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RESUMDO

Obijetivo: verificar a taxa de concordancia na identificacdo do linfonodo sentinela utilizando um marcador autélogo rico em hemossi-
derina e o Tecnécio 99 (Tc99) em casos de cancer de mama localmente avancados. Métodos: ensaio clinico fase 1, do tipo prospectivo,
nao randomizado, em 18 pacientes portadoras de cancer de mama com axila clinicamente negativa em estadio T2=4cm, T3 e T4. As
pacientes foram submetidas a injecdo subareolar de um marcador autélogo rico em hemossiderina 48 horas antes do procedimento
cirurgico para biépsia do linfonodo sentinela, e sua taxa de identificacdo foi comparada, no intraoperatério, com o marcador radioativo
Tc99 (padrao-ouro). A concordancia entre os métodos foi estabelecida pelo indice de Kappa. Resultados: a taxa de identificacao do
linfonodo sentinela foi de 88,9%, com uma média de dois linfonodos sentinelas por paciente. O estudo identificou os linfonodos sen-
tinelas corados com hemossiderina em 83,3% dos casos (n=15), quando comparados com a taxa de identificacdo do Tc99, tendo sido
observada concordancia em 94,4% dos casos estudados. Conclusao: o marcador autélogo rico em hemossiderina se mostrou eficaz na

identificacdo do linfonodo sentinela em casos de cancer de mama localmente avancado.

Descritores: Neoplasias da Mama. Biopsia de Linfonodo Sentinela. Hemossiderina. Tecnécio.

INTRODUCAO

linfonodo sentinela (LS) consiste no primeiro linfono-
do a receber a drenagem linfatica de um determinado
sitio de tumor primdrio’. Cabanas', em 1977, em seus es-
tudos utilizando casos de adenocarcinoma de pénis esta-
beleceu pela primeira vez uma técnica para realizar biopsia
do linfonodo sentinela (BLS). Com o objetivo de aprimo-
rar a taxa de identificacdo do LS em casos de melanoma,
Krag et al.?2, em 1993, utilizou o Tecnécio 99 (Tc99) com
sucesso. Posteriormente, em 1994, Giuliano et al.> usando
azul patente como marcador de LS para o cancer de mama,
introduziu o conceito de BLS na pratica clinica. Em 2003,
Veronesi et al.4, estabeleceram que a BLS era um método
seguro e acurado para avaliar metastases axilares em mu-
lheres com tumores de mamas pequenos. Atualmente, a
BLS substituiu o esvaziamento axilar no estadiamento do
cancer de mama inicial, com axila clinicamente negativa®.
A associacao do Tc99 em combinacdo com o
corante azul mostrou-se mais acurada para identificacao
do BLS®’. QOutros corantes podem ser utilizados na iden-

tificacdo do LS durante o procedimento cirdrgico, como o
azul de metileno, o azul patente e o isosulfan®. Entretanto,
tais substancias, em revisdo recente da literatura, revelaram
um expressivo nimero de reacdes de hipersensibilidade® ™.
O azul patente pode causar desde efeitos adversos sutis,
como rash cutaneo, até reacdes severas de anafilaxia''2.
O azul de metileno também pode causar sérias reacoes,
incluindo necrose de pele e gordura no local da injecao’.
Reacbes anafilaticas com o isosulfan e azul patente em pa-
cientes submetidas a BLS variam de 0,6% a 2,7%'.

Em 2009, Pinheiro et al.’™> comprovou em pes-
quisa experimental em animais, a eficacia da hemossideri-
na, um produto da degradacdo da hemoglobina, proteina
frequentemente encontrada nos lisossomos de histidcitos
e de células de Kupfer, como corante autélogo na BLS em
mama de cadelas. Nesse estudo, a associacdo de hemossi-
derina e Tc99, apresentou resultados semelhantes na BLS
guando comparados ao Tc99 e azul patente. A hemossi-
derina apresentou-se, experimentalmente, como um novo
corante, isento de efeitos adversos e uma alternativa aos
corantes atuais.

