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RESUMO - Racional — Procedimento cirtirgico bem instituido e planejado constitui ainda a Ginica terapéutica efetiva para o cancer gastrico. Entretanto,

os resultados de cura ndo tém melhorado significativamente nas ltimas décadas, principalmente no ocidente. O principal beneficio de introdug@o
endoscopica de corantes na submucosa gastrica esta na facilitagao de linfadenectomias regradas, podendo facilitar a localizagdo acurada dos lin-
fonodos. Além disso, a linfadenocromatografia possibilita futuras pesquisas para a detecgdo do linfonodo sentinela e sua aplicabilidade racional e
seletiva na indicagao precisa da linfadenectomia, principalmente dos grupos de linfonodos de ressec¢do mais trabalhosa e com maiores possibilidades
de complicagdes. A linfadenocromatografia com carbono ativado (CH40) foi analisada neste estudo experimental (fase 1). Objetivos - Testar a
efetividade e inocuidade da linfadenocromatografia com CH40, em trés espécies animais diferentes. Métodos - Como preconizado pela Associa¢ao
Brasileira de Pesquisas Clinicas (Resolugdes n° 196/96 € 251/97, CNS/MS), foram utilizados trés espécies diferentes de animais: 3 caes, 10 coelhos
e 20 ratos. Em todos os cées, a introdugdo de CH40 na camada submucosa de estdmago foi realizada através da endoscopia gastrica e utilizando,
cateter de polietileno agulhado, usualmente empregado na esclerose de varizes esofageanas. O periodo de observagdo variou de 43 a 125 dias,
quando o procedimento cirurgico foi realizado. Em todos os coelhos e ratos a introdu¢do de CH40 foi realizada através de agulha hipodérmica e
seringa insulinica, na regido subcutanea inguinal. O periodo de observagao foi de 102 a 105 dias e 110 a 122 dias, respectivamente. Resultados
- Nos periodos de observagdo, desde a injecdo até a eutanasia, ndo se detectou em nenhum animal efeito colateral ou 6bito. Nos caes, linfonodos
perigastricos foram corados pelo CH40. Em todos os coelhos e ratos, o tecido celular subcutaneo da regido inguinal foi fortemente corado de preto.
Também, em todos ratos, linfonodos da regido adrtica abdominal foram tingidos pelo CH40. Conclusdo - A linfadenocromatografia com CH40 nao

mostrou toxicidade nas trés espécies de animais estudadas. O carbono ativado foi efetivo no tingimento de linfonodos neste estud [
DESCRITORES - Carbono. Neoplasias gastricas. Cromatografia. Linfonodos.

INTRODUCAO

Cancer gastrico ¢ neoplasia maligna, originada no
estdbmago, decorrente de sucessivas mutagdes genéticas
na célula de origem devido a fatores intrinsecos e/ou ex-
trinsecos, sendo de maior prevaléncia a do tecido glandular,
denominado de adenocarcinoma's.

Ha apreciavel diminuicdo da incidéncia de neoplasia
gastrica, principalmente dos adenocarcinomas localizados
no estomago distal, nos paises da Europa Ocidental e nos
Estados Unidos, contrariamente a maior incidéncia no nosso
meio. A variacdo da incidéncia do cancer gastrico nestes
diferentes paises sugere que os fatores de risco devam ser
de origem ambiental, destacando-se os fatores dietéticos.

Operagdo bem instituida e planejada constitui ainda a
unica terapéutica efetiva, porém os resultados de cura ndo
tém melhorado significativamente nas tltimas quatro déca-
das, principalmente no mundo ocidental'~.

O esforco cirtrgico para a melhoria progndstica do
cancer gastrico, por meio das operacdes e das linfadenecto-
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mias regradas, adequadamente indicadas em sua extensao
e magnitude e na radicalidade operatoria bem conduzida,
¢ sentido em varios centros de exceléncia no tratamento
dessa afecgao.

As injecdes intra-operatorias de corantes sao realizadas
para visibilizagdo dos grupos linfonodais para resseccdes,
porém nao ¢ de pratica habitual no nosso meio e apresenta
certas inconveniéncias como a precisa introdug@o do produto
quimico no linfonodo da regido requerida e dificuldades do
procedimento nos obesos. Os corantes mais tradicionais
ainda em uso sdo os denominados corantes vitais, como
azul-patente.

