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REesumo

Objetivo: Investigar a viabilidade da deteccdo do linfonodo sentinela (LNS)
utilizando o mapeamento linfatico radioisotépico com **™Técnécio—fitato em
pacientes submetidas a histerectomia radical e linfadenectomia pélvica para
tratamento de cancer de colo uterino. Método: Entre julho de 2001 e fevereiro de
2003, 56 pacientes com cancer de colo uterino estadios (FIGO) | (n=52) e Il (n=4)
foram submetidas a deteccao do linfonodo sentinela por meio da linfocintilografia
pré-operatéria (**™Tc-fitato injetado no colo uterino as 3, 6, 9 e 12h , na dose de
55-74MBq e volume de 0,8ml) e do mapeamento linfatico intra-operatério com
gamma probe. A histerectomia radical foi abortada em trés casos devido a
infiltragdo parametrial constatada durante a cirurgia, sendo realizada somente a
ressecgao dos linfonodos sentinelas. As demais 53 pacientes foram submetidas a
histerectomia radical com linfadenectomia pélvica. Os linfonodos sentinelas foram
identificados utilizando-se 0 gamma probe e foram enviados para avaliacao
histopatolégica durante o procedimento cirargico. Resultados: Das 56 pacientes
selecionadas, o linfonodo sentinela foi detectado em 52 (92,8%), num total de 120
detectados pela linfocintilografia (média de 2,2 por paciente) e no per-operatério
pelo gamma probe. Na cadeia iliaca externa foram identificados 44% deles, 39%
na fossa obturatéria, 8,3% na bifurcacao das iliacas e 6,7% na cadeia iliaca
comum. Em 31 pacientes (59%), ele foi identificado unilateralmente e em 21
(41%) bilateralmente. Metastase linfonodal foi confirmada em 17 (32%) casos. Em
10 (59%), somente o linfonodo sentinela apresentava metastase. Os 98 que se
apresentaram negativos a hematoxilina-eosina foram encaminhados para
avaliagdo imunohistoquimica para citoqueratina. Cinco (5,1%) micrometastases
foram identificadas por essa técnica. A sensibilidade do linfonodo sentinela foi de
82,3% (intervalo de confianga —IC — 95%=56,6-96,2), o valor preditivo negativo de
92,1% (IC 95%=78,6-98,3) e a sua acuracia em identificar a presenca de
metastase linfonodal na cadeia linfatica pélvica foi de 94,2%. Conclusoées: A
linfocintilografia pré-operatéria e o mapeamento linfatico intra-operatério com
¥MTc-fitato teve alta taxa de sucesso na deteccdo do linfonodo sentinela em
pacientes submetidas a histerectomia radical.

Palavras-chave: cancer do colo uterino; linfonodo sentinela; gamma probe, **"Tc-
fitato, linfocintilografia
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ABSTRACT

Objective: Investigate the feasibility of sentinel lymph node identification using
radioisotopic lymphatic mapping with technetium-99m-labeled phytate in patients
undergoing radical hysterectomy with pelvic lymphadenectomy for treatment of
cervical cancer. Methods. Between July 2001 and February 2003, 56 patients with
cervical cancer FIGO stages | (n = 52) and Il (n = 4) underwent sentinel lymph
node detection with preoperative lymphoscintigraphy (**"Tc-labeled phytate
injected into the uterine cervix, at 3, 6, 9 and 12 o clock, at a dose of 55-74 MBq in
a volume of 0.8 ml) and intraoperative lymphatic mapping with a handheld gamma
probe. Radical hysterectomy was aborted in three cases because parametrial
invasion was found intraoperatively, and we performed only sentinel node
resection.The remaining 53 patients underwent a radical hysterectomy with
complete pelvic lymphadenectomy. Sentinel nodes were detected using a
handheld gama-probe and removed for pathological assessment during the
abdominal radical hysterectomy and pelvic lymphadenectomy. Results: In 56
eligible patients, the sentinel node was detected in 52 patients (92,8%). A total of
120 sentinel lymph nodes were detected by lymphoscintigraphy (mean 2.27 nodes
per patient) and intraoperatively, by gamma probe. Forty-four percent of sentinel
nodes were found in the external iliac area, 39% in the obturator region, 8,3% in
interiliac region and 6,7% in the common iliac area. In thirty-one patients (59%),
unilateral sentinel nodes were found. The remaining 21 patients (41%) had
bilateral sentinel nodes. Microscopic nodal metastases were confirmed in 17(32%)
of cases. In 10(59%) of these patients, only sentinel nodes had metastases. The
98 sentinel nodes that were negative on hematoxylin and eosin were submitted to
cytokeratin immunohistochemical analysis. Five (5,1%) micrometastases were
identified with this technique. The sensitivity of the sentinel node was 82,3%
(1C95%=56,6-96,2) and the negative predictive value was 92,1% (1C95%=78,6-
98,3). The accuracy of sentinel node in predict the lymph node status was 94,2%.
Conclusions. Preoperative lymphoscintigraphy and intraoperative lymphatic
mapping with **"Tc-labeled phytate were highly successful at identifying sentinel
nodes in patients undergoing radical hysterectomy.

Key-words: cervical cancer, sentinel lymph node, gamma probe, **™Tc-fitato,
lymphoscintigraphy.
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O carcinoma do colo uterino representa um grande problema de saude publica
mundial, com incidéncia anual de 471.000 casos e 233.000 mortes'. A maior parte
ocorre nos paises em desenvolvimento devido a precariedade dos programas de
rastreamento®. Ao contrario do que ocorre nos paises mais desenvolvidos, a taxa
de mortalidade por cancer do colo do utero continua moderadamente alta no
Brasil e aumentou cerca de 33,1% no periodo de 1979 a 2000°. O Ministério da
Saude estima que em 2003, no Brasil, ocorreram 16.480 novos casos € 4110

6bitos por cancer de colo uterino®.

O virus papiloma humano (HPV) exerce papel central na carcinogénese do colo
uterino, relacionando-se tanto a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) quanto ao
carcinoma invasor*. Outros fatores relacionam-se com o virus de forma a
potencializar sua acdo na célula hospedeira e facilitar o desenvolvimento dos

processos de imortalizagédo e carcinogénese®®.

O tratamento proposto do carcinoma invasor do colo uterino nos estadios 1B e IIA,
pela Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), pode ser
cirurgico, por histerectomia radical e linfadenectomia pélvica, radioterapia primaria
ou quimioirradiagdo’. Essas opgdes terapéuticas apresentam taxas similares de
sobrevida de cinco anos, variando de 87 a 92%. Uma das vantagens do
tratamento cirdrgico é o exame histopatoldégico da pecga cirurgica, que é
importante na indicacdo de terapia adjuvante e no estabelecimento do
progndstico’®. Entretanto, esse procedimento cirdrgico pode apresentar uma série
de complicagdes, tais como linfocistos, linfedema e desordens urolégicas (fistulas,

atonia vesical, etc). Uma vez que a incidéncia de metastase linfonodal em
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pacientes com cancer de colo uterino IB-11A varia de 15 a 20%, a linfadenectomia
se mostra desnecessaria na maioria dessas pacientes. Para se evitar a
linfadenectomia de rotina e minimizar suas complicagdes, resolveu-se estudar a

aplicacao da biépsia do linfonodo sentinela no colo uterino.

