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DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DO
LINFONODO SENTINELA DA VULVA DA CADELA

RESUMO

O cancer de vulva corresponde a aproximadamente 1% das neoplasias malignas da
mulher e de 3% a 5% de tumores genitais femininos. 90% destes sao carcinomas
espino-celulares, curaveis quando diagnosticado precocemente. O tratamento
radical inclui o esvaziamento inguinal bilateral na maioria dos casos.
Aproximadamente 30% das pacientes operaveis tém disseminacdo linfonodal, as
70% restantes tém mutilacdo desnecessaria. A possibilidade de aplicar o conceito de
linfonodo sentinela, na conservagédo dos linfonodos regionais da vulva, ainda nédo é
consenso. O modelo experimental na vulva da cadela € um passo importante no
reconhecimento das peculiaridades da drenagem linfatica deste 6rgdo pela
similaridade com a drenagem em humanos. Este trabalho experimental, em modelo
canino tem como objetivo apresentar o modelo para a pesquisa do linfonodo
sentinela na vulva da cadela usando o Azul Patente e Fitato de Tecnécio; avaliar o
Azul Patente como marcador do linfonodo sentinela da vulva da cadela; avaliar o
Fitato de Tecnécio como marcador do linfonodo sentinela na vulva da cadela,
comparar 0os métodos obtidos pelas duas técnicas. Foram utilizados nos
procedimentos 25 cadelas, adultas, sadias, com peso variando entre 10 e 12kg.
Injecdo de 5uCl de Tecnécio na regido vulvar, com espera de 30’. Rastreamento
com probe das regides de drenagem vulvar, injecdo de 0,5mL de azul patente na
regidao vulvar, com espera de 15'. Definidos os pontos “quentes” com o probe, por
incisdes inguinais abordou-se o linfonodo, avaliando-se com o probe o linfonodo
sentinela in-vivo e ex-vivo, anotando-se o0s valores; registrados os linfonodos
corados e ndo corados com azul patente; comparados os dois métodos. Em 88%
dos linfonodos houve presenca da lateralidade, tal diferenca foi significante (y2 =
28.88 e p<0,0001). Nao houve diferenca significante (p>0,05) entre os lados direito e
esquerdo, quanto a intercessao dos dois métodos. Os niveis de radiacao detectados
foram idénticos em ambos os lados (p>0,05), também né&o foi verificada diferenca
significante (p>0,05) em ambos os lados, nas contagens in vivo e ex vivo, € no
namero de linfonodo corado com azul patente. O modelo experimental apresentado
foi capaz de definir o linfonodo sentinela utilizando o Azul Patente e Tecnécio(**™Tc).
A identificacdo do linfonodo sentinela é exequivel com Azul Patente no mapeamento
da cadeia linfatica; o mapeamento linfatico com Tecnécio(**"Tc), permite identificar
com detalhes o sistema de drenagem linfatica; ndo houve diferenca significante
entre os dois métodos (p=1,0), Azul Patente e Tecnécio(**"Tc).

Palavras-chave: Cadela. Linfonodo Sentinela. Azul Patente, Tecnécio.



DEVELOPMENT OF AN EXPERIMENTAL MODEL FOR STUDING THE SENTINEL
LYMPH NODE ON DOG SFEMALE VULVA

ABSTRACT

Vulvar cancer responds almost to 1% of all malignant tumors of women, and also
from 3 to 5% of female genital tumors. Most cases are curable when an early
diagnose is done. The radical treatment includes removing the inguinal lymph nodes
in both sides on the majority of the cases. Almost 30% of operable patients have it
disseminated in lymph nodes. The other 70% of the patients will be unnecessarily
mutilated. The possibility of applying the concepts of sentinel lymph node to maintain
the vulva regional lymph nodes is not of general consensus yet. The experimental
model of evaluation of sentinel lymph node in the vulva of dog females is an
important step on knowing the characteristic of lymphatic drainage in humans. This
experimental study, in canine model, has as the main objective to define an
experimental model for searching the sentinel lymph node on the vulva of this animal
using blue dye(azul patente) and Technetium phylate. Evaluate blue dye (azul
patente) and Technetium phylate as the markers of sentinel lymph node on dog
female y. Compare the two methods by both techniques. The procedures were
applied in 25 adult, healthy and weighing between 10 and 12 kg dog females.
Injection of Technetium (5uCi) in vulvae region and a waiting time of 30 minutes.
Search with the probe the drainage vulvae regions, an injection of 0,5 ml of dye blue
in vulvae region waiting for 15 minutes. The “hot” points were defined with the probe,
them iguinal incisions to the lymph nodes, evaluating the sentinel lymph node in-vivo
and ex-vivo, taking note of the values. Registered the colored and not colored lymph
nodes with blue dye and comparing both methods. It was observed that 88% of
sentinel lymph node were present considering the side and there was a significant
difference (x2 28.88 p<0,0001). It was not observed any significant difference
(p>0,05) comparing right or left sides according to the intersection of booth methods
, the level of detected radiation were the same in booth sides (p>0,05), there was
also not significant difference on booth sides (p>0,05) counting in-vivo and e ex-vivo,
and the numbers of lymph nodes colored in blue dye. The experimental model
adopted in the sentinel lymph node in the dog's female vulvae is feasible, making it
advantageous when combined Dye Blue and Technetium (99mTc). The identification
of the sentinel lymph node is feasible mapping with Patent Blue in the vulvae of the
dog’s female; the lymphatic mapping with technetium (99mTc), identifies in detail the
lymphatic drainage system.

There was no significant difference between the methods (p=1, 0), Blue Dye.
Technetium (**"Tc).

Keywords: Dog Females. Sentinel lymph node. Blue Dye. Technetium.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O cancer de vulva corresponde a menos de 1% das neoplasias malignas
da mulher e a 3% a 5% dos tumores genitais femininos (COLEMAN; SANTOSO;
2000; VERDIANI; JULIATO; DERCHAIN, 1997). No entanto, 0s servicos capazes de
compilar nUmero substancial de casos, tornam o seu estudo, tratamento e evolucéo
tarefas dificeis. A pequena casuistica também faz com que a capacitacdo de
pessoal, para lidar com esta neoplasia seja exigua e restrita a centros de oncologia
ginecolodgica de grande porte. No caso de sobrevida, esta é dependente do estado
patolégico dos linfonodos da regido inguinal.

O céancer de vulva possui alta taxa de curabilidade, quando diagnosticado
em estado inicial. O principal fator de prognéstico é o status linfonodal, que vai
influenciar significativamente na sobrevida das pacientes (HOMESLEY et al., 1991).
O diagndstico, na fase inicial, entretanto, ocorre em um percentual muito baixo das
mulheres acometidas, pois, em geral elas buscam os servicos médicos tardiamente
e os profissionais demoram em realizar os digndsticos (DISAIA et al., 1989). Sobre a
auséncia de comprometimento e lesbes ndo maiores que 2 cm estas tiveram uma
sobrevida de 5 anos de 98%, enquanto as que apresentavam qualquer tamanho, e
com 3 ou mais linfonodos unilaterais ou 2 ou mais bilaterais, tiveram uma taxa de
sobrevida de 5 anos de 29%.

Green (1978), assinalava uma elevacdo de 8% do céncer de vulva e
atribuia esse fato ao aumento da expectativa de vida da mulher. Na literatura, sua
incidéncia varia entre 1 a 3 por 100.000 mulheres (DISAIA et al., 1993; RHODES,
1998).

Pesquisas realizadas nos Estados Unidos chegaram as seguintes
estimativas: 3,9 mil mulheres tinham diagnostico e provavelmente 920 morreriam de
cancer em 2010. Entre 2003-2007, a idade mediana ao diagndstico de cancer da
vulva foi de 68 anos de idade, aproximadamente 0,2% foram diagnosticadas com
idade inferior a 20 anos; 2,2% entre 20 e 34 anos; 8,0% entre 35 e 44 anos; 16,2%
entre 45 e 54 anos; 17,8% entre 55 e 64 anos; 17,4% entre 65 e 74 anos; 24,0%
entre 75 e 84 anos; 14,3% entre 85 anos. A taxa de mortalidade, ajustada pela
idade, foi de 0,5 por 100.000 mulheres, por ano. Estes indices sdo baseados em

pacientes que morreram no periodo de 2003-2007 no EUA, de acordo com o
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Instituto Nacional do Céancer (NCI); Sistema Eletronico de Editacdo de Revista
(SEER); (STINCHCOMB, 2010).

Os tipos histologicos dos tumores da vulva estdo reunidos em quatro
grupos: tumores de origem epitelial, carcinomas que constituem mais de 90% de
todos os tumores malignos da vulva; tumores de origem conjuntiva, sarcomas,
tumores mistos, extremamente raros e tumores metastaticos, que podem se originar
em varias partes do corpo, sendo que as mais encontradas sdo as do colo uterino,
vagina, endométrio, melanomas da pele e coriocarcinomas (CALANDRA;
SARMATINO, 1959). O melanoma de vulva aparece em cerca de 3% a 10% dos
tumores malignos da vulva e sua ocorréncia € maior em mulheres brancas, na quinta
década, podendo crescer em areas previamente pigmentadas ou ndo. No caso do
melanoma ele é o segundo tipo mais comum de cancer vulvar, sendo geralmente
encontrado nos pequenos labios ou no clitéris.

Outro estudo multicéntrico seguido prospectivamente com pacientes
acometidas de carcinomas epidermdide de vulva foi distribuido em 4 estadios. No
estadios | 30%, Il 30%, Ill 28% e IV 10%. Aquelas que ndo foram tratadas
inicialmente por cirurgias, observou-se que a probabilidade de recorréncia tumoral foi
maior nos estadios Ill e IV (45% e 44%, respectivamente) em detrimento dos
estadios menos avancado (HOPKINS et al., 1990).

Em estudo retrospectivo com mulheres na faixa etaria média de 72 anos,
acometidas de carcinoma epidermdide de vulva, distribuidas de acordo com o
estadiamento da Federacgdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) em IA
12%, IB 27%, Il 34%, 11l 18%, IVA 9%, mas tratadas inicialmente por excisdo ampla
da lesdo com margem de 1,0 cm, a taxa de recorréncia da doenca permaneceu em
torno de 35%, o que demonstra concordancia com os dados da literatura, onde se
observa variacdo de 15 a 35% (PODRATZ et al., 1982; WOOLDERINK et al., 2006).

O nivel da invasdo e a espessura do tumor, convém ressaltar, sao
elementos essenciais para se determinar a evolugdo do melanoma. De igual modo a
biopsia e a avaliacdo dos niveis de Clark, Breslow, confirmam o diagnéstico. Apos a
confirmacéo histopatolégica da neoplasia deve-se estadiar o tumor de acordo com a
FIGO que adota como critérios o tamanho do tumor, invasdo das estruturas
perineais, comprometimento linfonodal e metastase a distancia (TNM) (PECORELLI,
2009). O progndstico do melanoma de vulva é geralmente ruim, porém, CHUNG et

al. (1975) referiram sobrevida a cinco anos de 100% no nivel Il, 40% no nivel 11l e
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20% no nivel IV. Atualmente, o estadiamento dos tumores malignos da vulva é
baseado mais na cirurgia do que nos aspectos clinicos.

A forma invasora da doenca costuma ocorrer em mulheres apds a
menopausa, com idade acima de 50 anos, sendo que 50% se apresentam com 70
anos ou mais, no momento do diagndstico (CANAVAN e COHEN, 2002). Entretanto,
essa neoplasia pode acometer pacientes mais jovens, sendo descritas séries com
12% a 15% dos casos antes dos 45 anos (DISAIA et al., 1989). A disseminacdo da
neoplasia invasora pode ocorrer nos tecidos adjacentes ao tumor primario, por
embolizacao para linfonodos regionais, usualmente inguinais superficiais, profundos,
eventualmente pélvicos e raramente pela via hematoldgica, atingindo pulmdes,
figado e ossos (COLEMAN; SANTOSO, 2000; DE HULLU et. al., 2002).

1.1 Fatores de risco e vias patogenéticas para o carcinoma vulvar

O risco de desenvolvimento do cancer vulvar relaciona-se aos aspectos
comportamentais, reprodutivos, hormonais e genéticos. Fatores que aumentam este
risco incluem outros carcinomas genitais, doencas inflamatérias cronicas vulvares,
fumo, verrugas genitais e carcinomas vulvares incipientes, atualmente denominadas
neoplasias intraepiteliais vulvares (NIV) (CRAMER et al., 1978; GOSLING et. al.,
1961; HENSON et al., 1990; PETERS et al., 1984; SEPPANEN et al., 2000; ZAINO
et al., 1987). Dados obtidos durante os ultimos vinte anos corroboram o conceito de
que o carcinoma escamoso da vulva, ao contrario do cervical, origina-se a partir de
pelo menos duas vias patogénicas (CRUM, 1992), uma consiste na infeccédo pelo
papilomavirus humano, originando uma lesdo precursora do carcinoma vulvar, a
neoplasia intraepitelial vulvar, que em uma propor¢cao de mulheres progride para o
carcinoma invasivo. Na segunda os fatores de risco associados com 0 processo
carcinogénico neste grupo incluem fatores imunoldgicos, idade e consumo de
cigarros. Nitrosaminas especificas foram identificadas no muco do trato genital
feminino ha décadas. O outro caminho é menos conhecido, mas provavelmente
requer o desenvolvimento de alteracdes em genes do hospedeiro, que se acumulam
no epitélio escamoso vulvar. Nestes cenarios estdo as doencas inflamatoérias
vulvares como o liquen escleroso ou a hiperplasia epitelial, processo de
envelhecimento e desenvolvimento de atipia citoldégica. Aproximadamente 30% dos

carcinomas vulvares estdo associados ao papilomavirus humano e as formas
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cldssicas de neoplasia intraepitelial vulvar. Outro terco de carcinomas vulvares
desenvolve-se na auséncia de lesbes precursoras aparentes (LEIBOWITCH et al.,
1990).

O papilomavirus (HPV) é considerado atualmente como um dos principais
fatores de risco. As verrugas vulvares, conhecidas desde a antiguidade, chamadas
de condiloma acuminado, cuja incidéncia vem aumentando rapidamente, sao
originadas pelo HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35. O HPV 6 e 11 séo considerados de
baixo grau ou ndo oncogénicos e responsaveis por minima transformacdo maligna,
ja os demais HPV’s citados, e principalmente o 16 e 18 sdo considerados de alto
grau ou oncogénicos e responsaveis pela maioria das transformacfes malignas na
vulva (ELCHALAL et al., 1995).

1.2 Tratamento cirargico do cancer na vulva

O tratamento do cancer da vulva é essencialmente cirirgico. Segundo Di
Saia; Creasman, (1989), no inicio do século as mulheres eram submetidas apenas a
ressecc¢ao local. Taussing (1958), Way (1978) e Green (1978) foram responsaveis
pela divulgacdo das técnicas cirirgicas em monobloco, com retirada da vulva com
amplas margens cirdrgicas além do tumor e das regifes inguinais, utilizando inciséo
Gnica, com melhora de sobrevida de 20% para 80%.

Hoje, alguns autores contestam a necessidade da resseccdo de toda a
vulva e regides inguinais (COLEMAN; SANTOSO, 2000; DISAIA; CREASMAN,
1989; MICHELETTI et al., 2002; DE HULLU; VAN DER ZEE, 2003). Assim, outros
autores tentam descrever técnicas menos agressivas para a realizacédo da disseccao
linfonodal; Micheletti et al. (2002) recomendaram nédo estender a ressecc¢ao lateral
além da espinha iliaca anterior superior. Rouzier et al. (2003) sugeriram a
preservacao da fascia lata e veia safena, enquanto De Hullu; Van Der Zee (2003)
advogam pela retirada e congelacdo do linfonodo sentinela como técnica promissora
de estadiamento.