A medicina nuclear com tecnécio 99, ligado a um coloide
e injetado em determinada area tumoral e captado pelos lin-
fonodos marcados, com gama probe, mesmo com variantes
técnicas e associagdes, tem-se mostrado util na realizagdo da
linfografia para detec¢do de linfonodos, independentemente
de presenca metastatica neles. Contrastes radiologicos e
tomograficos também foram empregados!>>3,

A principal contribuigdo para a melhoria no tratamento
cirargico dos portadores de cancer gastrico seria a efica-
cia das linfadenectomias regradas, sensibilizadas pela
visibilidade mais patente mediante o tingimento indcuo
dos linfaticos e dos linfonodos das cadeias perigastricas,
com material corante introduzido por via endoscopica na
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camada submucosa do estomago. Além disso, a linfadeno-
cromatografia possibilita futuras pesquisas para a detec¢do
do linfonodo sentinela e sua aplicabilidade racional e seletiva
na indica¢do precisa da linfadenectomia, principalmente dos
grupos de linfonodos de ressec¢@o mais trabalhosa e com
maiores possibilidades de complicagdes®®.

Apesar de ser utilizado para linfadenocromatografia
perigéstrica em paises orientais, poucas publicagdes em
lingua inglesa citam o CH40. No Brasil, também poucos
centros ja utilizaram o carbono ativado para tingimento
linfonodal.

Assim, o objetivo deste trabalho foi testar a efetividade
e inocuidade da linfadenocromatografia com CH40, em trés
espécies animais diferentes.

METODOS

Esta pesquisa obedeceu as seguintes resolu¢des: do Minis-
tério da Saude Resolugao n°® 196/96, 10 de outubro, do CNS/
MS; Resolucdo n°® 251/97, de 5 de agosto, do CNS/MS e em
Normas de Pesquisa com Novos Farmacos, Medicamentos,
Vacinas e Testes Diagnosticos envolvendo seres humanos’.

Foram utilizados trés cdes da raga Beagle, espécie canideos
canis familiaris, todos machos com idade de dois anos; 10
coelhos, Oryctolaus cuniculus, albinos da linhagem Nova
Zelandia, sendo cinco machos e cinco fémeas, com idade
de 4 meses, ¢ 20 ratos da espécie Rattus novergicus, da
linhagem Wistar, sendo 10 machos e 10 fémeas com idade
de 3 meses.

O produto quimico empregado na pesquisa foi um de-
rivado de carbono 40 ativado, denominado CH40. Este con-
siste em solucdo obtida por meio de composi¢oes de carbono
ativado 40, polivinilpirrolidona (PVP) e solug@o salina. As
proporcdes utilizadas foram de 50 mg/mL de carbono ativado
C40, 20 mg/mL de PVP e solugao salina para que depois de
batidos em trés cilindros, tornar o carbono ativado em uma
suspensdo estavel, com particulas de diametro em torno de
150 nm. O carbono ativado C40 foi fornecido pela Mitsubishi
Co. Ltd., Tokyo, Japan e PVP, K-30, pela Nakarai Chemicals
Co., Ltd., Kyoto, Japan.

Todos os caes foram submetidos a endoscopia digestiva
alta. A introdu¢ao de CH40 foi realizada através de cateter
de polietileno agulhado, em quantidade de 0,5 mL, em cada
pungdo nas paredes anterior e posterior, na pequena e grande
curvatura de antro e corpo gastrico, totalizando 4,0 mL em
cada procedimento (Figura 1). Os cées ficaram confina-
dos e enjaulados, ap6s o procedimento, sendo observados
diariamente, por 43, 80 e 125 dias, respectivamente, até a
eutandsia.

Os 10 coelhos receberem 1 mL de CH40, através de agulha
e seringa hipodérmicas, no tecido subcutaneo inguinal. Todos
os coelhos permaneceram separados individualmente em gaio-
las e mantidos em locais apropriados e observados também
diariamente, de 102 a 105 dias, até a eutanasia.