O linfonodo sentinela (LNS) representa o primeiro linfonodo ou grupo de
linfonodos da cadeia linfatica a receber a drenagem linfatica proveniente do
tumor. Por isso, ele geralmente é o primeiro a ser acometido pela neoplasia e
prediz a presenca de metastase na cadeia a que pertence. Durante minha
Residéncia Médica em Mastologia no Hospital das Clinicas da UFMG, em 1999,
acompanhei o desenvolvimento da técnica de bidpsia do LNS em pacientes com
cancer de mama e o inicio da experiéncia do Servico com a mesma. Apos o
término da Residéncia, decidi complementar minha formagdo oncoldgica na
Fundacdo Mario Penna, na area de Ginecologia Oncolégica. Nesse Servigo,
atendendo a um grande numero de pacientes com cancer de colo uterino e
vivenciando a morbidade do tratamento dessas pacientes, resolvi estudar a

viabilidade da aplicacao da bidpsia do LNS nessa neoplasia.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Fatores progndésticos no céancer de colo uterino

A sobrevida de cinco anos de pacientes com cancer de colo uterino estadio IB
varia de 65 a 95%, o que motivou a pesquisa de fatores prognosticos que
justificassem essa variagdo”®. Idade, raca, nivel socioeconémico, atividade
sexual, imunossupressao e tabagismo sdo mencionados como condi¢cdes que
influenciariam o prognéstico®. Fatores relacionados ao tumor, como estadiamento,
volume tumoral, tipo histoldgico, invasdo do corpo uterino, profundidade da
invasdo estromal, grau de diferenciacdo, invaséo linfovascular, acometimento
parametrial e metédstase linfonodal sdo também considerados fatores
prognésticos®”'%. As metastases linfonodais representam o fator prognéstico
independente mais importante no cancer do colo uterino, influenciando as taxas

de recorréncia e sobrevida dos pacientes %22,

A freqiiéncia de metastases em linfonodos pélvicos € de aproximadamente 0,5%
no estadio IA1; 1 a 2% no estadio 1A2; 12 a 20% no estadio I1B; 16 a 36% no
estadio 11B; 35 a 50% no estadio lll e acima de 50% no estéadio IV. As metastases
nos linfonodos paraorticos ocorrem em 4 a 7% no estadio I, 15 a 20% no estadio
I, 25 a 30% no estadio Ill e de 30 a 50% no estadio V'3, A presenca de
linfonodos paradrticos positivos sem acometimento dos linfonodos pélvicos ocorre

em cerca de 1% dos casos'? .

O Gynecologic Oncology Group (GOG), avaliando prospectivamente 545
pacientes, mostrou uma sobrevida livre de doenca de trés anos de 85,6% para

pacientes com linfonodos pélvicos negativos e de 74,4% naquelas com linfonodos
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positivos'. O niimero de linfonodos pélvicos acometidos também influencia as
taxas de sobrevida. Tanaka; Sawada; Murata (1984) evidenciaram uma taxa de
sobrevida de cinco anos de 62% nas pacientes com um linfonodo metastético,
36% naquelas com dois linfonodos acometidos, 20% para trés ou quatro
linfonodos acometidos e de 0% para cinco ou mais linfonodos acometidos'®. Chih-
Ming Ho et al. (2004), em um estudo avaliando 197 pacientes submetidas a
histerectomia radical e linfadenectomia pélvica, mostraram sobrevida livre de
doenca de cinco anos de 80,4% para pacientes sem metastase linfonodal, 60,4%
para um linfonodo positivo, 58,6% para dois ou trés linfonodos positivos e 45,9%
para quatro ou mais linfonodos positivos'®. A anélise multivariada evidenciou a
presenca de metastase linfonodal e a invasdo linfovascular como fatores

progndsticos independentes’® .

2.2 Métodos de imagem na avaliacao de metastase linfonodal

Os métodos de imagem, como a linfoangiografia bipedal (LAG), ultra-sonografia
(US), tomografia computadorizada (TC) e ressonancia nuclear magnética (RNM)

apresentam limitacdes na deteccdo de metastases linfonodais?®.

A LAG tem acuracia de 84,4% na identificacdo de metastase linfonodal, com taxa
de falso-positivo de aproximadamente 32% e de falso-negativo de
aproximadamente 10%%*. Ela ndo é capaz de diagnosticar pequenos focos
metastaticos no linfonodo nem diferenciar condi¢ées benignas como degeneracao

gordurosa, fibrose ou periadenite, que podem sugerir metastase linfonodal'® 242°.



50

A TC e a RNM apresentam acuracia de 86% na identificacdo de metastases em
linfonodos pélvicos e paradrticos®. Ao contrario da linfoangiografia, que detecta
alteragdes na arquitetura linfonodal, a RNM e a TC identificam as alteragées no
tamanho dos linfonodos, sendo considerados positivos aqueles maiores que 1cm
de diametro®®. Scheidler et al. (1997) néo encontraram diferencas significativas na
utiizacdo da LAG, TC e RNM na deteccdo de metastases linfonodais em
pacientes com cancer de colo uterino®. A TC e a RNM, por serem menos
invasivas do que a LAG, e também por avaliarem a extensdo loco-regional da
doenca, sdo consideradas métodos complementares na avaliacdo clinica das
pacientes com cancer cervical invasor?’. A RNM propicia melhor avaliacdo do
volume tumoral, da infiltracdo estromal e parametrial e da extenséo loco-regional

da doenca do que a TC?"®',

A tomografia por emissao de pésitrons (PET) € um novo método de imagem
baseado na utilizacdo de radionuclideos que se desintegram emitindo pédsitrons

(particulas com carga positiva)®>®

. Um andlogo da glicose marcado com o
radionuclideo (2-[18F] fluoro-2-desoxi-D-glicose) é usado para detectar sitios da
neoplasia, ja que as células neoplasicas sao avidas consumidoras de glicose. O
PET “scan” vem se mostrando um método promissor na avaliagdo de metastase
linfonodal e extensao loco-regional do cancer cervical quando comparado com a
TC e com a RNM*%_ Rose; Adler; Rodriguez (1999) realizaram PET em 32
pacientes com cancer cervical estadio IIB-IVA antes do estadiamento linfonodal
cirtrgico®. Na avaliagdo dos linfonodos paraérticos, o PET teve sensibilidade de

75%, especificidade de 92%, valor preditivo positivo (VPP) de 75% e valor

preditivo negativo (VPN) de 92%°?. Belhocine et al. (2003) atribuiram papel
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promissor a Medicina Nuclear no estadiamento do cancer cervical, seja através do

PET ou do mapeamento linfatico e biépsia do linfonodo sentinela®

A linfadenectomia pélvica com analise histopatoldégica minuciosa dos linfonodos
continua sendo o padrdo-ouro na deteccdo de metastases linfonodais. O
estadiamento clinico preconizado pela FIGO falha progressivamente na medida
em que a doenga avanca: a taxa de insucesso é de 25% no estadio | e |l e de 65
a 90% no estadio IIB®. Por isso, alguns autores preconizam a realizagcdo de
métodos de imagem ou do estadiamento cirtirgico da doenca®®. La Potta et al.
(1986) encontraram somente 52% de correlacao entre o estadiamento clinico e o
cirtrgico®. Lagasse et al. (1979) verificaram falha no estadiamento clinico em
24% das pacientes do estadio | e 67% do estadio IVA%. A falha ocorre geralmente
na avaliacao da infiltracao parametrial e do acometimento linfonodal. Por isso,
alguns autores preconizam a realizacdo de linfadenectomia extraperitoneal ou

estadiamento cirdrgico laparotdmico ou laparoscépico®>°.

2.3 Tratamento cirurgico do cancer de colo uterino

O tratamento cirtrgico do cancer de colo uterino baseia-se na histerectomia
radical associada a linfadenectomia pélvica''. A histerectomia radical consiste na
remocdo do Utero e do tecido peritumoral, constituido pelos paramétrios,
paracolpos e margens vaginais. O procedimento foi inicialmente descrito em 1895
por Clark e Reis*’, mas é creditado a Wertheim o refinamento e a padronizacdo

da técnica cirtrgica*’*2. Em 1911, quando Wertheim publicou sua série de 500
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casos, ele apresentou uma taxa de mortalidade operatéria de 10% e uma
sobrevida de cinco anos de 40%*'. Joe V. Meigs acrescentou & técnica uma
meticulosa e mais extensiva linfadenectomia pélvica, pois Wertheim removia

somente os linfonodos aumentados e de forma néo sistematica*>**.

