clinicamente aparente* em linfonodo(s) mamario(s)
interno(s) homolateral(is), na auséncia de evidéncia clinica de
metastase em linfonodo(s) axilar(es)

N2a Metastase em linfonodo(s) axilar(es) fixos uns aos outros ou a
outras estruturas

N2b Metastase clinicamente aparente* em linfonodo(s) mamario(s)
interno(s), na auséncia de evidéncia clinica de metastase em

linfonodo(s) axilar(es)

N3

Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com ou
sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente aparente*
em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na presenca de
evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es); ou
metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es) homolateral(is) com ou

sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es) ou mamario(s) interno(s).
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N3a Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es)

N3b Metastase em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) e axilares
N3c Metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es)

Nota: *clinicamente aparente = detectado por exame clinico ou por

estudos de

imagem (excluindo linfocintigrafia)

M - Metastase a Distancia

MX |A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO |Auséncia de metastase a distancia
M1l |Metastase a distancia

A categoria M1 pode ser adicionalmente especificada de acordo com
as seguintes notacgoes:

Pulmonar PUL (C34)

Medula 6ssea MO [MAR](C42.1)
Ossea OSS (C40, 41)

Pleural PLE (C38.4)

Hepética 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- Classificacdo Patoldgica

pT - Tumor Primario

A classificacéo histopatoldgica requer o exame do carcinoma primario sem
tumor macroscopico nas margens de ressec¢do. Um caso pode ser
classificado como pT se houver somente tumor microscépico em uma margem.
As categorias pT correspondem as categorias T.

Nota: Ao se classificar a categoria pT, o tamanho do tumor € a medida do
componente invasivo. Se ha um grande componente in situ (p. ex.., 4 cm) e um

pequeno componente invasor (p. ex., 0,5 cm), o tumor é codificado como pT1la.

pN - Linfonodos Regionais
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pNX

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (ndo removidos para

estudo ou previamente removidos)

pNO

Auséncia de metastase em linfonodos regionais*

Nota: *Casos somente com células tumorais isoladas (CTI [ITC]) nos
linfonodos regionais séo classificados como pNO. As CTI [ITC] sdo
células tumorais Unicas ou em pequenos grupamentos celulares, ndo
maiores que 0,2 mm em sua maior dimensao, que sao geralmente
detectadas por imuno-histoquimica ou métodos moleculares, mas que
poderiam ter sido verificados pela coloracdo de rotina (H&E). As CTI
[ITC], tipicamente, ndo mostram evidéncia de atividade metastética, p.

ex., proliferagéo ou reacdo estromal.

pN1mi

Micrometastase (maior que 0,2 mm, porém ndo maior que 2 mm em

sua maior dimensao)

pN1

Metéastase em 1-3 linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is), e/ou
linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is) com metastase
microscoépica detectada por dissecc¢ao de linfonodo sentinela, porém
nao clinicamente aparente*

pNla Metastase em 1-3 linfonodo(s) axilar(es) incluindo pelo menos
um maior que 2 mm em sua maior dimenséo

pN1lb Metastase microscopica em linfonodos mamarios internos
detectada por disseccédo de linfonodo sentinela, porém nao
clinicamente aparente*

pN1lc Metastase em 1-3 linfonodos axilares e metastase microscépica
em linfonodos mamarios internos detectada por disseccdo de
linfonodo sentinela, porém nao clinicamente aparente*

Notas:

Notas: *néo clinicamente aparente = ndo detectado por exame clinico
ou por

estudos de imagem (excluindo linfocintigrafia).

pN2

Metastase em 4-9 linfonodos axilares homolaterais, ou em linfonodo(s)
mamario(s) interno(s) homolateral(is), clinicamente aparente™, na

auséncia de metastase em linfonodos axilares
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Notas: "clinicamente aparente = detectado por exame clinico ou por
estudos de imagem (excluindo linfocintigrafia) ou macroscopicamente
visivel patologicamente.

pN2a Metastase em 4-9 linfonodos axilares incluindo, pelo menos, um
maior que 2 mm

pN2b Metastase em linfonodo(s) mamario(s) interno(s), clinicamente

aparente, na auséncia de metastase em linfonodos axilares

pN3 |Metastase em 10 ou mais linfonodos axilares homolaterais; ou em
linfonodos infra-claviculares homolaterais; ou metastase clinicamente
aparente em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na
presenca de um ou mais linfonodos axilares positivos; ou em mais de
3 linfonodos axilares clinicamente negativos, metastase microscépica
em linfonodos mamarios internos; ou em linfonodos supraclaviculares
homolaterais.

pN3a Metastase em 10 ou mais linfonodos axilares (pelo menos um
maior que 2 mm) ou metéstase em linfonodos infraclaviculares

pN3b Metastase clinicamente aparente em linfonodo(s) mamario(s)
interno(s), na presenca de linfonodos axilares positivos; ou metastase
em mais de 3 linfonodos axilares e em linfonodos mamarios internos
com metastase microscépica detectada por disseccéo de linfonodo
sentinela, porém nao clinicamente aparente

pN3c Metastase em linfonodos supraclaviculares

pM - Metastase a distancia

MX |A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO |Auséncia de metastase a distancia

M1 [Metastase a distancia

Fonte: SOBIN, L. H; et al. TNM classification of malignant tumors. Wiley-
Blackwell, p.181-193, 2009.

A 8?2 edicdo, publicada em 2017, trouxe algumas modificacbes, as quais estédo
especificadas abaixo.

As modificagdes baseiam-se em niveis de evidéncia da AJCC:

— Nivel I: evidéncia disponivel a partir de estudos internacionais e nacionais bem

delineados, bem conduzidos, com populacdo adequada e com desfechos e
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tratamentos apropriados; séo aceitos estudos prospectivos e retrospectivos baseados
em registros populacionais; os estudos devem ser avaliados em relacao a metodologia
e nao a cronologia;

— Nivel II: a evidéncia disponivel é obtida a partir de pelo menos 1 estudo grande, bem
delineado e bem conduzido, em populacdo de pacientes apropriada, com desfechos
apropriados e com validade externa;

— Nivel llI: a evidéncia disponivel € problematica devido a um ou mais fatores, como
namero, tamanho ou qualidade dos estudos individuais; resultados inconsistentes
entre estudos individuais; populac&o ndo apropriada avaliada em um ou mais estudos;
ou desfechos nao apropriados avaliados em um ou mais estudos;

— Nivel IV: evidéncia insuficiente devido a auséncia de estudos apropriados.

Grupos de estadiamento anatémicos e progngsticos

1. Grupo de Estadiamento Anatdmico —baseado apenas na extensao do tumor,
definida pelas categorias T (tamanho do tumor), N (presenca de acometimento
de linfonodos) e M (presenca ou auséncia de metastases);

2. Grupo de Estadiamento Progndstico —baseado em populacdes de pacientes
com cancer receberam

de mama que tratamento apropriado com

hormonioterapia e/ou quimioterapia; inclui o TNM anatémico associado ao grau

tumoral e ao status dos biomarcadores HER2, receptor de estrogénio (RE) e

receptor de progesterona (RP).