O tratamento padrao instituido para o cancer de vulva, em estadio inicial,
€ 0 cirurgico, constituido por excisdo radical do tumor associado a linfadenectomia
inguinofemoral (PODRATZ et al.,, 1983). Tal abordagem, apesar de se encontrar
relacionada a significativa morbidade, demonstra bons resultados em termos de

recorréncia inguinal (as taxas de recorréncia podem variar de 1% a 10%) (HACKER
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et al.,, 1981; DE HULLU et al., 2002). Entretanto, somente um pequeno namero de
pacientes se beneficiara com a realizacdo da linfadenectomia inguinofemoral, uma
vez que apenas 25% a 35% apresentardo metastases para linfonodos (KATZ et al.,
2003; BELL et al., 2000). Desta maneira, mais de 75% das pacientes estardo sendo
desnecessariamente submetidas a procedimentos correlacionados a significativa
morbidade, tais como linfedema de membros inferiores, infecgdo e erisipela
(ROUZIER et al., 2003). Por conseguinte, técnicas nao invasivas ou minimamente
invasivas sdo desejaveis, com o intuito de acessar a possibilidade de metastases
para linfonodos.

Revisando os diferentes aspectos do procedimento do linfonodo sentinela
em cancer vulvar inicial, constataram que o tratamento padrdo deve considerar a
realizacdo de uma ampla excisdo local do tumor priméario e linfadenectomia
inguinofemoral, uma vez que a morbidade do tratamento é alta. Assim o
procedimento do linfonodo sentinela favorece uma técnica para determinar o estado
dos linfonodos regionais, com menor morbidade relacionada ao tratamento.
Recentemente, um grande estudo multicéntrico observacional forneceu evidéncias
indicando que, parece seguro omitir a linfadenectomia inguinofemoral, no caso de
linfonodo sentinela negativo. Esta revisédo foca os diferentes aspectos do linfonodo
sentinela em cancer vulvar Oonk et al. (2010).

Na atualidade o tratamento preferencial da lesdo primaria ndo € mais a
vulvectomia radical classica e sim a cirurgia por duas ou trés incisdes (resseccao do
tumor primario com vulvectomia ou resseccao ampla associada a linfadenectomia
realizada por outras incisdes inguinais), pois apresenta menor morbidade da
deiscéncia inguinal e melhor efeito estético e funcional. A vulvectomia radical (“asa
de borboleta” e “long horn”) é baseada em principios “Halstedianos” e tem altos
indices de complicacbes (deiscéncia 50%, linfedema de 15%). Mas as pacientes
submetidas a linfadenectomia inguinofemoral apresentam maior intervalo livre de
doenca e sobrevida. A pesquisa do linfonodo sentinela pela associacdo do Azul
Patente e Tecnécio(**"Tc), tem sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 98 a
100%, com grande acuracia como metddo de avaliacdo do estado linfonodal da
respectiva cadeia, nos estadios Ec Ib e I, cujas lesdes unifocais sdo menores que 4
cm. (Manual de condutas do Hospital A. C. Camargo, Departamento de Ginecologia,
2010).

Para Woelber et al. (2011) a cirurgia do tumor primario e inguinal



20

permanece sendo a pedra angular do tratamento do céancer vulvar, com uma forte
tendéncia para uma abordagem menos radical na doengca em estagio inicial. A
vulvectomia completa foi substituida por exciséo local radical com reconstrucéo e a
técnica do linfonodo sentinela foi implementada, para evitar morbidade da disseccéo
inguinal completa, em pacientes com linfonodos negativos. As pacientes que
apresentavam doenca avangada, por enquanto as decisdes de tratamento ainda séo
um desafio. Critérios ndo estdo totalmente estabelecidos quanto a indicacdo e
realizacdo de quimoterapia, radioterapia, e ainda variam em diferentes paises, e
instituicdes, devido ao baixo nivel de evidéncia. Estudos clinicos realizados por
varios grupos de estudos em nivel internacional sdo urgentemente necessarios, para

melhorar ainda mais a terapia.

1.3 Linfadenectomia inguinal e viabilidade

Douay-Hauser et al. (2008) avaliaram e revisaram a literatura, que trata da
viabilidade e morbidade da biépsia do linfonodo sentinela em cancer de vulva. A
linfadenectomia inguinal superficial e profunda do cancer vulvar é hoje reconhecida e
a topografia do tumor vulvar ird determinar a necessidade de linfadenectomia
unilateral ou bilateral, nos estadios T1-T2. Se o tumor € lateral de 1cm da linha
média uma exploracao unilateral é suficiente, pois os tumores tém um lado ipsilateral
de drenagem (DE HULLU, 2006). Assim, com o seguimento médio de 5 anos em 84
pacientes com tumores laterais T1-T2 (ANDREWS et al., 1994), ndo encontraram
metastases contralateral em pacientes que se submeteram a linfadenectomia
inguinal bilateral e nenhum caso de recidiva de linfonodo contraleteral em 28
pacientes que se submeteram a linfadenectomia unilateral. No estudo de Van Der
Velden, (1996) apenas 3,9% das pacientes tiveram uma metastase contralateral. No
subgrupo de pacientes com lesées menores de 2 cm a porcentagem de metastases
contralateral foi de 0,19%, j4 no estudo prospectivo de Stehman et al. (1992) a taxa
subiu para 2,8%. Complica¢cbes da linfadenectomia inguinal foram, no seu inicio,
reduzidas significativamente desde o abandono da técnica cirdrgica em monobloco,
sendo substituida por incisbes separadas para a vulvectomia.

Convém ressaltar que complicagbes da linfadenectomia inguinal séo
comuns, e muitas vezes até incapacitantes (DE HULLU, 2006; ANSINK et al., 1999;
GOULD et al., 2001).
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Para reduzir a morbidade da linfadenectomia alguns autores, como Di
Saia et al. (1989) propbem reduzir a extensdo da dissec¢ao, sugerindo limitar a
disseccédo dos linfonodos inguinais superficiais, enquanto que os linfonodos femorais
nao seriam alcancados se os linfonodos superficiais estivessem livres. Kirby et al.
(2005) encontraram uma taxa de recorréncia de 4,6% inguinal e vulvares de 17%
para disseccao superficial, mas com diminui¢éo de linfedemas em 50%.

1.4 Indicacbes de biopsia de linfonodo sentinela em cancer vulvar

De Hullu e Van Der Zee, (2006) sugerem quatro critérios de elegibilidade
para pesquisa do linfonodo sentinela: Carcinoma de células escamosas; T1B menor
gue 4cm (a fim de alcancar uma injecao peritumoral); ndo fixacdo dos linfonodos na
regido inguinal, este tipo de linfonodo pode, muitas vezes, ndo absorver o Tecnécio
ou aumentar o risco de resultado falso negativo, que é o principal fator limitante na
difusdo desta técnica na rotina do cancer vulvar. Critérios radiol6gicos: auséncia de
linfadenopatia inguinal na tomografia computadorizada ou ressonancia magnética
antes da cirurgia.

Ha autores que simplesmente restringem o processo do linfonodo
sentinela predominantemente nos estadgios T1 e T2 (LEVENBACK et al., 1994,
SLIUTZ et al.,, 2002; DECESARE et al.,, 1997; CARCOPINO et al.,, 2005). No
entanto, alguns deles tém aplicado este procedimento para estagios mais
avancados. No estudo realizado por Moore et al. (2003), nove de vinte e um
pacientes foram classificadas T3—T4 e Carcopino et al. (2005) apresentam uma série

em que mais de 53% pacientes apresentaram estagio T3.

1.5 Disseminagéo linfatica do carcinoma da vulva humama

O conhecimento da drenagem linfatica desse 6rgao é fundamental para
se compreender o tipo de cirurgia adequada para cada caso, uma vez que a vulva
tem caracteristicas de drenagem linfatica peculiares. Diversos autores estudaram
essas peculiaridades e encontraram um emaranhado de canais de drenagem
linfatica que cruzam a linha média, passando pelo monte de Vénus e flrcula vaginal,
atingindo linfonodos inguinofemorais superficiais, profundos e pélvicos (DISAIA,
CREASMAN., 1993; MONAGHAN, 1990; TAUSSIG, 1958; WAY, 1978). Portanto,
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um tumor localizado na pele da vulva pode atingir qualquer um dos pontos de
drenagem linfatica citados anteriormente. A compreensdo destes caminhos é de
capital importancia para o planejamento cirargico.

Segundo Hacker et al. (1998) o cancer vulvar dissemina-se pelas
seguintes rotas:

1. Extensao direta, envolvendo estruturas adjacentes, como vagina, uretra

e anus;

2. Embolizacéo linfatica para os nodulos linfaticos;

3. Disseminacao hematogénica distante como pulmao, figado e 0ssos.

Metastases linfaticas podem ocorrer de forma precoce, mas no processo
inicial a disseminacéo é frequente para os nodulos inguinais, que estédo localizados
entre a Fascia de Camper e Fascia Lata, da regidao inguinal para os nédulos femurais
que seguem ao longo dos vasos femurais. O nddulo de Cloquet, situado abaixo do
ligamento inguinal € o mais préximo do grupo femural. Metéstases para 0os nddulos
femurais, sem envolvimento dos nédulos inguinais também tém sido descritos
(ANEXO A).

Da regido inguino-femural, o cancer dissemina-se para 0s nodulos da
pelve, particularmente o grupo iliaco-external. Estudos descrevem uma
disseminacédo direta do clitoris e da glandula de Bartholin para os nddulos pélvicos,
rotas que estdo sendo clinicamente significantes.

Metastases dos nodulos pélvicos ocorrem em 9% dos casos, 20% das
pacientes com nédulos positivos da virilha, tem também ndédulos positivos na pelve.
Com relacdo a metastase hematogénica, ela ocorre tardiamente, no curso do cancer
vulvar.

De forma pratica, para o planejamento cirdrgico a vulva é dividida em
regiao central e lateral. A regido central consiste em: clitoris, ligamento suspensor do
clitoris, introito vaginal e farcula vaginal. A regido lateral em: pequenos e grandes
labios. Em se tratando de tumores localizados na regido central eles podem drenar
para regido inguinal bilateralmente, enquanto que os laterais, drenam
preferencialmente, para o lado onde esta localizado o tumor. Nesse caso,
dificilmente os linfonodos inguinofemurais estardo comprometidos no lado
contralateral ao tumor sem que o lado ipsilateral esteja comprometido. Diversos
autores confirmaram esses dados, avaliando pacientes com tumores T1 e T2. Ja os

tumores localizados no clitéris ou furcula vaginal podem drenar para a regiao pélvica,
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sem antes passar pela regido inguinal. Isso gera um problema, quanto a realizacao
ou ndo de se fazer linfadenectomia pélvica quando os tumores estao localizados
nessa regido. Porém, dificimente sdo encontrados linfonodos pélvicos
comprometidos, sem que linfonodos inguinais sejam positivos para carcinoma
(MONAGHAN, 1990).

O céncer de vulva pode se disseminar a partir do sitio inicial por meio da
invasao local de tecido adjacente ao tumor primario, por meio da embolizacdo para
linfonodos regionais, usualmente inguinais superficiais e profundos e eventualmente
pélvicos e por via hematogénica, muito raramente, atingindo pulmdes, figado e
0ssos (DISAIA, 1989). A mais importante via de disseminacéo é a linfatica, realizada
por meio da embolizacédo, sendo portanto fundamental o estudo histopatolégico dos
linfonodos regionais nos casos de tumores invasores. (ONNIS et al., 1992; ROSE,
1999). A regido vulvar apresenta-se como principal local de recorréncia para o
cancer de vulva, apesar das recorréncias inguinais se apresentarem mais
precocemente e com pior prognostico, quando comparadas as primeiras (HOPKINS
et al., 1990).

Metastases linfaticas sempre foram foco de interesse para os cirurgides,
pois sdo uma das rotas, em primeiro lugar, de propagacdo de muitos tumores e,
porque mostram o nivel de propagacao. A condicdo das rotas linfaticas tem vital
importancia para o planejamento e a gestdo de tratamento de muitos canceres
(AYHAN et al., 2008).

A disseminacdo linfatica para a regido inguinal é frequentemente
acometida em 10-26% das pacientes com carcinoma confinado a vulva. Entretanto,
a avaliacdo clinica e métodos de imagem para pesquisa de comprometimento
linfonodal apresentam baixo valor preditivo; somando-se ao fato de que a
linfadenectomia € acompanhada de altos indices de morbidade e que mais de 70%
das pacientes com estadio | séo submetidas desnecessariamente ao procedimento.
Desse modo, tem-se consolidado o emprego do linfonodo sentinela, determinando
com acurécia o estado linfonodal e triando as pacientes que devam ser submetidas
a linfadenectomia, diminuindo a morbidade do tratamento do cancer da vulva. Puig-
Tintoré et al. (2003), relatando a experiéncia da Universidade de Barcelona com uso
do linfonodo sentinela em 26 pacientes portadoras de carcinoma vulvar relatam 30%
de metéstase linfonodal, obtendo valor preditivo negativo de 100%.
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1.6 Drenagem linfatica da vulva da cadela

Os linfonodos inguinais superficiais na cadela sdo chamados linfonodos
mamarios por drenar a area dos pares mamarios caudais (ANEXO B). Eles estéao
localizados aproximadamente 3 a 4 cm cranialmente ao 0sso pubico na face
dorsolateral das glandulas mamarias. Geralmente ha dois linfonodos presentes,
embora algumas vezes trés ou quatro possam ser localizados, pois seus tamanhos
variam de 0,5 a 2 cm. Os vasos linfaticos aferentes da pele e tecido conjuntivo
subcutaneo das éareas abdominal e pélvica e membro posterior correspondem
aqueles descritos para o macho. Na fémea, entretanto, os vasos linfaticos séo
também da vulva, do clitéris e das ultimas (caudais) trés (até cinco) glandulas
mamarias. Eferentes seguem o0s vasos pudendos externos e terminam nos
linfonodos iliacos mediais. (GETTY, 1975).

1.7 Linfonodo sentinela

O primeiro registro que descreve a existéncia dos linfaticos é de Bartholin
em 1653. Posteriormente, muitos outros investigadores tentaram elucidar o
complexo sistema linfatico. Virchow (apud HASLTED, 1894), no século XIX, formulou
a teoria de que os linfonodos funcionam como filtro das particulas solidas presentes
na linfa. Esse importante conceito levantou a possibilidade de que um céancer
poderia ser tratado em seu estado inicial e fez com que Haslted (1894), no final do
século XIX, planejasse a mastectomia radical.

Contudo, o modelo de Haslted, ou seja, o tratamento cirlrgico radical em
bloco, como principio fundamental do tratamento oncolégico, perdeu for¢ca, em 1960,
guando foi reintroduzida a teoria sistémica. O envolvimento linfonodal tornava a ser
encarado como um fator prognostico para doencgas sistémicas, e ndo mais como um
fator terapéutico (HELLMAN, 1994).

Filogeneticamente, o0s vasos linfaticos sao veias modificadas.
Histologicamente, os capilares linfaticos s&o altamente permeaveis as
macromoléculas. A principal funcdo dos vasos linfaticos parece ser a remocao
destas macromoléculas. Os linfaticos maiores possuem paredes com musculo liso e
vélvulas endoteliais que permitem que o fluxo siga somente em uma direcdo central.

Os linfonodos estéo interpostos no trajeto dos vasos linfaticos maiores e exercem
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uma funcao filtrativa, fagocitica e imunologica. O fluxo linfatico total que penetra nas
veias subclavias dos humanos, diariamente € de 2 a 4 litros e contém 75 a 200g de
proteina. A obstrucéo venosa, a vasodilatacdo, o exercicio muscular e 0 aumento da
permeabilidade capilar, todos esses fatores colaboraram com a taxa de fluxo linfatico
(GOLDSTONE, 1991).