O termo histerectomia radical ou cirurgia de Wertheim-Meigs € genérico e
inadequado para descrever a extensdo do procedimento cirGrgico®. Para
padronizar essa cirurgia, Piver; Rutledge; Smith (1974) descreveram cinco
classes de histerectomia radical que se diferem no local de ligadura das artérias
uterinas e vesicais superiores, na disseccao ureteral e na extensao da resseccao

parametrial e vaginal®.

2.3.1 Linfadenectomia pélvica

Considerando que os linfonodos pélvicos representam o sitio mais comum de
metastase dos tumores cervicais uterinos, tem sido creditado a linfadenectomia
pélvica um papel terapéutico em determinadas situacdes clinicas.*®*’. O nimero
e sitios dos linfonodos removidos diferenciam a linfadenectomia sistematica da
seletiva (por amostragem). Na primeira, sao realizadas a exploragéo cirurgica e a
disseccao de todos os grupos linfonodais pélvicos, enquanto na segunda realiza-
se somente a dissecg¢ao dos linfonodos aumentados de volume ou dos grupos

linfonodais principais (obturadores e iliacos externos)*.
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A linfadenectomia pélvica sistematica é parte integrante da abordagem cirurgica
de pacientes com carcinoma invasor do colo uterino em estadios iniciais (estadio
IA2 a lIA, FIGO 1994) e localmente avancados (estadios I1B2, 1B e Ill), submetidos
a cirurgia apds quimioterapia neoadjuvante ou quimioirradiacdo®®. A disseccédo
minuciosa dos linfonodos pélvicos inclui a remogéao de todo o tecido linfatico ao
redor dos vasos pélvicos®®. A parametrectomia é considerada parte integrante
dessa linfadenectomia devido ao numero inconstante de linfonodos
parametriais®®. A veia circunflexa profunda do ileo representa o limite distal da

linfadenectomia pélvica™.

2.3.2 Complicacoes da linfadenectomia

A complicagéo intra-operat6ria mais comum da linfadenectomia pélvica é a lesédo
vascular seguida de hemorragia, podendo ocorrer em até 10% dos casos*®. A
lesdo venosa € mais comum e mais grave do que a arterial, devido as
caracteristicas de sua parede vascular mais delgada e de maior diametro®®. A
lesdo do nervo obturatério ocorre em 1% das pacientes, podendo ocasionar
limitacdo na aducado do membro inferior, além de parestesia e dor na porgcao

medial da coxa*®.

O linfocisto ocorre em 10 a 25% das pacientes, sendo a maioria assintomatica®'.
Os sintomas, ocorrendo em 5 a 10% das pacientes, incluem febre, dor, ileo
prolongado, edema de membro inferior e trombose venosa profunda® 2. Alguns

estudos randomizados tém demonstrado diminui¢cdo na incidéncia dos linfocistos
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e febre pds-operatéria em pacientes ndo submetidas ao fechamento do peritdnio
parietal posterior apds a linfadenectomia pélvica e paradrtica em comparacao as

pacientes submetidas a drenagem pélvica por aspiragéo continua®®>°.

A trombose venosa profunda ocorre em 3 a 5% das pacientes e pode associar-se
a presenca de linfocistos*®. O edema de membros inferiores é mais freqliente
apés a linfadenectomia sistematica, ocorrendo em 4 a 20% dos casos*®. O
linfedema pode agravar-se com a radioterapia pélvica adjuvante, ocasionando
perda funcional do membro inferior °”. A trombose da artéria iliaca externa é uma

complicagdo grave, acometendo até 0,5% das pacientes.

2.4 Linfonodo sentinela

A importancia do acometimento linfonodal nas neoplasias malignas foi constatada
ha quase um século por Moynihan, que declarava que “a cirurgia das doencas
malignas ndo é uma cirurgia de 6rgéos; ela é a anatomia do sistema linfatico”®. A
técnica de mapeamento linfatico para a localizacao dos linfonodos que drenam o
tumor foi desenvolvida na metade do século XX na Universidade da Califérnia, em
Los Angeles (UCLA), com o emprego inicial de corantes e, posteriormente, com o

uso de radiois6topos por meio da linfocintilografia®®.

Em 1977, Cabanas adotou o termo “linfonodo sentinela” (LNS) ao descrever um
linfonodo ou um grupo deles localizado medial e superiormente a jungao

safenofemoral em pacientes com carcinoma do pénis®. Acreditava-se que o
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linfonodo sentinela apresentava localizacdo anatémica fixa e representaria o sitio
preferencial de disseminacao linfatica do tumor, precedendo o acometimento dos

demais linfonodos.

Wong; Cagle; Morton (1991), em um estudo experimental, mostraram que o LNS
poderia apresentar localizagdo variavel na cadeia linfatica®'. Morton et al. (1992)
descreveram a técnica de mapeamento linfatico intra-operatério e linfadenectomia
seletiva em pacientes com melanoma cutédneo, com a utilizagcao de corantes azuis
(azul patente e azul isosulfam)®. Um ano apés, Alex e Krag (1993) introduziram o
uso de radiocoldides contendo 99m-tecnécio (**"Tc) e uma sonda de captagdo de
energia gama (gamma probe) na deteccdo do LNS em pacientes com
melanoma®. Krag et al. (1993); Giuliano; Guenther; Morton (1994) foram os
pioneiros na bidpsia do LNS em pacientes com cancer de mama com o uso de

radiocoldides e corantes, respectivamente®%°.

A técnica de bidpsia do LNS passou a ser utilizada em tumores sélidos que
drenam para linfonodos profundos, como o cancer colo-retal, cancer de prostata e
cancer de colo uterino® "%, E uma técnica minimamente invasiva, que identifica os
principais linfonodos a serem dissecados na cadeia linfatica, evitando a
morbidade da linfadenectomia radical. Um numero menor de linfonodos é
encaminhado para avaliacao histologica, permitindo uma quantidade maior de

cortes seriados em busca de metastases ocultas® ">,

A identificacdo de metastases menores que 2 mm constitui uma das principais

contribuicbes da bidpsia do LNS. Huvos et al (1971) utilizaram o termo
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“micrometastase” para descrever tais lesdes’®. Sdo consideradas
micrometastases desde o achado de uma célula metastatica isolada no linfonodo
até a presenca de milhares de células neoplésicas’>”’. Metastases linfonodais
com diametro superior a 2mm ou presenca de metastases em dois ou mais

linfonodos sdo denominadas macrometastases’>””.

Duas técnicas sao utilizadas, isoladamente ou em conjunto, para a identificagao
do LNS: a) o uso de corantes (azul patente V, azul isosulfan ou azul de metileno)
que permitem a identificacdo do LNS pela sua migracdo pela via linfatica e
coloragao azul-esverdeada do LNS; b) o uso de radiois6topos, que utiliza coldides
marcados com tecnécio (¥*™Tc-albumina, **™Tc-enxofre coloidal, *™Tc-fitato) e
identifica o LNS pela sua contagem radioativa pelo detector de radiacdo gama
denominado gamma probe®® ™. O tecnécio (Tc) constitui um emissor gama puro
de meia-vida (T42) de 6 horas e energia (E) de 140 kiloeletrovolt (keV) obtido
através da eluicdo do gerador de Molibdénio/Tecnécio® 2. O fitato marcado com
tecnécio metaestavel (*™Tc) é um radiocoléide desenvolvido no Brasil, de baixo
custo e féacil disponibilidade. Esse marcador ja foi utilizado em pacientes com
cancer de mama, melanoma e cancer de vulva, com resultados similares aos de

outros radiofarmacos na identificagdo do LNS’®.

