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RESUMO

A pesquisa do linfonodo sentinela j& se apresenta bem estabelecida em tumores como o de mama
e no melanoma. No cancer gastrico, porém, existem poucos estudos que comprovem sua
eficacia. Este estudo avaliou a pesquisa do linfonodo sentinela géastrico através da endoscopia
digestiva alta em modelos animais. O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Cirurgia
experimental Prof. Saul Goldenberg Cirurgia Radioguiada / Linfonodo Sentinela vinculado ao
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. Foram
selecionados 15 cdes mesticos da espécie Canis familiaris, fémeas, com peso aproximado de
11kg e com idade variando de 12 a 24 meses (estabelecida por critérios clinicos: denticéo,
mamas, penugem, genitalia, paridade) fornecidos pelo Centro de Controle de Zoonoses do
Municipio de Fortaleza (CCZ). Primeiramente os cdes foram submetidos a anestesia geral por
uma anestesista veterinaria. Em seguida foi realizado a endoscopia digestiva alta nos animais.
Dispondo de um cateter injetor endoscopico procedeu-se a infusdo do azul patente e do tecnécio
na camada submucosa do antro gastrico dos cées. Posteriormente foi realizado o procedimento
cirurgico através da laparotomia do animal e pesquisa do linfonodo sentinela. A marcacdo com o
azul patente foi avaliado visualmente através da coloracdo azulada do linfonodo. A marcacéo
com o tecnécio foi avaliado através da captacdo de radiatividade do linfonodo pelo aparelho
Gamma-Probe. Tivemos 02 grupos de linfonodos detectados: os linfonodos sentinelas da
pequena curvatura do antro gastrico e os linfonodos sentinelas infra-piloricos.N&o foi observado
diferenca estatistica entre o tecnécio e o azul patente nas detec¢cdo dos linfonodos sentinelas da
pequena curvatura e nos infra-piloricos. Na analise dos linfonodos sentinelas dos 2 grupos “in
vivo” (detec¢do do linfonodo no animal) e “ex vivo “(apds a exérese do linfonodo do animal)
feita separadamente com os dois marcadores (azul patente e tecnécio) foi encontrado
significancia estatistica (p < 0,05) e um coeficiente de Kappa satisfatorio inferindo uma
excelente concordancia. Concluimos que o método de detec¢cdo do linfonodo sentinela gastrico
no cdo por endoscopia digestiva alta através do azul patente e do tecnécio é altamente factivel e
possui um alto grau de acuracia.

Palavras-chave: Linfonodo Sentinela. Cancer Gastrico. Endoscopia Digestiva Alta.



ABSTRACT

The sentinel lymph node has become quite well established in tumors such as breast and
melanoma. In gastric cancer, however, there are few studies proving its effectiveness.
This study evaluated the research of sentinel lymph nodes by gastric endoscopy in animal
models. This work was performed at the Laboratory of Experimental Surgery Pr. Saul
Goldenberg radioguided surgery / sentinel lymph node linked to the Department of Surgery,
Faculty of Medicine, Federal University of Ceara. Provided by the Center for Zoonosis Control
of 15 mongrel dogs of the species Canis familiaris, females, weighing approximately 11kg and
aged 12 to 24 months (teeth , breasts , down, genitalia , parity established by clinical criteria)
were selected Fortaleza ( CCZ ). First the dogs underwent general anesthesia by a veterinary
anesthesiologist. Then the endoscopy was performed in animals. Featuring a gun endoscopic
catheter proceeded infusion of blue dye and technetium in the submucosal layer of the gastric
antrum of dogs. Subsequently, the surgical procedure was performed by laparotomy animal and
sentinel lymph node. Labeling with patent blue was evaluated visually by bluish discoloration of
the lymph node. The labeling with technetium was assessed by uptake of radioactivity in the
lymph node by Gamma -Probe apparatus. We had 02 groups of lymph nodes detected: the
sentinel lymph nodes of the lesser curvature of the gastric antrum and pyloric SN
infrastructure.No statistical difference between the technetium and patent blue in the detection of
sentinel lymph nodes of the lesser curvature and pyloric infrastructure was observed. In the
analysis of sentinel lymph nodes of 2 groups "in vivo " (detection of lymph nodes in animals )
and " ex vivo " (after excision of the lymph node of animal) taken separately with the two
markers ( blue dye and technetium ) was found statistically significant ( p < 0.05 ) and a
coefficient of satisfactory Kappa inferring an excellent agreement . We conclude that the method
of detection of the sentinel lymph node in dog stomach by endoscopy through the blue dye and
technetium is highly feasible and has a high degree of accuracy.

Keywords: Sentinel Lymph Node. Gastric Cancer. Upper Digestive Endoscopy.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, que me deu a vida, inteligéncia, sabedoria e determinacédo em

busca de meus objetivos e a Nossa Senhora que ndo se cansa de interceder por nos.

Aos eternos e amados pais, Sr. lvan de Oliveira e Sra. Alexandrina Terceiro de Oliveira, que
com muito amor, dedicagéo, carinho e paciéncia, me ensinaram a ndo temer desafios e a superar

obstaculos com humildade.

A minha amada noiva e futura esposa, Ana Caroline Martins Saraiva, pela compreenséo, carinho,

companheirismo e ajuda em todos esses anos.

Ao Prof. Dr. Saul Goldenberg, idealizador e fundador da SOBRADPEC (Sociedade Brasileira
Para O Desenvolvimento da Pesquisa em Cirurgia) e da Revista Acta Cirargica Brasileira.
Professor Titular e Coordenador do Curso de Pds-Graduacdo da Disciplina de Técnica
Operatdria e Cirurgia Experimental da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de

Sao Paulo.

Ao Prof. Wagner Colaiacovo, renomado endoscopista brasileiro e preceptor da Residéncia em
Endoscopia Oncoldgica no Hospital do Cancer de Barretos, responsavel por minha formacéo

profissional e, continuamente, modelo e licdo de empenho cientifico na profissao.

Ao Prof. Dr. Kenji Myazaki, chefe do Servigo de Endoscopia do Hospital de Base da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto, que além de me ensinar profundamente a especialidade,

orientou-me, com humildade e paciéncia, a trilhar os caminhos corretos da profissao.

Ao Prof. Dr. Eduardo Guimardes Horneaux de Moura, chefe do Servico de Endoscopia
Gastrointestinal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo, pela cordialidade, a amizade e o aprendizado inestimavel.

Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos, Coordenador do Programa de P6s-Graduacgao
stricto sensu do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal

do Ceara, pelo incentivo e dedicagdo nas atividades deste programa.

Ao Prof. Dr. José Huygens Parente Garcia, professor titular do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, pela importante e ilustre participacdo

na banca examinadora.



A Professora Dra. Ivelise Regina Canito Brasil, professora adjunta da Universidade Estadual do
Ceard, por sua notavel e talentosa participacéo na banca examinadora.

Ao Prof. Dr. Gustavo Régo Coelho, professor adjunto do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, pela essencial participacdo no exame

de qualificacdo.

Ao Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaraes, professor associado do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, pela admiravel e minuciosa

participacdo no exame de qualificacéo.

Ao Prof. Fernando Antonio Siqueira Pinheiro, professor adjunto do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, pela importante participagdo no

exame de qualificacéo.

Ao Dr. Paulo Henrique Didgenes Vasques, cirurgido geral, doutorando e pesquisador do
GEEON, pelo compromisso, diligéncia e presteza na parceria dos experimentos realizados em
laboratério.

Aos colegas e funcionérios do Servico de Endoscopia Digestiva do Hospital Universitario Walter

Cantidio-UFC pela ajuda e presteza nesse trabalho arduo.

A minha colega do curso de pés-graduagdo Mara Cinthia Coelho Cavalcante pelo estimulo, a
colaboracdo e a amizade nos momentos dificeis e delicados do curso.

Aos académicos de medicina Raiza Pontes Rodrigues, Lara Guerra Lucena Matias Alencar e
Pedro Andrade Alencar Luna pela participacao ativa nos experimentos realizados no laboratorio

Prof. Saul Goldenberg.

A todos os outros colegas do mestrado que juntos soubemos superar as dificuldades com muito
companheirismo, dedicacdo e amizade nesta caminhada de crescimento académico, profissional

e pessoal.

As senhoras Maria Luciene Vieira de Oliveira e Magda Maria Gomes Fontenele, secretarias do
Programa de Pos-Graduagdo stricto sensu do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard, sempre muito atenciosas e prestativas em todos 0s

momentos do curso de pos-graduacéo.



A todos os inofensivos animais, que atraves de seus sacrificios, presentearam-nos para o

progresso da ciéncia neste estudo.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao Prof. Dr. Luiz Gonzaga Porto Pinheiro, professor titular do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, idealizador e fundador do Grupo de
Educacdo e Estudos em Oncologia (GEEON) — extensdo do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard- que soube com competéncia,

objetividade e clareza conduzir todo um processo de orientacéo

Ao Dr. Florentino Cardoso de Araujo Filho, Superintendente dos Hospitais Universitarios da
Universidade Federal do Ceara e presidente da Associacdo Médica Brasileira (AMB). Homem
integro, idealizador e dono de uma visdo de gestdo hospitalar inovadora que, com trabalho e

inteligéncia, dinamizou e modernizou nosso Hospital Universitario Walter Cantidio.

Dr. Florentino, meu amigo, agradeco sempre a orientacdo e o estimulo que me engradeceram e
me ensinaram tanto.



SUMARIO

(0] 5100710 T 13
R O OF: g [otT gl €7 T {1 ol LSRR 13
1.2 O linfON0dO SENLINEIA........ceiiiiiee e 18
1.3 Céncer Precoce de Estdbmago e a Musectomia ENdOSCOPICA.........ccurverveeririerieiencieeeeienenes 21
1.4 JUSTITICAEIVA. ...ttt bbb bbbttt bbb bbb enes 27
1.5 ODJetivo PriNCIPAL......ccueeiiieie ettt ne e 29
1.6 ODJELIVOS SECUNUANIOS .....veveeiieieeiieieeie ettt bbbt e nre s 29
2 METODOS ..ottt 30
2.1 Critérios de INCIUSA0 € EXCIUSAO..........ccouiiriiiiieiiesie st e 31
2.1.1 OS CriterioS de INCIUSAD .......ooveiviiiiiiiiieieieie ettt bbbttt b b s 31
2.1.2 OS CrtErioS 0& BXCIUSAO. .. ...ecueerrerierieiesieste sttt e e ee et e et te e te e esa e e e e ssessesseenaeneeneenes .31
A = 1ot OO 32
2.3 Procediment ANESLESIHIOUICO .......ccveuiiieiieeiecics et 32
2.4 Procedimento ENCAOSCOPICO. ........ccueiiiiiiieeite ettt ste ettt sre e sreenesne e eans 33
2.5 Procedimento CIFUIGICO. .. ....u ittt sttt er et ne e enns 38
S RESULTADOS ...ttt ettt e e et e e et e e st e e st e e anae e e snbeeesneeeesnaeeenneeas 43
B DISCUSSAD. ...ttt 2t 50
5 CONCLUSAD. ....cvvieiiritetieie st 61
B REFERENCIAS ...ttt 62
7 APENDICE ..ottt 68

B ANEXOS ... 84



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CE: Cancer de Estdbmago

INCA: Instituto Nacional do Cancer

CPE: Cancer Precoce de Estdbmago

ASC: Society American Cancer

LS: Linfonodo Sentinela

MS: Musectomia Endoscépica

99mTC: Tecnécio

AP: Corante Azul Patente

GEEON: Grupo de Educacéo e Estudos Oncoldgicos
FMUFC: Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara
CCZ: Centro de Controle de Zoonoses

SRD: Sem Raca Definida

CEPA: Comisséo de Etica em Pesquisa Animal
COBEA: Colégio Brasileiro de Experimentacédo

IP: Infrapildrico

ICV: Indocianina verde

PC: Pequena curvatura



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1. Modelo esquematico do esvaziamento a D2 no cancer gastrico...........cccvvevvevennen, 17
FIGURA 2. Modelo esquemético do linfonodo sentinela............ccoceeveiiininincinc e 18
FIGURA 3. Representacdo macroscopica do cancer gastrico avangado ...........ccocvevververiranennnn, 22
FIGURA 4. Classificagcdo macroscopica do cancer precoce de estbmago segundo a Sociedade