Os 20 ratos receberem 1 mL de CH40, através de agulha
e seringa hipodérmicas, no tecido subcutaneo inguinal. Foram
observados por 110 a 122 dias, até a eutanasia.
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FIGURA 1 — Mucosa gastrica de cao corada com CH40
RESULTADOS

Em caes

Na observacao clinica de até 125 dias ap6s a introdugao
de CH40, na camada submucosa gastrica dos referidos
animais, ndo apresentou alteragdo de conduta, alteracio do
estado fisico e obito. Todos tiveram seu peso aumentado,
constatando-se a inocuidade do corante em experimentagao
nesse animal (Tabela 1).

TABELA 1 - Cées: pesos no inicio do estudo e na eutanasia

Cies Pesos no inicio do estudo Pesos na eutanasia
Nel 10,500 kg 11,200 kg
Ne2 11,100 kg 11,600 kg
Ne3 10,500 kg 11,200 kg
Peso médio 10,700 kg 11,333 kg

Verificou-se também, apesar da escassez dos linfonodos
perigéstricos nesses caes, a efetividade da coloragao lin-
fonodal pelo CH40 nas pegas anatdmicas gastroduodenais-
epiploicas ressecadas na eutanasia (Figuras 2 e 3).

FIGURA 2 - Cées: linfonodo da pequena curvatura corado pelo
CH40
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FIGURA 3 — Caes: linfonodos perigastricos dissecados, corados
pelo CH40.

Em coelhos

Na observacdo clinica de todos os coelhos até 105 dias
apos inje¢do subcutanea de CH40 na regido inguinal nao
houve nenhum 6bito, nem foram observadas altera¢des
fisicas ou de conduta, sendo aumento de peso na maioria
absoluta (Tabela 2). Constatou-se a inocuidade do CH40
nesses animais.

TABELA 2 - Coelhos: pesos no inicio do estudo e na eutandsia
Coelhos

Pesos no inicio do estudo Pesos na eutanasia

N° Ol 1,800 kg 1,850 kg
N° 02 2,200 kg 2,500 kg
N° 03 2,000 kg 1,800 kg
N° 04 2,100 kg 3,200 kg
N° 05 2,450 kg 2,800 kg
N° 06 2,100 kg 2,300 kg
N° 07 2,200 kg 3,270 kg
N° 08 2,500 kg 3,650 kg
N° 09 2,250 kg 3,320 kg
N° 10 2,500 kg 2,800 kg
Peso médio 2,210 kg 2,749 kg

Nao se verificou tingimento de nenhum linfonodo na
regido para-adrtica intra-abdominal em todos os coelhos,
e sim forte colorag@o enegrecida subcutinea na regido
inguinal, local de introdu¢do de CH40 (Figura 4).

Em ratos

Na observacao clinica de todos os ratos, até 112 dias
apos injecdo subcutdnea de CH40 na regido inguinal, ndo
houve nenhum 6bito, nem foram observadas alteragdes
de conduta ou fisicas, sendo aumento de peso na maioria

FIGURA 4 — Coelhos: tecido subcutaneo da regido inguinal
esquerda corado pelo CH40

absoluta no dia da eutanasia (Tabela 3), constatando-se
assim a inocuidade do produto de experimentacdo, nesse
tipo de animal.

TABELA 3 - Ratos: pesos no inicio do estudo e na eutanasia.

Ratos Pesos no inicio do estudo Pesos na eutanasia
N° ol 305¢ 320¢g
N° 02 300 g 305¢g
N° 03 305¢g 315¢g
N° 04 310¢g 315¢g
N° 05 305¢g 305¢g
N° 06 350¢g 370 g
N° 07 400 g 405 ¢
N° 08 310¢g 305¢g
N° 09 365¢g 390 g
N° 10 355¢g 355¢g
Ne 11 340 g 370 g
Ne 12 350 g 425¢
N°13 350 g 350 g
Ne 14 375¢ 385¢g
Ne 15 320¢g 315¢g
N° 16 310¢g 325¢g
Ne 17 300 g 310¢g
N° 18 315¢g 320g
N° 19 310g 315¢g
N° 20 320¢g 335g
Peso médio 329,75 ¢ 341,75 ¢

Houve forte coloragdo enegrecida de tingimento
subcutdneo na regido inguinal, local de introdugdo de
CH40. Importa salientar que todos os 20 ratos tiveram
linfonodos intra-abdominais, da regido para-adrtica
fortemente enegrecidos (Figura 5).
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FIGURA 5 - Ratos: linfonodos para-adrticos corados pelo
CH40.