Grupo de Estadiamento Prognéstico (GEP)
T N M Grau HER2* RE RP GEP
Tis NO MO 1-3 |qualquer |qualquer|qualquer 0
T1 NO MO 1 positivo |qualquer|qualquer 1A
T1 NO MO 1-2 negativo | Positivo | positivo IA
T1 NO MO 2 positivo | Positivo | positivo 1A
T1 NO MO 3 positivo | Positivo | qualquer 1A
TO-1 N1mi MO 1 positivo |qualquer |qualquer A
TO-1 N1mi MO 1-2 negativo | Positivo | positivo 1A
TO-1 N1mi MO 2 positivo | Positivo | positivo IA
TO-1 N1mi MO 3 positivo | Positivo |qualquer IA




T1-2** NO MO 1-2 negativo | Positivo |qualquer IA
Tl NO MO 1 negativo | Positivo | negativo IB
T1 NO MO 1 negativo |Negativo| positivo B
T1 NO MO 2 positivo | Positivo | negativo B
Tl NO MO 2 positivo |Negativo | qualquer B
Tl NO MO 2 negativo |Negativo| positivo IB
T1 NO MO 3 positivo |Negativo | qualquer B
Tl NO MO 3 negativo | Positivo | positivo B
T0-1 N1mi MO 1 negativo | Positivo | negativo B
TO-1 N1mi MO 1 negativo |Negativo| positivo IB
TO-1 N1mi MO 2 positivo | Positivo | negativo IB
TO-1 N1mi MO 2 positivo |Negativo | qualquer IB
TO-1 N1mi MO 2 negativo |Negativo| positivo IB
TO-1 N1mi MO 3 positivo |Negativo | qualquer IB
TO-1 N1mi MO 3 negativo | Positivo | positivo IB
T2 NO MO 1-3 positivo | Positivo | positivo IB
T2 NO MO 1-2 negativo | Positivo | positivo B
Tl N1 MO 1-3 positivo | Positivo | positivo IB
Tl N1 MO 1-2 negativo | Positivo | positivo B
T2 N1 MO 1 negativo | Positivo | positivo | IB***
T2 N1 MO 2 positivo | Positivo | positivo | IB***
TO-2 N2 MO 1-2 positivo | Positivo | positivo | IB***
T3 N1-2 MO 1 positivo | Positivo | positivo | IB***
T3 N1-2 MO 2 positivo | Positivo | positivo | IB***
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T1 NO MO 1 negativo | Negativo | negativo | [1A***
T1 NO MO 2 negativo |Negativo | negativo | [1A***
T1 NO MO 3 negativo | Positivo | negativo | [1A***
T1 NO MO 3 negativo |Negativo| positivo | [1A***
T1 NO MO 3 negativo |Negativo | negativo | [1A***
TO-1 N1mi MO 1 negativo | Negativo | negativo A
TO-1 N1mi MO 2 negativo | Negativo | negativo A
T0-1 N1mi MO 3 negativo | Positivo | negativo A
TO-1 N1mi MO 3 negativo |Negativo| positivo A
TO-1 N1mi MO 3 negativo | Negativo | negativo A
TO-1 N1 MO 1 positivo | Positivo | negativo A
TO-1 N1 MO 1-2 positivo |Negativo | qualquer A
T0-1 N1 MO 1 negativo | Positivo | negativo A
TO-1 N1 MO 1 negativo |Negativo| positivo A
TO-1 N1 MO 3 negativo | Positivo | positivo A
T2 NO MO 1 positivo | Positivo | negativo A
T2 NO MO 1-2 positivo |Negativo | qualquer A
T2 NO MO 1 negativo | Positivo | negativo A
T2 NO MO 1 negativo |Negativo| positivo A
T2 NO MO 3 negativo | Positivo | positivo A
TO-2 N2 MO 1 negativo | positivo | positivo | [1A***
T3 N1-2 MO 1 negativo | positivo | positivo A
TO-1 N1 MO 1 negativo | negativo | negativo IIB
TO-1 N1 MO 2 positivo | positivo | negativo 1B
TO-1 N1 MO 2 negativo | positivo | negativo 1B
T0-1 N1 MO 2 negativo | negativo | positivo 1B
TO-1 N1 MO 3 positivo | positivo | negativo 1B
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TO-1 N1 MO 3 positivo | negativo |qualquer IIB

T: tamanho tumoral

N: status dos linfonodos

M: status de metastases a distancia

RE: receptor de estrogénio

RP: receptor de progesterona

HER2: receptor para fator de crescimento epidérmico humano 2

* Para casos de HER2 equivoco por FISH ou CISH (de acordo com diretrizes
de 2013 da Sociedade Americana de Oncologia Clinica e do Colégio
Americano de Patologia), a categoria “HER2-negativo” deve ser utilizada;

** Escore de recorréncia do Oncotype DX® abaixo de 11,

*** Denota um grupo de estadiamento para o qual o uso do grau ou dos fatores
prognésticos levou a modificacao para mais de 1 grupo de estadiamento (por

exemplo, do Grupo de Estadiamento Anatémico IIB para o Grupo de

Estadiamento Progndstico IB).
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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 — FORMULARIO UNIFICADO PARA SOLICITACAO DE
AUTORIZACAO PARA USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTACAO E/OU ENSINO

PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS USO EXCLUSIVO DA
COMISSAO
PROTOCOLO N¢
RECEBIDO EM:
I

No campo “farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s)
com suas respectivas Denominagcdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominagéo
Comum Internacional (DCI).
Lista das DCBs disponivel em:

http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/dcb/lista dcb 2007.pdf .

1. FINALIDADE

Ensino

Pesquisa X

Treinamento

Inicio; 01/09/14
Término: 01/12/16

2. TITULO DO PROJETO/AULA PRATICA/TREINAMENTO

Andlise protedmica de um novo marcador do linfonodo sentinela autélogo do

sangue em

pacientes com Cancer de Mama.

Area do conhecimento: Biotecnologia em satde

3. RESPONSAVEL

Nome completo Bruno Anderson Matias Rocha

Instituicao Universidade Federal do Ceara



http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/dcb/lista_dcb_2007.pdf

Unidade Campus do Pici

Departamento / o
L Bioquimica
Disciplina

Experiéncia Prévia:
Nédo | X

Sim

Quanto tempo?

Treinamento:
Nao |X

Sim

Quanto tempo?

Vinculo com a Instituicao:

Docente/Pesquisador X

Téc. Nivel Sup.

Jovem pesquisador/Pesquisador

visitante

Telefone | 085 988767008

E-mail brunoanderson@gmail.com

4. COLABORADORES

Nome completo Luiz Gonzaga Porto Pinheiro
Instituicao Universidade Federal do Ceara
Nivel académico PhD

Experiéncia prévia 30 anos

(anos)
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Treinamento Médico cirurgido oncologico
(especificar)

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 necessarias, até que todos os colaboradores sejam

contemplados.

5. RESUMO DO PROJETO/AULA

O céancer possui etiopatogenia complexa e multifuncional, ndo podendo ser

prevenido. Desta forma, os esfor¢cos para melhoria dos numeros relacionados ao
cancer de mama sao direcionados para antecipacado do diagnostico, tendo como
consequUéncia: diminuicdo da agressividade do tratamento administrativo e
reducdo da taxa de mortalidade. A biopsia do linfonodo sentinela (LS) no
tratamento cirdrgico do cancer 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 possivel a biopsia do LS é necessaria
a utilizacdo de marcadores que identifiquem o LS e facilite o ato cirdrgico. Entre os
marcadores mais utilizados, estdo: tecnécio e o azul patente. Os resultados das
pesquisas de linfonodos sentinelas sdo animadores, porém, o uso dos seus
marcadores possui desvantagens, como por exemplo, o0 alto custo do tecnécio e
as reacoes alérgicas causadas por azul patente.

Durante o exame fisico de duas pacientes submetidas a bi6psia de mama, foi
observado na pele das mesmas, o0 mapeamento dos vasos linfaticos com uma
coloragédo avermelhada, em dire¢éo ao linfonodo axilar. Estudos prévios langaram
a teoria que um derivado de sangue (hemossiderina) foi capturado por macréfagos
e acessado no ducto linfatico em direcéo a axila.

Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido um protocolo
experimental para a obtencdo de um marcador derivado do sangue e testado em
um modelo de cirurgia experimental em cades onde afirmou-se a existéncia de um
novo marcador autélogodo sangue. Apos varios estudos, ja se encontram sendo

realizadas aplicacdes em pacientes com cancer de mama no Hospital Maternidade
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de Fortaleza. Sendo reconhecido o0 sucesso em todos os procedimentos de
aplicacao de “hemossiderina”. Porém, a hipotese de que o marcador derivado do
sangue seria a hemossiderina surgiu somente de dados clinicos e pesquisas
cientificas preliminares, assim, a afirmacdo possui 0os seus vieses. Os estudos
protedmicos levariam ao desembaraco destes vieses, assim, 0 projeto possui como
principais objetivos a caracterizacdo da distribuicdo geral de proteinas das
hemécias apos a hemolise, identificacao e caracterizacéo das proteinas individuais
de interesse e principalmente elucidaras suas associagoes e fungdes do marcador
em questdo. Para isso serda utilizada a seguinte estratégia experimental: Coleta e
preparo da amostra bruta ja utilizada na marcacdo do LS em pacientes; para
posterior isolamento e purificacdo das moléculas através de estudos protedmicos,
paralelamente com estudo experimental em animais e finalmente, a aplicagédo do
marcador isolado em pacientes com CA de mama. Visando obter como resultado
a caracterizacdo da(s) substancia(s) autdloga(s) do sangue capazes de marcar o
LS que podera(do) ser utilizada(as) como produto biotecnolégico como novo
marcador do LS, podendo vir a substituir outros produtos que ja séo utilizados no

mercado, podendo até ser produzidos em grande escala.

6. OBJETIVOS (na integra)

Obijetivo geral
Identificar as proteinas presentes nas amostras coletadas em individuos saudaveis
ou com CM e que sejam capazes de realizar a marcacao tecidual do linfonodo
sentinela.
Objetivos especificos
Avaliar, como forma de triagem, as melhores metodologias de purificacdo
empregadas por meio da injecdo das fragcbes purificadas na face plantar do
membro posterior esquerdo dos ratos, usando como controle o azul-patente no
membro contralateral. Assim, serdo possiveis a avaliacdo da eficacia das fracdes
purificadas na marcacéo e quais metodologias deverao ser realizadas com maior
acuracia:

1. Identificando e/ou a quantificando as proteinas presentes no concentrado

de hemacias apés hemolise capazes de atuar como corante tecidual do

linfonodo sentinela;
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2. Determinando a concentracdo de metahemoglobina ideal para marcacéo
tecidual;

3. Avaliando quais fragcdes proteicas predominantes nas amostras de sangue
purificadas por cromatografias sdo capazes de atuar como marcador
tecidual;

4. ldentificando as proteinas separadas através de espectrometria de massas
sequencial capazes de marar o LS;

5. Realizando os procedimentos de marcacédo de linfonodo sentinela com as

fracOes separadas por cromatografia;

7. JUSTIFICATIVA

Céancer de Mama

No organismo normal o ciclo de proliferacdo celular € rigorosamente
controlado para que as células constituam comunidades organizadas. No entanto,
as células cancerigenas nao se submetem a esse esquema de cooperac¢ao, sao
células com o DNA danificado e que, por isso, escapam dos mecanismos de
controle do ciclo celular. O “cancer” surge de uma unica célula que sofreu mutacao,
multiplicou-se por mitoses e suas descendentes foram acumulando outras
mutacgdes até darem origem a uma célula cancerosa. Portanto, a incidéncia destes
tumores se caracteriza pela proliferacao celular anormal, cuja denominacéo correta
€ neoplasia.

Os fatores de risco para uma neoplasia de mama sado condi¢cdes que
aumentam o risco de ter cancer: idade, fatores hormonais, heranca genética,
habitos de vida, fatores alimentares, composi¢cao corporal, historico de algumas
doencas prévias nas mamas, exposicao a radiacéo ionizante, entre outros. Alguns
desses fatores aumentam as chances de cancer de mama em até 2x (fator de risco
menor) e outros aumentam o risco em mais de 2x (fator de risco maior). A
distribuicdo desses fatores varia nas diversas populacdes e muitas mulheres
podem ter fatores de ambos os grupos (INCA, 2011).

Nos ultimos 30 anos, tém ocorrido no Brasil e no mundo varias
transformacdes sociais e econdmicas em consequéncia do constante crescimento
urbano e industrial. Um perfil demografico e epidemiolégico vem se renovando ao

longo dos tempos por causa da reducao das taxas de mortalidade causadas por
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doencas infecciosas e dos aumentos acentuados da expectativa de vida da
populacao, da incidéncia da morbidade e da mortalidade por doencas crénicas nao
transmissiveis, destacando-se, entre estas, as neoplasias (Bray et al.,2004).

As neoplasias sdo consideradas um grande problema de Saude Publica,
tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, pela sua
magnitude, capacidade de causar elevado indice de morbimortalidade, e pelo
elevado custo no tratamento. Para o sexo feminino, destacam-se os canceres de
mama (CM) e de colo do utero. O cancer de mama € o segundo mais comum no
mundo e o primeiro entre as mulheres (cerca de um milh&o de casos novos por
ano), mais da metade de casos novos ocorrendo em paises desenvolvidos (INCA,
2007). Segundo a American Cancer Society, cerca de 230 mil novos casos de
carcinoma mamario invasor foram previstos para o ano de 2011 nos Estados
Unidos, assim como cerca de 39 mil 6bitos decorrentes da doenca (DeSantis et
al.,2011). De acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a
estimativa é que em 2012 sejam diagnosticados no Brasil 52.680 novos casos de
cancer de mama (INCA, 2012).

A incidéncia do cancer de mama no Brasil possui consideravel significancia,
tendo aproximadamente 50 mil casos novos por ano. Este padréo de ocorréncia
apresenta variacdes regionais importantes no pais, com taxas de incidéncia mais
elevadas nas regides Sul e Sudeste, a0 mesmo tempo em que as menores
incidéncias sao verificadas na Regido Norte. O CM também possui valor
significativo dentre as taxas de mortalidade, sendo o lider 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 posicao de principal causa de morte por
cancer em mulheres, no Brasil (15,5%), acompanhando o padrdo mundial (INCA,
2002). O maior niumero de mortes se concentra, principalmente, em areas onde a
incidéncia é elevada e os recursos médicos para um diagnostico precoce e
tratamento adequado sé&o de dificil acesso ou mesmo inexistentes (Smith, 2006).

Embora as neoplasias malignas sejam a segunda causa de morte no pais,
as estratégias para seu controle enfrentam problemas que afetam desde os
mecanismos de formulacdo de politicas, até a mobilizacédo da sociedade, incluindo
a organizacao e o desenvolvimento das acdes e servicos e as atividades de ensino

e pesquisa. Dois aspectos caracterizam o cancer como um problema de saude
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publica no Brasil. Primeiro, 0 aumento gradativo da incidéncia e mortalidade por
cancer, proporcionalmente ao crescimento demogréafico, o envelhecimento
populacional e ao desenvolvimento socioeconémico. Segundo, o desafio que iSso
representa para o sistema de saude no sentido de garantir-se o acesso pleno e
equilibrado da populacdo ao diagnostico e tratamento dessa doenca (Oliveira et
al., 2011).

Diagndstico e Tratamento do Cancer de Mama

O cancer possui etiopatogenia complexa e multifuncional, ndo podendo ser
prevenido. Desta forma, os esforcos para melhoria dos niumeros relacionados ao
cancer de mama sao direcionados para antecipacdo do diagndéstico, tendo como
consequUéncia: diminuicdo da agressividade do tratamento administrativo e
reducado da taxa de mortalidade (Molina et al., 2003).

Quando comparadas de acordo com estadiamento das neoplasias
malignas, as mulheres brasileiras sdo diagnosticadas em estadios Il e IV,
enquanto que paises desenvolvidos as mulheres recebem o diagndéstico do CM em
estadios | e Il (Paulinelli et al., 2003).

A busca por maior sensibilidade e especificidade, a deteccéo de tumores no
inicio do CM, incentivou a realizacdo de estudos que obtiveram consequiéncias
efetivas em estratégias que pautassem os programas de deteccao precoce do CM
(Menke et al., 2007). Estes programas de deteccdo do CM possuem como principal
objetivo a diminuicdo da morbi-mortalidade causadas pela doenca, além do
favorecimento do diagnéstico precoce (Feig, 2006).