Japonesa para a Pesquisa do CANCEr QASIIICO ......c.ccvviveveerieeieceese e 23
FIGURA 5. Técnica Endoscdpica de Musectomia Tipo Stripy-biopsy ........cccceevvriiniencienennenn 24
FIGURA 6. Técnica de Endoscopica de MUSECIOMIA ........ccueeveieeiieeieiieeie et se e 26
FIGURA 7. Laboratorio de Cirurgia Experimental Prof. Saul Goldenberg ........c.ccocevvvrennnn 30
FIGURA 8. Vaporizador Universal do Laboratdrio de Cirurgia Prof. Saul Goldenberg ............ 33
FIGURA 9. Fibroendoscopio Pentax EG-2940 do Laboratorio de Cirurgia Prof. Saul

(€10] [0 (=T 01 o T=1 (o TSRS 34
FIGURA 10. Cateter Esclero-injetor com agulha na ponta de 25G de diametro e 6mm de

(010] 1001 4 1141 01 (0 TSP 34
FIGURA 11. Endoscopia Digestiva Alta no animal sob sedagao geral ............ccccoevviriiinieiienen, 35
FIGURA 12. Regido da pequena curvatura com infusdo de solucdo salina.............ccccccevveivenennen, 37
FIGURA 13. Regido da pequena curvatura com infusdo do corante azul patente .............cc.co...... 37
FIGURA 14. Aparelho Gamma Probe do Laboratério de Cirurgia Experimental Prof. Saul

GOIABNDEIG ...t 38
FIGURA 15. Abertura da Parede Abdominal por Planos............ccccvveveiieii e 39
FIGURA 16. Regido Abdominal utilizando um afastador abdominal Finicheto pequeno. ........... 39
FIGURA 17. Estémago com a visualizacdo dos canais linfaticos corados ............cccccceeveivenenen, 40
FIGURA 18. Linfonodo Sentinela corado pelo Azul Patente...........ccocvvvvieiienieneneniseseseee, 40
FIGURA 19. Linfonodo Sentinela “in-vivo”com medic¢do da radiotividade e presen¢a ou

AUSENCIA 08 TINGIMENTO ....c.viieieiitisieiiee e bbbt 41
FIGURA 20. Linfonodo Sentinela “ex-vivo”com medi¢do da radiotividade e presenca ou

AUSENCIA 08 TINGIMENTO ....cvviieeiiieeiesi e 42
FIGURA 21. Cadeias linfaticas observadas N0 €StUO..........cccoereiiiiiieieieee e, 43
GRAFICO 1. Documentac&o grafica dos linfonodos Sentinelas ...............ccccvveverveveeeevereerveesiennnss 44
GRAFICO 2. Captacio média de TC em PC POF tEMPO .......cvvrueverrceereieressieeesseeeesseseesessenessensnes 48

GRAFICO 3. Captacio média de TC em IP POr tEMPO ....c.vvveeeeerceeseiereeseeeesee e seseesee s 49



LISTA DE TABELAS

. Andlise Estatistica do LS PC do estdmago do animal quando utilizado o Tecnécio e AP
(teste de MacNemar).

. Andlise Estatistica do LS IP do estdmago do animal quando utilizado o Tecnécio e AP
(teste de MacNemar).

. Andlise Estatistica do LS IP do estbmago do animal quando utilizado o 99mTc/relagdo
“in vivo” e “ex vivo” (teste de McNemar e Kappa).

. Andlise Estatistica do LS IP do estbmago do animal quando utilizado o AP/relagdo “in
vivo” e “ex vivo” (teste de McNemar e Kappa).

. Andlise Estatistica do LS IP do estbmago do animal quando utilizado o 99mTc/relagédo
“in vivo” e “ex vivo” (teste de McNemar e Kappa).

. Andlise Estatistica do LS PC do estbmago do animal quando utilizado o AP/relagdo “in
vivo” e “ex vivo” (teste de McNemar e Kappa).



1 INTRODUCAO

1.1 O Cancer Gastrico

O cancer gastrico (CG) atualmente é o quarto tumor maligno mais frequente no
mundo e a segunda causa mais comum de Obito por neoplasias. Em homens, a incidéncia é duas
vezes maior do que em mulheres. Cerca de dois tercos dos casos ocorrem em paises em
desenvolvimento. (KATHERINE, D.C.; ALFRED 1.N.,2006). Na década de 50, o cancer
gastrico representava 20 a 30% de todas as mortes por neoplasia diagnosticadas. Hoje se observa
uma queda na sua incidéncia e menos mortes atribuidas a tumores gastricos. As razdes para esta
diminuigéo de incidéncia e mortalidade néo estéo totalmente compreendidas, mas atribuem-se as
melhorias nas condi¢cdes de salude da populacdo, nos métodos de investigacdo e realizacdo de
diagnosticos precoces. (DEVESA, S.S.; BLOT, W.J.; FRAUMENI J.F., 1990).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) de 2013, o cancer
de estdmago € o quarto tipo mais frequente no pais. Segundo tumor mais frequente nas regides
Norte (11 casos/100 mil) e Nordeste (10 casos/100 mil). Esta em quarto lugar nas regides
Centro-Oeste (11 casos/100 mil) e Sul (16 casos/100 mil) e na quinta colocacdo na regido
Sudeste (15 casos/100 mil). (BRASIL, 2013).

Na cidade de Fortaleza, segundo o INCA, o CG ¢ a segunda causa de 6bito por
neoplasia maligna em homens, enquanto nas mulheres ele é a terceira maior causa de 6bito por

neoplasia apds o cancer de colo uterino e de mama (BRASIL, 2013).

A taxa de mortalidade geral por cancer gastrico que nos anos 80 era de
aproximadamente de 17%, pouco mudou. Tratamentos complementares como quimioterapia e
radioterapia pouco ajudam na melhora do indice de sobrevida neste tipo de neoplasia.
(MACDONALD, J.S.; SMALLEY, S.R.; BENEDETTI, J.; HUNDAHL, A.S., 2001).18 Os
melhores resultados sdo obtidos por cirurgiGes orientais que demonstraram através de cirurgias
radicais aumentar a sobrevida global dos pacientes. (MARUYAMA, K.; SASAKO, M,
KIMOSHITA, T., 1993).
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No Japdo, durante a década de 1950, as elevadas incidéncia e mortalidade
relacionadas ao CE suscitaram a investigacao dos fatores prognosticos mais importantes. Dos
varios parametros investigados, o mais importante foi a profundidade de invasdo do tumor. No
inicio da década de 1960, o cancer precoce do estdbmago (CPE) foi definido no Japéo, durante
0 Encontro da Sociedade Japonesa para Pesquisa de Cancer Gastrico em 1962, como cancer
cuja profundidade de invasdo esta limitada a mucosa ou a submucosa, sem considerar a
presenca de metastases linfonodais. O termo precoce ndo se refere ao tamanho, nem a duracao
de tempo ou estagio na génese do cancer, mas ao cancer de estbmago potencialmente curavel.
(YOSHIMORI, 1984).

O prognostico dos pacientes com CPE é muito melhor em comparagdo aqueles
com lesdes avancadas, fato constatado ndo apenas no Japdo, mas também na Inglaterra e na
Italia, por exemplo. (ECKARDT et al., 1990). O importante avanco tecnoldgico nas areas da
endoscopia e radiologia influenciou sobremaneira no diagnostico de lesdes precoces. Segundo
dados do National Cancer Center Hospital de Toquio — Japdo, na década de 1980, mais da
metade dos casos (53%) dos pacientes operados apresentou invasao tumoral limitada a camada
mucosa e/ou submucosa. (YANAI et al., 1997). O grande nimero de casos de CPE elevou a
taxa de sobrevida geral de cinco anos (incluindo somente os casos operados) de 57,8% de
décadas anteriores para 72%. (KINOSHITA,1993).

Na experiéncia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo relatada por Gama-Rodrigues et al. (1995), de 1974 a 1971, 13,8%
dos CE tratados foram precoces. No Ocidente cerca de 7% a 15% dos casos de CG séo
diagnosticados em fase precoce. Este € provavelmente um dos fatores mais importantes que
explicam a diferenca de sobrevida de 15% obtido no Ocidente e superior a 70% no Japéo.
(COHEN, M.M., 1994).

Vale salientar que no Japdo o Ministério da Saude e Bem-estar recomenda a
realizacdo de exames radiologicos e/ou endoscopicos para deteccdo do CG na populagéo
assintomaética acima de 40 anos de idade. A populagdo recebe orientagdes e esclarecimentos

sobre a importéancia dos exames de prevencao e de detecgéo precoce.
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A causa especifica deste tipo de neoplasia ndo foi encontrada, mas dados
epidemioldgicos demonstram que seja multifatorial. Muito é estudado dos fatores causais do
cancer gastrico, mas ndo se pode afirmar que algum fator isolado seja causador. Fatores
relacionados com a carcinogénese que tem forte associagéo ao cancer gastrico sdo pesquisados
frequentemente. (FUCHS, C.S.; MAYER, RJ., 1995). 3. Os fatores que podem estar
relacionados e apresentam fortes evidéncias epidemioldgicas sdo: dietas, o fumo, condi¢des de
conservacao de alimentos, infeccdo por Helicobacter pylori, polipos adenomatosos, cirurgias
gastricas prévias, anemia perniciosa e doenca de Ménétrier. (WALLACE, M.H.; PHILILIPS,
R.K.; 1998).

O tipo histologico de neoplasia gastrica mais incidente e estudada é o
adenocarcinoma, que constitui 95% dos casos. Os demais ficam a cargo de linfomas, tumores
carcinoides, tumores estromais gastrointestinais, leiomiossarcomas e tumores epidermoides. A
classificacdo anatomopatolégica mais utilizada é a de Lauren, criada em 1965, a qual divide os
tumores em tipo intestinal e difuso. Os canceres do tipo intestinal s&o 0s menos agressivos,
relacionados a processos de carcinogénese prolongados e tendem a predominar em regides
onde a incidéncia de cancer gastrico é alta. Apresentam na microscopia uma estruturacdo
glandular que muito lembra o epitélio colénico, com infiltracdo inflamatéria difusa e
metaplasia intestinal frequente. O tipo difuso é composto grupos de pequenas células
agrupadas e uniformes, verifica-se menor processo inflamatorio peri-tumoral, apresenta
progressao linfatica e peritoneal precoce, determinando um pior diagnostico quando presente.
Este tipo de tumor € geralmente encontrado em pacientes jovens, mais frequentemente em
mulheres e em regides onde o cancer gastrico ndo € comum. (FENOLIO-PREISER, C.M;
NOFFSINGER, A.E.; BELLLI, J., 1996).

Quando a apresentacdo clinica, 0s tumores gastricos ndo costumam causar
sintomas especificos. A maioria dos sintomas se dara quando a doenca estiver em fase
avancada. Desconforto epigastrico, simulando doencas dispépticas benignas acabam por
preceder o achado de um céancer gastrico em aproximadamente 6 a 12 meses. A maioria dos
pacientes apresenta como sintoma inicial rapida perda de peso, dor epigastrica, anorexia,
vomitos, o que geralmente significa doenca avancada. Ja o tumores precoces acometem

pacientes mais jovens que normalmente apresentam sintomas dispépticos leves. Tumores
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gastricos estdo associados com perda crbnica de sangue, algumas vezes cursando com
sangramento digestivo alto. (WANEBO, H.J.; KENNEDY, B.J.; CHIMIEL, J.; STEELE, G.,
1993).

O estadiamento clinico do cancer géastrico é realizado através dos exames:
endoscopia com biopsia da lesdo, raio-X contrastado, ecografia abdominal, ecografia
endoscopica e tomografia computadorizada. O restante do estadiamento é realizado por
procedimento cirurgico, seja por videolaparoscopia ou por laparotomia, seguido de avaliacao
anatomopatoldgica. A classificacdo mais utilizada para se estadiar € a TNM (SOBIN, L.H.;
WITTENKIND, C.H., 2003), na qual sdo avaliados critérios como caracteristicas locais do
tumor, comprometimento linfonodal regional, presenca de metéstases a distancia e presenca

ou ndo de doenca residual.