DISCUSSAO

A coloragdo linfonodal perigastrica e sua aplicacdo nas
linfadenectomias iniciaram-se em 1950, quando Weinberg ¢
Greaney utilizaram um corante quimico denominado “pon-
taine sky blue”. Desde entdo, varios corantes, contrastantes
e radioisdtopos foram utilizados de diversas maneiras na
intengao de tingir linfonodos perigastricos, com objetivo de
identificar grupos constituintes para ressecg¢ao ou para es-
tudo de drenagem linfatica de uma determinada regido'’.

Autilizagdo de CH40 iniciou-se em 1983 com Hagiwara!,
no Hospital de Kyoto Prefectural University of Medicine do
Japao, quando adsorveu a mitomicina C em carbono ativado
CH40, na pesquisa de nova forma e dosagem quimioterapica
na neoplasia maligna do estomago.

No presente estudo, carbono ativado (CH40) foi anali-
sado em relagdo a sua inocuidade e difusibilidade através
de tecidos, e principalmente de linfaticos, em observancia
as normas de pesquisas clinicas oriundas em forma de
resolugdes do Ministério da Satude, que regulamentam a
realiza¢@o em trés animais distintos, sendo que em pelo me-
nos um o procedimento deve ser semelhante ao da segunda
fase, em seres humanos. O uso desse material deveu-se ao
tamanho pigmentar muito reduzido, que lhe confere maior
possibilidade de coloragdo de linfonodos perigastricos,
quando injetado na camada submucosa gastrica por meio
da endoscopia*’.

O corante pesquisado ¢ utilizado foi um derivado do
carbono 40, com particulas em torno de 20 nm, 50 mg/mL,
combinado com 20 mg/mL de polivinilpirrolidona (PVP,
K- 30 Nakarai Chemicals Co., Ltda., Kyoto, Japan) e
misturados em solugdo salina, batidos em cilindros, trans-
formando o carbono em forma de suspenséo liquida, preta,
com particulas uniformemente menores que 700 nm, em

média 150 nm (Hagiwara et al., 1992)".

Denominou-se de “ativado” porque se torna mais ativo
por acdo quimica e fisica reacional, conferindo-lhe maior
poder de adsor¢do devido a grande superficie porosa, com
possibilidade de impregnagao nessa superficie por aderén-
cia atrativa, e aumento da difusibilidade do composto de
carbono ativado, pelo fato de as particulas serem muito
pequenas’®*,

Esse corante foi idealizado por Hagiwara e publicado
em 1983 em lingua japonesa, e junto com colaboradores
em 1992 em lingua inglesa?’. E considerado corante per-
manente.

Para sua utilizagdo, o CH40 deve ser esterilizado em
autoclave, sendo tomados todos os cuidados assépticos no
seu emprego, nao podendo ser guardado em geladeira ou
em condi¢des semelhantes, mas em temperatura ambiental.
Quando o CH40 ¢é re-esterilizado em altas temperaturas ou
mantido sob condi¢des geladas, as particulas de carbono se
aglomeram e o tamanho das particulas da suspensdo volta
a ser de tamanho maior, com diminui¢ao da possibilidade
de tingimento linfonodal.

Apesar de ser utilizado ha varios anos em paises orien-
tais, poucas publicagdes em lingua inglesa citam o CH40
como corante em linfadenocromatografias. Em nosso pais,
este corante é pouco conhecido e utilizado.

Nenhuma pesquisa relata endoscopia em caes e in-
trodugdo de CH40 na submucosa gastrica para obtengao
de coloragdo linfonodal perigastrica. Neste estudo, nenhum
cdo apresentou efeitos colaterais ou Obito apos receber
carbono ativado através de endoscopia digestiva alta. Lin-
fonodos perigastricos corados pelo CH40 foram observados
em todos os caes.