A bidpsia do LNS representa um método promissor na avaliagdo da metastase
linfonodal no cancer de colo uterino. Essa técnica propiciaria melhor selecao das
candidatas ao tratamento cirargico ou radioterapico, diminuindo a morbidade da

79-80

associacdo dessas duas modalidades terapéuticas Pacientes com LNS

metastatico seriam encaminhadas a radioterapia com atero in situ, diminuindo as
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taxas de complicacdes. Além disso, o0 estudo do LNS contribui para a melhor
compreensdo da drenagem linfatica do colo uterino e dos mecanismos de

disseminagao linfatica do cancer cervical ”°.

2.5 Drenagem linfatica do colo uterino

A drenagem linfatica da pelve feminina segue o trajeto dos vasos pélvicos e
ocorre geralmente de forma previsivel e sequencial. O uUtero drena para os plexos
linfaticos parauterinos situados nos paramétrios, onde podem estar presentes dois

a cinco linfonodos paracervicais ou parametriais' "854,

Cada plexo drena bilateralmente por uma via principal e vias acessoérias. A via
principal percorre o paramétrio (ligamento cardinal), segue a artéria uterina, cruza
a artéria vesical inferior e o nervo obturatério e drena para os linfonodos
obturadores, iliacos externos mediais e interiliacos. Nessa localizacdo anatémica,
sobre a veia iliaca externa, numa posicao intermediaria entre a cadeia obturatéria
e iliaca externa, situa-se o linfonodo de Leveuf e Godard®. Esses dois autores
franceses realizaram em 1923 um estudo anatémico da drenagem linfatica do
colo uterino por meio da injecao do corante azul gerota no colo uterino de
cadaveres femininos e observaram que esse linfonodo era o primeiro a ser corado
em 118 dos 120 casos. Nesses outros dois casos, identificaram vias linfaticas
colaterais de drenagem. Uma via acesséria segue paralelamente ao ureter e
termina num linfonodo localizado no nivel da artéria iliaca interna e suas

tributarias (artéria uterina, obturatdria ou glutea superior). A segunda via linfatica
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acessoria, no ligamento Utero-sacro, segue paralelamente ao plexo nervoso
hipogastrico superior e termina num linfonodo localizado préximo a veia iliaca
comum esquerda, anteriormente a juncado lombossacral, na cadeia sacral (FIG.
1)8"8 Dargent; Martin; Mathevel. (2000), por meio da biépsia laparoscépica do
LNS apos injecao cervical de azul patente, mostraram que em 90% das pacientes
com cancer de colo uterino (estadios IA2-1IB) o LNS situava-se conforme descrito

por Leveuf e Godard #%°,

Benedetti-Panici et al. (1992) realizaram um estudo da disseminacéao linfatica do
cancer de colo uterino em 225 pacientes (estadios IB-IVA) submetidas a
histerectomia radical e linfadenectomia pélvica e paradrtica sistematica. Os
grupos linfonodais que apresentaram metastases isoladas com maior freqtiéncia
foram os obturadores superficiais, seguidos dos iliacos externos e os comuns®®.
Os linfonodos parametriais foram identificados nos ligamentos cardinal e
vesicouterino em 59% das pacientes, com taxa de 8% de metastase. Esses
achados confirmaram os resultados de um estudo envolvendo a necropsia de 420

pacientes com cancer de colo uterino, realizado por Henriksen em 1949%.

Apesar da drenagem linfatica do colo uterino usualmente processar-se de forma
ordenada, em algumas situacées ela pode seguir diretamente para os linfonodos
hipogastricos, pré-sacrais ou paraérticos devido a presenca de bloqueios na
drenagem linfatica associados a trajetos colaterais e retrégrados®'®’. Reiffenstuhl
(1964) descreveu canais linfaticos eferentes do colo uterino diretamente para os
linfonodos interiliacos, iliacos externos, iliacos comuns, sacrais, paraoérticos,

gluteos superiores e inferiores e retais®®.
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FIGURA 1 —Representacao esquematica da drenagem

linfatica do colo uterino.
1- Grupo linfatico pré-cava; 2- Linfonodo hipogastrico; 3- Linfonodo de Leveuf e
Godard; 4- Via linfatica externa (via principal); 5- Via iliaca interna; 6- Via pré-
sacra (via acessoria); 7- Grupo ganglionar mesentérico inferior; 8- Linfonodos pré-
sacrais; 9- Cadeia iliaca externa = linfonodos laterais; 10- cadeia iliaca externa =
linfonodos intermediérios ou interiliacos; 11- Cadeia iliaca externa = linfonodos
mediais (extraido de Kamina P. «Anatomie gynécologique et obstétricale», 42 éd.

Malone, Paris.1984).
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A bidpsia do LNS no cancer de colo uterino pode melhor definir os padrdes de
disseminacao linfatica, identificando os grupos linfonodais primariamente
acometidos. Este estudo pretendeu analisar a aplicabilidade clinica da bidpsia do
LNS em pacientes com cancer do colo uterino, utilizando o fitato marcado com

tecnécio metaestavel (*¥*"Tc).
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a técnica de bidpsia de linfonodo sentinela utilizando a linfocintilografia

com fitato marcado com tecnécio metaestavel (*™Tc) em pacientes com

carcinoma invasor do colo uterino.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a utilizacdo da biépsia de linfonodo sentinela como teste
diagnéstico da presenca de metastases nos linfonodos pélvicos em
pacientes com carcinoma invasor do colo uterino 1A2-11A.

Avaliar a localizagdo anatémica do linfonodo sentinela em pacientes com
carcinoma invasor do colo uterino 1A2-11A.

Avaliar a deteccdo de micrometastases no linfonodo sentinela pela
marcacao imunohistoquimica das citoqueratinas (AE1/AE3) nos linfonodos
livres de metastase ao exame histopatoldgico, pela coloracdo com

hematoxilina-eosina.
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4 Casuistica: METoDOS
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4.1 Casuistica

Estudo transversal (levantamento amostral) realizado em 56 mulheres atendidas
no ambulatério Carlos Chagas do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) e ambulatério de Ginecologia Oncoldgica do Hospital
Mario Penna no periodo de julho/2001 a fevereiro/2003, aprovado pelo Comité
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saude (parecer nimero

986/04 — ANEXO A).

4.1.1 Critérios de inclusao

e Pacientes com diagnédstico de carcinoma invasor do colo uterino, nos estadios
IA2-11A (FIGO1994), com indicacao de histerectomia radical e linfadenectomia

pélvica.

4.1.2 Critérios de exclusao

e Pacientes submetidas a radioterapia ou quimioterapia previamente a cirurgia.

e Auséncia de detecgao do LNS pela linfocintilografia pré-operatéria ou no per

operatério, pelo gamma probe.
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4.2 Métodos

4.2.1 Estadiamento do tumor

O estadiamento do cancer de colo uterino foi realizado de acordo com as
recomendacgdes da FIGO (1994), através de exame pélvico bimanual %

(ANEXO B).

4.2.2 Linfocintilografia radioisotopica e marcacao do LNS

As pacientes provenientes do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e do Hospital Mario Penna realizaram a linfocintilografia
pré-operatéria no dia anterior a cirurgia no Servico de Medicina Nuclear Ecograf
S.A. e Servico de Medicina Nuclear Medcenter S.A., respectivamente. A

realizacdo dos exames foi padronizada da seguinte forma:

4.2.2.1 Radiofarmaco, dose usual e via de administracao

e Diluigdo de 0,37mCi (10 MBq) de *"Tc-fitato (IPEN, Séo Paulo — SP, Brasil)
em 0,8ml de SF0,9% ou agua bidestilada(ABD).

e |njecdo de 0,2ml em quatro pontos ao redor da lesdo (3, 6, 9 e 12h), com
agulha 25 x 7 cilindradas (cc). A profundidade da injecao foi de

aproximadamente 5 a 10mm da superficie epitelial (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Administracao de radiofarmaco para detecgéao do

linfonodo sentinela.
A-Material utilizado para detecgéo do LNS: ®*™Tc-fitato 10MBq 0,8ml; azul patente
a 2,5% 2ml e seringa de insulina 1ml. B - Inje¢do peritumoral (3, 6, 9 e 12h) no

colo uterino do-**"Tc-fitato 10 MBq 0,8ml.
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4.2.2.2 Técnica de aquisicao de imagens linfocintilograficas

Utilizou-se a gama-camara ADAC modelo Vertex plus (FIG. 3) de duplo detector,

com colimador de baixa energia e propositos gerais (LEAP- “Low Energy All

Purpose”) e janela de energia centrada em 140 keV (+/- 15%), com a paciente em

decubito dorsal horizontal nas projecdes anterior e laterais da pelve. As imagens

dindmicas e estaticas foram obtidas da seguinte forma:

e Imagens dindmicas: inicio imediato apds a injecédo e remocao do espéculo, 20
frames de 60 segundos, matriz 64 x 64.

e Imagens estaticas: 500 Kcounts/frame, até identificacao do linfonodo sentinela.