Os capilares linfaticos formam um plexo superficial na superficie da
derme, na sua porcdo profunda. E, nas extremidades, um plexo subfascial dentro
dos compartimentos musculares. Normalmente, o liquido tissular coletado pelos
linfaticos da derme drenam para os linfaticos subcutaneos que acompanham as
veias superficiais e drenam para o interior dos ganglios linfaticos regionais. Os
maiores canais linfaticos tendem a acompanhar os maiores vasos sanguineos.
Assim como as veias, a contracdo ativa ou passiva dos musculos esqueléticos
exerce um importante papel no movimento da linfa, e as valvulas linfaticas
determinam a dire¢éao do fluxo (GOLDSTONE, 1991).

A primeira descricdo do linfonodo sentinela foi publicada por Gould em
1960. Em seu artigo relatava a descoberta de um nddulo de aparéncia normal
visualizada na juncao das fascias posterior e anterior de uma veia, na realizacéo de
uma paratireoidectomia em 1951 (WINSHIPT et al., 1960). Esse nédulo foi enviado
para exame histoldégico de congelacéo, sendo descrito como “linfonodo com tumor
metastatico”. Isso fez com que a equipe cirurgica procedesse a disseccao cervical
radical nesses tipos de cirurgia.

Fisher e Fisher (1967), demonstraram que apenas 40% das células
carcinomatosas marcadas eram retidas pelos linfonodos das cobaias, sendo que o
restante acabava passando para a circulacdo sistémica. Esse fato foi explicado pela
presenca de uma comunicagdo entre a circulacdo linfatica e a venosa, apesar de
ainda ser controversa. A ineficacia da barreira linfonodal parece néo ser concordante
com o fato de que, quando se comparam pacientes com linfonodos regionais
positivos com outros com linfonodos negativos, o progndstico no primeiro grupo é
muito pior. Para explicar isso, acredita-se que as células que atravessam 0s
linfonodos sejam mais facilmente destruidas, enquanto aquelas que permanecem
nos linfonodos tém um maior potencial em formar um novo tumor.

Morton et al. (1992) utilizaram um corante vital para identificar o trajeto
linfatico cujo estudo anatomopatologico era feito por congelacdo. A essa técnica

foram sendo acrescentados refinamentos, tais como a aplicacdo da linfocintilografia
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preoperatoria, a aplicagdo do gamma-probe manual para aumentar a exatiddo na
identificacdo do linfonodo sentinela, marcado por cintilografia e a adequada anélise
anatomo-patolégica do mesmo — com cortes semi-seriados a hematoxilina-eosina —
e a complementacdo com técnicas imuno-histoquimicas, tais como S-100 e HMB-45,
quando necessarias. Como toda técnica inovadora, é necessario cautela na sua
conducédo e aplicabilidade, pois seu uso inadequado podera levar a insucessos —
tanto pelo aspecto falso negativo como pelo falso positivo.

O mapeamento dos linfonodos foi observado, de maneira fortuita, pela
primeira vez, durante uma cirurgia feita por Braithwaite (apud KRAG, 1998). Este
cirurgido, ao operar um paciente com apendicite aguda, encontrou os linfonodos
ileo-cecais escurecidos e o0s canais linfaticos, provenientes destes, corados da
mesma forma, permitindo a visualizacdo direta da drenagem linfatica, que se direcio-
nava ao duodeno e a artéria mesentérica superior, até os linfonodos da grande
curvatura do estbmago e préximos ao piloro que também se encontravam
escurecidos. Sua concluséo foi que o quadro infeccioso deveria seguir esta mesma
trajetéria tracada pelos canais linfaticos. Durante muitos anos, estimulado por estas
observacgBes preliminares, estudou a anatomia e a fisiologia da drenagem linfatica.
Injetou corante vital em gatos e, posteriormente, em seres humanos demonstrando,
assim, os varios caminhos da circulacao linfatica. Definiu os linfonodos, no seu sitio
de drenagem, como “glandulas sentinelas”.

Krag (1998) pesquisou, na década de 30, a anatomia e a fisiologia do
sistema linfatico, utilizando a linfografia indireta através da injecéo de diéxido de torio
coloidal em espécimes cirurgicos frescos. Entre os resultados dos seus diversos
estudos, particularmente relevantes para o conceito do linfonodo sentinela, foi
observado que alguns linfonodos focais poderiam ser os primeiros e mais frequentes
sitios de comprometimento linfonodal por metastases. Nas décadas de 50 e 60,
diversos estudos linfaticos foram realizados em animais e em seres humanos, com a
aplicacao de corantes vitais e linfografias, isolados ou em combinagéo, em tumores
gastrointestinais, pulmao, testiculo, pénis e mama. Os seus resultados levaram a
conclusdes semelhantes de que a drenagem linfatica tumoral se dirigia para um
limitado namero de linfonodos especificos, denominados primarios ou secundarios,
conforme a relacdo de proximidade com os tumores. Houve um reconhecimento
também da existéncia de varia¢gfes individuais nesta circulacdo, que poderiam ter

implicacdes praticas importantes na cirurgia oncologica, ja que estas deveriam ser



27

bem evidenciadas e ressecadas na sua totalidade, na tentativa de diminuirem as
recorréncias locais.

O valor prognostico do estudo do linfonodo sentinela é ressaltado por
Leong (1998); Ross (1997); Gershenwald et. al. (1999). Em analise multivariada, o
linfonodo sentinela foi considerado o mais importante fator progndéstico,
influenciando a sobrevida livre de doenca em portadores de melanoma estadios | e |l
com acompanhamento médio de 20 meses e taxa de falso negativo menor que um
por cento. O mapeamento linfatico e a bidpsia de linfonodo sentinela sdo de alta
eficiéncia para estadiar bases linfonodais de risco para metastases regionais e para
identificar aqueles que podem beneficiar-se de linfadenectomia precoce. O estudo
anatomo-patoldgico do linfonodo sentinela em pacientes com linfonodo clinicamente
negativo € o fator prognéstico mais importante em relacdo a recorréncia e é tido
como critério para a selecdo de pacientes para tratamento adjuvante, conforme
Gershenwald et al. (1999).

Oliveira Filho et al. (2000) concluiram que a experiéncia corrobora o0s
dados da literatura que informa ser a bidpsia de linfonodo sentinela uma técnica
reprodutivel, e os resultados de encontro do linfonodo sentinela e de falso-negativo
estdo dentro do esperado, porém € preciso destacar que se trata de procedimento
de natureza ainda investigativa. Os resultados a longo prazo, comparando a
interferéncia desse procedimento na recorréncia e sobrevida dos pacientes, nao
eram totalmente conhecidos.

Conceitua-se linfonodo sentinela aquele situado em uma cadeia linfatica
por onde é inicialmente drenado a linfa a partir do sitio anatdmico primario. Supde-se
gue esse linfonodo seja o primeiro a ser envolvido por metastases do tumor,
admitindo-se que a disseminagdo das células tumorais, por intermédio dos
linfonodos, ocorra de modo regular e progressivo; isto €, inicia-se nos linfonodos do
primeiro nivel, estendendo-se em direcdo aos niveis subsequentes, sendo raro o
salto de nivel (skip), que corresponde, segundo as casuisticas, a 2% dos casos
(ZERWES, 2000). Apresentando a propriedade de predizer a situacao do restante da
cadeia linfatica responsavel pela drenagem do tecido ou érgdo acometido, ou seja,
caso o linfonodo sentinela ndo apresente células malignas, a chance do restante da
cadeia linfatica estar comprometida é quase nula, ndo sendo mais necessarias
cirurgias de esvaziamento linfonodal, minimizando os riscos e complicacdes

inerentes a maior complexidade do procedimento. Na situacdo inversa, caso 0
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primeiro linfonodo esteja comprometido por células cancerosas, a probabilidade do
restante dos linfonodos estarem acometidos € significativa, devendo-se entdo
proceder a uma cirurgia de esvaziamento linfodonal, e, na maioria das vezes,
tratamento sistémico.

Para Kanishka Karunaratne (2011) o linfonodo sentinela é atualmente a
ferramenta de diagndstico promissor para avaliagdo do estado linfonodal inguinal em
cancer de vulva, e o radiomarcador coléide, em conjunto com corante, € usado para
detectacdo do linfonodo sentinela. O objetivo da bidpsia do Linfonodo Sentinela é
estabelecer a presenca de metdstase inguinal, reduzindo a necessidade de
linfadenectomia radical. The Sentinel Internacional Sociedade tem recomendado
biépsia do linfonodo sentinela em apenas pacientes com tumores menores do que 4
cm, pois a bidpsia do linfonodo sentinela deve ser adequadamente validada em
ensaios clinicos prospectivos. O resultado do estudo do Grupo de Oncologia
Ginecoldgica (GOG - 173), que estuda o mapeamento linfatico intraoperatério em
pacientes com carcinoma de células escamosas invasivo em cancer de vulva, trara

informacdes mais condizentes.

1.8 Biopsia do linfonodo sentinela

A biépsia do primeiro linfonodo proveniente do tumor priméario, como
método diagndstico de auxilio na decisdo intraoperatdria para prosseguimento do
esvaziamento linfatico radical em cirurgia oncoldgica foi aplicada, pela primeira vez,
no Washington Hospital Center, por Gould et al. (1960). Estes autores propuseram a
excisdo de rotina deste linfonodo, j& denominado por eles como sentinela, durante a
parotidectomia total para tratamento do tumor misto, recorrente de parétida. Em
seguida, definiram o local deste linfonodo na juncdo da veia facial anterior e
posterior. O exame anatomopatologico de congelacao serviria como parametro para
decidir, durante 0 mesmo ato cirargico.

Cabanas (1977) em seu trabalho envolveu 250 linfografias, realizadas
entre 1965 e 1968, com varios tipos de tumores, incluindo os de pénis, testiculo,
mama, melanoma, anus, reto e linfomas. Entretanto, foi principalmente nos casos de
cancer de pénis, onde observou que, quando o contraste era injetado no dorso do
pénis, opacificava uma cadeia limitada de linfonodos, localizada superficialmente na

regido inguinal. Representou, dessa forma, a evidéncia de um centro primario
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especifico de drenagem linfatica, que ele denominou como linfonodo sentinela. Com
isso, recomendou que fosse realizada a bidpsia das regifes inguinais e caso
houvesse comprometimento destes linfonodos por metastases, é que se deveria
prosseguir com 0 esvaziamento inguinal radical. Este estudo foi primeiramente
apresentado em 1969, como tese de graduacdo, na Universidad Nacional de
Asuncidn Faculdad de Ciencias Medicas, no Paraguai. Posteriormente, em 1976,
teve destaque na reunido da Society of Surgical Oncology, em Nova York e, no ano
seguinte, seus resultados foram publicados na revista Cancer. O seu maior mérito,
contudo, foi descrever os principios para o entendimento desse conceito em cirurgia
oncolodgica e estabelecer uma base racional para o seu futuro emprego na pratica.

A biépsia de linfonodo sentinela representa um dos mais importantes
avancos da cirurgia oncoldgica, inscrevendo-se no conceito de diminuir a
agressividade cirargica sem perder a curabilidade. Bem estabelecida para a
abordagem do melanoma cutaneo localizado, certamente sera aplicavel para outros
tumores de disseminacdo inicial preferencialmente por via linfatica, como o
carcinoma de mama e 0s carcinomas de cabeca e pescoco, pénis e vulva.
(OLIVEIRA-FILHO et al., 1997).

A técnica de bidpsia de linfonodo sentinela em cancer de vulva utilizando-
se 0 #™Tc-fitato na cirurgia radio-guiada é factivel. O *™Tc-fitato, assim como para o
cancer de mama e o melanoma cutaneo, parece ser o radiotracador de exceléncia
para a biépsia de linfonodo sentinela no cancer de vulva. Para que se obtenha maior
acuracia com a técnica é necessario uma equipe cirargica experiente no método,
além do estudo do linfonodo sentinela quanto a presenca de micrometastases pelo
hematoxilinaeozina e imunohistoquimica, e ainda o uso do azul patente associado.
Uma vez avaliado o conceito de linfonodo sentinela em canceres de vulva, a
abordagem cirdrgica menos agressiva poderda evitar a grande morbidade de
disseccédo linfonodal inguinofemoral (DE HULLU, 2000). O fator de crucial
importancia na realizacdo do linfonodo sentinela é o indice de falsos-negativos
(proporcédo de pacientes, com metastases que, incorretamente, tém linfonodo

sentinela negativo).
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1.9 Vantagens da técnica da bidpsia do linfonodo sentinela

O uso adequado da técnica de biopsia de Linfonodo Sentinela, também
chamada de Linfadenectomia seletiva, traz as seguintes vantagens:
* uma biopsia de linfonodo sentinela negativa reduzird a extenséo, custo
e morbidade de uma possivel linfadenectomia eletiva;
« a remocdo de um linfonodo sentinela positivo, seguida de uma
disseccdo completa, provera melhor controle loco-regional;
+ poderao ser selecionados pacientes candidatos as terapias adjuvantes,
com o encontro do Linfonodo Sentinela positivo;
+ melhor estadiamento do paciente;
» consideravel beneficio psicoldgico sera oferecido ao paciente com
Linfonodo Sentinela negativo - visto que a chance de doenca metastética loco-
regional é reduzida. (MORTON, 1998)

1.10 Linfocintilografia preoperatoria

Os corantes organicos injetados na pele sdo rapidamente capturados
pelos linfaticos subdérmicos ou dérmicos superficiais, 0os quais entdo podem ser
facilmente reconhecidos por sua cor. Isto permite a canulacdo dos linfaticos e a
injecdo dos meios de contraste radiopacos. As radiografias (linfangiogramas)
revelam linfaticos normais como vasos delgados, de didmetro uniforme que se
ramificam a medida que avangam centralmente. A linfangioagrafia ndo é téo
praticada quanto a arteriografia ou a venografia, pois a técnica é dificil e as
complicagBes sao relativamente frequentes. Todavia, ela é frequentemente Gtil para
a identificacdo da causa do edema cronico da extremidade inferior, e pode
diferenciar o linfedema primario do secundario. A linfangiografia também pode ser
usada para detectar os nddulos linfaticos anormais no mediastino ou retroperitonio,
na avaliacdo de pacientes com linfomas. Como o meio de contraste usado para a
linfangiografia pode produzir uma barreira temporaria de difusdo, ao atingir os
pulmdes, é aconselhavel fazer o teste preliminar da funcdo pulmonar, de modo que
a linfangiografia possa ser evitada em pacientes com insuficiéncia pulmonar
significativa (WAY, 1978).

A linfocintilografia envolve a injecdo de uma pequena quantidade de
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coldide tissulfeto de antimdnio marcado com Tecnécio(**™Tc) no segundo espaco
interdigital, obtendo-se entdo a imagem da extremidade através de uma camera de
raios gama, cujo o transporte normal e retardado da linfa podem ser determinados. A
interpretacdo visual do padrdo de imagem da anatomia linfatica, juntamente com a
estimativa do tempo de aparecimento do coldide nos nodulos linfaticos regionais,
mostra se o sistema linfatico estd normal ou ndo. Pacientes com edema devido a
insuficiéncia venosa cronica apresentam o transporte linfatico normal ou aumentado,
enquanto no linfedema os padrfes estdo anormais. Este método é simples, néao
possui efeitos colaterais adversos e pode ser realizado sem internacao (WAY, 1978).