O tratamento largamente utilizado no Japdo e em alguns paises europeus tem sido
a gastrectomia total ou subtotal com linfadenectomia D2”. (MITSURU, TAKESHI,
SEICHIRO, et al., 2008). (FIGURA 1). A cirurgia padrdo no cancer gastrico permanece
controverso. Existem duas correntes mundiais. Os orientais, que demonstraram que cirurgias
radicais com linfadenectomias regionais extensas podem melhorar a sobrevida
(MARUYAMA, K.; SASAKO, M.; KIMOSHITA, T., 1993) e a corrente ocidental, a qual ndo
consegue reproduzir os resultados melhores apresentados pelos orientais e que desta maneira
afirmam que linfadenectomias extensas ndo acrescentam melhor sobrevida e apresentam um
aumento de morbidade e mortalidade cirdrgica. (BONENKAMP, J.J.; HERMANS, J.
SASAKO, M.; VAN DER VELDE, C.J., 1999).
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Fonte: www.nature.com
Figura 1- Modelo esquematico do esvaziamento a D2 no cancer gastrico ( estagfes 1-12 ).

Nos ultimos anos, com o melhoramento das técnicas e do material de
videolaparoscopia, novos procedimentos cirlrgicos tornaram-se realizaveis por esta tecnica.
Procedimentos menos agressivos e com resultados iguais ou superiores as cirurgias realizadas
por laparotomia como a ressec¢do endoscOpica (mucosectomia) e a cirurgia
videolaparoscépica estdo sendo cada vez mais realizados. A proposta da pesquisa por
linfonodo sentinela apoia-se neste conceito de cirurgias menos invasivas e com melhor
capacidade de tratar e predizer o progndstico dos pacientes. (BY COURTNEY, M.;
TOWNSEND, J.R.; DANIEL BEAUCHAMP, R.; MARK EVERS, B.; KENNETH. L., 2012).

Quanto ao progndstico dos pacientes portadores de cancer gastrico vemos que a
sobrevida média estimada para os paises desenvolvidos e em desenvolvimentos é de,
respectivamente, 28% e 18%. Estima-se que a média mundial seja aproximadamente de 21%
(PARKIN, D.M.; PISANI, P.; FERLAY, J., 1999). Mesmo nos Estados Unidos, dados de
2013 da American Cancer Society apontam uma sobrevida global em 5 anos de cerca de 27%

para pacientes portadores de cancer gastrico. (www.cancer.org.) Estes dados sugerem que o
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tratamento e o diagndstico deste tipo de neoplasia ndo sdo satisfatorios e por isso devem ser

buscadas novas técnicas para diagnosticar, estadiar e tratar estes pacientes.

1.2 O Linfonodo Sentinela

O linfonodo sentinela é considerado o primeiro ou os primeiros linfonodos a
receberem a drenagem linfatica de determinada regido anatdmica. Podemos ilustrar o
entendimento do conceito do linfonodo sentinela como na figura abaixo onde um tumor
apresenta um primeiro linfonodo que recebe sua drenagem e é considerado o primeiro local de

implantacdo de metéstases (Figura 2).

Linfonodo Sentinela
!

Tumor Primario oo Linf n'o os N3o-
Canaliculos O. d 2
Sentinelas

Linfaticos

Fonte: www.scielo.org.br

Figura 2 — Modelo esquematico do linfonodo sentinela

Os tumores e suas disseminagdes ha muito tempo estdo sendo estudados. Relatos
historicos, do comeco do século VI, demostraram as primeiras descrigdes do envolvimento do
sistema linfatico por tumores originarios da mama e sua forma de disseminagdo. Muito séculos

apos, novas pesquisas apresentadas por médicos e anatomistas comecaram a apresentar teorias
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da progressao linfatica dos tumores e isso culminou na identificacdo das possiveis rotas de
disseminacéo das células tumorais. (OSBORNE, ROSENBAUM-SMITH, 2002). Por volta de
1950, Meinberg e Greaney (WEINBERG, GREANEY, 1950), desenvolveram uma maneira de
visualizar cadeias linfaticas através do uso de um corante chamado sky-blue em cirurgias de
cancer gastrico. Este relato provavelmente seja o primeiro trabalho que demonstrou a
migracdo linfatica do cancer géastrico e com isso impulsionou pesquisas nesta area. Da mesma
forma, Morl, em 1952, demonstrou a migracdo de células tumorais de cancer de mama para o
sistema linfatico da axila utilizando uma tinta indiana. Em 1953, Sherman e Terpogossian
utilizaram um coloide dourado para localizar linfonodos regionais no intra-operatorio de
cirurgias intestinais. (SAHA, DAN, BILCHIC, 2004).

Um grande passo foi dado durante o século XX com o desenvolvimento da
linfocintilografia. Ela constitui um método de verificacdo de rotas linfaticas através da injecao
de um radiois6topo (elemento natural que emite radioatividade como o enxofre ou tecnécio)
usado geralmente associado a um veiculo de pequenas dimensdes (dextran, fitato, albumina,
carbono). De acordo com a necessidade de visualizacdo dos vasos linfaticos se escolhe o tipo
mais adequado de elemento. Quando estamos pesquisando o linfonodo sentinela temos que
utilizar um veiculo que tenha tamanho adequado para migrar através dos vasos linfaticos mas
que ndo ultrapasse o primeiro linfonodo que recebe aquela drenagem. Isto é conseguido
através do uso de particulas extremamente pequenas como € o caso do fitato marcado com
tecnécio-99m. Este passa por filtro de milipore de 0,22 micras e apresenta migracdo adequada
pelos vasos linfaticos e chegando aos linfonodos ndo os ultrapassa devido ao seu tamanho. A
leitura desta emissdo de radiacéo € feita por uma gama camera. A gama camera constitui uma
sala provida de um leitor de radioatividade o qual faz a medigéo da radioatividade emitida

pelo radioisétopo no paciente.

A denominacdo linfonodo sentinela foi proposta por Cabanas (1977) que, na
avaliacdo terapéutica do carcinoma de pénis e com a utilizacdo do linfangiograma, estudou a
disseminacdo linfatica deste tumor e utilizou o termo linfonodo sentinela para o primeiro
linfonodo que fazia a drenagem deste tumor ao nivel da arcada linfatica inguinal. A retirada
deste linfonodo minimizaria a mutilacdo de um esvaziamento inguinal bilateral, caso 0 mesmo

fosse negativo. Deste modo, este autor acreditava que a drenagem linfatica poderia ser
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previsivel. A identificacdo, porém, de vias linfaticas de disseminag&o alternativas invalidou o

pensamento até entdo da linfanedectomia seletiva. (CABANAS, 1977).

Somente em 1992, o verdadeiro valor do linfonodo sentinela ficou evidenciado
quando Morton e colaboradores (1992) demonstraram a sua aplicagdo no melanoma maligno.
H& mais de 25 anos antes da sua publicacdo, os autores acima ja utilizavam um coloide
dourado para estudar as drenagens linfaticas de melanomas no tronco. Eles descreveram a
importancia do uso da linfocitilografia para identificar as bases linfonodais acometidas pelo
melanoma de tronco. Através do mesmo raciocinio do linfondo sentinela e da migracdo
tumoral relataram a possibilidade de realizar a linfanedectomia iliaca e da fossa obturadora de
acordo com o resultado do linfonodo de Cloquet (ultimo linfonodo iliaco). Conseguiram,
através deste estudo, demonstrar que o linfonodo sentinela apresentava 99% de acuracia em
determinar as caracteristicas linfonodais daquela estacdo linfatica. Portanto pacientes
portadores de um linfonodo sentinela negativos seriam poupados da morbidade de uma
linfanedectomia regional. (MORTON, WEN, WONG, ECONOMOU, CAGLE, STORM,
1992).

Na década de 1990, os autores Krag e colaboradores (1993) e Giuliano e
colaboradores (1994) apresentaram os primeiros resultados da pesquisa do linfonodo sentinela

em cancer de mama com sucesso similar ao apresentando no melanoma maligno.

Com o passar dos anos, comecaram a aparecer resultados do uso do linfonodo
sentinela em outros tipos de tumores, incluindo cancer colo retal (SAHA, NORA, WONG,
WEISE (2000), tumores das células de Merkel (MESSINA, REINTGEN, CRUSE, 1997),
tumores de tireoide (KELERMAN, VAN HERLE, GIULIANO, 1998), cancer vulvar (DE
HULLU, DOTING, PIERS, 1998), cancer de prostata (WAWROSCHEK, VOGT,
WCHERMANN, 1999), cancer de pulmédo (LITTLE, DEHOYOS, KIRGAN, 1999), cancer
gastrico (MARUYAMA, SASAKO, KINOCHITA, SANO, KATAI, 1999), cancer esofagico
(TSIOULIAS, WOOD, MORTON, BILCHIK, 2000) e cancer de canal anal (KESHTGAR,
AMIM, TAYLOR, 2001).

A deteccdo do ou dos linfonodos sentinelas sdo feitas através do uso de um detector

manual de irradiacdo chamado gamma-probe. O gamma probe € uma sonda que possui cristais
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de sddio em sua ponta, os quais vibram em presenca de material radioativo e suas vibragdes
sdo transformadas em sinais elétricos que se aumentam de intensidade de acordo com a
quantidade de radiacdo a qual a ponta do probe esta exposta, e por final os sinais elétricos sdo
transformados em sinais sonoros. Isto permite detectar pontos de emissdo de radiagdo e com
isso localizar o linfonodo sentinela. No caso de utilizarmos somente o corante, a detecgéo dos
linfonodos sentinelas é feita através do método visual, onde os linfonodos que se corarem de

azul sdo classificados de linfonodos sentinelas.

A aplicagdo clinica atual do linfonodo sentinela ocorre principalmente no cancer
de mama e no melanoma. A técnica da pesquisa do linfonodo sentinela caracteriza-se em
predizer com um alto percentual de acerto quais séo as caracteristicas dos demais linfonodos
regionais, indicando como uma excelente maneira de estadiar estes tumores. Em nenhuma das
neoplasias citadas o linfonodo sentinela apresentou modificacdes dos progndsticos, mas foi
possivel estadiar melhor estes pacientes e poupar linfadenectomias regionais, as quais sao
fatores de morbidade e mortalidade pds-operatérias. (BENETH & LAGO, 2002).

1.3 Cancer Precoce de Estbmago e a Mucosectomia Endoscépica

A partir da analise metddica e cuidadosa da peca cirrgica e da curva de sobrevida
de 400 pacientes operados e coletados em todo o Japdo até 1962 feita por uma comissdo de
endoscopistas, radiologistas, patologistas, clinicos e cirurgides japoneses, da qual participaram
Tasaka, Murakami, Sakita, dentre outros, ocorreu o conceito de cancer gastrico precoce ou
incipiente, que é aquele localizado na mucosa ou, no méaximo, na submucosa, ndo importando
a presenca de linfonodos metastaticos, passiveis de cura pela cirurgia, com sobrevida apds 5
anos em torno de 90% dos casos. (TASAKA, S., 1962). Nesta anélise, eles verificaram que o
cancer gastrico de localizagdo mucosa elevava a sobrevida para quase 100% dos casos.
Entretanto, como restringir a definicdo apenas para o cancer mucoso diminuiria muito o
numero de casos, passaram a considerar que 90% de sobrevida, com a adi¢do dos casos com

invasdo da submucosa, ainda seria um indice satisfatorio.

Esta comissdo propds, entdo, uma classificagdo macroscopica com base na

classificacdo de Borrmann (1926), para o cancer gastrico avangado (Figura 3). Levando em
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conta a espessura da lesdo e seu aspecto na superficie de corte do 6rgdo determinaram uma

classificacdo macroscépica para o cancer gastrico precoce (Figura 4).

O tratamento do cancer gastrico sempre foi, a priori, a resseccdo cirurgica
associada ao esvaziamento linfonodal. Entretanto, estudos realizados de pecas cirlrgicas de
neoplasias gastricas com profundidade de invasdo restrita a camada mucosa, sem componente
ulceroso ou cicatriz, demostraram auséncia de metéstases linfonodais. Esta observacédo
possibilitou uma nova opcao terapéutica, tornando factivel o tratamento curativo de tipos
selecionados de neoplasias gastricas através da resseccdo local, sem necessidade de cirurgia
com esvaziamento linfonodal. (SANO; KOBORI; MUTO, 1992).

CLASSIFICACAO DE BORRMANN

PROTUSO

ULCERADO

ULCERO-INFILTRATIVO

LINITE PLASTICA

Fonte: www.elsevierimages.com

Figura 3- Classificacdo Macroscépica do Cancer Gastrico Avancado
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U Submucosa
Muscularis
propria

Fonte: www.elsevierimages.com

Figura 4- Classificagdo macroscépica do cancer precoce de estdmago segundo a Sociedade
Japonesa para a Pesquisa do Cancer Gastrico.