Realizou-se marcacéao na pele da paciente da projecéo do linfonodo sentinela nas

incidéncias anterior e lateral, utilizando-se caneta dermografica (FIG. 4).



FIGURA 3 - Gama-camara ADAC modelo Vertex plus, utilizada
para a realizagdo da linfocintilografia radioisotépica e

marcacgao pré-operatoéria do linfonodo sentinela.

FIGURA 4A - Marcacao do linfonodo sentinela na pele.
FIGURA 4B - Linfocintilografia radioisotopica de colo uterino

revelando dois linfonodos sentinelas.

68
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4.2.3 Técnica cirurgica

As pacientes com cancer de colo uterino foram submetidas a laparotomia
mediana ou transversa, inventario da cavidade peritoneal, linfadenectomia pélvica

e histerectomia radical, conforme a técnica de Piver I11** (APENDICE B).

4.2.4 Identificacao intra-operatéria do linfonodo sentinela

ApG6s a abertura dos espacos retroperitoneais avasculares paravesicais e
pararretais, foi identificado o linfonodo com maior contagem radioativa por meio
de pesquisa com o gamma probe (modelo CAPINTEC) - (FIG. 5a). Realizaram-se
a exérese do linfonodo e a medicao da radioatividade ex vivo (FIG. 5b). Foi
considerado LNS quando a contagem da radioatividade era pelo menos 10 vezes
maior que a radioatividade de fundo. Em seguida, foi realizada a linfadenectomia
completa até a bifurcacao das artérias iliacas comuns. Toda a area de disseccéo
foi reavaliada com o gamma probe em busca de radioatividade residual. Os LNS
foram enviados separadamente para exame anatomopatolégico apds a descricéo
detalhada de sua localizagdo anatémica e o nivel maximo de radioatividade
medido pelo gamma probe. O limite proximal de dissec¢do na linfadenectomia
pélvica foram a porcdo média dos vasos iliacos comuns e o limite distal a veia

circunflexa profunda do ileo.

O procedimento foi considerado tecnicamente inadequado quando nenhum LNS

foi identificado pela linfocintilografia e pelo gamma probe. Nesses casos a
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paciente foi excluida do estudo. O resultado falso-negativo foi caracterizado
quando todos os LNS identificados na cadeia linfatica pélvica eram
histologicamente negativos, entretanto, outros linfonodos (n&do-sentinelas) da
mesma cadeia apresentaram metastase. A cadeia linfatica pélvica foi definida
como todos os linfonodos dissecados das cadeias iliaca interna e externa,
obturatéria, iliaca comum, parametrial e sacral. Consideraram-se duas cadeias

linfaticas pélvicas (direita e esquerda) por paciente.

FIGURA 5A - Identificagcdo de linfonodo sentinela iliaco externo

esquerdo pelo gamma probe.
FIGURA 5B - Medicao de radioatividade no linfonodo sentinela

ex vivo pelo gamma probe.
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4.2.5 Avaliacao histoldgica da peca cirurgica

As amostras fixadas em formaldeido a 10% foram desidratadas em etanol a
concentragdes crescentes, variando de 70 a 99% (60min cada), depois imersas
em xilol (2 x 60min) e em parafina a 60° (idem). A seguir, foram incluidas em

blocos de parafina que foram solidificados por pelo menos 24 horas.

O estudo histologico foi realizado pela hematoxilina e eosina (HE) e o tumor foi

classificado de acordo com a Organizacdo Mundial de Satude (OMS)®'. A analise

histopatoldgica da peca cirdrgica seguiu as recomendacgdes da Associacao dos

Diretores de Anatomia Patolégica e Cirurgica dos Estados Unidos (ADASP) para

o estudo dos espécimes cirlirgicos contendo neoplasias cervicais uterinas®®®. O

tamanho do tumor foi estimado na peca cirargica de histerectomia radical, assim

como o grau de diferenciacdo tumoral, a presenca de invasao linfovascular, de
acometimento parametrial e de metastase linfonodal.

e Tamanho tumoral: avaliado através da mensuracao clinica, utilizando-se uma
régua milimetrada e considerando-se a sua maior dimenséo, tendo o seu valor
expresso em centimetros.

e Invasdo linfovascular: caracterizada pela presenca de células tumorais
compactas, associadas ou ndo a linfécitos, no espago luminar recoberto por
células endoteliais achatadas (invasao linfatica) ou pela presenca de células
tumorais associadas a hemacias no lumen de vasos sanguineos (invasao
vascular)®.

e Grau de diferenciacao: a determinacao do grau de diferenciacao histologica foi

12,95

baseada no Sistema de Broders De acordo com a quantidade de
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queratina celular, grau de atipia celular e atividade mitdtica, o tumor foi
classificado em: bem diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2) ou
pouco diferenciado (G3).

Invasdo parametrial: definido pela extensdo direta do tumor priméario para o
paramétrio.

Metéstase linfonodal: definido pela presenca de células do tumor primario nos
linfonodos pélvicos®®. Os linfonodos nédo sentinelas foram seccionados em seu
maior didmetro, incluidos em parafina e receberam um ou dois cortes
histoldgicos corados pela HE. O LNS foi analisado por um uUnico patologista,
sendo submetido a cortes seriados com intervalo de 2 e 3mm de espessura e

corados pelo HE* ' (FIG. 6).

1 Bisseccao do linfonodo (;y

sentinela (LNS)

2 Fixacao do LNS em
formaldeido 10 %

3 Emblocamento do LNS
em parafina

4 Corte seriado em trés
niveis

FIGURA 6- Técnica de processamento do linfonodo sentinela.
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4.2.6 Pesquisa de micrometastases no linfonodo sentinela, pela técnica de

imunohistoquimica

Os LNS negativos para metastase apds andlise histopatolégica pelo HE foram
encaminhados para marcacdo IHQ das citoqueratinas (AE1/AE3) - (Dako®,

Carpinteria,CA).

4.2.6.1 Técnica da avidina-biotina-peroxidase

A técnica da avidina-biotina-peroxidase € também conhecida por complexo
avidina-biotina (ABC) e é fundamentada na grande afinidade da avidina (uma
glicoproteina de alto peso molecular) com a biotina (uma vitamina que pode ser
conjugada a enzimas, anticorpos e substancias fluorescentes) - FIG. 7. O tecido é
incubado com um anticorpo primario (mono ou policlonal) especifico para a
proteina em estudo. Em seguida, aplica-se um anticorpo secundario (que tem o
anticorpo primario como alvo) previamente ligado a uma molécula de biotina. A
avidina atua como amplificador de efeito, pois cada molécula de avidina que se
acopla a biotina do anticorpo secundario liga-se simultaneamente a trés outras
moléculas de biotina conjugadas a peroxidase. A peroxidase atua sobre um
corante especial e os sitios antigénicos ficam corados de forma estavel,

geralmente em tonalidade castanha.