1 - Universidade Federal do Ceara, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Médico-Cirurgicas, Fortaleza, CE, Brasil. 2 - Universidade Federal do
Ceard, Programa de Pds-graduacao em Biotecnologia (RENORBIO), Fortaleza, CE, Brasil. 3 - SONIMAGEM, Diagndstico por Imagem, Fortaleza, CE,
Brasil. 4 - Universidade de Fortaleza, Faculdade de Medicina, Fortaleza, CE, Brasil. 5 - Universidade Federal do Ceard, Hospital Universitario Walter

Cantidio, Fortaleza, CE, Brasil.
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Em 2015, Vasques et al.®, introduziu os estudos
da hemossiderina em casos de cancer de mama em hu-
manos em tumores iniciais (T1/T2) com axila clinicamente
negativa e obteve sucesso, com uma taxa de identificacdo
e de concordancia de 100% quando comparada ao padrao
-ouro, o Tc99. Diante disso, por ter sido estudada apenas
em tumores iniciais, a proposta desse trabalho foi avaliar
a eficacia da utilizacdo da hemossiderina como marcador
autologo para a identificacdo do linfonodo sentinela em
canceres de mama em pacientes portadoras de tumores
localmente avancados (T2>4cm/T3/T4), comparando com
0 teste padrao-ouro, o Tc99.

METODOS

Ensaio clinico fase 1, do tipo prospectivo, nao
randomizado, tendo como objeto mulheres portadoras de
cancer de mama localmente avancado. Os procedimen-
tos cirtrgicos foram realizados na Maternidade Escola As-
sis Chateaubriand (MEAC) e Hospital Universitario Walter
Cantidio, por um Unico cirurgido, no periodo de janeiro a
dezembro de 2016. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio
da Universidade Federal do Ceara, no 2.032.200. Cada pa-
ciente foi informada a cerca dos procedimentos e assinou
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para parti-
cipacdo da pesquisa.

Amostra e critérios de selecao

A amostra foi constituida por 18 mulheres, nao
randomizadas, selecionadas no Ambulatério de Mastolo-
gia da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC),
com indicacdo de BLS. Foram incluidas pacientes com ida-
des entre 18 e 75 anos, portadoras de cancer de mama
com diagnostico anatomopatolégico comprovado, em
estadios Il (maior ou igual a 4cm), lll e IV e que apresen-
tavam axila clinicamente negativa antes da quimioterapia
neoadjuvante. Foram excluidas as pacientes portadoras
de cancer de mama inflamatério, gestantes, aguelas que
tinham recebido algum ciclo de quimioterapia ou radio-
terapia neoadjuvante ou que realizaram cirurgia axilar e/
ou biopsia incisional prévia, que pudesse comprometer a
drenagem linfatica da mama.

Uma semana antes do inicio do estudo, todas

as participantes foram submetidas a avaliacdo clinica e
laboratorial pré-operatéria estando as mesmas aptas a
serem submetidas ao procedimento cirdrgico. O perfil
do ferro também foi avaliado previamente por meio do
hemograma completo, das dosagens de ferro sérico, fer-
ritina sérica, saturacdo de transferrina e capacidade total
de ligacao do ferro.

Preparacao do marcador rico em hemossi-
derina

O preparo da hemossiderina para utilizacdo no
estudo foi obtida a partir de uma amostra de 16ml de
sangue periférico, 48 horas antes da cirurgia. O sangue
coletado era acondicionado em dois tubos BD Vacutai-
ner® de Citrato de Sédio Tamponado, de forma assép-
tica. Em seguida, era centrifugado a 2000rpm, a 22°C,
por dez minutos. O material centrifugado se distribuiu
em trés camadas no tubo de ensaio. As camadas supe-
rior e intermediria (soro) eram descartadas, e a camada
inferior (hemacias) diluida com soro fisiolégico em igual
volume ao retirado, e homogeneizado manualmente em
camara protegida por fluxo laminar. A solucdo obtida
era novamente centrifugada (3800rpm por trés minutos),
com o aparecimento de duas fases. A primeira era des-
cartada e o volume retirado reposto com agua bidestila-
da, na camara de fluxo laminar, provocando a hemolise
do concentrado de hemacias. Apds a terceira e Ultima
centrifugacdo (3800rpm por trés minutos), obteve-se
uma Unica fase de hemadcias lisadas, um produto rico em
hemossiderina em suspensao no liquido avermelhado. A
garantia da esterilidade foi controlada com hemoculturas
para bactérias e fungos.

Um volume de 4ml do corante rico em hemos-
siderina era injetado ambulatoriamente, com a pacien-
te em decubito dorsal, sob anestesia local com xilocaina
a 2%, sem adrenalina, na regido periareolar externa da
mama (no sentido de 3h), em puncado Unica e sob técnica
asséptica (Figuras 1A e 1B).