Vérias técnicas praticadas por via endoscopica e laparoscépica foram
desenvolvidas para o tratamento local. A resseccao tumoral endoscépica, também denominada
mucosectomia endoscopica, tem a vantagem de possibilitar o exame histopatologico da pega
ressecada, permitindo avaliagcdo precisa da profundidade de invasdo, margem lateral e o

comprometimento ou ndo de vasos linfaticos e venosos. (LAMBERT, 1998).

Fundamentado nos resultados do tratamento endoscOpico e na incidéncia de
metastase linfonodal, a Sociedade Japonesa de Cancer Gastrico definiu, no inicio da década de
1990, os seguintes critérios para a ressec¢do endoscopica do cancer gastrico: lesdes restritas a
mucosa (T1m) ndo ulceradas ou cicatrizadas, tipos I, 1A e IIB, menores que 2cm, bem
diferenciadas; e lesdes T1m tipo I1IC menores que 1cm. (TADA et al., 1993).



24

A literatura demonstra que a técnica classica de mucosectomia para ressecgdo de
lesBes sésseis do cdlon descritas em 1955 por Rosemberg e modificada em 1973 por DEYHLE
et al. (1973), foi adaptada para o tratamento de lesdes gastricas e difundida por TADA et al.
(1993). E uma técnica de resse¢io mucosa endoscopica (“EMR”-Endoscopic Mucosal
Resection), chamada strip-biopsy, (Figura 5) primeiramente descrita em 1984 (TADA et al.,
1984). Este tratamento se revelou como método terapéutico eficaz no tratamento curativo do
cancer gastrico precoce. Utilizando-se desta técnica, TAKEKOSHI et al. (1994) descreveram
resseccdo completa em 74%, em um Unico fragmento em 86,3%, sem recidiva num
seguimento de 10 (dez) anos. KOJIMA et al. (1988) realizaram 185 musectomias, com
ressec¢cdo completa em 78,9%, com retirada de fragmento em 53,5%, com recidiva de 1,6%,

num seguimento de 5 anos.

Tlustragdo: Carlos Eduardo de Lemos Jr
Fonte: Carlos Eduardo de Lemos Jr.

Figura 5 — Técnica endoscopica de musectomia tipo stripy-biopsy desenvolvida por Tada et al
(1993). A — Injecao de solucdo salina na submucosa. B — Apreensdo com alca de polipectomia.
C — Resseccéo da leséo.

Segue abaixo ilustracdo de mucosectomia de colon.(Figura 6).
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Figura 6 — Técnica endoscopica de musectomia desenvolvido por Tada e colaboradores: A —
Inicio da infusdo de solucdo salina na submucosa da lesdo. B — Formacdo da ‘“bolha
endoscopica’’ com separagdo das camadas mucosa ¢ submucosa do colon. C — Apreensdo da
lesdo com alca de polipectomia. D — Resseccdo em Unico fragmento da lesdo colénica por
mucosectomia
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1.4 Justificativa

Nos ultimos anos, 0s avancos nos métodos diagnosticos proporcionaram um
estadiamento mais acurado do cancer do estdmago, porém o prognostico ainda permanece
reservado. “O Unico tratamento potencialmente curativo é a ressec¢do cirdrgica com
esvaziamento linfonodal”. (WANG, SHEN, DONG, et al., 2008, P.1359). “Tumores restritos
ao estdbmago, com invasao minima da parede, tém potencial de cura superior a 90%”. (SUE -
LING, JOHNSTON, MARTIN, et al.,1993, p.591).

O envolvimento linfonodal no cancer gastrico € descrito por 2 sistemas principais:
o estadiamento da American Joint Committee on Cancer (AJCC), baseado no nimero de
linfonodos positivos, e o sistema japonés, Japanese Classification of Gastric Carcinoma
(JCGC), baseado na localizacdo dos linfonodos positivos. (KAMANGAR, DORES,
ANDERSON, 2006).

A definicdo da presenca de metéastases em linfonodos é crucial para o prognostico
dos pacientes. Diversos estudos prospectivos tém tentado definir a extensdo ideal da

linfadenectomia regional nos pacientes com cancer gastrico.

“Ha evidéncias que a disseccdo linfonodal D2 pode aumentar a sobrevida a longo
prazo em pacientes com metastases linfonodais, sendo procedimento padrdo no tratamento
curativo de cancer gastrico na Coreia do Sul e no Japao”. (CHEN, KIM, LAI, et al., 2008, p.
554).

Dois estudos europeus, que compararam dissec¢fes D1 e D2 falharam em
demonstrar maior sobrevida nos pacientes submetidos a disseccdo D2, mas a falta de
experiéncia com o procedimento cirdrgico e cuidados pos — operatorios podem ter contribuido
para o resultado insatisfatorio. (BONENKAMP, HERMANS, SASAKO, et al., 1999).

Uma revisdo da Cochrane Database Syst de 2012 demonstrou aumento
significativo da mortalidade apds disseccdo D2, sem beneficio na sobrevivéncia. Um grande
estudo japonés recente concluiu que disseccao além de D2, com disseccdo de linfonodos para -
adrticos, ndo parece ter qualquer beneficio. (MITSURU, TAKESHI, SEICHIRO, et al., 2008).
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A gastrectomia com disseccdo linfonodal é responsavel por maior morbidade,
maior necessidade de transfusdo sanguinea e maior permanéncia hospitalar. (WANEBO,
KENNEDY, WINCHESTER, et al., 1996).

As técnicas diagnosticas, incluindo tomografia computadorizada (TC) e ultrassom,
permanecem insatisfatorias para predizer acuradamente a presenca de metastases em
linfonodos regionais. (CHEN, KIM, LAI, et al., 2008).

A acuracia pré-operatoria da TC e da ultrassonografia endoscopica para deteccao
de metéstases linfonodais varia entre 50 e 70%. (LEE, RYU, KIM, et al. 2006).

A frequéncia de metéstases linfonodais € menor que 5% em pacientes com

tumores mucosos e cerca de 16% em submucosos. (CHEN, KIM, LA, et al., 2008).

Assim, em cerca de 95% dos pacientes com carcinoma gastrico precoce a
linfadenectomia poderia ser evitada e volume significativo do estbmago preservado, reduzindo
morbidade e mortalidade. (KITAGAWA, FUJII, MUKAI, et al., 2002).

O linfonodos sentinela (LS) é definido com o primeiro sitio de possiveis
metastases ao longo da rota de drenagem linfatica do tumor primario. “O termo Linfonodo
Sentinela surgiu em 1977, quando Cabdna as descreveu e usou a técnica de linfangiogramas
em pacientes com cancer de pénis”. (CABANAS, 1977, p. 456).

A técnica ndo foi aplicada até 1992, quando Morton a reintroduziu em pacientes
com melanoma cutaneo. (MORTON, WEN, WONG, et al., 1992).

Desde entdo, tem sido aplicada rotineiramente no melanoma e no cancer de mama
e, atualmente, tem sido avaliada no tratamento de pacientes com outros tumores, entre eles o
cancer gastrico. (MOCHIKI, KUWANO, KAMIYAMA, et al., 2006).

Neste estudo serd avaliado, através de um modelo animal, a presenca das vias
linfaticas de disseminacao tumoral a partir da marcacéo endoscépica na camada submucosa do

antro gastrico da substancia radioativa (99mTc) e do corante azul patente.

Este modelo propiciaré a base técnica para que essa marcagdo endoscopica possa

ser usada, posteriormente, em humanos portadores do carcinoma gastrico. Neste contexto, tal
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qual nos experimentos em animais, pode-se determinar a via linfatica acometida pela

infiltracdo tumoral e assim possibilitar uma linfadenectomia direcionada pela equipe cirurgica.

Do mesmo modo, em lesGes malignas gastricas precoces que tenham sido
ressecadas endoscopicamente pode-se determinar, com a marcacao pela endoscopia digestiva
alta das substancias referenciadas anteriormente, a necessidade de complementacdo da cura

com a resseccao linfonodal.

1.5 Objetivo Principal

Desenvolver um modelo experimental para a pesquisa do linfonodo sentinela
gastrico através da infusdo do corante vital (azul patente V Guerbert 2,5%) e do Tecnécio

(99mTc) na camada submucosa do antro de cdes pela endoscopia digestiva alta.

1.6 Objetivo Secundario

e Avaliar a eficacia do corante azul patente e do tecnécio na detec¢do do

linfonodo sentinela no estdmago do céo.
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2 METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Cirurgia experimental Prof. Saul
Goldenberg do Grupo de Educacdo e Estudos Oncologicos (GEEON) vinculado ao
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara
(Figura 7).

Foram selecionados 15 cdes mesticos da especie Canis familiaris, fémeas, com
peso aproximado de 11kg e com idade variando de 12 a 24 meses (estabelecida por critérios
clinicos: denticdo, mamas, penugem, genitélia, paridade) fornecidos pelo Centro de Controle
de Zoonoses do Municipio de Fortaleza (CCZ). A opcdo pelo cdo deve-se ao fato de o trato
digestivo alto deste animal ser semelhante anatomicamente ao do Homo Sapiens (homem
moderno) principalmente a circulacao linfatica do estdmago. A opcdo pelo género feminino
deve-se ao fato de ja existirem, neste laboratorio, outros estudos em andamento na pesquisa do

LS na cadela (mama e vulva).

FIGURA 07 — Laboratério de Cirurgia Experimental Prof. Saul Goldenberg Cirurgia
Radioguiada /Linfonodo do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.
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Os animais foram escolhidos aleatoriamente e estudados individualmente,
uma a cada sessdo, semanalmente, no periodo de janeiro a dezembro de 2013. Resgatados nas
ruas de Fortaleza pelo CCZ, este cdes sdo programados para eutandsia em um periodo

preestabelecido caso ndo sejam identificados pelos seus donos.

Os animais a serem estudados ficavam acomodados no CCZ isoladamente e eram
encaminhados, no dia anterior ao experimento, ao canil do proprio Laborat6rio permanecendo
em jejum por cerca de 12 horas. A Clinica Omnimagem Fortaleza/Medicina Nuclear

preparava e fornecia o material radioativo, recolhido na manha do experimento.

2.1 Critérios de Inclusdo e Exclusdo

2.1.1 Os critérios de inclusio:
e Animais clinicamente saudaveis;
e Sem raca definida (SRD);

e Sexo feminino.

2.1.2 Os critérios de exclusao:
e Animais clinicamente doentes;
e Animais com achados intra-operatdrios sugestivos de doenca abdominal;

e Animais sem o jejum alimentar devido (12 horas)
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2.2 Etica

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceara (Protocolo n.72/2011- ANEXO A) e esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagédo (COBEA) em 22 de novembro de 2006 e pelo Departamento de Cirurgia da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara em 22 de maio de 2011.

2.3 Procedimento Anestesioldgico

O procedimento anestesiolégico de todos os animais deste estudo foi conduzido e

supervisionado por uma anestesista veterinaria.

Foi determinado um jejum de cerca de 12horas para 0s animais. Procedia-se, cerca
de 30 minutos antes do experimento, a uma sedacdo pre-anestésica com as seguintes

substancias: diazepam 0,25mg/kg + ketamina 5mg/kg + tramadol 2mg/kg.

Apobs 10 minutos da sedacdo pré-anestésica era realizado a indugdo com propofol

5mg/kg seguido a intubacdo traqueal.

A manutencado da anestesia fazia-se com o gas anestésico isoflurano através de um

vaporizador universal (Figura 08) associado a repiques do medicamento propofol.

Os procedimentos duraram em médica cerca de 60 minutos, ndo havendo no

decorrer deles falhas na manutencdo da anestesia.
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Figura 08 — Vaporizador Universal do Laboratério de Cirurgia Experimental Prof. Saul
Goldenberg Cirurgia Radioguiada/Linfonodo do Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara.

2.4 Procedimento Endoscopico

Foi utilizado um fibroendoscépio Pentax EG-2940 adaptado em uma fonte de luz e
a uma garrafa para insuflacdo, além de conectado a um aspirador de baixa poténcia. (Figura
09). Além disto tinha-se a disposicdo um acessorio endoscépico chamado de cateter esclero-
injetor que possui uma agulha na ponta de 25G de diametro e 6mm de comprimento. (Figura
10).