Na linfocintilografia sdo injetadas particulas radioativas em volta do
tumor/cicatriz para identificar os linfonodos que tém drenagem aferente daquele
tumor. A linfocintilognafia preoperatéria (LPO) identifica as bases linfonodais de risco
para doenca metastatica onde deve ser feita a pesquisa do linfonodo sentinela,
notadamente para os tumores de drenagem ambigua, como os de linha média. Além
disto, a LPO identifica metastases “em transito”, que ocorre em cerca de 5% da
populacdo de pacientes. A LPO tem se mostrado indispensavel em predizer as
regibes linfaticas de risco para micrometastase em pacientes portadores de
melanoma cutaneo. (NORMAN; CRUSE; EPINOSA, 1991; KRAG et al.,, 1995;
JANSEN et al., 2000). A LPO serve como um mapa para o planejamento do cirurgido
considerando que ele: identifica todas as regifes linfaticas de risco para doenca
metastatica; identifica metastase em transito que passa a ser linfonodo sentinela;
mostra a localizagdo do linfonodo sentinela dentro da regido linfética; indica o
namero de linfonodos sentinelas envolvidos naquela drenagem que devem ser
retirados. Com relacdo ao radiofarmaco, o is6topo mais utilizado € o Tecnécio-
(**™T¢), de uso rotineiro na maior parte dos procedimentos de medicina nuclear por
apresentar energia ideal para a deteccéo atraves de cameras de cintilagcdo (140
KeV). Apresenta meia vida fisica curta (6 horas) que resulta em baixas doses de
exposicdo para os pacientes, € de facil disponibilidade e de baixo custo. Como
farmaco, varias substancias sdo utlizadas, como a albumina humana, enxofre
coloidal, fitato e dextran. Em nosso meio o dextran 500, um polissacarideo de alto
peso molecular com diametro de 20 nm, € o mais utilizado. Nao ha reacfes adversas
descritas consequentes ao seu uso, ele é fornecido comercialmente na forma estéril
e apirogénica pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares -Sao Paulo
(IPEN-SP) para uso médico.
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Segundo Norman et al. (1991); Krag et. al. (1995); Jansen et al. (2000),
outro farmaco que vem sendo usado em nosso meio com bons resultados é o fitato.
Aparentemente, ele fica mais tempo retido no linfonodo sentinela. Quanto
a técnica uma dose de 250 uCi do radiofarmaco € administrada intradermicamente
em 4 regides, seguindo-se a orientacado dos quatro pontos cardeais, bem proximo da
lesdo ou da cicatriz nos casos biopsiados, num volume total de 1 ml. As imagens de
sua biodistribuicdo séo realizadas em camera de cintilacdo, numa fase dinamica que
dura de 5 a 10 minutos. Esta fase € de extrema importancia, pois define o numero de
canais linfaticos que saem do tumor e que devem ser seguidos até o linfonodo
sentinela. Apdés a realizacdo destas imagens e verificada a migracdo do
radioindicador para os linfonodos, a projecédo destes € marcada na superficie da pele
do paciente e imagens tardias de cerca de 2 horas séo realizadas para se certificar
da ndo migragdo para outra regido linfatica, notadamente para os melanomas de
tronco, cabeca e pescoco. A qualidade do filme final registrador do exame depende
das camaras de cintilacdo e equipamentos de processamento computadorizado
utilizados (BOXEN; MACCREADY; BALLINGER, 1999).

Lima et al. (1999), em seus resumos sobre contribuicdo no estadiamento
do melanoma de vulva concluiram que a medicina nuclear, através de métodos néao
invasivos e acessiveis, contribui para o estadiamento desse tipo de patologia ao
diminuir a agressividade cirdrgica, contribuindo assim, para melhor qualidade de vida
da paciente em todos os aspectos.

As glandulas mamarias de cadelas, de acordo com Pereira (2005), ainda
sdo uns dos principais 6rgdos acometidos por neoplasias. A linfocintilografia foi
utilizada para caracterizacao topoldgica e funcional in vivo da drenagem linfatica de
glandulas mamarias sadias de 30 fémeas da espécie canina (Canis familiares), sem
raca definida e peso aproximado de 10Kg. O radiofarmaco [99mTc]-dextran70 foi
administrado por via intraparenquimatosa mamaria em quatro pontos ao redor da
papila (0,1ml cada), na dose de 18,5 MBq. As imagens foram obtidas em duas
sequéncias de projecOes laterais e ventrais, sendo uma logo apés a administracao
do [*™Tc]-dextran70 e a outra apés uma hora. O radiofarmaco administrado nas
glandulas mamarias toracicas craniais foi drenado pelos linfocentros toracico ventral
e axilar, sendo que em duas destas 5 glandulas (40%) o radiofarmaco também teve
aplicacao para o linfocentro cervical superficial. Este resultado foi semelhante para

as glandulas toracicas caudais. Entretanto, em nenhuma das linfocintilografias
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destas glandulas o linfocentro cervical superficial pode ser identificado. A drenagem
das glandulas abdominais craniais realizou-se exclusivamente pelo linfocentro axilar.

Para Pereira (2005) os linfocentros inguinais superficial e profundo
drenaram as glandulas abdominais caudais e inguinais, porém, uma das glandulas
abdominais caudais foi drenada também pelo linfocentro cervical superficial e outra
pelo linfocentro mediastinico. A técnica linfocintilograftca utilizada possibilitou a
identificacdo de comunicacdes linfaticas entre os linfonodos axilares préprio e
acessorio, entre o axilar proprio e o cervical superficial e entre os linfonodos
inguinais superficial e profundo. O ndmero de linfocentros e linfonodos, a taxa de
drenagem dos linfocentros e seu funcionamento variaram entre as glandulas
mamarias e entre 0s animais. Em conclusdo, o protocolo de aquisicao
linfocintilografica adotado foi simples, rapido e eficaz para a caracterizacdo da
drenagem linfatica mamaria. As informagfes topoldgicas e funcionais obtidas neste
estudo poderdo ser aplicadas nos procedimentos investigativos como a
ultrasonografia e a biopsia dos linfonodos em pacientes acometidos por neoplasias,
uma vez que o0s vasos linfaticos representam vias de disseminacdo para células
neoplasicas.

Segundo Sinzinger et al. (2008) apds a pesquisa do cancer de pénis, a
imagem do linfonodo sentinela é cada vez mais aplicada nos diversos tipos de
cancer. Apos a fase de aprendizagem, 105 pacientes de céncer vulvar foram
investigadas com a sonda portatil e durante o exame nenhum linfonodo sentinela
falso negativo foi observado. A questdo mais critica € a aplicacdo do tracador, pois,
se realizada por via intradérmica, o linfonodo surge imediatamente e o corante
isosulfan blue ndo melhora os resultados, por isso seu uso foi abandonado.
Contudo, ndo foram observados resultado falso negativos. Aparentemente, uma
deteccdo de aproximadamente 100% € possivel; mostrando claramente que a
administracdo do tracador € um ponto chave para uma imagem com qualidade, mas
se nao for feita corretamente, o linfonodo pode aparecer tardiamente ou pode até ser

perdido.

1.11 Deteccao gama intraoperatoria

As técnicas de administracéo do radioindicador sdo as mesmas descritas

para o procedimento de linfocintilografia preoperatoria. Durante o ato cirargico se
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utiliza um detector portatil de radiagdo gama. Através das leituras das escalas
numéricas e orientacdo sonora, 0 operador € guiado até a posi¢cdo dos linfonodos
concentrantes, localizando-os para a exérese. ApOs a retirada dos linfonodos
corados e/ou concentrantes, eles sao aferidos pelo detector portatil de radiacdo. O
leito operatorio € novamente rastreado pelo detector em busca de mais linfonodos
concentrantes, e s6 entdo a ferida operatoria é fechada, procedendo-se ao
tratamento do sitio primario (HOFFMAN et. al., 1999).

A deteccdo gama intraoperatoria permite melhor localizac&o do linfonodo
sentinela com menos dissecc¢do, tornando possivel a realizacdo do procedimento
sob anestesia local. A biopsia do linfonodo sentinela propriamente dita € realizada
utilizando-se o mapeamento linfatico com corante vital e/ou a deteccdo gama
intraoperatoria. Os dois procedimentos sdo complementares e devem ser usados,
sempre que possivel, para aumentar as chances de encontro do linfonodo sentinela
(PIJPERS, 2000).

A deteccdo gama intraoperatdria permite melhor localizacdo, menos
disseccédo, e aumenta as chances de se encontrar o linfonodo sentinela. Além disto,
a relacdo da medida da captacédo do linfonodo sentinela com a do fundo confirma ou
ndo o diagnéstico deste. No protocolo, a leitura do linfonodo sentinela deve ser pelo
menos 3 vezes maior do que a do fundo “in vivo” e pelo menos 10 vezes maior ex
vivo (OLIVEIRA-FILHO, 1997). ApGs a retirada do linfonodo sentinela, realiza-se a
leitura do leito operatério, devendo-se encontrar queda acentuada da captacao pela
sonda. Se houver captacdo acima de 50% do linfonodo sentinela retirado, deve-se
prosseguir a disseccdo a procura de outro linfonodo sentinela. Apdés lavagem com
soro fisiolégico e fechamento do local onde foi retirado o linfonodo sentinela (na
maioria das vezes néo € necessario drenagem), procede-se ao tratamento definitivo
da lesédo priméaria. Quando a lesdo primaria se localiza na mesma direcao da leitura
da regido onde se encontra o linfonodo sentinela, deve ser realizado o tratamento da
les@o priméria antes, com a finalidade de diminuir a atividade radioativa, e facilitar a
identificacdo do linfonodo sentinela. Outra manobra que deve ser utilizada nestes
casos, é a mudanca de decubito do paciente, para tirar o sitio primario da direcédo de
leitura da sonda de deteccao gama.

No que diz respeito ao pessoal radioexposto, as misturas
radioprotecionistas sdo obrigatdrias durante a injecdo do radiofarmaco e devem ser

efetuadas nos locais reservados a Medicina Nuclear. Para os cirurgides, a
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linfocintilografia e a cirurgia radioguiada ndo comportam riscos: estima-se que para
cada cem cirurgias a dose média absorvida pelas méos do cirurgido equivale, no
maximo, a 10% dos limites da dose anual recomendada pela Comisséo Internacional
pela Radioprotecédo (ICRP, 1991).

A segurancga com o uso de radiocol6ides na bidpsia do linfonodo sentinela
€ um dos pontos fortes da técnica. A exposicdo a radiagcdo é muito pequena,
portanto ndo ha necessidade de isolamento, precaucdes ou monitoramento especial,
com relacdo a equipe e pacientes, com a utilizacdo desses marcadores (VERONESI
et al., 1999; WADDINGTON et al., 2000). Quanto a contaminacao radioativa da sala
de operacdo e materiais consideram-se minimas e nao requerem manejo e
procedimentos especiais (FILIPPAKIS; ZOGRAFQOS, 2007).

O emprego das técnicas combinadas, corante e radiofarmaco, para
identificagdo do linfonodo sentinela melhorou a taxa de identificacdo e diminuiu a
taxa de falsos negativos na biopsia do linfonodo sentinela (CSERNI et al., 2002;
GOYAL et al., 2006). Alguns autores usam as duas técnicas como complementares
na biopsia do linfonodo sentinela (ALBERTINI et al., 1996; D’EREDITA et al., 2002).
A utilizagdo do corante azul como método Unico, pode levar a baixos indices de
identificacdo e elevadas taxas de falsos negativos, quando comparados ao
radiocolbide ou técnicas combinadas de biépsia do linfonodo sentinela (CODY et al.,
2001).

Ha tabalhos que mostram a superioridade dos métodos combinados,
quando utilizados a técnicas isoladas. A combinacdo das duas técnicas, comparadas
ao corante isolado, permite um aumento nas taxas de identificagcdo do linfonodo
sentinela de 0% a 18% (DEROSSIS et al., 2001; EAST et al., 2009), embora alguns
estudos nao tenham evidenciado essa vantagem (MORROW et al., 1999;
BLESSING et al., 2002; VARGHESE et al., 2007). Técnicas combinadas, segundo
Cody e colaboradores (2001) identificam 91% dos casos, com taxas de falsos
negativos de 5%. A utilizagdo da técnica combinada do radiocoldide e azul patente é
de facil exequibilidade, permite identificar localizacbes n&o-usuais do linfonodo
sentinela e diminui a curva de aprendizado nos centros de treinamentos. Atualmente
€ a técnica preferida pelos cirurgifes na pesquisa de linfonodo sentinela (GUILIANO
et al., 2000; MCMASTERS et al., 2000; DEROSSIS et al., 2001; VERONESI et al.,
2002).
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A utilizacdo da Deteccdo Gama Intra-operatéria (DGI) ja esta bem
estabelecida para a identificacdo de linfonodo sentinela em melanoma (ALEX;
KRAG, 1993; KAPTEIJN et al., 1997; KRAG et al., 1995; MARIANI et al., 2002) e em
cancer de mama (KAPTEIJN et al., 1998; KRAG et al., 1993; MARIANI et al., 2001).
Ela também esta sendo estudada em outros tumores, incluindo carcinomas de vulva
(LEVENBACK et al., 2001; ALEX et al., 1993; BILCHIK et al., 1998), de cabeca e
pescoco (ALEX; KRAG, 1996), sendo considerada atualmente, como essencial e
indispensavel para o procedimento de biopsia do linfonodo sentinela. Além da alta
sensibilidade para deteccao dos linfonodos, a Deteccdo Gama Intraoperatoria torna

o procedimento de biopsia do linfonodo sentinela menos invasivo.

1.12 Taxa de detecc¢éo do linfonodo sentinela

A alta detectacdo do linfonodo sentinela é um pré-requisito para
recomendar esta técnica na pratica clinica em céncer de vulva. Inicialmente a
detectacdo da técnica do linfonodo sentinela foi feita por injecdo peritumoral, com
Azul Patente isolado. Esta técnica apresenta suas vantagens, como baixo custo,
mas as taxas de deteccdo sdo baixas tanto que com, 56 a 75% dos linfonodos
detectados na regido inguinal (ANSINK et al., 1999; LEVENBACK et al., 2001), foi
adicionado injecdo preoperatéria de Tecnécio(®**™Tc) associados & linfocintilografia
preoperatéria para aumentar as taxas de detectacdo. Quando combinada, essa
técnica torna possivel a obtencao de taxa de detectacéo de 88 a 100%.

Poucos estudos diferenciam a taxa de detectacdo, dependendo da
localizacdo do tumor a partir da linha média vulvar. Algumas equipes também sé
exploram a fixacdo inguinal na linfocintilografia, independente da localizagédo do
tumor em relac&o a linha média. Nestes casos, as taxas de detectacdo séo elevadas
(CARCOPINO et al., 2005, TERADA et al., 2006). Na pratica, no entanto, a taxa de
detectacdo completa é especialmente no contexto dos tumores vulvares perto da
linha média. Ansink et al. (1999) encontraram apenas 35% dos pacientes com
detectacdo completa. Levenback et al. (2001) encontraram uma taxa de deteccao de
88% correspondendo o percentual de pacientes onde pelo menos um linfonodo
unilateral foi detectado. Louis-Sylvestre et al. (2006) em seus estudos sobre a média
de tumores préoximos a linha de centro, encontraram uma taxa de deteccdo de

94,7%. No entanto, apenas 35% das pacientes tem realmente uma deteccao
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satisfatdéria com o linfonodo abrangente bilateral detectado (HAUSPY et al., 2007)
em um estudo recente, levando em conta a localizagcdo do tumor, encontraram uma
taxa de detectacdo global de 85%. Neste estudo, a taxa de detectacdo foi
satisfatoria para os tumores medial e lateral, 93% em comparacdo com apenas 46%
dos casos de tumores perto da linha média (DOUAY-HAUSER et al., 2008).