Em coelhos, a introdu¢do de CH40 foi realizada na
regido subcutanea da prega inguinal. Nao houve nenhum
obito, nem foram observados efeitos colaterais. Todos,
apos eutanasia, foram dissecados e examinados os locais
da introdugao do CH40 e a cavidade abdominal para exame
da regido para-aortica abdominal. Nao foram observados
linfonodos corados nessa regido. Em coelhos, a utilizagao
de CH40 também néo é referida na literatura, como tam-
bém as inje¢des subcutdneas de CH40 na regido inguinal,
o qual tinge de maneira intensa o tecido celular subcuténeo
do local mencionado.

Em ratos, a introducdo de CH40 foi também realizada na
regido subcutanea da prega inguinal, tingindo intensamente
o tecido subcutaneo. Nao houve 6bito nem efeitos adversos
observados. Todos, apds eutanasia, foram dissecados e
examinados os locais da introdugdo de CH40 e a cavidade
abdominal para exame da regido para-adrtica abdominal,
igual a dos coelhos. Todos os ratos tiveram os linfonodos
para-aorticos corados pelo CH40.

Hagiwara et al., em 19927, introduziram CH40 na prega
subcutanea da pata traseira direita de ratos, com coloragdo
do linfonodo popliteo em 100%, no iliaco de 85% e no
para-aortico de 65%, decorridos oito minutos da introdugao
até a eutanasia.

Na presente pesquisa, em 20 ratos, com introdugéo de
CHA40 através da injecdo subcutdnea na regido inguinal,
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decorridos entre 110 a 122 dias de observagao clinica até CONCLUSOES
a eutanasia, a coloracdo linfonodal para-aortico foi de
100%.

O presente estudo experimental de tingimento linfonodal
esta intencionalmente baseado na orientagdo ao cirurgido
quando da identificagdo, dissecgdo e resseccdo dos grupos

linfonodais com possiveis metastases no cancer gastrico.

O procedimento com CH40 em trés espécies animais
submetidas a experimentacdo ndo mostrou toxicidade, du-
rante as observagdes clinicas. O carbono ativado foi efetivo
no tingimento de linfonodos neste estudo.

Okawa M, Okawa L, Meister H. Perigastric lymphadenochromatography with activated carbon (CH40): experimental study. ABCD Arq Bras Cir Dig
2007;20(3):184-8.

ABSTRACT - Background - Well instituted and planned surgical procedures are still the only effective therapy for gastric cancer. However, results of
cure have not significantly improved in the last decades, especially in the western world. The main benefit of the introduction of dyes and colouring
in gastric submucosa through endoscopy, is to facilitate moderate lymphadectomy, making it easier to accurately locate lymph nodes. Besides this,
lymphadenochromatography makes future research possible in detecting sentinel lymph nodes and its rational and selective applicability in precise
lymphadectomy indication, especially in groups submitted to more complicated lymph node ressection which have increased possibility of complica-
tions. Carbon actived (CH40) lymphadenochromatography was analysed in this experimental study (phase 1). Aim - To test the effectiveness and
innocuity of lymphadenochromatography with CH40, in three different animal species. Methods - As established by the Brazilian Association of
Clinical Research (Resolutions n°® 196/96 e 251/97, CNS/MS), three different animal species were used: three dogs, 10 rabbits and 20 rats. In all of
the dogs, the introduction of CH40 in the submucosa layer of the stomach was performed using gastric endoscopy, as well as needle polyethylene
catheters, usually employed in sclerosis of esophageal varicosis. The observation period varied between 43 to 125 days, when surgical procedures
were performed. In all rabbits and rats, the introduction of CH40 was made through hypodermic needle and insulinic syringe in the subcutaneous
inguinal region. The observation period was between 102 through 105 days and 110 to 122 days, respectively. Results - During the observation
periods, from injection to euthanasia, no side effects or death was detected in any animal. In the dogs, perigastric lymph nodes were dyed using
CH40. In all rabbits and rats, the subcutaneous cellular tissue of the inguinal region was dyed black strongly. Also, in all rats, lymph nodes of the
abdominal aortic region were colored using CH40. Conclusions - Lymphadenochromatography with CH40 did not demonstrate toxicity in the three
animal species studied. Actived carbon was effective in the coloring of lymph nodes in this study.

HEADINGS - Carbon. Stomach neoplasms. Chromatography. Lymph nodes.
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