As pacientes foram internadas e avaliadas
quanto a apresentacao de efeitos colaterais por 24 horas.
Antes do procedimento cirtrgico, cada paciente foi sub-
metida a injecdo intradérmica subareolar pré-operatéria
de 0,2ml de Tc99 e, em seguida, sob anestesia local e
sedacdo, foram submetidas ao procedimento cirtrgico.
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Procedimentos: biépsia do linfonodo senti-
nela (BLS)

As pacientes foram submetidas a BLS, com in-
cisdo na prega axilar guiada pelo gama-probe, dissec-
cao por planos até a identificacdo de ponto de captacao
maéaxima do Tc99, identificando-se o linfonodo marcado
e a sua coloracao (Figuras 2A e 2B). Apds a exérese do
linfonodo, verificou-se em cada um a intensidade de
deteccao do Tc99 pelo gama-probe. Tais dados foram
registrados em uma ficha de coleta de dados para fins
de andlise posterior. Todas as pecas cirurgicas foram en-
caminhadas para estudo anatomopatolégico e imunois-
toquimico. As pacientes foram acompanhadas durante
todo o procedimento, desde a injecdo da hemossiderina,
até o pds-operatorio e retorno com 15 e 30 dias apos a
cirurgia.

'} ‘f

Figura 1. A) Injecdo subareolar de hemossiderina; B) Local pos-injecdo
da hemossiderina (hematoma pds-injecao).

Figura 2. A) Identificacdo intraoperatdria do linfonodo sentinela com
o0 Gamma-Probe; B) Linfonodos sentinelas fortemente marcados com
hemossiderina.

Anadlise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando o coeficiente
de concordancia de Kappa. Valores do P foram determina-
dos usando teste exato de Fisher. Valores de P menores e
iguais a 0,05 foram aceitos como estatisticamente signifi-
cantes.

RESULTADOS

Dezoito pacientes se submeteram a BLS com
a hemossiderina de acordo com o método descrito. A
média de idade das pacientes foi de 48,2 anos e ob-
servou-se que o status pré-menopausal predominou em
63,7% da amostra. Quanto ao tipo histoldgico, todas
as pacientes estudadas possuiam carcinoma invasor,
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sendo 17 do tipo ductal. Os tumores de estadiamento
T3 predominaram na amostra e 55% das participantes
apresentaram axila positiva apés estudo histopatolégico
(Tabela 1). Nao foram evidenciados efeitos adversos e/
ou reacdes alérgicas, infeccdo cirdrgica ou toxicidade
nas pacientes que foram submetidas a BLS com hemos-
siderina neste estudo.

No intraoperatério, a marcacdo com o prepa-
ro rico em hemossiderina se mostrou nitidamente satis-
fatéria para a identificacdo visual e consequente dife-
renciacdo do LS dos demais linfonodos da cadeia axilar
(Figura 3).

Tabela 1. Perfil clinico das pacientes inclusas no estudo e perfil anato-
mopatoldgico dos tumores analisados.

Caracteristicas Valor

|dade (média em anos) 48,2 (33-69+11)

Status menopausal
n=12 (66,7 %)
7 (33,3%)

Pré-menopausa
P&s-menopausa

Grau de invasao
18 (100%)
0 (0%)

Carcinoma invasor
Carcinoma in situ

Localizacao do tumor primario

Quadrante superior externo 11(60,5%)

Quadrante superior interno 3(16,5%)
Quadrante inferior externo 2(11,1%)
Quadrante inferior interno 1(5,5%)

Central 1(5,5%)

Tamanho do tumor

T2=4cm

T3 1(5,4%)

14(77,8%)

T4C 3(16,6%)

Status linfonodal
10 (55,5%)
8 (44,5%)

Linfonodo sentinela negativo
Linfonodo sentinela positivo
Subtipo Histolégico

Ductal

Lobular

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

Figura 3. A) LS macroscopicamente corado pelo preparo rico em he-
mossiderina ao lado de outro linfonodo da cadeia axilar ndo corado; B)
Aspecto intraoperatorio do LS fortemente corado.

A eficacia da BLS com hemossiderina foi com-
parada a técnica padrao-ouro que utiliza a marcacao
com o Tc99, tendo-se observado uma deteccao satis-
fatéria do LS corado com hemossiderina e Tc99. A taxa
de identificacdo do LS foi de 88,9%, sendo encontrado
uma média de dois LS por paciente. O estudo identi-
ficou os LS corados com hemossiderina em 83,3%
dos casos (n=15) e, quando comparado com a taxa de
identificacao do Tc99, foi observada uma concordancia
em 94,4% dos casos estudados, com indice de Kappa
=0,77 e p=0,001 (Figura 4).