Lucia et al. (2010) demonstram em seu artigo a detectacdo do linfonodo
sentinela no intraoperatorio utilizando a fluorescéncia de imagem em pacientes com
cancer cervical e vulvar. Fluorescéncia de imagem é usada em conjunto com o
procedimento padrdo, que consiste em radiocoloide e um corante azul. No futuro, a
fluorescéncia de imagens intraoperatéria pode substituir o método atual e também é
facilmente transferivel para outras indicacdes, como cancer de mama e melanoma.
A metodologia atual de padrdo para detectacdo do linfonodo sentinela prescreve
uma injecdo peritumoral de radiocoldide, um dia antes da cirurgia, € um corante no
intraoperatorio. As desvantagens do procedimento no colo do Utero e cancer vulvar
se deve as multiplas injecdes na area genital, o que leva a um sofrimento psicolégico
para a paciente e ainda uso de substancias radioativas. Quanto ao uso de imagens
de fluorescéncia Multispectral esta € uma modalidade de imagem emergente que
pode ser aplicada no intraoperat6rio sem a necessidade de injecao de radiocoléide.
No caso do Intraoperatdrio de fluorescéncia de imagem, dois componentes sdo
necessarios: um agente fluorescente e um sistema Optico para quantificar a imagem
intraoperatoria; como um fluoréforo tem se usado indocianina verde (ICG), que é um
medicamento inerte com perfil farmaco-biolégico seguro, quando animado em torno

de 750 nandmetros (nm), emite luz no espectro infravermelho proximo de 800 nm.

1.13 Mapeamento linfatico com corante vital

O mapeamento linfatico com corante vital mimetiza anatbmica e
funcionalmente o caminho linfatico que a célula neoplasica poderia ter seguido para
a regido linfatica a partir da lesdo primaria, e cora o linfonodo sentinela, permitindo
sua identificacdo. O corante vital € injetado intradermicamente em volta da leséo
primaria ou da cicatriz de biopsia, em um volume variavel de 1 a 2 ml. Recomenda-
se evitar a injecdo do corante dentro da cavidade de bidpsia prévia e realiza-la no
parénquima ao redor do sitio da biopsia. O corante também nédo devera ser injetado

dentro do tumor, pois os vasos linfaticos estdo obliterados por células tumorais,
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dificultando a migracao do corante (MCMASTERS et al., 2000).

Morton et al. (1992) foram os pioneiros desta técnica, tendo-a realizado
inicialmente em gatos, demonstrando dois corantes vitais mais efetivos: o Azul de
Isosulfam (lymphazurim) e o Azul Patente (sal sodico de azul patente V), os quais
passaram a ser usados clinicamente (MORTON et. al., 1992). Cerca de 10 minutos
apos a injecao do corante vital, uma incisdo de aproximadamente 2 cm é feita sobre
o local marcado pela linfocintilografta preoperatéria, corrigido pela linfocintilografia
intraoperatoria, de tal forma que a cicatriz possa ser incorporada numa posterior
linfadenectomia completa, caso venha ser necessaria. Procede-se ao descolamento
de retalhos de pele objetivando visualizar os vasos linfaticos aferentes, e em seguida
através de disseccdo cuidadosa, os linfaticos aferentes séo identificados, dissecados
e seguidos até se encontrar o linfonodo sentinela que apresenta coloracao azul-
esverdeada. Os vasos linfaticos devem ser ligados e ndo cauterizados, diminuindo
assim as chances de seroma no pés-operatorio, uma vez que todos os linfonodos
corados sdo excisados. A localizacdo intraoperatéria do linfonodo sentinela resulta
em insucesso em aproximadamente 20% das disseccdes, devido algumas
dificuldades técnicas. Um refinamento desta técnica surgiu com o uso da deteccao
gama intraoperatéria, baseada nos métodos descritos por Krag et al. (1995)
permitindo a biépsia do linfonodo sentinela em cerca de 98% dos casos. Varios
trabalhos j4 avaliaram a acuracia da identificacdo do linfonodo sentinela com o
corante vital e/ou sonda de deteccdo gama intraoperatéria (PIJPERS et al., 2000;
MORTON et al., 1992; MORTON et al., 1999). Oliveira-Filho et al. (1997) utilizaram
inicialmente apenas o corante vital e depois introduziram a utilizacdo da deteccao
gama intraoperatoria. Contudo, ap0s analisarem com a detectacdo gama
intraoperatoria separadamente as diferentes regides linfaticas, encontraram 100% de

linfonodo sentinela na regiéo inguinal e também os linfonodos corados.

1.13.1 Azul de Metileno

O Azul de Metileno tem sido usado como uma alternativa ao Azul Patente
nas bidpsias do linfonodo sentinela de pacientes com céancer, mas esse corante
possui varias propriedades que levam a efeitos toxicos nos tecidos, uma vez que ele
€ rapidamente oxidado e, quantidades excessivas dos produtos de oxidacao,

particularmente nos tecidos pouco perfundidos, podem causar reacdo inflamatéria
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local e vasoespasmo. Foi realizado estudo retrospectivo com o objetivo de relatar as
complica¢cBes do uso alternativo do Azul de Metileno para a realizacéo da bidpsia do
linfonodo sentinela, das pacientes que o recebiam na forma intradérmica e
peritumoral. Cinco das 24 pacientes selecionadas (21%) desenvolveram lesdes no
sitio da injecdo, com aparecimento de ulceracdes superficiais, lesbes eritematosas
intensas e lesdes necréticas. Enquanto o Azul de Isosulfan pode ser usado no
parénquima e na derme, o azul de metileno ndo deve ser usado na forma
intradérmica. Devido aos efeitos toxicos teciduais, o Azul de Metileno podera ser
usado apenas em planos profundos. Pacientes com uma histéria de tabagismo ou
que recebem retalhos para reconstru¢édo séo de alto risco para desenvolver lesdes
de pele com azul de metileno (STRADLING et al., 2002).

1.13.2 Azul Patente

O Azul Patente, do qual deriva o Azul de Isosulfan, € comumente usado
isoladamente ou em combinacdo com radiofarmaco para auxiliar na identificacdo do
linfonodo sentinela.

O Azul Patente é um corante da familia do trifenilmetano e quimicamente
corresponde ao sal sédico do bis (dietilamino-4-fenil)(hidroxi-5-dissulfo-2,4-fenil)
metanol anidrido. O Azul Patente V é uma solucdo aquosa, estéril e tamponada a
concentracdo de 2,5%, através do fosfato monossédico. Essa solucdo é tornada
isotbnica pela adicao de cloreto de sodio.

Aproximadamente 25% das pacientes submetidas a bidpsia do linfonodo
sentinela tém complicagbes, comparativamente, muito menores do que aquelas que
realizam o esvaziamento axilar, onde estes apresentam complicagcbes em 75% dos
casos (LUCCI et al., 2007). Dentre as complicacbes com a biopsia do linfonodo
sentinela, a reagdo anafilatica intraoperatéria ocorre com o uso de corantes e
radiocoloides em 2,7% dos pacientes (SCHERER et al., 2006). No caso de corante
pode-se observar a tatuagem temporaria da pele, mas com resolucdo espontanea
em pouco tempo na maioria dos casos (VARGHESE et al., 2007). Muitos estudos
afirmam que a biopsia do linfonodo sentinela reduz, mas néo elimina completamente
o risco de linfedema (ERICKSON et al., 2001; SENER et al., 2001; TEMPLE et al.,
2002).

Conforme dados obtidos do Memorial Sloan-Ketterin Cancer Center no



40

periodo entre 12 de setembro de 1996 e 17 agosto de 2000, 1,6% das 2.392
pacientes tiveram reacdo alérgica durante o procedimento. A maior parte das
reacoes (69%) produziu urticaria, erupcbes generalizadas ou prurido e
broncoespasmo. O comprometimento respiratorio € incomum, bem como reacdes
hipotensoras de 0,5% que se caracterizam pelo aparecimento de papulas azuladas
na pele, podendo ser visulizadas ja durante a cirurgia. Reac¢des adversas com o azul
patente podem ocorrer durante o mapeamento do linfonodo sentinela. A real
frequéncia das reacdes diversas é desconhecida; acredita-se que varie entre 0,6% a
2,5% (MONTGOMERY, 2002).

1.14 Hemossiderina

Pinheiro et al. (2009) avaliaram e apresentaram resultados preliminares
de um novo marcador (hemossiderina) para a identificacdo de linfonodos sentinela
mamarios em um modelo experimental. Durante acompanhamento de dois casos de
bidpsias excisionais de tumores da mama, observou-se trajeto pigmentado no
guadrante inferior externo dessas mamas, sugerindo ser marcacao cutanea do ducto
de drenagem linfatica a partir da papila mamaria em direcdo a axila homolateral.
Levantou-se a hipotese de que um derivado sanguineo (hemossiderina) foi
capturado por macrofagos obtendo acesso aos ductos linfaticos em direcdo a axila.
Seis cadelas sem raca definida foram estudadas, com injecdo de 0,2ml de Tecnécio
realizada em ambas as mamas superiores. Apés 10 minutos, uma solucao de 2,5ml
de sangue hemolizado (hemossiderina) do proprio animal foi injetado no plexo
linfatico subpapilar da mama esquerda e 2,5ml de Azul Patente da mama
contralateral, concomitantemente e igualmente. Dez minutos depois, incisdes
axilares foram realizadas para a procura, pela coloracdo e com uma gama probe,
dos linfonodos sentinela. Como resultado, sete linfonodos sentinela castanhos e
radiomarcados foram identificados na axila esquerda e mais seis linfonodos
sentinelas azuis e radiomarcados também foram identificados na axila direita. Para
tanto, sdo apresentados estudos preliminares de um potencial novo marcador na
identificacdo do linfonodo sentinela, que podera mudar o uso de corantes vitais e de

seus efeitos adversos em pacientes submetidas a bidpsia do linfonodo sentinela.
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1.15 Exame do linfonodo sentinela

No estudo anatomo — patolégico a peca cirdrgica é submetida a cortes
semisseriados em numero adequado para aumentar a chance de se detectar
micrometastases, sendo que o recomendavel é que se fagcam cortes com intervalos
a cada 2,0 mm, para o estudo classico com hematoxilina-eosina (H-E). A relacdo
custo/beneficio de se fazer mais cortes em menor numero de linfonodos é
considerada favoravel. Técnicas de imunohistoquimica sdo efetuadas de rotina,
quando o resultado do H-E mostra-se negativo. Para tanto, costuma-se pesquisar o
S-100 e HMB-45, com a finalidade de aumentar a chance de deteccdo de
micrometastases e a consequente possibilidade da efetivacdo da linfadenectomia -
0 mais precoce possivel. A pesquisa de focos microscoépicos pela técnica molecular
de Reacdo em Cadeia de Polimerase pela Técnica da Transcriptase Reversa — RT-
PCR é realizada apenas em protocolos de grupos cooperativos, para avaliacao de
seu real valor como indicador de doenca em fase mais avancada (WANG et al.,
1994).

Ku (1999) defende que o exame de congelacdo néo seja realizado, devido
ao seu potencial de perda de micrometastases no criostato, artefatos de congelacéo
e erros de amostragem. O método empregado por esse autor € o imprint citolégico
intraoperatorio, corado com a técnica de Quickdift. Ele ndo encontrou, em 478
pacientes da sua série, nenhum caso de falso negativo no exame intraoperatorio em
linfonodos grosseiramente positivos ou suspeitos.

Outros marcadores ja tem-se mostrado Uteis na identificacéo de célula de
melanoma metastatico no linfonofo sentinela, como Melan-A/MART-1. Comparado
com o exame histoldgico convencional, a imunohistoquimica aumenta em 10 vezes a
sensibilidade para deteccdo de micrometastases, sendo capaz de identificar uma
célula de melanoma em um fundo de 105 leucécitos. Novas metodologias capazes
de detectar, com elevada sensibilidade, a presenca de poucas células derivadas do
melanoma, tanto nos linfonodos de drenagem, quanto na circulagdo sanguinea,
estdo sendo desenvolvidas. Entre elas, pode-se destacar a aplicacdo de “reverse
transcriptase polimerase chain reaction” (RT-PCR), pesquisando a presenca de RNA
mensageiro da tirosinase e/ou MART-1 (COCHRAN et al., 2000; CHERPELIS et al.,
2001).

Diversos estudos estdo em andamento no que diz respeito a validade do
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linfonodo sentinela na micrometastase (Trial 23-01 do IBCSG, ainda em andamento),
em tumores multifocais, multicéntricos, em carcinoma mamario no homem,
carcinoma na gestacdo, pacientes que ja realizaram cirurgias prévias, apos
quimioterapia primaria e cadeia mamaria interna. Em um futuro préximo, esses
questionamentos serdo esclarecidos; assim se podera ampliar o numero de
pacientes beneficiadas por essa técnica eficaz oncolégica, minimamente invasiva e
capaz de predizer o estado linfonodal com inumeras vantagens a disseccao.
(GENNARI, 2004; GALIMBERTI et al., 2002).

Um problema emergente para o qual muitos autores iniciaram pesquisas
sofisticadas de técnicas de anatomopatologia e biologia € representado pelo método
a ser adotado para o estudo histopatolégico do linfonodo biopsiado. O exame
histopatolégico convencional, de fato, ndo garante a exatiddo necessaria para
decidir de modo extemporaneo que se realize ou ndo uma dissecgao completa. Em
alguns centros estdo sendo usadas técnicas de imunohistoquimica que empregam
um coquetel de diversos anticorpos ou a reacdo em cadeia da polimerase
(polimerase chain reactin — PCR), sobretudo para ndo haver duvidas em diagnosticar
focos de micrometastases que poderiam estar correlacionados com um pior
prognostico. Por isso, € também importante realizar cortes mdltiplos no linfonodo
biopsiado. Os patologistas utilizam um método inovador que prevé o congelamento
de modo rapido, em isopentano, da peca operatéria. O linfonodo vem dividido em
duas partes e cada uma é depois dividida em 15 cortes para coloracao tradicional
com hematoxilina-eosina ou polimerase chain reactin (PCR). Dos trabalhos
publicados na literatura no udltimo periodo, vé-se claramente como 0 exame
histopatolégico do linfonodo sentinela desperta o maior interesse de todo o
procedimento, além do método de identificacdo e marcagédo. (TURNER et al., 1997;
JANNINK et al., 1998).

Todavia, o significado progndstico das micrometastases e das ceélulas
tumorais isoladas no linfonodo sentinela ainda ndo € claro. Essa questdo talvez
podera ser respondida com os resultados do Estudo IBCSG (International Breast
Cancer Study Group) que compara a disseccdo axilar com nenhum tratamento em
pacientes com micrometastases no linfonodo sentinela (SOBIN, 2002). Muito ja se
sabe a respeito do linfonodo sentinela e mais descobertas ainda acontecerdo para
oferecer um tratamento cada vez melhor as pacientes.

Embora os resultados dessa técnica sejam encorajadores e muitos
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protocolos e consensos ja estejam estabelecidos, alguns pontos ainda carecem de
esclarecimento por novos estudos tais como: técnica de injecdo, uso de corantes,
carreador, critérios de incluséo, cintilografia preoperatéria e intervencao cirdrgica,
viabilidade em hospitais gerais, curva de aprendizado e falso negativo,
anatomopatologia transoperatoria, dentre outros (PINHEIRO et al., 2003).

E de vital importancia para as mulheres acometidas de cancer vulvar que
seja bem validado o conceito de linfonodo sentinela, tornando-se uma abordagem
cirdrgica menos agressiva, podendo evitar grandes morbidades como mutilacdes e
complicacBes sérias. Os resultados de estudos nos grandes centros em todo o
mundo séo louvaveis e mesmo que ndo parecam substituir os métodos tradicionais,
podem ser uma alternativa para o tratamento, contribuindo assim para a ciéncia e

aplicacao na pratica clinica futura.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Validar o modelo experimental para pesquisa do linfonodo sentinela na
vulva da cadela usando o Azul Patente e o Fitato Tecnécio(**™Tc).

2.2 Especificos

— Avaliar a exiquibilidade do Azul Patente como marcador do linfonodo

sentinela da vulva da cadela;

— Avaliar o FITATO Tecnécio(®*®*"Tc) como marcador do linfonodo

sentinela na vulva da cadela;

— Comparar os resultados obtidos pela associacdo das duas técnicas.