Com o cdo sob anestesia geral e com um afastador de dentes aderido a mandibula,
foi realizado a endoscopia digestiva alta. Introduziu-se o aparelho até o antro gastrico do
animal (Figura 11).
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Figura 09 - Fibroendoscopio Pentax EG-2940 do Laboratério de Cirurgia Experimental Prof.
Saul Goldenberg Cirurgia Radioguiada/Linfonodo do Departamento de Cirurgia da
Universidade Federal do Ceara.

Figura 10 - Cateter esclero-injetor com agulha na ponta de 25G de didametro e 6mm de
comprimento.
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Figura 11 — Endoscopia Digestiva Alta no céo sob anestesia geral. (Animal n. 12)

Na regido da pequena curvatura do antro gastrico, realizou-se a infusdo de 20 ml
de soro fisiolégico (SF) a 0,9% com o cateter esclero-injetor na submucosa da parede gastrica
afim de elevar a camada mucosa e separa-la da camada submucosa formando a chamada
“bolha endoscopica’’ (Figura 12). Procedimento este desenvolvido por Tada et al (1993) para
resseccdo endoscopica da mucosa (mucosectomia) e ja consagrado na literatura como umas
das técnicas para separacdo da mucosa e da submucosa. A preferéncia desta regido gastrica
para a marcacao endoscopica deve-se ao fato de ser o local do estbmago com alta incidéncia
de crescimento tumoral em humanos (56 a 60%).

Utilizando o mesmo cateter injetor introduziu-se na submucosa 0,5ml do corante
azul patente seguido da lavagem do cateter com 1ml de solucéo salina a 0,9% para a infuséo
de todo o corante (Figura 13). Da mesma forma apo6s a infusdo do corante azul patente

procedeu-se a infusdo de 0,5ml de Tecnécio (99 mTc) na mesma “bolha endoscopica pre-
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formada’’ com lavagem posterior do mesmo com 1ml de solucdo salina a 0,9%. Em todos os
casos houve nitida separacdo das camadas, mucosa e submucosa gastricas, com satisfatoria
infusdo do corante azul patente e do 99mTc sem se notar extravasamento para a cavidade

peritoneal. Abaixo apresenta-se as substancias utilizadas para a marcacgao endoscopica:

e Tecnécio (99mTc): substancia radioativa diluida em 0,5ml de solucéo de fitato com um
total de 0,5 milicurie em 0,2 ml com atividade de 19 Mega Becquerel a ser detectado
pelo aparelno Gama Probe - detector para cirurgia radioguiada, modelo Nuclear lab
DGC-II, para captacdo do material radioativo com um valor de coret para consideracéo
minima de linfonodo sentinela positivo “quente” de 4,57% (antro / LS). Este aparelho
permite identificar focos de material radioativo (pontos “quentes ), inclusive

linfonodos sentinelas (Figura 14).

e Corante azul patente V Guebert 2,5% (AP) com um volume de 05ml para avaliagdo

visual da marcacéo de vias de drenagem linfaticas e eventuais linfonodos.

Para a analise da absorcdo linfonodal do AP seguiu-se a seguinte escala numérica

(escores):

00- Linfonodo e canais linfaticos ndo corados
01- Canais linféaticos corados

02- Linfonodos parcialmente corados

03- Linfonodo corado

Constatou-se considerado linfonodo sentinela completamente tatuado (corado) pelo

azul patente (escore 03).
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Figura 12 — Regido da pequena curvatura gastrica do cdo com infusdo de soro fisiologico
(Animal n. 14).

Figura 13 - Regido da pequena curvatura gastrica do cdo com infusdo de corante azul
(animal n. 14)
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Figura 14 — Aparelno Gamma Probe do Laboratério de Cirurgia Experimental Prof. Saul
Goldenberg Cirurgia Radioguiada/Linfonodo do Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara.

2.5 Procedimento Cirurgico

Com o instrumental cirtrgico pronto e ap06s cerca de 10 minutos do procedimento
endoscopico, o animal era submetido a incisdo mediana alta com a abertura da parede
abdominal por planos, utilizando bisturi elétrico e realizando, quando necessario, ligadura de
vasos com fio cirtrgico algoddo 2.0 (Figura 15). A seguir para melhor expor a regido

abdominal utilizou-se um afastador abdominal Finochietto pequeno (Foto 16).
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Figura 15 - Abertura da parede abdominal por planos, utilizando bisturi elétrico (Animal n.
10)

Figura 16 - Regido abdominal utilizando um afastador abdominal Finochietto pequeno.
(Animal n. 10)

Neste momento identificava-se 0 estbmago com a visualizacdo dos canais
linfaticos corados (Figura 17) e em tempo variavel o linfonodo sentinela corado pelo azul

patente escore 03 (Figura 18). Em seguida era anotado a visualizac¢éo dos linfonodos corados
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em tempo 10 (10 minutos apos a injecdo endoscopica do tecnécio), 20 e 30 minutos e anotado

em ficha especifica para cada animal.

Figura 17 - Estdmago com a visualizacdo dos canais linfaticos corados. (Animal n 08)

LTI

Figura 18 - O linfonodo sentinela corado pelo azul patente. (Animal n. 08)
Foi analisado e identificado, em seguida, os focos de captacdo de material
radioativo no local da injecdo endoscdpica (antro) e nas regides linfonodais gastricas
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utilizando a sonda do aparelho Gamma-Probe nos tempos 10 (logo apds a laparotomia e
decorridos cerca de 10 minutos da injecdo endoscépica do 99mTc.), 20 e 30 minutos e era
anotado em ficha especifica (APENDICE A) os valores do nimero de contagem radioativa

que aparecem na tela do aparelho (Figura 19).

Apo6s um periodo de cerca de 30 minutos de observagdo constatou-se linfonodos
que se apresentavam “quentes” e “corados” a0 mesmo tempo, assim como somente “quentes
ou somente corados”. Esta fase do estudo foi denominada “in vivo “, ou seja, 0 estudo do

linfonodo ainda era realizado na cavidade abdominal do cao.

Localizado o LS, realizava-se sua exérese com posterior medicdo da
radioatividade com aparelho Gamma Probe e observou-se a presenca ou auséncia de seu
tingimento pelo AP (Figura 20). Esta fase foi denominada “ex-vivo”, ou seja, o LS foi extraido

do animal, estudado e comparado com a fase “in-vivo”. (Figura 19).

Figura 19 — Linfonodo Sentinela “ In- Vivo>> com medicdo da radiotividade e presenca ou
ausencia de tingimento.( Animal n.06 )
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Figura 20 — Linfonodo Sentinela ““ ex- vivo’> com medi¢do da radiotividade e presenca ou

ausencia de tingimento.( Animal n. 06 )

Por tratar-se de dados nominais e emparelhados, para os calculos na analise
estatistica, utilizou-se o teste de McNemar e o coeficiente de Concordancia de Kappa.

Estabeleceu-se em 5% o nivel de significancia (p < 0,05).

Em seguida, concluido o experimento e com a sintese da parede abdominal, era
realizada a eutanasia quimica da cadela. Com o animal sob anestesia geral, utilizava-se a
solucdo intravenosa de KCI 50%, sem nenhuma evidéncia de dor ou sofrimento por parte do
animal, seguindo rigorosamente os principios e critérios segundo o Conselho Federal de

Medicina Veterinaria (Anexo B).
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3 RESULTADOS

Apds analise individual de cada marcador tabulou-se os resultados obtidos.

Os dados estatisticos foram analisados utilizando-se o Coeficiente de Concordancia

de Kappa. Estabeleceu-se em 5% o nivel de significancia estatistica (p < 0,05).

As regides anatdmicas em que foram visualizados os linfonodos sentinelas neste

estudo foram a pequena curvatura do corpo gastrico e a regido infra-pilorica. (Figura 21).

LINFONODOS DA >
PEQUENA CURVATURA \

-
e

Siao

- N - " 4 +
\ LINFONODOS INFRA-PILORICOS

Fonte: www.misador.com

Figura 21- Cadeias linfaticas observadas no estudo

Usando 0 99mTc foram detectados 23 linfonodos “quentes’” em quinze animais
(onze na Pequena Curvatura- LS PC e doze Infrapil6ricos-LS IP)

Usando o AP foram detectados 26 linfonodos corados em quinze animais (13 na
Pequena Curvatura- LS PC e treze Infrapiléricos-LS IP) (GRAFICO 1)
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Grafico 1- Documentagdo grafica dos linfonodos sentinelas achados neste estudo nos 15
animais. LS PC — linfonodos sentinelas da pequena curvatura gastrica. LS IP — linfonodos
sentinelas infrapiléricos.

Comparando o uso do 99mTc com o AP na detec¢do do LS PC temos o
valor de p = 0,581, significando que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
dois marcadores (TABELA 1).

TECNECIO
SIM NAO TOTAL
AZUL SIM 09 04 13
PATENTE NAO 02 00 02
TOTAL 11 04 15
P =0,581

TABELA 1- Analise estatistica do LS PC do estdmago do cdo quando utilizado o Tecnécio e
AP (Teste de McNemar).

Quando comparou-se 0 uso do tecnécio com o uso do AP na deteccdo do LS IP
também ndo vemos diferenca significativamente estatistica (p = 0,5).



TECNECIO

SIM NAO TOTAL
SIM 10 03 13
AZUL _
PATENTE NAO 02 00 02
TOTAL 12 03 15

P=0,5

TABELA 2- Anélise estatistica do LS IP do estdmago dos animais utilizando-se o Tecnécio e
AP (Teste de McNemar).

Quando foi realizada a anélise estatistica dos LS IP comparando a utilizacdo do
tecnécio “in vivo’’ com “ex vivo’’ vé-se que 0 nivel de significancia associado a estatistica
usada para testar a hipétese nula de KAPPA ser zero (sem concordancia), assume valor 0,006,
levando para p < 0,05 a rejeitar a hipdtese de ndo existir concordancia entre as variaveis.
Registre-se que quando a concordancia se observa em células da diagonal principal cujos
residuos ajustados estandardizados sejam superiores a 1,96 (no caso, 2,7), significa, para p =
0,05, que tal associacao € superior a esperada, isto é, a média; portanto, € uma concordancia
que surpreende positivamente. E o nivel de concordancia observado, dado pelo valor de
Kappa, é 0,667, tratando-se de uma boa concordancia (PESTANA; GAGEIRO, 2008).
(TABELA 3).

LS IP — analise “in vivo”’

LS IP- SIM NAO TOTAL
Analise “ ex vivo ”’
SIM 10 00 10
NAO 02 03 05
TOTAL 12 03 15

P = 0,006/ Kappa = 0,667/ boa concordancia
Tabela 3 - Analise estatistica do LS IP do estbmago do animal utilizando-se o 99mTc /

relacdo “in vivo’’ e “ex vivo’’. (Teste de McNemar e Kappa)

Quando foi realizada a analise estatistica dos LS IP comparando a utilizacdo do
AP “in vivo’> com “ex vivo’’ vé-se que o nivel de significancia associado a estatistica usada

para testar a hipOtese nula de KAPPA ser zero (sem concordancia), assume valor 0,002,
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levando para p < 0,05 a rejeitar a hipdtese de ndo existir concordancia entre as variaveis.
Registre-se que quando a concordancia se observa em células da diagonal principal cujos
residuos ajustados estandardizados sejam superiores a 1,96 (no caso, 3,0), significa, para p =
0,05, que tal associacdo € superior a esperada, isto €, a média; portanto, é uma concordancia
que surpreende positivamente. E o nivel de concordancia observado, dado pelo valor de
Kappa, € 0,762, tratando-se de uma excelente concordancia (PESTANA; GAGEIRO, 2008).
(TABELA 4)

LS IP — analise “in vivo”’

SIM NAO TOTAL
LS |p. SIM 10 00 10
Anilise “ex vivo’’ NAO 02 03 05
TOTAL 12 03 15

P =0,002 / Kappa = 0,762 / excelente concordancia

Tabela 4 — Andlise estatistica do LS IP do estdmago do animal utilizando-se o AP / relacao

“in vivo’” e “ex vivo’’. (Teste de McNemar e Kappa)

Quando foi realizada a andlise estatistica dos LS PC comparando a utilizagdo do
99mTc “in vivo’ com “ex vivo’’ vé-se que o nivel de significancia associado a estatistica
usada para testar a hipétese nula de KAPPA ser zero (sem concordancia), assume valor 0,004,
levando para p < 0,05 a rejeitar a hipdtese de ndo existir concordancia entre as variaveis.
Registre-se que quando a concordancia se observa em células da diagonal principal cujos
residuos ajustados estandardizados sejam superiores a 1,96 (no caso, 2,9), significa, para p =
0,05, que tal associacdo € superior a esperada, isto €, a média; portanto, € uma concordancia
gue surpreende positivamente. E o nivel de concordancia observado, dado pelo valor de
Kappa, é 0,706, tratando-se de uma boa concordancia (PESTANA; GAGEIRO, 2008)
(TABELA 5)



47

LS PC — analise “in vivo’’

SIM NAO TOTAL
. SIM 10 00 10
LS PC-Analise “ex _ vivo”’.
NAO 02 03 05
TOTAL 12 03 15
p= 0,004

/ Kappa = 0,706 / boa concordancia
Tabela 5 — Andlise estatistica do LS PC do estdmago do animal utilizando-se o 99mTc /

relacdo “in vivo’’ e “ex vivo’’. (Teste de McNemar e Kappa).