DISCUSSAO

Estudos na literatura médica nas mais diversas
condi¢cbes mostram concordancia aceitavel no que diz res-
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Figura 4. A) LS corados com hemossiderina e Tc99 por paciente, B) Taxa de concordancia entre hemossiderina e Tc99 com significancia estatistica.

peito aos resultados encontrados no nosso trabalho. No es-
tudo de Krag et al.2, analisou-se 443 pacientes e a taxa de
identificacdo foi de 93%. Albertini et al."” associou as duas
técnicas (azul patente e radiocoloide) e observou um au-
mento da taxa de identificacdo do LS, proporcionando taxa
de identificacdo de 92% com valor preditivo de 100%. J&
Veronesi et al.* obtiveram taxa de identificacao de 98,2%
com falso negativo de 2,5%. Possiveis falhas na taxa de
identificacdo podem ser justificadas por fatores inerentes a
técnica, ao médico e ao paciente.

Quando se estuda pacientes submetidas a qui-
mioterapia neoadjuvante e em seguida submetidas a BLS,
a taxa de identificacdo pode diminuir por fatores determi-
nados pelos efeitos da quimioterapia. Estudo de Breslin et
al.”® encontrou taxa de identificacdo de 84%. Outros en-
saios proporcionaram taxas de identificacdo que variavam
de 85 a 98%, como citado no trabalho de Xing et al.".
Jones et al.?° compararam a biépsia do LS antes e depois da
quimioterapia neoadjuvante encontrando taxa de identifi-
cacdo de 100% e 80,6%, respectivamente, e taxa de falso
negativo elevada no grupo pds quimioterapia (11%). Na
série estudada por Cox et al.?' de 89 pacientes com can-
cer de mama localmente avancado, estratificadas em dois
grupos (axila positiva e axila negativa), evidenciou-se que
a bidpsia do LS pré-quimioterapia proporcionou acuracia
adequada para axila negativa. Estudo de Papa et al.?2 em
gue foram comparadas a bidpsia do linfonodo sentinela pré
e pds-quimioterapia, a taxa de identificacdo foi de 98.8 %
e 87%, respectivamente.

Outros marcadores para LS tém sido pesquisados
e a nanoparticula férrica supermagnética resultou em taxa
de identificacdo 77%, achados inferiores quando compa-
rados com a utilizacdo de hemossiderina como marcador
autdlogo em 14 pacientes submetidas a BLS, em que se
obteve taxa de identificacdo de 100% com taxa de con-
cordancia de 100%. Na nossa amostra, composta por
18 pacientes, houve identificacdo do LS em 16, quando
utilizado o radiocoloide, e em 15 pacientes submetidas a
técnica da hemossiderina, com uma taxa de concordancia
de 94,4% entre os dois métodos. A discrepancia entre os
dois métodos ocorreu em apenas uma paciente, em que
se identificou o linfonodo pelo radiofarmaco e nao pela
hemossiderina. Discute-se como causas provaveis, o tama-
nho da molécula de hemossiderina, uma vez que moléculas
maiores podem nao entrar nos ductos linfaticos, e a incapa-
cidade de migracdo para o linfonodo estudado.

Existe uma tendéncia de se evitar o uso do radioi-
sotopo e a exposicdo dos pacientes a radiacdo, assim como
as complicaces potencialmente graves do azul patente.
Em unidades com departamentos de medicina nuclear es-
tabelecidos, os custos sao elevados, principalmente do ga-
ma-probe, e a meia-vida do radiofarmaco é curta. O mar-
cador autologo estudado na amostra foi administrado com
seguranca 48 horas antes da cirurgia, sem efeitos adversos.

Nosso estudo sugere que seja viavel a aplicabili-
dade clinica da hemossiderina como marcador autélogo na
identificacdo do linfonodo sentinela em casos de cancer de
mama localmente avancado.
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ABSTRACT

Objective: to verify the agreement rate in the identification of sentinel lymph node using an autologous marker rich in hemosiderin and

99 Technetium (1c99) in patients with locally advanced breast cancer. Methods: clinical trial phase 1, prospective, non-randomized, of

18 patients with breast cancer and clinically negative axilla stages T2=4cm, T3 and T4. Patients were submitted to sub-areolar injection

of hemosiderin 48 hours prior to sentinel biopsy surgery, and the identification rate was compared at intraoperative period to the gold

standard marker 7c99. Agreement between methods was determined by Kappa index. Results: identification rate of sentinel lymph node

was 88.9%, with a medium of two sentinel lymph nodes per patients. The study identified sentinel lymph nodes stained by hemosiderin

in 83.3% patients (n=15), and, compared to Tc99 identification, the agreement rate was 94.4%. Conclusion: autologous marker rich in

hemosiderin was effective to identify sentinel lymph nodes in locally advanced breast cancer patients.

Keywords: Breast Neoplasms. Sentinel Lymph Node Biopsy. Hemosiderin. Technetium.
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