Foram obtidos cortes histol6gicos seriados de cada caso, com espessura de 4 a
5um. Os cortes histolégicos foram depositados sobre laminas cobertas com

adesivo poli-L-lisina (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, Estados
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Unidos da América - EUA) e aquecidas a 60°C por pelo menos 12 horas. Cortes
histolégicos de linfonodo normal e metastatico foram incluidos em cada bateria de

IHQ e utilizados como controle negativo e positivo da reacéo, respectivamente.

Anticorpo secundario

)R ------------ Anticorpo primario
gt ____________ Antigeno

FIGURA 7 - Representacao esquematica do principio da imnohistoquimica

pelo método da avidina-biotina-peroxidase.
Observa-se o efeito amplificador da avidina (A) que se liga a biotina (B) do
anticorpo secundario e a outras trés moléculas de biotina. A peroxidase (P) reage

com a 3,3’-diaminobenzidina (DAB), corando os sitios antigénicos.
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A sequir, foi empregado o sistema avidina-biotina-peroxidase (ABC), descrito por
Hsu; Raine; Fanger (1981)"°" com pequenas modificacdes, conforme

apresentado na FIG. 7, e descrito abaixo.

Imediatamente antes da reagdo da técnica de IHQ, os cortes foram
desparafinizados, hidratados, imersos em agua oxigenada - H.O (n° Catalogo
H1009, Sigma Chemical Comp., St. Louis, Missouri, EUA) a 3% por cinco minutos
e lavados em solucao salina tamponada (SST), pH 7,4. A recuperacao antigénica
foi realizada segundo método preconizado por Gown; Wever; Battifora (1993)'%,
sendo os cortes incubados com solucao tampao de citrato, pH 6,4, em forno de
microondas caseiro (Sharp, modelo RB-4A56 BA, Manaus) por 15 minutos.
Posteriormente, os cortes foram submetidos aos anticorpos monoclonais
primarios pancitoqueratina clone AE1/AE3 (Dako®, Carpinteria,CA) na diluicao
1:100 por 60 minutos em cadmara umida a temperatura aproximada de 4°C. Apos
lavagem em SST, as laminas foram incubadas por 30 minutos com anticorpo
secundario biotinilado. O anticorpo secundério utilizado foi a antimunoglobulina G
(IgG) de camundongo, produzido em cavalo (N° Catalogo BA 2000, VECTOR
Corp., Burlingame, Califérnia, EUA). Seguiu-se a aplicacao de complexo ABC
Elite® (N° Catalogo PK 6100, VECTOR Corp., Burlingame, Califérnia, EUA) sobre
os cortes por 45 minutos. O complexo ABC foi preparado segundo orientacao do
fabricante, constando de solucdo com 5ml de SST e duas gotas de A (avidina) e
duas de B (biotina). Para a identificacdo da reagdo, as laminas foram tratadas
com solugdo de DAB (N° Catalogo D5637, Sigma Chemical Comp., St. Louis,
Missouri, EUA), na concentracdo de 1mg/ml, em trizma (N° Catélogo T1503,

Sigma Chemical Comp., St. Louis, Missouri, EUA) e em solu¢ao de H>O2a 0,1%.
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Os cortes foram, entdo, contracorados com hematoxilina de Harris (N° Catélogo
H9627, Sigma Chemical Comp., St. Louis, Missouri, EUA), a 80%, por 2seg,
desidratadas em gradientes sucessivos de alcool, com montagem final com
Permount™ (N° Catalogo SO-P-15, Fisher Scientific, Fair Law, New Jersey, EUA)

e laminula.

4.2.6.2 Interpretacao das reacoes de imunohistoquimica

As reacbes foram avaliadas no mesmo microscépio dptico, com 200x de aumento,
na mesma intensidade de luz. Para o marcador pesquisado, foi feita analise
qualitativa, sendo os resultados da expressdo protéica registrados como
negativos ou positivos. A analise IHQ no cancer de colo uterino utiliza-se de
marcadores para queratina, uma proteina encontrada em células epiteliais do colo
uterino e normalmente ausente no linfonodo. As queratinas representam um
grupo de proteinas monofilamentares que fazem parte do complexo citoesqueleto
da epiderme e da maioria dos tecidos epiteliais. Pelo método IHQ, as células
epiteliais imunorreativas para citoqueratina AE1/AE3 exibem reagéo
citoplasmética evidenciada através de coloragcdo castanho-escura, em contraste
com as demais células dos linfonodos, que sdo negativos. Assim, as células
epiteliais metastaticas podem ser mais facilmente detectadas pela IHQ devido ao
contraste entre o citoplasma castanho-escuro e as demais células negativas'®

(FIG. 8A e B).
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FIGURA 8 A e B —Micrometastase de carcinoma de colo uterino

em linfonodo sentinela (LNS) corado por imunohistoquimica(IHQ)
(com anticorpos anticitoqueratina AE1/AES3 e contracorado
com hematoxilina: A-100x de aumento, B- 400x de aumento).
A coloracao castanha no citoplasma indica a presenca de
micrometastase na regiao subcapsular sob a forma de ninhos/massas de células

epiteliais neoplésicas.
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4.3 Analise estatistica

As fichas preenchidas foram revisadas e suas informagbes foram codificadas e
digitadas em banco de dados no programa SPSS para Windows versdao 10.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, EUA), que desenvolveu os calculos posteriores. A idade e
a paridade foram descritas por meio de suas médias, valores minimos, maximos e
desvio-padrao. As diferencas entre as médias foram feitas pelo teste t de Student.
Para a avaliacdo do desempenho da bidpsia do LNS no carcinoma invasor do
colo uterino para diagnostico de metdstase linfonodais calcularam-se
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN). Para isso, foi considerada como padrdo-ouro a presenca de

metastases em qualquer um dos linfonodos dissecados e avaliados pela HE'*,
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S5 REesuLtADOS
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5.1 Caracteristicas gerais da amostra

O estudo incluiu 56 pacientes com idades variando entre 24 e 73 anos (média
desvio-padrao = 48,6 + 11,5 anos) e paridade média de 4,7 + 3,2 (variando de
zero a 14 partos). Quatro pacientes foram excluidas do estudo por nao ter sido
detectado LNS pela linfocintilografia e pelo gamma probe ap6s injecao do

radiocoldide.

O estadiamento clinico (FIGO, 1994) foi IA2 em dois casos (3,9%), IB1 em 38
casos (67,8%), IB2 em 13 (23,2%) e lIA em trés (5,7%). O tamanho tumoral médio
foi de 3,3 £ 1,6cm (variando de 0,7 a 6,0cm). O tumor era bem diferenciado (G1)
em duas (3,9%), moderadamente diferenciado (G2) em 39 (75%) e pouco
diferenciado (G3) em 11 (21,1%) pacientes. A presenca de invasao linfovascular
foi observada em 10 casos (19,2%). O numero médio de linfonodos pélvicos
dissecados foi de 19 + 7,5 (variando de cinco a 38). Acometimento parametrial foi
evidenciado em 10 pacientes (19,2%). A presenca de metastases em linfonodos
pélvicos foi observada em 17 pacientes (32,7%), com um numero médio de
linfonodos acometidos ao exame histologico de 0,82 + 1,76 linfonodos (variando

de zero a nove).

Duas pacientes foram submetidas a conizagao prévia. Em trés das 52 pacientes,
a histerectomia radical foi abortada por se constatar no per-operatério infiltracao
parametrial macroscépica, sendo realizadas somente a biopsia do LNS e a

exérese dos linfonodos macroscopicamente acometidos ou aumentados de
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tamanho. Ap6s confirmacdo histopatolégica da presengca de metastases

linfonodais, essas pacientes foram encaminhadas para quimioirradiacao.

5.2 Linfocintilografia e deteccao do linfonodo sentinela

O LNS foi identificado, em 52 pacientes, no pré-operatorio pela linfocintilografia
radioisotépica e no per-operatério por meio do gamma probe (taxa de detecgao
por paciente de 92,8%). Em quatro pacientes (7,1%) ndo ocorreu migracao e

acumulo focal do radiocolbide, ndo se identificando o LNS(estudo inadequado).