METODO
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3 METODO

Este projeto foi apresentado e aprovado junto ao Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA), em reunido realizada em 09 de novembro de 2010 sob o
n° 10/09, dentro das normas legais que regulamentam as pesquisas em animais do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os experimentos foram
iniciados em 13 de agosto de 2008.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Cirurgia Experimental Prof.
Saul Goldenberg, localizado no Grupo de Educacdo e Estudos Oncolégicos
(GEEON), extenséo do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara
— UFC. Os procedimentos cirargicos foram realizados de 13 de agosto de 2008 a 22
de janeiro de 2009. Foram utilizadas 35 cadelas, divididas em dois grupos: o
primeiro grupo com 10 cadelas compondo o plano piloto e o segundo grupo
composto por 25 cadelas para o experimento. Os animais utilizados foram cadelas

adultas sem raca definida da espécie Canis familiaris.

Critérios de inclusao

Para realizacdo deste trabalho foram elegiveis as cadelas conforme os
critérios de incluséo:

¢ Clinicamente sadias;

e Apresentavam vulvas anatomicas.

e Cedidas pelo Centro de Controle de Zoonoses de Fortaleza,

Critérios de exclusao

e Cadelas com menos de 6 meses de idade;
e Cadelas com menos de 5 kg;
e Cadelas com mais de 15 kg;

e Cadelas que apresentavam vulvas com cicatrizes ou cirurgias prévias.
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Instrumentos de Pesquisa

Foi elaborado um protocolo (Apéndice A) para registro dos dados do

experimento:

e NuUmero da cadela;

e Data da cirurgia, inicio e término do procedimento;

e Peso da cadela;

e Registros dos procedimento (regides inguinais direita e esquerda)

como.

Horario da injecao do radiocoléide vulvar;

Registro da contagem da radiacéo pelo gamaprobe;
Horario de identificacdo do linfonodo sentinela (nas regides
inguinais);

Registro da contagem das regides inguinais;
Horario da realizacéo da incisdo inguinal;

Horario da injecao do azul patente (na comissura);
Horario da inciséo (inguinal);

Registro de identificagdo do linfonodo sentinela;
Registro da contagem in vivo e ex vivo;

Numero de linfonodos corados com azul patente;

Registro da concordéancia de identificacdo entre os métodos;

e Numero do registro fotografico;

e Observacdes pertinentes ao experimento.

O fornecimento do material radioativo foi feito pela Clinica Radiologica

Sonimagem da cidade de Fortaleza que, contactada previamente, preparava e

acondicionava o material radioativo e o transportava para o laboratério no dia do

procedimento. O radiofarmaco utilizado foi coléide fitato marcado com Tecnécio-

(**™Tc), com doses inferiores a 0,5 mCi o corante utilizado: azul patente 2,5% -

Guerbet; equipamentos; gama probe — 02 unidades modelo: Nuclear lab. — DGC-8,

navegator — GPS.
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Procedimento anestésico

Todos os animais foram submetidos ao seguinte protocolo anestésico: 1.
Medicacdo pré-anestésica, sulfato atropina 0,044mg/kg subcutanea com espera de
15 minutos, 2. Cloridrato de xilazina 1,5mg/kg IM e apds 15 minutos 3. Cetamina
(anestésico dissociativo) 15mg/kg IM. Considerava-se o animal em plano anestésico
cirdrgico, assim que este cessava 0S movimentos involuntarios ja ndo reagia ao
manuseio cirargico, e ndo apresentava perda dos reflexos palpebrais, interdigital,

amplitude e frequéncia respiratoria normal.

Procedimento cirargico

Os experimentos foram realizados utilizando um animal por vez e que
obedecessem aos critérios de inclusdo no estudo. No dia que procedia ao
experimento o Centro de Zoonose da Prefeitura Municipal de Fortaleza era
contactado para o preparo, selecédo e fornecimento do animal que vinha higienizado
e avaliado quanto ao aspecto sanitario. Todo o material cirirgico e anestésico
necessario a execucdo dos experimentos era checado. Na manha do procedimento,
o animal era recolhido e encaminhado em uma embalagem apropriada para o seu
transporte, sendo acomodado no canil do laboratério, para ser criteriosamente
avaliado quanto as condi¢cfes sanitarias e atendimento de todos os critérios de
inclusdo da pesquisa. Imobilizado, o animal, era anestesiado e levado para a sala de
procedimento. A cadela era imobilizada na mesa cirdrgica com ataduras em decubito
dorsal com as patas abduzidas em extensao (Figura 1). O nivel de anestesia geral
era monitorizado através de parametros clinicos: movimento das narinas, frequéncia
respiratoria e cardiaca que pode indicar a superficializacdo anestésica, quando era
ofertada a medicacdo adicional e complementar para obtencéo do plano anestésico
adequado, com administracdo venosa com solucdo fisiolégica 0,9% para
manutencdo do acesso venoso. Na tricotomia das &reas cirargicas inguinais, eram
registrados todos os dados, estagios, horarios e observacdes inerentes ao
procedimento. Injecéo intradérmica com agulha de insulina de 0,5 pCi de Tecnécio
na comissura anterior da vulva, transicdo cutdnea-mucosa (Figura 2). Apés trinta
minutos, era feita a contagem e valores da radiagdo da comissura, com a sonda do

probe, envolvida em luva cirdrgica, (Figura 3). ldentificacdo do sitio inguinal e
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medicdo do nivel de radiacdo com sonda probe com avaliagdo da leitura e sinal
sonoro, indicava o local maximo de captacdo das radiagBes para identificacdo do
linfonodo sentinela e registro dos dados (Figura 4). Injecdo de 0,5 ml de Azul
Patente com agulha de insulina na transicdo cutdnea mucosa da comissura, com
realizacdo de compressdo com gase para impedir o extravasamento do azul patente
(Figura 5). ApOs quinze minutos, depois de observada a migracdo do azul patente,
foi feita a marcacao e detectacdo do linfonodo (Figuras 6 e 7). Realizada a incisédo
paralela na dobra do flanco (Figura 8). Identificacdo dos linfonodos corados pelo
Azul Patente (Figura 09); Identificacdo com probe do linfonodo corado com o Azul
Patente in-vivo (Figura 10); Avaliacdo do linfonodo ex-vivo com probe. Identificacéo
dos linfonodos corados ou ndo com Azul Patente e comparacdo entre os dois

métodos (Figura 11).
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Figura 1 — Posicdo da cadela imobilizada e anestesiada na calha
cirargica



Figura 2 — Injecdo de Tecnécio na comissura anterior transi¢cdo cutéanea
mucosa da vulva da cadela
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Figura 3 — Rastreamento com Probe da radiagcdo na comissura da regido
vulvar

Figura 4 — Rastreamento com Probe dos sitios inguinais
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Figura 5 —Injecédo de Azul Patente na transi¢cdo cutanea mucosa da
comissura anterior da vulva da cadela

Figuras 6 — Migragdo do Azul Patente e marcacé&o do linfonodo
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Figura 7 — Migracédo do Azul Patente, marcagdo e
detectacéo do linfonodo
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Figura 8 — Incisdo paralela na dobra do flanco das
regides inguinais

Figura 9 — Identificagdo do linfonodo corado com Azul Patente
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Figura 10 - |Identificacdo com Probe do
linfonodo corado com o Azul
Patente in-vivo

Figura 11 - Avaliacdo do linfonodo ex-vivo com Probe, identificacdo dos linfonodos
corados ou ndo com Azul Patente e comparacgao entre os dois métodos
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O leito cirargico era avaliado pela presenca de radiacédo e os linfonodos
captantes eram retirados e registrados as suas caracteristicas de radiacdo, de
captacao do corante.

A relacdo da area de maior captacao/radiacdo de fundo do leito cirurgico
deve ser igual ou maior que dez. A verificacdo da radioatividade do linfonodo
sentinela, excisado fora do campo cirurgico (contagem ex-vivo) e comparagao com a
radiacdo do leito cirargico, confirmam que foi, realmente, retirado o linfonodo
sentinela e que nao existe outra fonte de radiacdo que possa justificar a continuacao
da pesquisa de outro linfonodo sentinela.

Os dados tabulados quantificaram a intercesséo entre duas marcacoes, e

a concordancia entre os métodos.

Morte dos animais

Utilizou-se uma dose de 30mg/kg de Ketamina, 1mg/kg de Diazepan, e
1mg/kg de Acepromazina para anestesia/analgesia, em seguida foram administrados
20 ml de cloreto de potassio a 10% por via endovenosa para provocar parada
cardiaca. Apés 6bito, os animais eram embalados em sacos plasticos, pesados e
remetidos ao Centro de Controle de Zoonoses de Fortaleza.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa SPSS for Windows
16.0 (2007). Inicialmente, verificou-se se havia diferenga entre os procedimentos
realizados no lado esquerdo e direito do animal, através do teste de qui-quadrado
(x? e teste t de student para amostra pareada. Posteriormente, verificou-se a
relacdo entre as variaveis numéricas (radiagdo na comissura, radiacdo na incisao
inguinal, contagem in vivo e ex vivo) através da correlacdo de Pearson. A comparcao
entre as duas técnicas foi feita pelo teste ndo-paramétrico McNemar. Em todos os
testes o nivel de significAncia aplicado para se rejeitar a hipétese de nulidade foi de

5%, ou seja, foi considerado significativo quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

Na figura 12 e na Tabela 1, foram observados que 56% das cadelas
apresentaram uma radiacdo alta (16701 a 20100 r) na comissura e somente 8%

tiveram baixa radiacdo (3100 a 6500 r).

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncia da radiacdo na transicdo cutdnea mucosa da comissura

vulvar da cadela apés ainjecdo de Tecnécio

Radiacdo na Comissura n %
3100 a 6500 2 8.0
6501 a 9900 1 4.0
9901 a 13300 4 16.0
13301 a 16700 4 16.0
16701 a 20100 14 56.0
Total 25 100
56.0
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3100a 6500 6501a9900 9901a13300 13301a16700 16701a20100

Radiag¢do na comissura

Figura 12. Distribuicdo de frequéncia da radiacdo na transicdo cutdnea mucosa da

comissura vulvar da cadela apds ainjecéo de Tecnécio

Em relagdo a Tabela 2, os niveis de radiagdo foram o0s mesmos
encontrados em ambos os lados (p > 0,05), também n&o foi verificado diferenca
significativa (p > 0,05) entre os lados direito e esquerdo, nas contagens in vivo e ex

vivo, e no nimero de linfonodo corado com Azul Patente.
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Tabela 2. Teste do qui-quadrado comparando os lados direito e esquerdo ap0s a injecdo de

Tecnécio natransi¢cdo cutdnea mucosa da comissura vulvar da cadela

Direito Esquerdo
Variaveis n % n % X p

Radiagao na incisao inguinal

0 2 8.0 1 4.0 4.026 0.5457
50 a 550 5 20.0 8 32.0
551 a 1050 6 24.0 6 24.0
1051 a 1550 3 12.0 6 24.0
1551 a 2050 3 12.0 1 4.0
> 2050 6 24.0 3 12.0
Linfonodo sentinela
Nao 2 0.0 4 16.0 0,189 0,6634
Sim 23 92.0 21 84.0
Contagem do linfonodo
in vivo
0a 1000 9 36.0 8 32.0 1,850 0,7634
1001 a 2000 3 12.0 5 20.0
2001 a 3000 2 8.0 3 12.0
3001 a 4000 6 24.0 3 12.0
> 4000 5 20.0 6 24.0
Contagem do linfonodo
ex vivo
0a 1000 8 32 9 36 1,850 0,7634
1001 a 2000 6 24 3 12
2001 a 3000 3 12 5 20
3001 a 4000 2 8 3 12
> 4000 6 24 5 20
Linfonodo corado com
azul patente
0 1 4.0 3 12.0 1,100 0,576
1 21 84.0 19 76.0
2 3 12.0 3 12.0
Intercessao dos
métodos
Nao 3 12.0 3 12.0 0,0 1,0
Sim 22 88.0 22 88.0

Total 25 100.0 25 100.0




Na figura 13 observa-se somente em 12% das cadelas operadas

observado o linfonodo sentinela.
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nao foi

88%

12%

W Ndo

M Sim

Figura 13. Presenca e auséncia de linfonodo sentinela nas cadelas operadas

Na Figura 14 observa-se que houve uma boa intercessao entre os dois

métodos, ou seja, em 88% das cadelas foi encontrado o linfonodo corado com azul

patente e a radiagéo.

88%

12%

W Ndo

HSim

Figura 14. Intercessdo dos métodos Azul Patente e da radiacdo de Tecnécio
nas regides inguinais das cadelas



Tabela 3. Teste t de student pareado para comparacdo das médias da
inguinal, na contagem dos linfonodos in vivo e ex vivo
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radiacdo na incisdo

Desvio
N Média padrdo t p
Radiacdo naincisao
inguinal Direito 23 2135.7 3659.25 1.692 0.105
Esquerdo 23 1196.74 1316.489
Contagem de linfonodos
in vivo Direito 23 3241.13 3813.696 -0.119 0.906
Esquerdo 23 3343.7 3219.254
Contagem de linfonodos
ex vivo Direito 23 3524.65 4409.27 0.816 0.423

Esquerdo 23 2776.48 2588.68

Tabela 4. Relag&o entre as técnicas da radiagdo do Tecnécio e o Azul Patente

Radiacao
Sim Nao Total
Sim 45 1 46
Azul .

Nao 2 2 4
Total 47 3 50

Sensibilidade = 95.7%

Especificidade = 66.7%

VPP = 97.8%

VPN = 50.0%

Acuracia = 94.0%

Conforme pode ser observado na tabela 4 o teste do Azul Patente

apresentou uma elevada sensibilidade (95,7%) e uma moderada especificidade de

(66,7%), quando comparado ao da radiacdo do Tecnécio. De acordo com o teste

ndo-paramétrico de McNemar (p=1,0), ndo foi observado diferenca significante

(p>0,05) entre as duas técnicas, tanto que a acuracia do Azul Patente foi de 94%.

A probabilidade de um caso positivo detectado pelo Azul Patente ser

realmente positivo foi de 97,8%, logo, o valor preditivo foi alto. Contudo o valor

preditivo negativo, isto é, a probabilidade de dar um caso negativo detectado pelo

Azul Patente ser um negativo verdadeiro, foi de 50%.
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A Figura 15 ilustra as porcentagens de concordancia e de discordancia

entre as duas técnicas, ou seja, houve 94% de concordancia e 6% de discordancia

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

%

90.0
Azul
WSim
H Nio
4.0 20 4.0
| _—|
Sim Nio
Radiagao

Figura 15. Frequéncia da intercessao dos métodos radiacdo do Tecnécio e
Azul Patente

Na Tabela 5, observam-se as seguintes correlacdes significativas: peso

da cadela e a radiacdo na comissura (r = -0,523), ou seja, quanto maior o peso da

cadela menor a radiacdo registrada na comissura. E nas radiacdes da inciséo

inguinal direita e esquerda entre si, e com as contagens in vivo e ex vivo direita e

esquerda, sendo altas e positivas, portanto sdo diretamente proporcionais, pois

guanto maior a radiacdo, maior sera a contagem. As demais correlacdes nédo foram

significativas (p > 0,05), logo podem ser consideradas nulas.