O rastreamento e deteccdo precoce do CM, se apoia principalmente na
triade:

1. Auto- exame das mamas (AEM): Apresenta baixo custo, alta acessibilidade,
mas requer dedicacdo e treinamento da mulher, para aumentar sua baixa
eficacia.

2. Exame clinico das mamas (ECM): Apresenta custo baixo a moderado, nem
sempre é acessivel e sua eficacia € moderada.

3. Mamografia: E considerada um método mais eficaz na deteccio de tumores

iniciais da mama, mas possui custo mais elevado (Aguillar et al., 2003).
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Entre os métodos de deteccdo do CM mais utilizados, mamografia é a que
apresenta maior eficacia na deteccdo de tumores em estadios iniciais. Esta bem
estabelecido que o CM quando detectado durante o rastreamento mamogréfico,
apresenta menor estadiamento clinico, ou seja, sdo tumores menores, que
apresentam menor disseminacdo em linfonodos axiliares e possibilitam a
realizacdo de cirurgias conservadoras sem a necessidade de tratamento de alta
toxicidade como a quimioterapia (Capgar et al., 2007).

No ambito das especialidades oncoldgicas, o tratamento do céncer de
mama inicia-se pela avaliacdo do tamanho da lesdo, da margem de resseccao (se
acometida, ou ndo) e da variedade histopatoldgica do tumor (carcinoma dos tipos
comedo e ndo comedo). Deve-se valorizar, também, as caracteristicas da imagem
mamografica e as condigbes da paciente, inclusive o seu acesso ao tratamento,
bem como a sua vontade de preservar a mama (INCA, 2001). As modalidades
terapéuticas disponiveis atualmente sdo a cirargica e a radioterapica para o
tratamento loco-regional e a hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento
sistémico.

A indicacdo de diferentes tipos de cirurgia depende do estadiamento clinico
e do tipo histologico, podendo ser conservadora resseccao de um segmento da
mama (engloba a setorectomia, a tumorectomia alargada e a quadrantectomia),
com retirada dos ganglios axilares ou linfonodo sentinela, ou n&o-conservadora
(mastectomia). Nas mulheres com tumor de diametro igual ou inferior a trés
centimetros, sem comprometimento nodal clinicamente aparente, pode ser
utilizada, quando disponivel, a técnica do linfonodo sentinela (LS) que visa
identificar aquelas que necessitam ser submetidas a linfadenectomia axilar. O
exame citolégico ou histologico do LS é realizado pelo patologista para identificar
ou descartar a presenca de metastases. 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 cirirgico do
cancer de mama, que sdo: maximo controle loco-regional, estadiamento,

prognostico semelhante com menor morbidade e mutilacdo (INCA,2004).

Linfonodo Sentinela
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Linfonodos sdo pequenos 6rgdos compostos por tecido linféide que se
encontram espalhados pelo corpo, sempre no trajeto de vasos linfaticos. Eles
atuam como filtro da linfa, antes da mesma retornar ao sangue. Cada grupamento
linfonodal é responsavel pela drenagem de determinada parte do corpo, por
exemplo, os linfonodos axilares recebem tanto a linfa da mama quanto do braco.
Apos a invasao local do estroma circunjacente, as células malignas penetram nos
vasos linfaticos, crescendo nos locais invadidos e desprendem-se isoladamente ou
agregadas. O transporte destas células € realizado pelo sistema linfatico,
chegando aos ganglios linfaticos, proliferam-se, passando para outros ganglios
vizinhos e penetrando na circulacdo sistémica (Nicolson; Fidler, 1993).

O linfonodo sentinela (LS) é definido como o primeiro a receber a drenagem
linfatica de um tumor, ou seja, em neoplasias que as metastases ocorrem
principalmente por via linfatica, ele provavelmente sera o primeiro local de
disseminacao. Hoje, a utilizacdo da técnica do LS em oncologia vem crescendo
rapidamente em varias neoplasias. A técnica da pesquisa do LS caracteriza-se
principalmente em poder predizer com um alto percentual de acerto quais sao as
caracteristicas dos demais linfonodos regionais, caracterizando-se como uma
excelente maneira de estadiar estes tumores. Em nenhuma das neoplasias
estudadas o LS apresentou modificacdes dos progndsticos, mas foi possivel
estadiar melhor estes pacientes e poupar as linfadenectomias regionais, as quais
sao fatores de morbidade e mortalidade pés-operatérias (Boff, 2005).

A metastase no LS s6 apresenta confirmacéo apés a biépsia do linfonodo
sentinela, técnica considerada padrao ouro na area cirdrgica do cancer de mama
(Pereira et al., 2008). A biopsia do LS € um método seletivo, minimamente invasivo
e altamente sensivel na identificagdo de metastases. Se o exame histopatolégico
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 neoplasicas. Ele era o unico linfonodo acometido em mais de 40% dos
casos (Paz et al., 2001). Entretanto, a presenca de metéastase para o LS podera
indicar a necessidade do esvaziamento da cadeia linfatica maméaria e um indicador

de doenca mais avancada (Urban et al., 2001).

Métodos de Identificacdo do LS
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A biépsia do linfonodo sentinela no tratamento cirdrgico do cancer 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 véarios efeitos
adversos: dor, parestesia, grau de impoténcia funcional, seroma e linfedema, com
sensivel comprometimento da qualidade de vida das pacientes (Quadros et al.,
2007).

Para se tornar possivel a biopsia do LS e consequentemente evitar a
linfadenectomia, € necessaria a utilizacdo de marcadores que identifiquem o LS e
facilite o ato cirurgico. Entre os marcadores mais utilizados, estao:

I Uso do Tecnécio-99

Um radiofdrmaco é uma substancia que, por sua forma farmacéutica,
guantidade e qualidade de radiacdo, pode ser utilizada no diagndstico e tratamento
de doencas, qualquer que seja a via de administracdo utilizada. De forma mais
simples, podemos dizer que radiofarmacos sdo moléculas ligadas a elementos
radioativos, constituindo farmacos radioativos que séo utilizados em uma
especialidade médica denominada Medicina Nuclear. Os radiofarmacos sao
utilizados em quantidades tracos (tracadores radioativos) com a finalidade de
diagnosticar patologias e disfungbes do organismo. Quando a finalidade é
diagnosticar patologias, como o infarto do miocardio ou um cancer (de mama, por
exemplo), utiliza-se na composicdo dos radiofarmacos emissores de radiacéo
gama. A radiacdo gama € uma onda eletromagnética e, portanto, apresenta grande
penetrabilidade nos tecidos e baixo poder de ionizacdo quando comparada as
radiacOes particuladas. O menor poder de ionizagao da radiagdo gama minimiza a
dose de radiagéo absorvida pelo paciente. Radionuclideos emissores de radiacéo
gama, tais como o tecnécio-99, iodo-123, indio-111, galio-67 e o talio- 201, entre
outros, sao utlizados na composicdo de radiofarmacos para diagnostico. O
tecnécio-99 € o radiois6topo que reune as melhores caracteristicas fisicas para a
obtencdo de imagens em camaras Anger (camaras de cintilacdo). Pode estar
prontamente disponivel, de forma conveniente, através de um gerador de
molibdénio-99 a um custo reduzido, tem meia-vida fisica de apenas 6 horas, e a
emissao energeética predominante no seu processo de decaimento é de 140 keV

(88%). Eluido do gerador sob a forma de pertecnetato-Tc 99m, a sua utilizacéo
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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
espaco 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 6rgédos, o que lhe confere um papel de destaque na
medicina nuclear. A desvantagem deste marcador é o custo, que € muito elevado,
a radioatividade e a dificuldade de mobilizar varios profissionais (mastologista,
patologista e médico nuclear). Além desses fatores ndo favoraveis, a
disponibilidade na rotina clinica também é baixa (Araujo et al., 2005).
1. Uso do corante Azul Patente