Foram identificados 120 LNS nos 52 casos, com média de 2,2 + 1,6 por paciente
(variando de um a seis LNS por paciente). O LNS foi identificado bilateralmente
(na cadeia linfatica direita e esquerda) em 22 mulheres (42%) e unilateralmente
(na cadeia linfatica direita ou esquerda) em 30 (58%). Se considerar a taxa de
deteccao por cadeia linfatica e ndo por paciente, o LNS foi identificado em 74 das

104 cadeias (taxa de deteccéao por cadeia de 71%).

Sua localizacdo mais comum foi na cadeia iliaca externa (44,2%), seguida da
fossa obturatéria (39,2%) e bifurcacdo da iliaca comum (8,3%) e iliaco comum

(6,7%) - TAB. 1.
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TABELA 1
Localizag&o anatémica do linfonodo sentinela pela linfocintilografia e gamma
probe, utilizando *™Tc-fitato, em 52 pacientes com carcinoma invasor do colo

uterino (IA2-11A FIGO, 1994) n=120

Numero de
Localizacao Porcentagem (%)

Linfonodos(N)

lliaca externa 53 44 2
Fossa obturatéria 47 39,2
Bifurcacéao (interiliaco) 10 8,3
lliaco comum 8 6,7
Parametrial 1 0,8
Paradrtico 1 0,8

5.3 Estudo histopatoldgico do linfonodo sentinela pela hematoxilina-eosina

Foram retirados 992 linfonodos, incluindo-se os 120 LNS, nas 52 pacientes
operadas. A média foi de 19 + 7,5 linfonodos por paciente (variando de cinco a
38). A presenca de metastase linfonodal pela coloracdo HE foi evidenciada em 17
pacientes (32,7%). Esse achado foi identificado em 42 (4,2%) linfonodos
dissecados, sendo 22 LNS. Em 10 dessas 17 pacientes com metastase linfonodal
(59%), somente os LNS apresentavam metastases na cadeia pélvica. No total, 14

pacientes apresentavam metastase no LNS.
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Conforme a TAB. 2, o LNS apresentou sensibilidade de 82,3% (intervalo de
confianca — IC 95%=56,6-96,2) e VPN de 92,1% (IC 95%=78,6-98,3). A taxa de
falso-negativo foi de 5,3%. A acuracia do linfonodo sentinela em identificar a

presenca de metastase linfonodal foi de 94,2%.

TABELA 2
Associacao do resultado histopatolégico do linfonodo sentinela com a presenca
de metastases linfonodais, pela coloragdo hematoxilina-eosina, em pacientes com

carcinoma invasor do colo uterino (n=52)

Presenca de metastases Histologia do linfonodo Total
linfonodais (paciente) sentinela (paciente) o
Positivo Negativo
Sim 14 3 17
Nao 0 35 35
Total 14 38 52

Sensibilidade: 82,3% (IC 95%=56,6-96,2); VPN: 92,1% (IC 95%=78,6-98,3);

acuracia: 94,2%. biépsia do LNS utilizando **™Tc-fitato.

Quando se analisou o desempenho da biépsia do LNS por cadeia linfatica e nao
por paciente, o LNS apresentou, neste estudo, sensibilidade e VPN de 100%,

conforme ilustra a TAB. 3.
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TABELA 3

Associacao do resultado histopatolégico do linfonodo sentinela com a presenca
de metéstases linfonodais, pela coloragdo hematoxilina-eosina, em 74 cadeias
linfaticas pélvicas dissecadas

Presenca de metastases Histologia do linfonodo
linfonodais na cadeia linfatica | sentinela da cadeia linfatica Total
pélvica pélvica
Positivo Negativo
Sim 16 0 16
Nao 0 58 58
Total 16 58 74

Sensibilidade: 100% (IC 95%= 82,9 a 100); VPN: 100% (IC95%= 94,9 a 100);

acuracia: 100%.

5.4 Estudo histopatoldgico do linfonodo sentinela pela imunohistoquimica

Foram encaminhados para avaliagdo IHQ 98 LNS negativos ao HE, sendo
evidenciada a presenca de micrometastases em cinco deles (5,1%). Os 98 LNS
analisados correspondiam a 40 pacientes (76,9%) e o0s cinco com

micrometastases pertenciam a quatro pacientes (10,5%) — FIG. 9.
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AVZfllIaQaO da presenca de Avaliacao IHQ da presenca de
metastases no LNS pela HE micrometastases nos LNS
negativos pelo HE

2>

B Negativo O Positivo

B Negativo @ Positivo

FIGURA 9 - Resultado da avaliacao imunohistoquimica (IHQ) de
98 linfonodos sentinelas (LNS) negativos a coloracao
pela hematoxilina-eosina (HE).
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6 Discussio
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A aplicagdo da biopsia do LNS em pacientes com cancer de colo uterino é
recente, sendo as pesquisas realizadas em nivel experimental'®. Neste estudo foi
avaliada a técnica de biépsia de linfonodo sentinela utilizando-se o fitato marcado
com tecnécio metaestavel (**"Tc), visando determinar sua utilizacdo em pacientes
com carcinoma invasor do colo uterino como teste diagnoéstico de metastases

linfonodais.

O LNS pode ser detectado utilizando-se um corante azul ou um radiocolbide
marcado com tecnécio®® 3. No presente estudo foi utilizado o fitato marcado com
tecnécio metaestavel (**"Tc). A técnica com corante azul apresenta a vantagem
de ser mais simples e de menor custo. No entanto, a localizacdo do LNS é feita
apenas no per-operatorio, exigindo maior curva de aprendizagem. Reacgdes

106111 A técnica

alérgicas ao corante azul, apesar de raras, tém sido descritas
radioisotopica necessita participacdo do meédico nuclear e do equipamento de
medicina nuclear (gama-camara, gamma probe), onerando 0 procedimento.
Entretanto, a marcacgéo pré-operatéria do LNS através da linfocintilografia orienta
0 cirurgido quanto ao numero e a sua provavel localizagdo, facilitando na
identificagdo per-operatéria e diminuindo a curva de aprendizagem (QUADRO 1).
A técnica radioisotopica apresenta taxa maior de deteccdo do LNS em
comparagao a do corante azul. A combinagao das duas técnicas simultaneamente

é superior & sua aplicacéo isoladamente'®.
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Vantagens e desvantagens das técnicas de deteccao do linfonodo sentinela (LNS)

Técnica Vantagens Desvantagens
Corante azul o Método mais simples e ¢ Impossibilidade de
(azul  patente, de menor custo localizagao pré-operatéria do
azul isosulfan, ¢ Requer somente LNS
azul de | habilidade cirtrgica e Rapida difusdo podendo
metileno) e Corante visivel nos dificultar na identificacao

canais linfaticos el Nao identificacdo do LNS

linfonodos fora da cadeia linfatica
e Répida identificacao habitual

intra-operatéria do LNS e  Maior curva de

e Complicagbes intra- aprendizagem
operatérias raras e Menor taxa de detecgcao do
LNS
e Reacbes alérgicas graves,
porém, raras
Linfocintilografia |e Determinacao pré- |e Maior custo (gama-
radioisotopica operatéria do numero e camara, gama probe, médico
localizacdo dos LNS nuclear)
o Possibilidade de |e Necessidade de
medic&o quantitativa entrosamento da equipe
o ldentificacdo do LNS multidisciplinar (cirurgiéo,

fora da cadeia linfatica
habitual

Permite
escanear/rastrear toda a

cadeia linfatica

Menor curva de
aprendizagem
Maior taxa de

deteccédo do LNS

médico nuclear)
Exposicao a radiacao
Dificuldade de identificar

LNS proximo ao tumor
primario devido a
interferéncia da

radioatividade do tumor na

contagem radioativa do LNS
Localizacado do LNS

dependente do gama probe

O ®™Tc apresenta meia-vida de seis horas, o que evita a exposi¢do prolongada

das pacientes a radiacao e permite a identificacao de radioatividade no linfonodo

sentinela por um periodo maior que 24 horas. O fitato € uma particula com 200 a

1000 nanémetros (nm) de diametro, maior que a albumina e o enxofre coloidal.