Quando foi realizada a andlise estatistica dos LS PC comparando a utilizacdo do
AP “in vivo’’ com “ex vivo’’ vé-se que o nivel de significancia associado a estatistica usada
para testar a hipOtese nula de KAPPA ser zero (sem concordancia), assume valor 0,012,
levando para p < 0,05 a rejeitar a hipdtese de ndo existir concordancia entre as variaveis.
Registre-se que quando a concordancia se observa em células da diagonal principal cujos
residuos ajustados estandardizados sejam superiores a 1,96 (no caso, 2,5), significa, para p =
0,05, que tal associacao € superior a esperada, isto é, a média; portanto, € uma concordancia
que surpreende positivamente. E o nivel de concordancia observado, dado pelo valor de
Kappa, € 0,595, tratando-se de uma boa concordancia (PESTANA; GAGEIRO, 2008).
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LS PC — analise “in vivo’’

SIM NAO TOTAL
LS PC- SIM 10 00 10
Analise “ex vivo”’ NAO 02 03 05
TOTAL 12 03 15

P =0,012 / Kappa = 0,595 / boa concordancia
Tabela 6 — Analise estatistica do LS PC do estdmago do animal utilizando-se o AP / relacéo

“in vivo”’ e “ex vivo”’. (Teste de McNemar e Kappa).

Analisou-se, nos graficos abaixo, a captacdo média do tecnécio por unidade de
tempo (minutos) nos linfonodos da pequena curvatura e nos linfonodos infra-pil6ricos do antro
do animal. Foi encontrado, nos dois casos, curvas ascendentes inferindo que com o decorrer

dos minutos houve uma maior captacao da substancia radioativa pelos linfonodos.

Captacdao Média de Tc em PC por Tempo

1200
1000
1018,26
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600 L 744,86

634,53
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10 MINUTOS Tc 20MINUTOS Tc 30MINUTOS Tc

@ Captacdo Média de Tc em PC por Tempo

Grafico 2 — Captagdo média do Tecnécio por unidade de tempo(minutos) nos linfonodos da

pequnea curvatura.
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Captacdao Média de Tc em IP por Tempo
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Grafico 3 — Captacdo média do Tecnécio por unidade de tempo (minutos) nos linfonodos

infra-piloricos.
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4 DISCUSSAO

O Linfonodo Sentinela (LS) é definido como o primeiro linfonodo a receber a
drenagem linfatica de um tumor, ou seja, em neoplasias que as metastases ocorrem
principalmente por via linfatica, ele provavelmente serd o primeiro local de disseminagao.
Vérias maneiras de localizar o LS foram descritas. As duas principais sdo através do uso de
corantes e de radiofarmacos. Varios tipos de corante foram usados na pesquisa do linfonodo
sentinela em cancer gastrico, como exemplo: indigo carmim, azul patente, azul de Evans, azul
de metileno, isosulfan blue, particulas de carbono ativado e o verde de indocianina.
(ICHIKURA, MORITA, UCHIDA et al. 2002).

Os corantes mais utilizados sdo isosulfan blue e o verde de indiocianina. Neste
estudo foi utilizado o corante azul patente devido a frequente utilizacdo do mesmo na pesquisa
do LS em céncer de mama e melanoma e também por apresentar um baixo valor comercial,
facil manuseio e baixo potencial alergénico. O corante ou o radiofarmaco ideal em tumores

gastrico ndo esta definido.

Os trabalhos publicados ndo definem como caracteristica principal a escolha de
um dos métodos, mas sim que a identificacdo do LS demonstre uma acuracia adequada em
relacdo as demais caracteristicas dos demais linfonodos regionais. Alguns autores utilizam a
associagdo dos dois métodos e obtiveram resultados semelhantes aos que empregaram um
método isolado. (HAYASHI, OCHIAI, MORI et al., 2003).

A primeira grande série de LS em céncer gastrico foi publicado em margo de 2001
por Hiratsuka e colaboradores, onde 74 pacientes portadores de tumores T1 e T2 de estdmago
foram selecionados para a pesquisa. O corante utilizado foi o verde de indocianina. Foram
encontrados em 73 dos 74 casos 0 LS (99%) de sucesso, com uma média de 2,6 linfonodos
sentinelas por paciente. A sensibilidade do método foi de 90% e 100% de especificidade. A
analise anatomopatoldgica dos LS foi realizada com hematoxilina e eosina. Neste mesmo ano,
duas outras publicacbes apresentaram resultados satisfatérios com o uso da combinacdo de
corante e de radiofarmaco. Aikou e colaboradores (2001) apresentaram uma série de 18 casos
com identificagdo em 94%, sendo todos os pacientes com tumores precoces (T1). Foram

encontrados 3 LS em média, variando de zero a seis por paciente. Kitagawa e colaboradores
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(2001) apresentaram resultados preliminares em varios tipos de tumores como de célon,
esdfago e estomago. Quanto ao cancer gastrico foram pesquisados 16 pacientes com sucesso
de 88% e uma média de 3,5 linfonodos por caso. Verificou-se nesta publicacdo o primeiro
relato da pesquisa do LS com o uso do Gama-Probe em videolaparoscopia, obtendo o mesmo

namero de LS por paciente em relacdo a cirurgia convencional.

A visualizacdo dos vasos linfaticos demonstrou a existéncia de trajetos que nao sao
normalmente vistos e que levam metastases para estacfes linfonodais no primeiro e segundo
nivel, o que poderia justificar o porqué dos japoneses realizarem linfadenectomias D2 em seus
pacientes. Em 1907, Jamieson e colaboradores observaram em cadaveres caracteristicas de
migracdo para linfonodos regionais em tumores gastricos. Estudos da drenagem linfética
gastrica revelaram uma variabilidade biolégica muito grande, porém verificou-se que o fluxo
linfatico pode ser avaliado pelo estudo das metastases linfonodais que seguem as cinco
principais artérias de irrigagdo géastrica. (AIKOU, HIGASHI et al., 2001). Foi verificado no
estudo o corante migrando por sobre varios linfonodos e, as vezes, por sobre grupos
linfonodais, demonstrando uma complexidade grande no sistema linfatico gastrico. Além das
variacdes biologicas que podem demonstrar rotas linfaticas aberrantes, mudancas na drenagem
podem ocorrer por obstrucdo tumoral linfatica. (MARUYAMA, SASAKO, KINOCHITA,
SANO, KATAI, 1999). Pacientes que apresentam doenca ulcerosa gastrica também
apresentam pontos de obstrucdo linfatica por consequéncia de processo inflamatorio local.
(WANEBO, KENNEDY, CHMIEL, STEELE et al., 1993).

O cancer gastrico precoce é definido como tumor que ndo ultrapassa a mucosa e/ou
submucosa, independente do comprometimento linfonodal. “O tratamento largamente
utilizado no Japdo e em alguns paises europeus tem sido a gastrectomia total ou subtotal com
linfadenectomia D2”. (MITSURU, TAKESHI, SEICHIRO, et al., 2008). (FIGURA 2).

“Entretanto, a incidéncia de metastases linfonodais em cancer gastrico mucoso e
submucoso é de 2-5% e 13-20%, respectivamente”. (SETO, SHIMOYAMA, KITAYAMA, et
al., 2001).

Assim, muitos pacientes com lesdes precoces estdo sendo submetidos a disseccoes

desnecessarias, aumentando morbidade e mortalidade.
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Quanto a pesquisa do linfonodo sentinela em céncer gastrico, Maruyama e
colaboradores (2001) publicaram as primeiras experiéncias sobre o assunto com o titulo de “A
biopsia do linfonodo sentinela poderia indicar a extensao da linfadenectomia na cirurgia do
cancer gastrico?’’. A resposta neste artigo foi que era precoce para se poder modificar uma
conduta pré-estabelecida por um método que ndo apresentava o0s resultados ainda
comprovados. Neste momento o linfonodo sentinela era pesquisado atraves do uso exclusivo
dos corantes e a grande ddvida que os autores estavam preocupados era sobre as possiveis
metastases que poderiam estar presentes em estacBes linfonodais do segundo nivel (D2) e
estas ndo serem detectadas pelo método.

No ano de 2000, Tsoulias e colaboradores publicaram um artigo sobre o
mapeamento linfatico e linfonodo sentinela de neoplasias do trato gastrointestinal. Nesta
publicacdo os autores estudaram tumores de estbmago, colon e reto, pancreas, intestino
delgado e encontraram uma acuracia de 96% do resultado anatomopatol6gico do linfonodo

sentinela concordar com os demais linfonodos regionais, excluindo os tumores retais.

Em 2001, os trés principais artigos publicados sobre o linfonodo sentinela em
cancer gastrico demostraram as trés técnicas de se realizar o procedimento. Hiratsuka e
colaboradores (2001), relataram a pesquisa do linfonodo sentinela com a injecao peritumoral
de verde de indocianina obtendo-se uma acurécia de 90% em tumores T1 e de 87% em
tumores T2. Aikou e colaboradores (2001), apresentaram o método utilizando a combinacéo
do radiofarmaco e corante com a localizacdo intra-operatdria do linfonodo sentinela em 94%
dos casos. Kitagawa e colaboradores (2002) publicaram sua técnica utilizando somente um
radiotracador e com um resultado de 96% de acurdcia em predizer as caracteristicas

anantomopatoldgicas dos demais linfonodos regionais.

A aplicabilidade do linfonodo sentinela em pacientes com cancer gastrico vem
sendo amplamente pesquisada nos ultimos anos, principalmente nos paises asiaticos, com
destaque para o Japdo, onde a incidéncia é elevada e h& programas para rastreamento da
doenga. (WANG, SHEN, 2008).

Mochiki e colaboradores avaliaram a possibilidade do conceito do linfonodo

sentinela ser aplicado em pacientes com cancer gastrico através da técnica guiada por radio
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farmaco. Pacientes com adenocarcinoma gastrico, sem diagnéstico clinico de
comprometimento linfonodal (T1, T2 ou T3NOMO), foram submetidos a gastrectomia e ao
mapeamento dos linfonodos sentinelas com tecnécio-99. Depois de localizados, os LSs foram
retirados e a gastrectomia parcial ou total foi realizada com dissec¢do D2. A deteccdo dos LSs
teve sucesso em 96% dos casos. A sensibilidade do estudo foi de 100% para tumores T1, 92%
para tumores T2 e 62% para tumores T3. O estudo concluiu que a técnica do LS ¢é
reproduzivel em pacientes com cancer gastrico precoce (T1). (MOCHIKI, KUWANO,
KAMIYAMA, et al., 2006).

Ishizakia e colaboradores demonstraram a possibilidade de identificacdo dos
Linfonodos sentinelas com uso de corante linfatico. O estudo foi realizado em pacientes com
tumores T1 e T2. Azul de isosuflano foi injetado na regido submucosa do sitio tumoral através
de um endoscépio e os LSs foram identificados e avaliados quanto a presenca ou auséncia de

metastases.

“Gastrectomia padrdo com linfadenectomia D2 foi realizada em todos o0s
pacientes. A identificacdo do LS teve sucesso em 97% dos casos e a acuracia da deteccdo de
metéstases linfonodais foi de 86%”. (ISHIZAKI, KURITA, KUBO, et al., 2006, p. 191).