E uma técnica muito utilizada para identificagdo do linfonodo sentinela, e,
geralmente, é associada a marcacgéao de radiofarmacos. A escolha da técnica para
a pesquisa do linfonodo sentinela (LS) depende principalmente dos recursos da
equipe. A técnica do corante é tédo eficiente quanto a radioguiada e os Unicos
recursos necessarios sdo uma ampola do corante e o conhecimento da técnica
cirargica, o que torna o método muito mais viavel economicamente. A identificagéo
do linfonodo sentinela atualmente € o procedimento que apresenta o melhor valor
preditivo negativo para metastase axilar, embora outros fatores preditivos também
sejam importantes nas decisdes sobre a conduta em diversos casos (Galeb et al.,
2002). A utilizagcdo de métodos anatomo-funcionais, utilizando azul patente injetado
no sitio tumoral, demonstrou que havia de fato a possibilidade de identificar uma
via preferencial linfatica para drenagem de células melanomatosas para um
linfonodo especifico (sentinela). Apesar de tais vantagens deste corante, relatam-
se casos de reacdes anafilaticas severas apos injecao intradérmica do corante azul
patente, apresentando risco de desencadear reac¢des anafilactoides (Shinzato et
al., 2006).

Marcador Autologo do Sangue

Os resultados das pesquisas de linfonodos sentinelas sdo animadores,
porém, o uso dos seus marcadores possui desvantagens, como por exemplo, o
alto custo do tecnécio e as reagfes alérgicas causadas por azul patente.

Durante o exame fisico de duas pacientes submetidas a bidpsia de mama,

foi observado na pele das mesmas, o0 mapeamento dos vasos linfaticos com uma
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coloracdo avermelha, em dire¢cdo ao linfonodo axilar (Figura 1) (Pinheiro et al.,
2009).

‘

| B
6

Figura 1. Mapeado da pele, como um ducto linfatico em dire¢éo a axila.

Pinheiro (2009) lanca a teoria que algum derivado de sangue
(hemossiderina) foi capturado por macrofagos e acessada no ducto linfatico em
direcdo a axila.

Na tentativa de replicar o que foi visto em pacientes, foi desenvolvido um
protocolo experimental para a obtengcdo de um marcador derivado do sangue
(Protocolo CEP No0.073.07.10) e testado em um modelo de cirurgia experimental
em caes. Baseando-se na pesquisa de um modelo animal j& 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 a esquerda e com

azul patente no direito. Linfonodo sentinela ndo marcado no meio.

PROTOCOLO PARA UTILIZACAO DO MARCADOR AUTOLOGO DO SANGUE

Com o objetivo de avaliar a utlizacdo do derivado do sangue
(hemossiderina) no mapeamento do linfonodo sentinela na mamaria das cadelas,
foram realizados experimentos preliminares em 6 cadelas, sendo encontrados
dados estatisticamente significativos e consistentes quando comparados o0 grupo
gue foi marcado com azul patente / tecnécio versus o grupo submetido ao marcador
autologo derivado do sangue / tecnécio. Os resultados do trabalho experimental
mostraram que a “hemossiderina” foi capaz de ser usada junto ao radiofarmaco
(tecnécio 99m) e a coloracgédo foi extremamente efetiva no linfonodo sentinela das
cadelas.

Com a comprovagao que o uso da “hemossiderina” com o radiofarmaco
apresentava resultado efetivo na identificacédo dos linfonodos sentinelas mamarios
da cadela, sendo sempre encontrados em ambas as axilas, podemos afirmar a
existéncia de um novo marcador autélogo do sangue. Tendo em vista o que foi
descrito, comecara uma nova linha de pesquisa para marcador do LS, onde o
marcador em questao apresentara como principais vantagens: ndo causar efeitos

secundéarios como reagfes alérgicas, diminuicdo das despesas pessoais e de
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saude, reducdo a morbidade do procedimento e do sofrimento emocional,
juntamente com outras vantagens indiretas (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro et al.,
2010).

Logo apds 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 contaminacdo do derivado sanguineo. Na
perspectiva da utilizacdo 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
hemolise até a injecdo no espacgo subareolar, com o objetivo de prevenir infec¢céo
da paciente. Onde os experimentos revelaram que ap0s a coleta e preparo de 18
amostras, sendo 6 cadelas e 12 voluntarios (Protocolo CEP No0.073.07.10),
somente as 3 amostras de sangue total apresentaram contaminagdes na coleta e
3 amostras de concentrado de “hemossiderina” apds o processo de preparagao
apresentaram contaminacdo. Estas contaminacdes nos levaram a crer que 0s
principais pontos criticos seriam a coleta e o estado de salde das mesmas, entdo
fora reformulado todo o processo, desde a coleta até a manipulacdo, em 12
amostras de humanos na coleta e ap6s manipulacdo, ndo havendo presenca de
contaminantes em nenhuma das amostras. Assim, o estudo comprovou que a
solucdo de “hemossiderina” pode ser obtida sem contaminagdo durante sua
preparacao pelo método descrito (Alves et al., 2010).

Paralelamente, com os estudos de obtencdo da amostra asséptica, no
Departamento de Fisica da Universidade do Ceara eram realizados testes nas
amostras do concentrado de “hemossiderina”. Tendo em vista que a molécula de
hemoglobina das hemacias possui Ferro e apds a hemolise este Ferro € captado
por macréfagos, foram realizados testes que comprovassem a teoria que a
hemolise das hemacias causava aumento da concentracdo de hemossiderina e
consequentemente 0 aumento da concentracdo de nanoparticulas de Ferro na
amostra. A andlise dos cortes dos linfonodos marcados e do esfregaco do préprio
marcador via AFM em condigcbes ambientais n&o revelaram a presenca de
nanoparticulas, mas sim de cristais do tipo agulha. A composi¢ao desses cristais
foi investigada através da técnica de difracdo de raios x, onde se constatou a

presenca de uma fase que nado possuia propriedades magnéticas. Os resultados
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foram satisfatérios no tocante ao enriqguecimento de ferro do novo marcador.
Apesar disso, 0 marcador, que se mostrou extramamente satisfatério na
linfocintilografia e no ultrassom da mama das pacientes, apresentou contraste
magnético na analise de Ressonancia Magnética Nuclear.

Na area de Medicina Nuclear foram realizadas medidas quantitativas de
intensidade de sinal em linfonodos da regido axilar destas pacientes examinadas
através do método. Os resultados obtidos mostram uma maior intensidade de sinal
nestes linfonodos, quando comparados com regides teciduais adjacentes aos
mesmos ou em relacao aos linfonodos contralaterais, em areas que nao receberam
injecdo do hemoconcentrado (Figura 1). Sabe-se que no caso de hematomas em
evolucao, o ferro sofre alteragcdes na quelagéo e nos estados de spin dos elétrons,
assim como na geometria molecular e na compartimentalizacdo, que se
manifestam por alteracdes caracteristicas a imagem por ressonancia magnética
(RM). De fato, a evolucéo ordenada dos estados do ferro dos hematomas a RM,
afetada até certo ponto por consideracdes locais de pH e POz, possibilita que os
hematomas sejam classificados como em estagio agudo, subagudo e crénico. O
ferro da oxihemoglobina esta no estado ferroso (Fe*?), mas nédo 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*?, a desoxihemoglobina tem 4 elétrons nédo pareados.
Devido a geometria molecular, os elétrons ndo pareados ndo podem chegar
suficientemente proximo dos protons de agua para que ocorram interacfes préton-
elétron, dipolo-dipolo. Durante uma hipdxia continuada, ha nas hemacias a
oxidacdo irreversivel da desoxihemoglobina a metahemoglobina. A
metahemoglobina tem 5 elétrons ndo pareados e, devido a sua geometria,
possibilita que os prétons da agua se aproximem o suficiente para que ocorram
interacbes proéton-elétron, dipolo-dipolo. Tipicamente, o sinal aumentado da
metahemoglobina fica na periferia do hematoma e a oxidagdo continuada
preenche-se gradualmente com o tempo. A formacdo 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
ressonancia magnética compreende o estudo de cerca de 30 casos. No entanto,

até 0 momento, examinamos cerca de um terco 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 definicdo do tempo necessario para degradacao da
hemoglobina até metahemoglobina), ainda sob andlise e discussao.