De acordo com a Tabela 5 e a Figura 16, foi observado uma relacéo

negativa e significativa entre o peso da cadela e a radiagdo na comissura, o0 que

quer dizer que quanto maior o peso da cadela menor sera a radiacdo na comissura.
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Tabela 5. Correlacao de Pearson das variaveis numeéricas, radiacdes, regiées inguinais in vivo

e ex vivo
Radiagdona Radiagdaonaincisao Invivo- exvivo- Radiagdo naincisio Invivo -
peso Comissura inguinal-Direito Direito Direito inguinal - Esquerdo  Esquerdo
Radia¢do na Comissura -0,523*
Radiagdo na incissao
inguinal - Dir 0,231 0,197
In vivo - Direito 0,161 0,140 0,900**
ex vivo - Direito 0,180 0,150 0,865** 0,916**
Radiag¢do na incissdo
inguinal - Esq 0,178 0,157 0,835** 0,730**  0,607**
In vivo - Esquerdo 0,003 0,342 0,350 0,324 0,322 0,582**
ex vivo — Esquerdo 0,128 0,229 0,192 0,242 0,298 0,397 0,885**
* Significa p < 0,05 ** Significa p < 0,01
25000 -
© 20000 - * oo & o L 4
2
0
€ 15000 - ©
o
e ** o
o
. 10000 -
s
-
s
5000 -
L 4
L 4
L 4 L 4
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Figura 16. Relac&o entre o peso das cadelas e a radiac&o na transicdo cutanea
mucosa da comissura vulvar

Como pode ser observado na Figura 17 houve uma correlacdo positiva e

significativa das contagens in vivo e ex vivo, no lado direito das cadelas
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Figura 17. Relac&o entre as contagens in vivo e ex vivo — Lado direito
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Na Figura 18 conforme se observa, houve uma correlacdo positiva e

significativa das contagens in vivo e ex vivo, no lado esquerdo das cadelas
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Figura 18. Relac&o entre as contagens in vivo e ex vivo — Lado esquerdo
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5 DISCUSSAO

Na literatura consultada ndo se encontram relatos sobre pesquisa de
Linfonodo Sentinela em vulva de cadelas, usando Tecnécio e Azul Patente, deste
modo, parece pertinente um estudo em animais de experimentacdo, uma vez que a
importancia do tema € uma pratica corrente na oncologia no uso da biépsia do
Linfonodo Sentinela.

O interesse em estudar a drenagem linfatica nas neoplasias malignas,
com o objetivo de encontrar uma maneira de definir com precisdo a necessidade dos
esvaziamentos linfonodais radicais foi renovado por Cabanas (1977). A partir dos
seus estudos, que definiram o conceito de linfonodo sentinela, o aperfeicoamento da
técnica da bidpsia do linfonodo sentinela evoluiu com a publicacdo dos estudos de
Morton et al. (1992) em melanoma (utilizando corantes) e de Krag et al. (1993) na
mama (utilizando radiofarmacos e detector de raios gama no transoperatorio). Nos
estudos de Krag et al. (1993) foi possivel identificar o linfonodo sentinela em 82%
dos casos estudados e uma taxa de 100% de acurdcia. Giuliano et al. (1994)
utilizando o corante Azul Patente obtiveram indices de 66% de taxa de identificacédo
e 96% de acuracia. Albertini e colaboradores (1996) associando os dois métodos,
apresentaram indices de 92% de identificacdo e 100% de acuracia.

O estado patolégico do linfonodo sentinela reflete a realidade de toda
area de drenagem da lesao (SOHAIB; MOSKOVIC, 2003; PLANTE; RENAUD; ROY,
2004). Este conceito aplicado ao cancer de vulva podera beneficiar muitas pacientes
com uma cirurgia mais precisa, esteticamente melhor e com menos morbidades
trans e pos-operatorias, além de melhor qualidade de vida.

Segundo Robison et al. (2011) a dissecc¢éo do linfonodo sentinela tem se
mostrado sensivel para avaliagdo das cadeias linfaticas na doenca metastatica e
estdo associadas com diminuicdo da morbidade a curto e longo prazo, quando
comparadas com a disseccdo completa dos linfonodos, despertando interesse
crescente no uso da tecnologia do linfonodo sentinela no céncer ginecoldgico. A
literatura atual continua apoiando a seguranca e a viabilidade da biopsia do
linfonodo sentinela nos estagios iniciais do céancer vulvar com valor preditivo
negativo proximo dos 100% e baixas taxas de falso negativo. Os esvaziamentos dos

linfonodos sentinelas tém se mostrado seguros e eficazes em algumas pacientes
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com céancer vulvar, sendo a escolha da abordagem cirdrgica uma alternativa para
estas pacientes.

A cadela foi o animal escolhido devido a facilidade de aquisicao,
manipulacdo e tamanho (porte médio). De igual modo, o acesso as regides das
cadelas foram de bom padréo.

A utilizagdo de animais de laboratério aumentou de forma
consideralvemente nas ultimas décadas em decorréncia da expansdo da pesquisa
cientifica, tanto basica como aplicada. Os extraordinarios progressos da Medicina
Experimental humana e veterinaria, da industria farmacéutica, da tecnologia de
alimentos e outros campos ndo seriam possiveis sem o emprego de animais de
laboratoério, havendo por consequéncia crescente utilizacdo deles, condicionando
desta forma o estimulo para o desenvolvimento de técnicas de manejo e reproducao
de animais de laboratorio e o surgimento de biotérios em numero e condi¢des
adequadas (TOLOSA, 2000).

Pinheiro et al. (2003) em seus estudos analisaram a relacdo entre as
incises cirdrgicas consagradas em mastologia e a sensibilidade na identificacdo do
linfonodo sentinela em cadelas e, para tanto, foram avaliados seis pares de mamas
superiores, utlizando Azul Patente e Tecnécio. Concluiram que a realizacdo da
incisdo para-areolar prévia diminuiu em 80% a sensibilidade do Azul Patente na
identificacdo do linfonodo de drenagem das mamas nas cadelas estudadas.

Segundo Pereira (2005) as glandulas mamarias das cadelas sé&o uns dos
principais 6rgdos acometidos por neoplasias. Em experiéncia com 30 cadelas foi
utilizado o radiofarmaco (**™Tc) — dextran 70 nas glandulas mamarias toracica
craniais e também caudais. Através das lifocintilografias nao foi identificado o
linfocentro cervical superficial, sendo que a drenagem das glandulas foi efetivada
pelo linfocentro axilar. As informagdes topoldgicas e funcionais obtidas neste estudo
poderdo ser aplicadas nos procedimentos investigativos como a ultrassonografia e
biépsia dos linfonodos em pacientes acometidos por neoplasias.

O treinamento em animais (cadelas) em Laboratorios de Técnica
Operatorio Cirurgica Experimental € necessario e desejavel. Como toda pesquisa
cientifica, bem planejada, justificada e aprovada pelo Conselho de Etica hospitalar, a
pesquisa linfonodo sentinela deve ser fundamentada na Declaragdo de Helsinque e
na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

Sabendo-se da semelhanca anatomo-fisiolégica da drenagem linfatica da
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vulva humana e da cadela, realizou-se a identificagcdo do linfonodo sentinela nas
regides inguinais injetando Tecnécio(®**"Tc), na regido vulvar, com identificacdo da
presenca de radiacdo e injetou-se Azul Patente na transicdo cutdaneo mucosa da
vulva das cadelas (Figura 2 e 5).

No experimento, demostrou-se uma taxa de identificacdo de 88%, de
linfonodo sentinela e somente em 12% esta ndo foi observada. Independente do
lado direito ou esquerdo, foi observado uma relacdo significativa (x> = 28,88 p<
0,0001) entre a presenga ou n&o do linfonodo sentinela (Figura 13).

No experimento foi observado uma alta (88%) e significativa (y* = 12,89 p
= 0,0003) intercessdo entre os métodos (azul patente e radiacdo), e nao foi
observado diferenca significativa (p>0,05) entre os lados direito e esquerdo,
indicando uma boa constancia nos procedimentos (Figura 14).

Para Tuohy et al. (2009) a avaliacdo do linfonodo sentinela em veterinaria
ndo pode ser subestimado. O linfonodo é o indicador confiavel e sensivel e
especifico da real extensdo da doenca metastatica, uma vez que sua validacéo
aumenta a precisao garantindo, assim, uma avaliacdo adequada para receber o
beneficio de uma terapia adequada. A avaliacdo das técnicas para identificacdo do
linfonodo sentinela em medicina veterinaria foi iniciada no Colorado State University,
Animal Cancer Center (USA), em um estudo piloto com combinacao de injecdo de
nucleotidios e de injecbes de corante Azul de Metileno, que estdo sendo usados
para localizagéo do linfonodo sentinela.

Desde que o Tecnécio-(**"Tc) foi introduzido nos procedimentos de
diagnéstico em medicina nuclear, tem sido o radionuclideo mais utilizado. O (**™Tc)
€ conveniente para a rotina médica na marcacao de varios radiofarmacos devido as
suas caracteristicas favoraveis (SILVA; CALDEIRA DE ARAUJO; BERNARDO
FILHO, 2002). O Tecnécio-(*"Tc) é o radioisétopo que retine as melhores
caracteristicas fisicas para a obtengdo de imagens em camaras Anger (camaras de
cintilagdo). 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 emissédo energética predominante no seu processo de decaimento € de
140 eV (88%). O Tecnécio-(**"Tc) pode ser utilizado para marcar uma grande
variedade de moléculas com o objetivo de obter imagens das mais diversas

estruturas ou 6rgéaos, o que lhe confere um papel de destague na medicina nuclear.
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Oliveira Filho et al. (2000), descreveram que o linfonodo sentinela é
encontrado em cerca de 83% a 100% dos casos, variando de acordo com a
localizac&o da regido do linfonodo sentinela. Nos casos inguinal, 100% de sucesso
s6 foi alcancado com o corante azul patente, mas em outros locais 0 uso da
cintilografia e detector de radiacdo gama intraoperatorio sao importantes.

A deteccdo gama intraoperatdria desenvolvida por Costa et al. (2006)
demonstrou que as caracteristicas fisicas tenham cumprido as propostas sugeridas
na literatura internacional para ser usado como sonda radioguiada na localizacdo do
linfonodo sentinela, marcado com (**™Tc).

No experimento observou-se que 56% das cadelas apresentavam uma
radiacdo alta (16.701 a 20.100 r) na comissura e somente 8% tiveram baixa radiacéo
de (3.100 a 6.500 r) (Tabela 1 e Figura 12). Nao foi observado nenhuma diferenca
significativa (p > 0,05) nas propor¢Bes dos lados direito e esquerdo nas variaveis
numericas, e radiacdo nas regides inguinais, contagem in vivo e ex vivo, indicando
que o procedimento foi feito igualmente em ambos os lados, dando as mesmas
leituras (Tabela 2).

Pinheiro et al. (2003), em um estudo experimental na regido subareolar de
mama de cadelas, utilizando corante Azul Patente (AP), Tecnécio(®*™Tc) ou
associacdo de ambas as técnicas e comparando-as quanto a sua sensibilidade na
detetacdo do linfonodo sentinela, concluiram ser eficientes o corante Azul Patente
(AP) e Tecnécio(®**"Tc), ligado & fitato isolados ou associados na identificacdo do
linfonodo sentinela.

Van Der Ent et al. (1999), Albertini et al. (1996), Veronesi et al. (1997),
testaram microcoldides de albumina marcada com Tecnécio(®**™Tc), que permitiu
evidenciar o linfonodo sentinela por meio de uma linfocintilografia e de uma sonda
para cirurgia radioguiada, retirando-o por meio de uma pequena incisdo. A
linfocintilografia préoperatoria foi entdo adicionada com o objetivo de especificar a
localizacéo e o numero de linfonodos sentinela.

O Azul Patente foi escolhido por ser uma droga que se difunde em poucos
minutos nas veias e nos vasos linfaticos, com uma coloracdo azulada, selecionando
os tecidos e mucosas do territorio da vascularizagdo. A indicacdo desta droga
destina-se a estudar a circulagdo linfatica, localizacdo dos vasos linfaticos em
linfopatia e em cirurgia. O Azul Patente tem uso mundial, em pesquisa do linfonodo

sentinela, nas neoplasias mamarias.



71

Morton et al. (1992) foram os pioneiros desta técnica, tendo-a realizado
inicialmente em gatos, demonstrando dois corante vitais mais efetivos: o Azul de
Isosulfam (lymphazurim) e o Azul Patente (sal sodico de azul patente V), os quais
passaram a ser usados clinicamente.

O mapeamento linfatico com Azul Patente mimetiza anatébmica e
funcionalmente o caminho linfatico que a célula neoplésica poderia ter seguido para
a regiao linfatica a partir da lesdo primaria, e cora o linfonodo sentinela permitindo
sua identificacdo (SANTOS, 2009).

NOS et al. (1999) mostraram-se estimulados com os resultados obtidos
usando s6 o Azul Patente embora, com 87,7% de identificagdo e a acurécia quanto
ao linfonodo sentinela foi de 97,1%.

A combinacdo do mapeamento linfatico com o corante vital e deteccao
gama intraoperatério na biopsia do linfonodo sentinela foi mostrado como uma
combinacdo mais sensivel dos métodos de deteccdo do linfonodo sentinela. A
precisdo para localizar o linfonodo sentinela com esta associacdo € alta, oscilando
entre 98-100% (MARIANI et al., 2002).

A técnica combinada de sulfeto de antiménio[Tc-99m] associada ao Azul
Patente mostrou-se viavel, de baixo custo e confidvel, sendo um método alternativo
eficaz na deteccgéo do linfonodo sentinela (OLIVEIRA FILHO et al., 1994).

Morton, (1999) propds e em seguida provou, a validade desta técnica
usando o Azul Patente V, tanto nos estudos animais como em humanos.

No experimento constatou-se que houve uma alta concordancia entre o
gue foi observado no lado direito e esquerdo das cadelas, tanto no que diz respeito a
radiacdo, coloracdo por Azul Patente (Figura 14) e na intercessdo dos métodos
(Figura 15).

O emprego das técnicas combinadas, corante e radiofarmaco, para
identificagdo do linfonodo sentinela melhorou a taxa de identificagdo e diminuiu a
taxa de falsos negativos na biépsia do linfonodo sentinela (CSERNI et al., 2002;
GOYAL et al., 2006). Alguns autores usam as duas técnicas como complementares
na biopsia do linfonodo sentinela (ALBERTINI et al., 1996; D’EREDITA et al., 2002).
A utilizacdo do corante azul como método Unico, pode levar a baixos indices de
identificacdo e elevadas taxas de falsos negativos, quando comparados ao
radiocolbide ou técnicas combinadas de biopsia do linfonodo sentinela (CODY et al.,
2001).
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A pesquisa do linfonodo sentinela associado com Azul Patente e
Tecnécio(**"Tc), apresenta sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 98 a
100%, tem grande acuracia como metodo de avaliagcdo do estado linfonodal das
cadeias inguinais, nos estagios Ec Ib e Il, cujas lesdes unifocais sdo menores que 4
cm. (Manual de condutas do Hospital A. C. Camargo, Departamento de Ginecologia,
2010).

NO nosso experimento a comparacdo entre os métodos obtidos pelas
duas técnicas, mostrou que o Azul Patente tem uma elevada acuracia (94%),
indicando uma boa concordancia com a radiacdo. Foi observado também que
principalmente na identificacdo dos casos positivos houve uma elevada sensibilidade
(95,7%), enquanto que a identificacdo de casos negativos foi média, com uma
especificidade de (66,7%). Nao houve diferenca significante entre os dois métodos
(p=1,0), Azul Patente e Tecnécio(**"Tc), pelo teste de McNemar (Tabela 4).