Hiratsuka e colaboradores realizaram o mapeamento linfatico em 74 pacientes
com tumores T1l e T2 submetidos a gastrectomia com disseccdo linfonodal estendida
(linfadenectomia D 2). LSs foram encontrados em 99% dos casos. Em pacientes com tumor
T1 a sensibilidade, especificidade, acuracia e VPN foram de 100%. (Hiratsuka, Miyashiro,
Ishikawa, et al., 2001).

Boff e colaboradores usaram azul patente para o mapeamento linfatico de
pacientes com adenocarcinoma gastrico sem evidéncias pré-operatdria de comprometimento
linfatico. Apos coleta dos LS, foi realizada gastrectomia com linfadenectomia D2. A acurécia
do LS em predizer comprometimento linfonodal foi de 91,6%. (BOFF, SCHIRMER,
EDELWEISS, et al., 2007)

Varios estudos usando radio farmaco, corante ou a combinacéo desses, ratificaram

0s resultados prévios. O sucesso de detecgdo dos LSs variou entre 79% a 97%, a
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Sensibilidade 87 a 100%, a especificidade 95 a 100%, o valor preditivo positivo 90 a 100% e o
valor preditivo negativo 79 a 100%. Todos 16 estudos concluiram que o mapeamento do LS é
reproduzivel e acurado em predizer comprometimento linfonodal. (AIKOU, HIGASHI,
NATSUGOE, et al., 2001).

Morita e colaboradores examinaram todos os linfonodos ressecados dos pacientes
com cancer gastrico (T1-T2) que foram submetidos a biopsia do LS e gastrectomia. Exame
imuno-histoquimico revelou que metastases, especialmente micrometastases, ndo foram
diagnosticadas em 9% dos casos, porém limitavam-se as esta¢des as quais 0s LS pertenciam.
A partir desses dados, os autores consideraram aceitavel limitar a dissec¢do linfonodal aos
sitios aos quais pertencem o LS positivo. (MORITA, TSUDA, ICHIKURA, et al. 2007).

Alguns cirurgides estdo realizando cirurgias guiadas por LS em tumores precoces
(T1). Pacientes com metastases nos LSs sdo submetidos a gastrectomia D2 e, em casos de LS
negativo, é realizada uma cirurgia menos extensa, com preservacao do piloro e vago. Wang e
colaboradores 30 publicaram resultados preliminares de estudo com resseccdo laparoscopica
local guiada por LS. Pacientes com tumores TINOMO com LS negativo foram submetidos a
resseccdo laparoscépica limitada. Todos os pacientes apresentaram LS negativo para

metastases no exame de congelacdo e nenhum paciente foi submetido a ressec¢édo estendida.

Ichikura e colaboradores também avaliaram a gastrectomia limitada guiada por LS
em pacientes com cancer gastrico precoce. Pacientes com LS negativo para metéstases foram
submetidos a disseccdo linfonodal das estacBes as quais os LSs pertenciam. Nenhum dos
pacientes com cirurgia limitada apresentou metastases linfonodais e sobreviveram sem
evidéncia de recorréncia. A média de area de estdmago ressecado foi significativamente
menor do que o procedimento padrdo (92+50 versus 189+64 cm?, p<0,001). O estudo concluiu
que a cirurgia com gastrectomia limitada associada a bidpsia do LS foi considerada segura e
aceitavel em pacientes com cancer gastrico precoce (TINOMO). (ICHIKURA, SUGASAWA,
SAKAMOTO, et al., 2009)

As trés maneiras para se realizar a pesquisa do linfonodo sentinela em cancer

gastrico sdo: o corante isolado, o radiotracador isolado e a combinacéo dos dois métodos.
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A principal indicacdo do linfonodo sentinela em céncer gastrico parece ser em
tumores precoces (T1), devido as baixas probabilidades de metastases para linfonodos. No

entanto, nenhuma publicacéo relata restri¢cdo do seu uso em tumores avancados (T2, T3).

A biopsia do LS mostra - se altamente reproduzivel e promissora no tratamento
dos pacientes com cancer gastrico precoce. Ha necessidade de aprimoramento da técnica e
realizacdo de novos estudos com maior nimero de pacientes a fim de consolidar o seu

beneficio.

No presente estudo foi possivel verificar em 100% (15/15) dos cées pesquisados 0s
linfonodos sentinelas. O método escolhido foi a marcacgdo tanto com o corante azul como com
o0 tecnécio, ambos sdo usados frequentemente em pesquisa de LS em melanoma e cancer de

mama.

Os procedimentos endoscopicos foram facilmente exequiveis. Primeiramente pela
presenca de uma anestesista veterinaria que induziu o cdo a uma anestesia geral. Depois, pela
semelhanca anatdbmica entre os tratos digestivos altos do ser humano e do céo, por estar o
pesquisador familiarizado com o primeiro. O aparelho utilizado na endoscopia digestiva alta
foi um fibroendoscopico em bom estado de utilizacdo, disponivel apenas para experimentos.
Em todos os ensaios podemos contar com o cateter injetor endoscopico que, por apresentar
uma agulha na ponta de 25G de didmetro e 6mm de comprimento, permitiu a infusdo de

substancias na camada submucosa do antro dos animais.

O interesse deste trabalho foi criar um modelo experimental em animal para que,
em laboratdrio, fosse possivel provar e demonstrar através da endoscopia digestiva alta a
pesquisa do LS no estomago. Optou-se em estudar o antro (pequena curvatura) por ser esta
regido a de maior incidéncia de neoplasia maligna em humanos (56 a 60 %). Nas maioria dos
trabalhos nacionais e internacionais sobre o assunto, a marcagdo com o corante e o tecnécio foi
feito diretamente na camada serosa do estdbmago através do procedimento cirurgico. Ora
sabemos que a disseminacdo linfatica das neoplasias obedecem uma direcdo centripeta, ou
seja, das camadas superficiais (mucosa e submucosa) para as camadas mais externas (Figura
22). Neste contexto, vem muito a contribuir a marcacéo endoscopica de tais lesdes, visto ser

possivel abordar as camadas mucosa e submucosa.
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Figura 22 - Modelo Esquematico associando a infiltracdo tumoral a possibilidade de invaséo

linfatica.

Em 2009, Gotoda et al. citaram que, nas grandes séries de casos publicadas em
revistas japonesas, a incidéncia de metastases nodais no cancer mucoso (T1m) era cerca de
2,2%, ja os tumores que invadiam a submucosa (T1sm) essa incidéncia subia para 20,2%. Ja
Shimada et al em 2001 chegou a incidéncia de 2,5% nos tumores T1m e cerca de 17,2% nos
tumores T1sm. No presente trabalho, tanto o corante azul patente como também o tecnécio foi
injetado diretamente na camada submucosa do antro gastrico dos animais. Dessa forma,
procurou-se atingir a primeira camada da parede gastrica que contém uma rica drenagem
linfatica.

O nmero médio de LS foi de 2,0 por cdo, nimero semelhante ao da maioria
dos estudos que utilizaram o corante. (KITAGAWA, FUJII, MUKAI, KUBOTA, OTANI,

KITAJIMA, 2002). O emprego exclusivo do corante ou o dois métodos associados
demonstrou ser adequado em varias publicacdes. (HIRATSUKA, MIYASHIRO, ISHIKAWA,
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FURUKAWA, MOTOMURA, OHIGASHI et al., 2001). Neste estudo, foram utilizados os

dois métodos: o radiofarmaco e o corante.

A visualizacao dos LS ocorreu facilmente. O tempo determinado de 10 minutos, o
qual foi colocado pelos autores, demonstrou ser adequado. Este tempo baseou-se
primordialmente no trabalho desenvolvido anteriormente no mesmo laboratorio em que a
infusdo do corante era por meio cirurgico (MELO, PORTO, 2010). Mediante a observacao do
trabalho citado, atentamos que a maioria dos LSs se coravam ap6s 10 minutos da infusdo do
corante azul patente na camada serosa dos cdes. Como as referidas substancias foram injetadas
na camada submucosa do antro gastrico, convencionou-se, entdo, utilizar este periodo de
tempo como ponto de partida para a visualizagdo mais apurada do LS. Na maioria dos cées, o
tempo de 10 minutos foi suficiente para visualizar os linfonodos corados. A cor azul do
corante é excelente porque contrasta com a cavidade abdominal e seus 6rgédos, apenas podendo

causar confusdo com veias muito proximas a linfonodos sentinelas de pequenas dimensdes.

A visualizacdo de trajetos linfaticos e linfonodos corados foram adequados em
nossos animais, demonstrando que o corante azul patente é adequado para pesquisa do LS em
animais. Pode-se visualizar facilmente trajetos linfaticos e os linfonodos sentinelas como

abaixo. (Figura 23).
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Figura 23. — Visualizacdo de trajeto linfatico e presenca de LS em pequena curvatura do antro
géstrico.

Esses dados vieram ao encontro da ideia de termos um método pouco invasivo,
com grande eficacia e de poder estadiar adequadamente os pacientes com cancer gastrico. Em
outros tumores, como o cancer de mama e melanona, o LS tornou-se um 6timo método de
avaliar metéstases linfonodais regionais e prevenir linfanedectomias desnecessérias. (BALCH
& LANGE, 2001)

A anélise do 99mTc, injetado também na camada submucosa do antro gastrico do
animal, foi realizada de modo semelhante aos diversos estudos, utilizando-se sempre o
aparelno Gamma Probe. Este aparelho permitiu detectar LS com alta captacdo de material
radioativo “pontos quentes’’. Por ser uma substancia radioativa, o 99mTc exigia preparo
especifico e transporte especializado de uma Clinica de Medicina Nuclear. A pesquisa com o

azul patente mostrou-se, por isso, mais pratica e de um custo inferior.

Balch e Lange (2001) descreveram as principais caracteristicas que os LS

deveriam apresentar:

e O linfonodo sentinela deve proporcionar uma via minimamente invasiva
para detectar metéastase linfonodais, definindo o grupo de pacientes com

linfonodos negativos e poupando-os de linfadenectomias;

e Deve proporcionar um reconhecimento precoce de metastases comparado
com exames clinicos e radioldgicos, e com isso proporcionar

linfadenectomias com pequeno volume de doenga;

e Deve ser um método que promova uma melhor acurécia do estadiamento,
porque pode detectar linfonodos sentinelas fora das areas de drenagens

convencionais e melhor avaliagdo de micrometastases;

e Deve, por isso, melhorar a acurécia, a interpretacdo e a comparabilidade

entre estudos;
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e Deve também ser um uma poderosa ferramenta para examinarmos a

biologia das metéstases linfaticas.

Em 2002, Kitagawa Y e colaboradores comentou sobre a publicacdo de
McDonald JS e colaboradores que demostrou que a linfanedectomia tipo D2 ndo é um
procedimento realizado com frequéncia nos Estados Unidos. Este estudo apresentou uma
frequéncia elevada de gastrectomias sem linfanedectomias, e isto pode revelar,
subjetivamente, que os cirurgides americanos nao realizam linfanedectomias rotineiramente no
cancer gastrico. Estes resultados servem para estimular o desenvolvimento de técnicas menos
invasivas de estadiamento e tratamento. O LS poderé ser o método de estadiamento adequado
para tumores gastricos por ser de facil realizagdo e com resultados adequados.

Talvez o grande papel do LS em tumores precoces onde as possibilidades de
metastases sdo menores e bem conhecidas. Pacientes portadores deste tipo de tumor poderao
ser poupados de extensas linfadectomias quando linfonodos sentinelas ndo evidenciarem

metastases, diminuindo a morbidade e mortalidade que existe hoje nestes procedimentos.

Como verificamos os procedimentos minimamente invasivos estdo em ascensdo
na medicina moderna. A resseccdo endoscépica de tumores superficiais tem demonstrado a
mesma possibilidade de cura que a cirurgia convencional com indices menores de
complicagdes gerais (ONO H, KONDO H, GOTODA T et al, 2001). Nas ressecgdes
endoscopicas da mucosa e/ou da submucosa das lesbes gastricas ndo é possivel predizer com
absoluta certeza a inexisténcia de metastases linfonodais. A identificacdo do LS, nestes casos,
poderia propiciar a complementacdo do tratamento com a linfanedectomia associada. A
propria videolaparoscopia como método cirdrgico tem demonstrado ser adequada para o
tratamento do cancer gastrico (DANNY ROSIN, YURI GOLDES, OLDED ZMORA, 2009).
O LS poderd ser uma contribuicdo valiosa para auxiliar na resseccdo linfonodal desses
procedimentos minimamente invasivos, onde tumores com baixo potencial de metastases

linfonodais poderiam receber apenas a ressec¢ao do tumor e a pesquisa do LS.