Figura 1. Algumas horas apOs injecdo prévia do concentrado autdlogo de
hemacias hemolisadas, foram adquiridas imagens axiais ponderadas em T1
através de equipamento de ressonancia magnética 1,5 Tesla, evidenciando torax,

mamas e sistema linfatico regional.

Na busca de isolarmos o novo marcador, que teoricamente seria a
hemossiderina, foram feitos testes cromatograficos utilizando exclusdo molecular
para separar as proteinas presentes no sangue e visualiza-las por eletroforese. Os
padrées eletroforéticos eram caracteristicos aqueles encontrados na
hemossiderina caracterizada por outros trabalhos, onde foi observado um alto teor
de ferritina em diversos estagios de degradacéo lisossomal.

Apoés todos os estudos citados anteriormente, ja se encontram sendo
realizadas aplicagbes em pacientes com CA de mama no Hospital Maternidade de
Fortaleza. Sendo reconhecido o sucesso em todos os procedimentos de aplicagéo
de “hemossiderina”.

Baseado em dados clinicos e pesquisas cientificas surgiu a hipotese de
gue o marcador derivado do sangue seria a hemossiderina, mas mesmo com todas
estas pesquisas citadas anteriormente a afirmagcdo possui 0s seus vieses. Os

estudos protedmicos levariam ao desembaraco destes vieses, caracterizando a
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distribuicdo geral de proteinas das hemacias apés a hemolise, identificando e
caracterizando proteinas individuais de interesse e principalmente elucidando as
suas associacgoes e fungbes do marcador em questéo, podendo resultar em uma

producdo em larga escala e até substituicdo do azul patente.

Analise Protebmica

O termo proteina foi introduzido na linguagem no ano de 1938 pelo
Quimico sueco Jons Jacob Berzelius para descrever um tipo particular de
macromoléculas composto por uma cadeia linear de aminoacidos, e que eram
abundantes em organismos vivos (Twyman, 2004). Devido a diversidade de
funcbdes, as proteinas exercem um papel fundamental em quase todos os
fendmenos biolégicos, como producéo de energia, defesa imunoldgica, contracéo
muscular, atividade neuroquimica em reproducao (De Sousa et al., 2003).

O objetivo inicial dos estudos protedmicos foi a identificagdo em larga
escala de todas as proteinas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente,
consistem na analise simultdnea de misturas complexas de proteinas como as
provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de detectar
diferencas quantitativas e qualitativas na expressao protéica (Westermeier; Naven,
2002).

Seus objetivos se diversificaram para a andlise de varios aspectos
funcionais das proteinas, como modificacbes pOs-traducionais, interacdes
proteina-proteina, existéncia de isoformas, atividades e estruturas. O campo de
atuacdo desta ciéncia estende-se a descoberta de novas drogas, terapias,
diagnésticos, microbiologia, bioguimica. A pesquisa protedmica torna possivel a
identificacdo e caracterizacdo de marcadores bioldgicos, ou seja, moléculas
endogenas ou exdgenas especificas de um determinado estado patolégico. A
capacidade de identificar essas moléculas é extremamente util no diagnostico
precoce de doencas e no acompanhamento da evolugdo do tratamento (Cash,
2002).

Os avancos no conhecimento de estudos proteémicos tém proporcionado

melhor entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a proliferacéo e




231

diferenciacdo celular, bem como o desenvolvimento de metastases tumorais
(Lamond, Mann, 1997).

Entre os principais avanc¢os da proteémica na area da oncologia, podemos
citar os marcadores tumorais. Os marcadores tumorais (ou marcadores biolégicos)
sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos
bioldgicos, cujo o aparecimento e ou alteragcdes em suas concentracfes estao
relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas (Capelozzi,
2001). Estas substancias funcionam como indicadores da presenca de cancer,
podendo ser produzidas em resposta do organismo ao tumor ou pelo proprio tumor
(Silveira, 2005). Em sua grande maioria, os marcadores tumorais sdo proteinas ou
pedacos de proteinas, incluindo antigenos de superficie celular, enzimas,
hormonios e proteinas citoplasméticas (Mattos et al., 2005).

Os principais marcadores tumorais estdo: AFP (alfafetoproteina); MCA
(antigeno mucoide associado ao carcinoma); Cromogranina A; BTA (antigeno
tumoral da bexiga); Telomerase; NMP22 (proteina da matriz nuclear); Cyfra 21.1;
PAP (Fosfatase Acida Prostatica); CA 72.4; R-HCG (gonadotrofina coriénica
humana); CA 125; CA 15.3; CA 19.9; CA 27.29; CA 50; Calcitonina; Catepsina D;
CEA (antigeno carcinoembrionario); C-erbB-2 (oncogene); LDH (desidrogenase
latica); K-ras; NSE (Enolase Neurdnio- Especifica); PSA (antigeno prostatico
especifico); p53 e p-2-Microglobulina (Reis, 2005; Rosa et al., 2005; Gomes, 1997).

O uso da protedmica na descoberta da substancia retirado do pool de
proteinas que ja é utilizado experimentalmente em pacientes com CA de mama €&
de fundamental importancia para o processo de avanco dos estudos. Onde as
ferramentas cristalograficas e de espectrometria de massas possibilitam um melhor
conhecimento da importancia de analogos e de modificacdes especificas para a
posterior construgdo da molécula. Nesse aspecto, a predicdo de analogos que
sejam reconhecidos especificamente por sitios ativos enzimaticos encontra na
modelagem molecular e nos estudos baseados em dindmica molecular
ferramentas fundamentais para esse desenvolvimento.

A associagado do conhecimento cristalografico com a modelagem molecular
na criacdo de bibliotecas de potenciais marcadores e a analise da dinamica
molecular da interacdo desses compostos permitem o desenho de moléculas que

apresentem uma capacidade de coloracao elevada. Uma vez selecionados esses
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compostos, testes farmacoldgicos podem confirmar sua atividade e para a
viabilidade da utilizacdo desses compostos testes de citotoxidade e genotoxidade
séo fundamentais e permitiriam uma selecdo detalhada dos possiveis alvos para

uma sintese posterior.

8. RELEVANCIA

A identificacdo do linfonodo sentinela atualmente € o procedimento que

apresenta o melhor valor preditivo negativo para metastase axilar, embora outros
fatores preditivos também sejam importantes nas decisdes sobre a conduta em
diversos casos (Galeb et al., 2002). A utilizacdo de métodos anatomo-funcionais,
utilizando azul patente e/ou tecnécio injetado no sitio tumoral, demonstrou que
havia de fato a possibilidade de identificar uma via preferencial linfatica para
drenagem de células melanomatosas para um linfonodo especifico (sentinela).
Apesar das vantagens destes métodos, relatam-se casos de reacdes anafilaticas
severas apos injecao intradérmica do corante azul patente (Shinzato et al., 2006),
além disso, o auto-custo e a dificil manipulacdo do tecnécio torna-o de dificil acesso
para a populacdo mais carente.