A tendéncia dos resultados na literatura médica e abordagem do conceito
contemporaneo para as cirurgias nao-invasivas ou minimamente invasivas
(DURSUN; AYHAN, 2008; DURSUN; NOGUEIRA, 2007), demonstra que a biopsia
do linfonodo sentinela, que é minimamente invasiva, reduz a radicalidade,
individualiza o paciente e o tratamento, mas é um método que precisa ser
concentrado e desenvolvido como uma alternativa a linfadenectomia, que €
considerada uma grande cirurgia. Contudo, ha condic6es que devem ser cumpridas
para garantir a aplicabilidade do conceito de sucesso da biopsia de linfonodo
sentinela em cancer ginecoldgico e sua substituicdo de métodos convencionais de
longo prazo. Uma delas inclui o aumento do namero de experiéncias relacionadas
com o método, e apresentacdo de mais resultados de estudos randomizados. E
necessario estabelecer normas no dominio do exame histopatolégico, desenvolver
0s exames de congelacdo, para identificar as micrometastases e incorporar 0
departamento de fisica nuclear para determinar o tamanho de particula ideal de
tracadores radioativos. A Curva de aprendizagem também é fundamental. Tudo isso
requer, ainda, incluir ndo apenas 0s oncologistas ginecolégicos, mas também
histopatologistas e especialistas em fisica nuclear. (AYHAN et al., 2008)

Embora ndo tenha uma longa histéria de avaliacdo do linfonodo sentinela
em mulheres com cancer ginecoldgico, hd um numero crescente de resultados de
estudos promissores, apesar da presenca de alguns aspectos que precisam ser

considerados e desenvolvidos, como ter sido mais comumente usado em cancer
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vulvar e cervical uterino em oncologia ginecoldgica. Segundo esses estudos, quase
todos estdo em perspectivas. A sensibilidade e especificidade da taxa de deteccéo
do linfonodo sentinela foi relatado em 100%, exceto para alguns casos. Nos estudos
sobre o cancer de colo do Utero, as taxas de deteccdo do linfonodo sentinela foram
relatados cerca de 80-86%, um pouco inferiores aos do cancer de vulva, e o valor
preditivo negativo tem sido relatado em cerca de 99%, sendo relativamente novo no
cancer de endométrio, onde sua taxa de deteccéo varia entre 50 e 80%. Estudos
sobre melanoma vulvar e vaginal sdo, em geral, relatados. Apesar de nao ter sido
apoiado com estudos multicéntricos, randomizados e controlados, incluindo maior
namero de casos, os resultados do estudo relatado por varios centros ao redor do
mundo sdo particularmente harmoniosos, no cancer de vulva, e cancer de colo do
Gtero. Mesmo que ndo pareca possivel substituir os métodos tradicionais nesses
dois tipos de céncer, de certa forma é uma alternativa séria para o futuro. Acredita-
se que é importante apoiar os estudos que irdo fortalecer os pontos fracos do
método, entre os quais a deteccdo de micrometastases aumentando assim as taxas
de deteccdo, e torna-lo util cada vez mais na pratica clinica rotineira. (AYHAN et al.,
2008).
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6 CONCLUSAO

O modelo experimental apresentado foi capaz de definir o linfonodo
sentinela utilizando o Azul Patente e Tecnécio(**"Tc) na vulva da cadela.

1. A identificagéo do linfonodo sentinela é exequivel com Azul Patente no
mapeamento da cadeia linfatica;

2. O mapeamento linfatico com Tecnécio(**™Tc), permite identificar com
detalhes o sistema de drenagem linfatica.

3. Nao houve diferenca significante entre os dois métodos (p=1,0), Azul
Patente e Tecnécio(®*"Tc).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marubini%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Keshtgar%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taylor%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lakhani%20SR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Short%20MD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Short%20MD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ell%20PJ%22%5BAuthor%5D
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90

Apéndice A - Protocolo de registro do projeto

IDENTIFICACAO DO LINFONODO SENTINELA EM REGIAO INGUINAL, EM MODELO
EXPERIMENTAL DE CADELAS SUBMETIDAS A CIRURGIA COM INCISAO DAS REGIOES

INGUINAIS.
Data da Cirurgia / /
Inicio: . Termino:
1. Cadela n°:
2. Peso: kg.

3. Procedimento:

INGUINAL DIREITA
e Injecdo de 0,5 pCi de Tecnécio *°"
mucosa. h.
Espera de 30 minutos.
Contagem e valores de irradiacdo na comissura
Identificagdo do sitio inguinal e medi¢éo do nivel de radiagao
Injecdo de 0,5ml de azul patente (comissura)
Espera 15 minutos.
Incisdo inguinal
Identificac&o do linfonodo sentlnela SIM( ) NAO( ).
Contagem in vivo:
Contagem ex-vivo:
Linfonodos corados com azul patente ne.
Linfonodos ndo corados com azul patente n°. .
Intercesséo dos dois métodos: SIM () NAO ().

Tc na comissura anterior da vulva, transicdo cutanea-

INGUINAL ESQUERDA

e Injecdo de 0,5 pCi de Tecnécio *°"
mucosa. h.
Espera de 30 minutos.
Contagem e valores de irradiacdo na comissura
Identificagdo do sitio inguinal e medigéo do nivel de radiagao
Injecdo de 0,5ml de azul patente (comissura)
Espera 15 minutos.
Inciséo inguinal
Identificac&o do linfonodo sentlnela SIM( ) NAO( ).
Contagem in vivo:
Contagem ex-vivo:
Linfonodos corados com azul patente ne.
Linfonodos n&o corados com azul patente n°. .
Intercesséo dos dois métodos: SIM () NAO ().

Fotos n°.

Quantidade de potes para patologia:

Tc na comissura anterior da vulva, transicdo cuténea-
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APENDICE B - Registro individual de cada cadela

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela
Data: 13/08/08
Cadela:01
Peso: 12 kg
nguinal direita:
Irradiac@o na comissura: 3.000 Sitio inguinal: 1500

Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 270 ex-vivo: 130

nguinal esquerda:

Irradiacdo na comissura: 3.000 Sitio inguinal: 1500

Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 275 ex-vivo: 200
Linfonodo: corados com azul patente: 2 N&o corados com azul patente: 1
ntercesséo dos dois métodos: Sim

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:13/09/08
Cadela:02

Peso: kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 20.000 Sitio inguinal: 570
Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 1400 ex-vivo: 9100

nguinal esquerda:

Irradiacdo na comissura: 20.000 Sitio inguinal: 767
Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 2500 ex-vivo: 9100
Linfonodo: corados com azul patente: 1 Nao corados com azul patente: 0

ntercessao dos dois métodos: Sim

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto




92

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:10/09/08
Cadela: 03

Peso: kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 11.000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacdo na comissura: 11.000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: Nao identificado

Contagem in vivo: 500 ex-vivo: 480

Sitio inguinal: Ndo identificado
Contagem in vivo: 1450 ex-vivo: 900

1 N3o corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:17/09/08
Cadela: 04
Peso: 7 kg
nguinal direita:
Irradiagdo na comissura: 12.500

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagdo na comissura: 12.500
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 708

Contagem in vivo: 815 ex-vivo: 1127

Sitio inguinal: 702
Contagem in vivo: 1500 ex-vivo:845

1 Nao corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:17/09/08
Cadela: 05
Peso: kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 14.000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 1400
Linfonodo sentinela: Sim
linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 1500 - 3000

Contagem in vivo: 3200 ex-vivo: 1900

Sitio inguinal:1500 - 3000
Contagem in vivo: ex-vivo:

2 N&o corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 24/09/08
Cadela: 06
Peso: 8kg
nguinal direita:
Irradiagdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagdo na comissura: 20.000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente: 1

ntercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 500

Contagem in vivo: 2079 ex-vivo: 1020

Sitio inguinal: 1002
Contagem in vivo: 610 ex-vivo: 542

Nao corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:24/09/08
Cadela: 07
Peso: 14 kg
Inguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 7800

Linfonodo sentinela: Sim

Inguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 7800
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

Intercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 670

Contagem in vivo: 1690 ex-vivo: 2400

Sitio inguinal: 513
Contagem in vivo: 3600 ex-vivo: 4594

1 N&o corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data:24/09/08
Cadela: 08
Peso: 14 kg
Inguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 3134

Linfonodo sentinela: Sim

Inguinal esquerda:
Irradiacao na comissura: 3134
Linfonodo sentinela:
Linfonodo: corados com azul patente:

Intercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 2900

Contagem invivo: 6200  ex-vivo: 7597

Sitio inguinal: 1500
Contagem invivo: 6200  ex-vivo 7597:

1 N3o corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data:08/10/08
Cadela: 09
Peso: 09 kg

nguinal direita:

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:

Linfonodo sentinela: Sim

Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Irradiacdo na comissura: 15200

Irradiagao na comissura: 15200

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: N3ao marcou

Contagem in vivo: 740 ex-vivo: 790

Sitio inguinal: 560
Contagem in vivo: 2775 ex-vivo: 2220

N&o corados com azul patente:0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

Data:08/10/08
Cadela: 10
Peso:

kg

nguinal direita:

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:

Linfonodo sentinela: Sim

Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Nao

Irradiagdo na comissura: 20000

Irradiagdo na comissura: 20000

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 4400

Contagem in vivo: 4200 ex-vivo: 9700

Sitio inguinal: 140
Contagem in vivo: 0 ex-vivo: 0
0 Nao corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 15/10/08
Cadela: 11
Peso: 10 kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura:
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente: 1

ntercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 18000

Contagem in vivo: 1800 ex-vivo: 18100

Sitio inguinal:
Contagem in vivo: ex-vivo:

N&o corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 15/10/08
Cadela: 12
Peso: 7,5 kg
nguinal direita:
Irradia¢do na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagdo na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 2013

Contagem in vivo: 3975 ex-vivo: 1710

Sitio inguinal: 1708
Contagem in vivo: 3697 ex-vivo: 2501

Nao corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela
Data: 29/10/08

Cadela: 13
Peso: 7,5 kg
Inguinal direita:
Irradiagao na comissura: 13150 Sitio inguinal: 1300

Linfonodo sentinela: Sim Contagem invivo: 8200  ex-vivo: 7400

Inguinal esquerda:

Irradiagao na comissura: 13150 Sitio inguinal: 641
Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 1988 ex-vivo: 641
Linfonodo: corados com azul patente: 1 N3o corados com azul patente: 0

Intercessao dos dois métodos: Sim

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela
Data: 29/10/08

Cadela: 14

Peso: 13 kg

Inguinal direita:

Irradiacdo na comissura: 16000 Sitio inguinal: 79

Linfonodo sentinela: Contagem in vivo: 1900 ex-vivo: 1200

Inguinal esquerda:

Irradia¢do na comissura: 1600 Sitio inguinal: 545
Linfonodo sentinela: Sim Contagem in vivo: 390/1540 ex-vivo: 0/3200
Linfonodo: corados com azul patente: 2 N&o corados com azul patente:

Intercessao dos dois métodos: Sim

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 12/11/08
Cadela: 15
Peso: kg
nguinal direita:
Irradiagao na comissura: 13400

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 13400
Linfonodo sentinela:

Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 640

Contagem in vivo: 876 ex-vivo: 1146

Sitio inguinal: 138
Contagem in vivo: 528 ex-vivo: 415

1 Nao corados com azul patente: 1

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pata: 19/11/08

Cadela: 16
Peso: 10,1kg
nguinal direita:

Irradia¢do na comissura: 4100

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacdo na comissura: 4100
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 90

Contagem in vivo: 536 ex-vivo: 120
Sitio inguinal: 80

Contagem in vivo: 270 ex-vivo: 194

2 Nao corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 19/11/08

Cadela: 17

Peso: kg

Inguinal direita:

Irradiagao na comissura: 19300

Linfonodo sentinela: Sim

Inguinal esquerda:

Irradiagao na comissura: 19300
Linfonodo sentinela:
Linfonodo: corados com azul patente:

Intercessao dos dois métodos: Sim

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 1600

Contagem in vivo: 670/900 ex-vivo: 510/53

Sitio inguinal: 1300
Contagem in vivo: 4200 ex-vivo: 2087

2 Nao corados com azul patente:1

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

Data: 03/12/08
Cadela: 18
Peso: 12 kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacdo na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 1849

Contagem in vivo: 3300 ex-vivo: 3906

Sitio inguinal: 628
Contagem invivo: 1928  ex-vivo: 1366

1 Nao corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data: 10/12/08
Cadela: 19
Peso: kg
nguinal direita:
Irradiagao na comissura: 19800

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 19800
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 80

Contagem in vivo: 424 ex-vivo: 272

Sitio inguinal: 303
Contagem in vivo: 2220 ex-vivo: 2434

2 N3o corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

Data: 21/01/09
Cadela: 20
Peso: 7 kg
nguinal direita:
Irradiacdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacdo na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 1300

Contagem in vivo: 3940 ex-vivo: 2900

Sitio inguinal: 1094
Contagem invivo: 6358  ex-vivo: 6820

1 N3o corados com azul patente: 1

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data: 21/01/09
Cadela: 21
Peso: 9 kg
nguinal direita:
Irradiagao na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 20000
Linfonodo sentinela:
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Nao

Sitio inguinal 660

Contagem in vivo: 3714 ex-vivo: 3096

Sitio inguinal: 317
Contagem in vivo: ex-vivo:

0 N3ao corados com azul patente: 1

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

Data: 21/01/09
Cadela: 22
Peso: kg
nguinal direita:
Irradiagdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacao na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal: 2635

Contagem in vivo: 2700 ex-vivo: 2836

Sitio inguinal: 1439
Contagem in vivo: 2419 ex-vivo: 2733

1 N3o corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data: 22/01/09
Cadela: 23
Peso: 12 kg
nguinal direita:
Irradiagao na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos: Sim

Sitio inguinal: 3300

Contagem in vivo: 3500 ex-vivo: 5272

Sitio inguinal: 2800
Contagem in vivo: 13100 ex-vivo: 10200

1 N3o corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto

LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Data: 22/01/09
Cadela: 24
Peso: 8,5 kg
nguinal direita:
Irradiagdo na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

nguinal esquerda:
Irradiacao na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente:

ntercessao dos dois métodos:

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Sitio inguinal:57

Contagem in vivo: 500 ex-vivo: 570
Sitio inguinal: 64

Contagem in vivo: ex-vivo:

1 N&o corados com azul patente:

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG

CIRURGIA RADIOGUIADA E LINFONODO SENTINELA

Pesquisa de Linfonodo Sentinela — Vulva da Cadela

Data: 22/01/09
Cadela: 25
Peso: 9 kg
Inguinal direita:
Irradiagao na comissura: 20000

Linfonodo sentinela: Sim

Inguinal esquerda:
Irradiagao na comissura: 20000
Linfonodo sentinela: Sim
Linfonodo: corados com azul patente: 1

Intercessao dos dois métodos:

Sitio inguinal: 3300

Contagem in vivo: 5046 ex-vivo: 10030

Sitio inguinal: 1300
Contagem in vivo: 7940 ex-vivo: 7640

N3o corados com azul patente: 0

Doutorando (Cirurgia) Jose Ulcijara Aquino — Orientador: Prof. Luiz Porto
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ANEXO A — Nodulos linfaticos inguino-femoral
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Adaptado de BERECK (1998)=
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ANEXO B — Drenagem linfatica da mama e inguinal superficial da cadela

Drer 1gem Linfatica da Mama da cadela

Tordcioa Cranal Yordaioo Caudal Abdomiral Cranial P

. 3 /"
et L__.’.’/ 3 Abdominal Caudal
—P . - ) \_,(l > /

7 ~Ingunal

Adaptado de Evans; Christensen, (1979)
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ANEXO C — Declaracgéo da Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

Universidade Federal do Ceara
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARAGCAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacao
n° 10/09, sobre o projeto intitulado: «MODELQ EXPERIMENTAL PARA
PESQUISA NO LINFONODO SENTINELA NA VULVA DE CADELA”, de
responsabilidade de José Ulcijara Aquino, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reuniao realizada em 09 de

novembro de 2010.

Fortaleza, 09 de novembro de 2010

Profa. Dra. Nylane 7 Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao Efica em Pesquisa Animal — CEPA