Embora ha varias questdes ha serem resolvidas, este novo procedimento tem o

potencial para melhorar o controle de qualidade no tratamento do cancer gastrico. Ensaios
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clinicos bem desenhados de mapeamento linfatico para o cancer gastrico sera essencial para
determinar se esta técnica é amplamente aplicavel na gestdo destes tumores. A detecgédo
laparoscépica dos LSs no cancer gastrico pode ampliar as indica¢@es da cirurgia minimamente

invasiva, tal como a resseccdo limitada laparoscopica do estbmago ou a ressec¢do endoscopica
de tumores precoces.
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5 CONCLUSAO

1- A endoscopia digestiva alta ¢ um método adequado para a pesquisa do linfonodo
sentinela gastrico no estbmago do cao.

2- O tecnécio (99mTc) e o corante vital — azul patente V Guebert 2,5% sédo eficientes
como marcadores do linfonodo sentinela gastrico no modelo animal.
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 01 / Peso 11kg / Data 15/01/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coloide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOATIVA POR MINUTO (TELA) NA
DETECGAO INTRA-OPERATORIA RAGIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 1450 1300 1700
2.1P 2210 1630 1578
SITIO (ANTRO) IMENSURAVEL IM IM

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADOS CORADOS
2. 1P CORADOS CORADOS CORADOS
SITIO (ANTRO) CANALICULOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 1235 CORADO
2.1P 1645 CORADO
SITIO (ANTRO) 4356 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc — Tecnécio Azul Patente V
1. PC 1120 CORADO
2. IP 1280 CORADO

PC — Linfonodo Perigastrico da pequena curvatura do estdmago
IP — Linfonodo Infrapilérico



LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 02 / Peso 12, 5kg/ Data 19/01/2013

RADIO

(radioisétopo)
99mTc

— TRACADOR
(coldide)
Fitato

DOSE ATIVIDADE
0,5Ciem 0,2 ml 19 MBq
(Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGCAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO

INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

1.PC 1875 1100 900
2.1P 2467 1200 1340
SITIO (ANTRO) | IMENSURAVEL IM

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V

Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADO CORADO IDEM
2.1P CORADO CORADO IDEM

SITIO (ANTRO) CANALICULOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORAGCAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 1235 CORADO
2.1P 1645 CORADO
SITIO (ANTRO) 4356 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS

9mTc — Tecnécio

Azul Patente V

1.PC

1120

CORADO

2.IP

1280

CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 03 / Peso 09kg / Data 22/01/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC - - -
2.1P 2467 1200 987
SITIO (ANTRO) |IMENSURAVEL IM 12400
CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml
OBSERVAGAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS
10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORANDO CORADO IDEM
2.1IP CORADO CORADO IDEM
SITIO (ANTRO) |CANALICULOS |IDEM IDEM
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC NAO CORADO
2.1P 498 CORADO
SITIO (ANTRO) 8700 CANALICULOS DEFINIDOS
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc — Tecnécio Azul Patente V
1.PC NAO CORADO
2.1P 458 CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 04 / Peso 10kg / Data 29/01/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 750 1115 1112
2.1P 940 1043 1450
SITIO (ANTRO) | IMENSURAVEL IM IM

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADO CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO
SITIO (ANTRO) CANALICULOS IDEM MAIS ACENTUADO

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS

9mTc - Tecnécio

Azul Patente V

1.PC 2200 CORADO
2.1P 498 CORADO
SITIO (ANTRO) 8700 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO

— CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc — Tecnécio Azul Patente V
1.PC 1060 CORADO
2.1P 1550 CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 05 / Peso 11kg / Data 19/03/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 15 minutos 20 minutos
1.PC - - -
2.1P 498 167 467
SITIO (ANTRO) 8700 1400 899
CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml
OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS
10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADO CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO
SITIO (ANTRO) |CANALICULOS |IDEM MAIS ACENTUADO
CORADOS
CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC NADA CORADO
2.1P 878 CORADO
SITIO (ANTRO) 1020 CANALICULOS DEFINIDOS
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc — Tecnécio Azul Patente V
1.PC NADA NAO

2.1P 324 CORADO




LABORATORIO DE CIRURGIA

EXPERIMENTAL

PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 06 / Peso 9kg/ Data 30/03/2013

RADIO

(radioisétopo)
99mTc

— TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO

INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 945 766 900
2.1P 332 134 572
SITIO (ANTRO) 1340 566 780

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V

Volume — 05ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADO CORADO CORADO
2.1P NADA NADA NADA

SITIO (ANTRO) | CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS

9mTc - Tecnécio

Azul Patente V

1.PC 122 DESAPARECEU
2.1P 300 DESAPARECEU
SITIO (ANTRO) 402 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS

9mTc - Tecnécio

Azul Patente V

1.PC

NADA

NAO

2.1P

98

NAO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 07 / Peso 12kg / Data 21/05/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECGAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 567 74 56
2.1IP - - -
SITIO (ANTRO) 6200 578 790

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC NADA NADA NADA
2.1P CORADO CORADO CORADO
SITIO (ANTRO) CANALICULOS IDEM IDEM
CORADOS

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 640 NADA
2.1P 142 PARCIALMENTE CORADO
SITIO (ANTRO) 1590 CANALICULOS DEFINIDOS
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORAGCAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 360 NADA

2.1P 132 PARCIALMENTE CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 08 / Peso 11kg / Data 11/06/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coloide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 224 323 400
2.1P 670 290 1400
3.SP 350 430 290
SITIO (ANTRO) 10800 17100 11600

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml
OBSERVA(;AO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO

DA CADEIA LINFATICAE DO LS
10 minutos

20 minutos 30 minutos
1.PC CORADO CORADO CORADO
2.I1P CORADO CORADO CORADO
3.SP POUCO CORADO CORADO CORADO

SITIO (ANTRO) | CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC 345 CORADO

2.IP 1600 CORADO

3.SP 430 CORADO
SITIO (ANTRO) 5400 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC 220 CORADO
2.1P 1652 PARCIALMENTE CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 09 / Peso 11kg/ Data 16/07/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 700 556 1700
2.IP 510 290 1840
SITIO (ANTRO) 4020 5780 10200

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO NADA
2.1P CORADO CORADO POUCO CORADO
SITIO (ANTRO) CANALICULOS CL MUITO IDEM
CORADOS CORADOS
CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 870 CORADO
2.1P 912 PARCIALMENTE CORADO
SITIO (ANTRO) 2132 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC 206 CORADO

2.1P 1370 CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 10/ Peso 9kg/ Data 15/10/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 1354 788 1700
2.1P 212 920 1111
SITIO (ANTRO) 2244 6900 789

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO NADA
2.IP CORADO CORADO | POUCO CORADO
SITIO (ANTRO) | CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM
CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 1345 CORADO
2.I1P 2676 CORADO
SITIO (ANTRO) 4967 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC 670 NAO CORADO

2.1P 434 CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 11 / Peso 10kg/ Data 29/10/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC - - -
2.1P - - -

SITIO (ANTRO) 1500 660 720

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVAGAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO

SITIO (ANTRO) CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC NADA CORADO
2.1P 1089 CORADO
SITIO (ANTRO) 6768 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC NADA CORADO

2.1P 519 CORADO




LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 12 / Peso 11kg / Data 03/12/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVAGAO DO NUMERO DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECGAO

INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 520 1567 1023
2.1P 780 980 545
SITIO (ANTRO) 1500 4900 3000

Volume — 05 ml

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO

SITIO (ANTRO) CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 434 CORADO
2.IP 123 CORADO
SITIO (ANTRO) 668 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS

9mTc - Tecnécio

Azul Patente V

1.PC

NADA

CORADO

2.1P

NADA

NAO CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 13/ Peso 12kg/ Data 03/12/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 788 654 890
2.1P 143 435 113
SITIO (ANTRO) 1520 894 728

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO CORADO
2.1P POUCO CORADO NAO CORADO |NAO CORADO

SITIO(ANTRO) | CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM
CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 677 CORADO
2.IP 324 NAO CORADO
SITIO (ANTRO) 1134 CANALICULOS DEFINIDOS
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 344 CORADO

2.1P NADA NAO CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 14 / Peso 11kg / Data 05/12/2013

RADIO — TRACADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NL'JMER'O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC - - -
2.1P 143 435 113
SITIO (ANTRO) 1520 894 728

CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml

OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO

SITIO (ANTRO) CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM

CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC NADA CORADO
2.1P 320 CORADO
SITIO (ANTRO) 1134 CANALICULOS DEFINIDOS

CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)

ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V

1.PC NADA CORADO

2.1P 230 CORADO
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LABORATORIO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
PROF. SAUL GOLDENBERG
CIRURGIA RAGIOGUIADA E LINFONOFO SENTINELA

PESQUISA DE LINFONODO SENTINELA NO ANTRO DA CADELA

Animal 15 / Peso 10 kg/ Data 05/12/2013

RADIO — TRAGADOR DOSE ATIVIDADE
(radioisétopo) (coldide) 0,5Ciem0,2 ml 19 MBq
99mTc Fitato (Milicurie) (Mega Becquerel)

OBSERVACAO DO NUMER}O DE CONTAGEM RADIOTIVA POR MINUTO (TELA) NA DETECCAO
INTRA-OPERATORIA RADIOGUIADA DO LS COM A SONDA GAMA-PROBE

10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC 345 264 389
2.1P - - -
SITIO (ANTRO) 1520 894 728
CORANTE VITAL - AZUL PATENTE V
Volume — 05 ml
OBSERVACAO MICROSCOPICA E PROGRESSIVA DO TINGIMENTO
DA CADEIA LINFATICAE DO LS
10 minutos 20 minutos 30 minutos
1.PC CORADOS CORADO CORADO
2.1P CORADO CORADO CORADO
SITIO (ANTRO) CANALICULOS CORADOS IDEM IDEM
CONCLUSAO — CAPITACAO E COLORACAO DO LS (IN VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 770 CORADO
2.1P NADA CORADO
SITIO (ANTRO) 1134 CANALICULOS DEFINIDOS
CONCLUSAO — CAPTACAO E COLORACAO DO LS (EX VIVO)
ANALISE FINAL LS 9mTc - Tecnécio Azul Patente V
1.PC 449 CORADO
2.1P NADA CORADO

Utilizando Tecnécio detectaram-se 26 linfonodos (11 PC e 12 IP) e 01 Supra-Pildrico em 15

animais
Utilizando o AP detectaram-se 28 linfonodos (14 PC e 13 IP) e 01 Supra-Pilérico em 15

animais
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ANEXO A

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

DECLARAGAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacéo n°
7212011, sobre o projeto intitulado: “PESQUISA DO LINFONO SENTINELA GASTRICO
ATRAVES DO METODO ENDOSCOPICO EM ANIMAIS”, de responsabilidade de
Alessandrino Terceiro de Oliveira, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica

em Pesquisa Animal — CEPA — em reuniéo realizada em 29 de agosto de 2011.

Fortaleza, 30 de agosto de 2011.

unes de Alencar
tica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nylane
Coordenadora da Comisséo d
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ANEXO B

Resolucéo n° 879 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria

RESOLUCAO N° 879 DE 15 DE FEVEREIRO DE 2008

Disp0e sobre 0 uso de animais no ensino e na pesquisa e regulamente as Comissoes
de Etica no Uso de Animais (CEUAs) no ambito da Medicina Veterinaria e da

Zootecnia brasileiras e da outras providéncias.

Art. 3° As atividades cientificas e de ensino envolvendo animais devem ser

realizadas apenas com a finalidade de:

Il — realizar experimentos cientificos que visam desenvolver novas

técnicas de diagndstico e tratamento de doencas do homem e dos animais;

Art. 4° O uso de animais em atividades de ensino deve observar as

seguintes exigéncias:
Il — ndo utilizar métodos que induzam o sofrimento;
IV — utilizar animais em boas condicGes de saude.

Art. 7° O preceito das Cinco Liberdades do bem-estar animal deve ser
adotado com a finalidade de manter os animais:

I — livres de fome, sede e desnutricéo;

Il — livres de desconforto;

11 — livres de dor, injurias e doencgas;

IV — livres para expressar o comportamento natural da espécie;

V —livres de medo e estresse.
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