O projeto possui uma alta relevancia, pois se trata da pesquisa de um novo
produto biotecnoldgico de baixo custo, capaz de substituir marcadores de linfonodo
sentinela ja utilizados no mercado. Além disso, pesquisas anteriores, ja aprovadas
pelo Comité de Etica Animal do estado do Ceard, em animais (cadelas) ja
evoluiram para testes em pacientes com cancer de mama, sendo comprovada a
utiidade deste pool de proteina como marcador. Com estes resultados
satisfatorios, se faz necesséria a continuacdo de pesquisas para purificacdo e

identificacdo desta proteina 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 ndo houve éxito nos testes
pois, a distancia entre a mama e a axila € bastante préxima assim havia uma
drenagem para “todos” os linfonodos axilares e ndo somente o sentinela.

Depois foram realizados testes em porcos, porem 0S mMesmosS possuem
distribuicao linfatica de dificil acesso onde seus linfonodos sédo complicados de ser
detectados mesmo com o auxilio do radiofarmaco (tecnécio) e a realizados por
profissionais treinados (cirurgiées e veterinarios), tornando o experimento em
porcos inviavel.

Finalmente foram realizados testes em cadelas, onde obtemos éxito em todos os
experimentos realizados, obtendo marcacg6es do linfonodo sentinela axilar. Porém,

necessita de um maior numero de animais ao decorrer da purificagdo.

Assim, com o0 objetivo de fazermos uma pré-triagem de qual macromalécula é
capaz de ter uma coloracdo ndo seletiva, mas efetiva nos vasos linfaticos e até
linfonodos, e assim usemos um menor niumero de cadelas, seria necessario o uso

de ratas fémeas adultas.

Pinheiro LGP. et al. Estudo experimental de linfonodo sentinela na mama da
cadela com azul patente e Tecnécio Tc 99mm?. Acta Cirdrgica 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 marcacao
efetiva do linfonodo sentinela, assim, para que continuemos a pesquisa para
purificacdo e isolamento desta proteina capaz de marcar 0 mesmo, é necessaria a

realizacédo de ensaios in vivo em paralelo para confirmacgéo das nossas teorias.

9.1. PROCEDENCIA



Biotério, fazenda, aviario,

etc.

Biotério (farmacologia)

Animal

silvestre

Numero de protocolo SISBIO:

Outra

procedéncia?

Qual?

O animal é geneticamente

modificado?

NuUmero de protocolo CTNBiIo:

9.2. TIPO E CARACTERISTICA
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Espécie Linhagem | Idade Peso Quantidade
nnnnnn M |F | M+F
Anfibio
Ave
Bovino
Bubalino
Céo

Camundongo heterogénico

Camundongo isogénico

Camundongo Knockout

Camundongo transgénico

Caprino

Chinchila

Cobaia

Coelhos

Equideo

Espécie silvestre brasileira

Espécie silvestre ndo-

Gato

Gerbil

Hamster
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Ovino

Peixe

Primata ndo-humano
Rato heterogénico Swins Adulto | 600g 70
Rato isogénico
Rato Knockout
Rato transgénico
Réptil

Suino

Outra

TOTAL: | 50

9.3. METODOS DE CAPTURA (somente em caso de uso de animais silvestres)

9.4. PLANEJAMENTO ESTATISTICO/DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Sendo aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal da nossa

universidade (UFC), o estudo experimental sera cirirgico prospectivo. Ele tera
lugar no laboratério de cirurgia experimental Prof Saul Goldenberg, a fim de avaliar
a utilizacao das substancias derivadas da hemoélise das hemacias. Serao utilizadas
aproximadamente 5 animais para cada substancia isolada apés purificacao.
Aproximadamente 50 ratas fémeas, com 600 mg de peso médio, serdo cedidas
pelo biotério da Farmacologia-UFC para serem estudadas.

Apos coleta de sangue total doado pelo HEMOCE, faremos a lavagem e
hemolise apropriada das hemacias. Em seguida, avaliaremos a utilizacdo das
substancias derivadas da hemolise das hemécias isoladas apds estudo
protedmico, no mapeamento e na identificacdo do linfonodo sentinela atraves da
aplicacdo do hemoderivado e das suas fracdes apds purificacdo, nas patas
posteriores de ratos fémeas e adultas. Os animais deverao ser pesados e apos a
imobilizacdo apropriada serdo anestesiados com uma aplicacdo por via
intraperitoneal de Quetamina (peso/100 em ml) e Xilazina (peso/100 em ml)
imediatamente antes da experiéncia. Posteriormente, serdo realizadas incisées
em ambas as patas posteriores e regido inguinal para observacao da coloracao do
linfonodo sentinela, onde em uma pata sera injetada o azul patente para o controle
positivo e em outra pata a amostra a ser estudada que € identificada pela sua cor.
Quando a cirurgia terminar, a eutanasia do animal sera realizada por deslocamento

cervical.
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Apoés o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfaticos e o
linfonodo sentinela serdo avaliados pela sua cor e os linfonodos corados seréo
retirados para avaliagdo pelo método de Peerls . Assim, seré possivel realizar uma
triagem de qual(is) substancia(s) é(sdo) responsavel(eis) pela coloracdo efetiva

dos vasos linfaticos e consequentemente dos linfonodos.

9.5. GRAU DE INVASIVIDADE*: _2_ (1, 2,3 0u 4)

Os materiais biolégicos destes exemplares serdo usados em outros projetos? Quais?

Se ja aprovado pela CEUA, mencionar o niumero do protocolo.

O

(©]

o

o

9.6. CONDICOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTACAO DOS ANIMAIS
Alimentacéo (racdo apropriada)
Fonte de &gua (reservatdrio proprio para gaiolas)
Lotacdo - Numero de animais/area (5 animais por gaiola)

Exaustao do ar: ndo

Comentar obrigatoriamente sobre os itens acima e as demais condicfes que forem

particulares a espécie

Os animais chegardo com 2 horas de antecedéncia, do biotério do departamento
de Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, alimentados e
aproximadamente 5 por gaiola. Serdo submetidos a anestesia e posteriormente a
cirurgia, em local devidamente apropriado. Onde a cirurgia sera realizada com uma
equipe multiprofissional (médico cirurgido, farmacéutica e estudantes). Apos o
procedimento, os animais serdo levados ao biotério devidamente eutanasiados.

O laboratério experimental Saul Gudenberg é composto fisicamente por um
conjunto de dois laboratérios, totalizando uma area de aproximadamente 100 m?,
que abriga divisdes para o avanco de todas as linhas de pesquisa do grupo de
pesquisa do linfonodo sentinela. Nestes laboratérios, desenvolvem pesquisas
estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, além dos docentes da
UFC que fazem parte do grupo, totalizando aproximadamente 40 pessoas. O
laboratorio de Bioquimica conta com balanga, microscoépios, centrifuga, estufa, etc.
O laboratdrio de Cirurgia Experimental possui todos 0s equipamentos necessarios

para execucao de procedimentos cirdrgicos em animais.
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Local onde sera mantido o animal: biotério (biotério, fazenda, aviario,

etc.).

Ambiente de alojamento:
Gaiola | X

Jaula

Baia

Outros

NUmero de animais por gaiola/galpéo: 5
Tipo de cama (maravalha, estrado ou outro):

10. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO PROJETO/AULA
10.1. ESTRESSE/DOR INTENCIONAL NOS ANIMAIS

Nao | X
Curto Sim
Longo
(Se “sim”, JUSTIFIQUE.)
ESTRESSE:
DOR:
RESTRIQAO HIDRICA/ALIMENTAR:
OUTROS:
10.2. USO DE FARMACOS ANESTESICOS
Sim X
Nao
Farmaco Xilazina

Dose (Ul ou mg/kg) | 90mg/kg

Via de via intraperitonial

administracao
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Farmaco cetamina

Dose (Ul ou mg/kg) | 12mg/kg

Via de via intraperitonial

administracao

(Em caso de néo-uso, JUSTIFIQUE.)

10.3. USO DE RELAXANTE MUSCULAR

Sim X
Nao
Farmaco Xilazina

Dose (Ul ou mg/kg) | 90mg/kg

Via de via intraperitonial

administracao

Farmaco Cetamina

Dose (Ul ou mg/kg) | 12mg/kg

Via de via intraperitonial

administracao

Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a
tabela, quantas vezes forem necessarias, até que todos os farmacos sejam
contemplados.

No campo ‘farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com
suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominacdo Comum

Internacional (DCI).

10.4. USO DE FARMACOS ANALGESICOS

Sim
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Justifique em caso negativo:

Na cirurgia, o animal estara anestesiado tomando-se todas as providencias para o
mesmo ndo vir a sentir nenhuma dor no procedimento. Apés o termino do

experimento, o animal sofrera eutanasia.

Farmaco

Dose (Ul ou mg/kg)
Via de

administracéo

Frequéncia

Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a
tabela, quantas vezes forem necesséarias, até que todos os farmacos sejam
contemplados.

No campo “farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com
suas respectivas Denominacdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominacdo Comum

Internacional (DCI).

10.5. IMOBILIZACAO DO ANIMAL

Nao

Indique o tipo em caso positivo:

No ato cirdrgico, atadura nas patas.

10.6. CONDICOES ALIMENTARES
JEJUM:

Duragao em horas:

Restrigcdo Hidrica:




Duracédo em horas:

10.7. CIRURGIA

Sim X

Nao

Unica X

Multipla

Qual(is)?
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Incisdo em ambas as patas posteriores.

No mesmo ato cirargico ou em atos diferentes? Mesmo ato cirdrgico

10.8. POS-OPERATORIO
10.8.1. OBSERVACAO DA RECUPERACAO

Sim

Nao | x

Periodo de observacao (em horas):

10.8.2. USO DE ANALGESIA

Justificar o NAO-uso de analgesia p6s-operatério, quando for o caso:

Farmaco

Dose (Ul ou mg/kg)
Via de

administracao
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Frequéncia

Duragéao

Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a
tabela, quantas vezes forem necessarias, até que todos os farmacos sejam
contemplados.

No campo “farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com
suas respectivas Denominacdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominacdo Comum

Internacional (DCI).

10.8.3. OUTROS CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Sim
Nao |x
Descricao:
10.9. EXPOSICAO / INOCULACAO / ADMINISTRACAO
Sim | x
Nao
Farmaco/Outros Hemoderivado
Dose 10 mg/mL
Via de Subcutaneo

administracao

Frequéncia Area plantar das patas posteriores

No campo “farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com
suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominacdo Comum

Internacional (DCI).
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11. EXTRACAO DE MATERIAIS BIOLOGICOS

Sim | X
N&o
Material biolégico Linfonodo Sentinela
Quantidade da 2
amostra
Frequéncia 2
Método de coleta Incis&o na regido inguinal

Utilize esta tabela para o preenchimento de um material bioldgico. Copie, cole e
preencha a tabela, quantas vezes forem necessarias, até que todos os materiais

sejam contemplados.

12. FINALIZACAO
12.1. METODO DE INDUCAO DE MORTE

Quando a cirurgia terminar, sera realizada a

Descricao exsanguinacdo por puncdo cardiaca, uma vez que se

encontram em anestesia geral.

Substancia, dose,

via

Caso método restrito, justifique:

12.2. DESTINO DOS ANIMAIS APOS O EXPERIMENTO

Biotério do departamento de Farmacologia.

12.3. FORMA DE DESCARTE DA CARCACA

13. RESUMO DO PROCEDIMENTO (relatar todos os procedimentos com 0s

animais)
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Sendo aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal da nossa
universidade (UFC), o estudo experimental sera cirargico prospectivo. Ele tera
lugar no laboratério de cirurgia experimental Prof Saul Goldenberg, a fim de avaliar
a utilizacdo das substancias derivadas da hemdlise das hemécias.
Aproximadamente 30 ratas fémeas, com 600 mg de peso médio, serdo cedidas
pelo biotério da Farmacologia-UFC para serem estudadas.

Apbs coleta de sangue total doado pelo HEMOCE, faremos a lavagem e
hemolise apropriada das hemacias. Em seguida, avaliaremos a utilizacdo das
substancias derivadas da hemolise das hemacias isoladas apds estudo
protedmico, no mapeamento e na identificacdo do linfonodo sentinela atraves da
aplicacdo do hemoderivado e das suas fracbes apoOs purificacdo, nas patas
posteriores de ratos fémeas e adultas. Os animais deverdo ser pesados e ap0s a
imobilizacdo apropriada serdo anestesiados com uma aplicacdo por via
intraperitoneal de Quetamina (peso/100 em ml) e Xilazina (peso/100 em ml)
imediatamente antes da experiéncia. Posteriormente, serdo realizadas incisdes
em ambas as patas posteriores e regiao inguinal para observacéo da coloragéo do
linfonodo sentinela, onde em uma pata sera injetada o azul patente para o controle
positivo e em outra pata a amostra a ser estudada que € identificada pela sua cor.
Quando a cirurgia terminar, a eutanasia do animal sera realizada por deslocamento
cervical.

Apos o procedimento no animal, a drenagem pelos vasos linfaticos e o
linfonodo sentinela serdo avaliados pela sua cor e os linfonodos corados seréo
retirados para avaliacdo pelo método de Peerls . Assim, sera possivel realizar uma
triagem de qual(is) substancia(s) é(sédo) responsavel(eis) pela coloracao efetiva

dos vasos linfaticos e consequentemente dos linfonodos.

14. TERMO DE RESPONSABILIDADE
(LEIA CUIDADOSAMENTE ANTES DE ASSINAR)

Eu, Mayara Maia Alves (nome do responsavel), certifico que:

a) li o disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais
normas aplicaveis a utilizacdo de animais para 0 ensino e pesquisa,
especialmente as resolucdbes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal — CONCEA;
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b) este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que
a equipe participante deste projeto/aula foi treinada e € competente para
executar os procedimentos descritos neste protocolo;

C) nao existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao

projeto.

Assinatura:
Data: / /

Encaminhar em 2 vias.

A critério da CEUA, podera ser solicitado o projeto, respeitando confidencialidade e
conflito de interesses.

Quando cabivel, anexar o termo de consentimento livre e esclarecido do proprietario

ou responsavel pelo animal.

15. RESOLUCAO DA COMISSAO

A Comisséo de Etica no uso de animais, na sua reunido de / / ,

APROVOU os procedimentos éticos apresentados neste Protocolo.

Assinatura:

Coordenador da Comissao

A Comisséo de Etica No Uso de Animais, na sua reunido de / / ,

emitiu 0 parecer em anexo e retorna o Protocolo para sua reviséo.

Assinatura;

Coordenador da Comissao

* GRAU DE INVASIVIDADE (GI) - definicdes sequndo o CONCEA

Gl1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.:

observacdo e exame fisico; administracdo oral, intravenosa, intraperitoneal,
subcuténea, ou intramuscular de substancias que ndo causem reacdes adversas
perceptiveis; eutandsia por métodos aprovados apOs anestesia ou sedacao;

deprivacédo alimentar ou hidrica por periodos equivalentes a deprivacdo na natureza).
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GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve
intensidade (ex.: procedimentos cirargicos menores, como biépsias, sob anestesia;
periodos breves de contencdo e imobilidade em animais conscientes; exposicéo a
niveis ndo letais de compostos quimicos que ndo causem reacdes adversas graves).
GI3 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade
intermediaria (ex.. procedimentos cirdrgicos invasivos conduzidos em animais
anestesiados; imobilidade fisica por varias horas; inducdo de estresse por separacao
materna ou exposicao a agressor; exposicdo a estimulos aversivos inescapaveis;
exposicao a choques localizados de intensidade leve; exposicéo a niveis de radiacao
e compostos quimicos que provoquem prejuizo duradouro da funcdo sensorial e
motora; administracdo de agentes quimicos por vias como a intracardiaca e
intracerebral).

Gl4 = Experimentos que causam dor de alta intensidade (ex.: Inducdo de trauma

a animais nao sedados).