Particulas maiores depositam-se nos linfonodos por um periodo mais prolongado,
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permitindo maior intervalo entre a marcacao e a cirurgia. No entanto, as particulas
menores migram mais rapidamente pela cadeia linfatica, marcando um numero

maior de linfonodos (secundérios e terciarios)’®''2.

O colo uterino, por se localizar na linha média do organismo, apresenta
geralmente uma drenagem linfatica bilateral®>. A profundidade da injecdo do
marcador no colo uterino parece influenciar a taxa de bilateralidade na deteccao
do LNS no céncer de colo uterino. Wydra et al. (2003), em um estudo
randomizado, avaliaram 60 pacientes com cancer de colo uterino (estadio IB-IIA).
Um grupo de pacientes recebeu a injecao do radiocoléide e do corante azul a uma
profundidade de 5 a 10mm (injecao estromal profunda) e o outro grupo uma
injecdo subepitelial (injecdo superficial) no colo uterino''®. A taxa de bilateralidade
na deteccdo do LNS foi menor no grupo de pacientes submetidas a injecao
profunda em comparacdo a injecao superficial (90% versus 100%; p=0,04). O
corante azul apresentou menor taxa de deteccdo quando injetado profundamente
em comparacao a injecao superficial (67% versus 93%; p=0,02). No presente
estudo, o LNS foi identificado bilateralmente em 42% das pacientes. Essa menor
taxa pode ser explicada pela utilizacdo da injecdo de radioisétopo a uma

profundidade de 5 a 10mm (injec&o estromal profunda).

A literatura mostra taxa de deteccdo do LNS variando de 60 a 100%'>">'%, Na
presente pesquisa, o LNS foi identificado em 92,8% das pacientes. Echt et al.
(1999) foram os primeiros a relatar a identificacdo do LNS em pacientes com
cancer de colo com uma taxa de deteccdo de somente 15%''*. O’Boyle et al.

(2000), utilizando o corante azul isosulfan, obtiveram taxa de detec¢cao de 60%,



90

que foi menor nas pacientes com estadio IB2 quando comparadas aquelas com
estadio I1B1 (p= 0,035)"'®. Verheijen et al. (2000), utilizando a marcacéo
radioisotépica com albumina (**"Tc-albumina) e azul patente, apresentaram taxa

de deteccdo de 80% com o gamma probe'"’

. Malur et al. (2001) utilizaram
também a técnica de marcacdo combinada com **™Tc-albumina e azul patente em
50 pacientes submetidas a tratamento cirdrgico de cancer de colo uterino''®. A
taxa de deteccao do LNS foi de 55% com o azul patente, 76% com o radiocolbide
e 90% com as duas técnicas combinadas. Levenback et al. (2002), avaliando 39
pacientes, evidenciaram 49% dos LNS marcados com azul patente e radiocoldide,
27% somente com azul e 24% somente com o radiotracador, demonstrando a

necessidade de se combinarem ambas as técnicas para a obtencao de melhores

resultados'?°.

A localizagdo do LNS na cadeia linfatica é variavel’>”®'%. Plante et al. (2003),
avaliando 70 pacientes, identificaram o LNS na cadeia iliaca externa em 33% dos
casos, fossa obturatéria em 30% e bifurcacdo da iliaca comum em 25%'%’.
Dargent e Enria (2003), em 100 LNS identificados, localizaram 44% na fossa
obturatéria e 42% na cadeia iliaca externa. No presente estudo, a localizagéo
mais comum do LNS foi na cadeia iliaca externa (44,2%), seguido pela fossa

obturatéria (39,2%) e bifurcacdo da iliaca comum (8,3%)'%.

Apenas seis casos de falso-negativos foram descritos, representando uma taxa
de 7 a 12% nos diversos estudos’®”>'%_ Este trabalho apresentou trés pacientes
(5,3%) nas quais o LNS era histologicamente negativo e havia metastase em

outros linfonodos pélvicos (APENDICE C). Duas apresentavam acometimento
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parametrial microscépico unilateral, sendo o LNS identificado somente na cadeia
contralateral a metastase parametrial (FIG. 10a e 10b). Os linfonodos
metastaticos localizavam-se na cadeia linfatica do mesmo lado da metastase
parametrial, onde néo foi identificado nenhum. Plante et al. (2003) sugeriram que
o0 LNS prediz metdstases apenas na cadeia linfatica ipsilateral ao mesmo.
Consideraram a técnica adequada quando ocorre a identificacdo de pelo menos
um LNS em cada cadeia linfatica (direita e esquerda). Dessa forma, esses dois
casos nao seriam considerados falso-negativos por esses autores, pois nao
houve metastases em outros linfonodos na cadeia linfatica do LNS. A terceira
paciente apresentava metastases em trés linfonodos obturatérios direitos, dos 30
linfonodos pélvicos dissecados. Foram identificados dois LNS, iliaco comum
esquerdo e paradrtico, negativos ao HE. Entretanto, a IHQ revelou

micrometastase no LNS iliaco comum esquerdo (FIG. 11).



ANTERIOR
30 MIN.

FIGURA 10A - Linfocintilografia revelando linfonodo sentinela
detectado em cadeia iliaca externa esquerda pelo gamma probe (a
paciente apresentava embolizacdo angiolinfatica, comprometimento
microscopico do paramétrio direito e metastase em um linfonodo
iliaco externo direito, dos 12 linfonodos dissecados).

FIGURA 10B - Linfocintilografia revelando linfonodo sentinela
detectado em cadeia obturatéria direita pelo gamma probe (a
paciente apresentava embolizacdo angiolinfatica, infiltracdo focal do
paramétrio esquerdo e metdstase em um linfonodo obturatério

esquerdo, dos 19 linfonodos dissecados.

92
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FIGURA 11 - Linfocintilografia de colo uterino revelando
dois linfonodos sentinelas detectados em cadeia iliaca
comum esquerda e paraédrtica pelo gamma probe (a
paciente apresentava carcinoma de células escamosas -
CCE - grau 2 IB2 com embolizagdo angiolinfatica e
metastase em trés linfonodos obturatérios direitos, dos 30
linfonodos dissecados. A IHQ revelou micrometéastase em

LNS iliaco comum esquerdo).

Com o objetivo de diminuir a morbidade das pacientes, o LNS tem sido detectado
por meio da videolaparoscépia, com a utilizacdo do gamma probe
laparoscépico'?'"'?®. Dargent; Martin; Mathevet (2000) foram os primeiros a utilizar
essa abordagem em pacientes com cancer de colo uterino®. Dargent e Enria
(2003), avaliando 70 pacientes submetidas a bidpsia videolaparoscépica do LNS
apoés injecdo cervical de azul patente, identificaram 139 LNS'?8. A taxa de falha foi

de 10% e associou-se ao local de injecdo do corante (os fornices vaginais ao



94

invés da injecdo intracervical), & dose administrada (menores volumes, mais
falhas) e a conizacao prévia. A presenca de metastase no LNS foi evidenciada em
19 pacientes e ndo houve resultado falso-negativo. Plante et al. (2003) realizaram
bidpsia laparoscépica do LNS em 70 pacientes com cancer de colo uterino
(estadio IA-11A)'?. A taxa de deteccdo do LNS com o azul patente foi de 87% e a
combinacdo deste com o radiotragador foi de 93%. Nao ocorreram resultados
falso-negativos. A sua taxa de detecgdo do LNS bilateralmente foi de 60%. No
subgrupo de pacientes submetidos a técnica combinada (n=29), a taxa de
deteccao bilateral do LNS aumentou de 55 para 72% (p=0,03). Os autores
sugeriram que a taxa de deteccdo do LNS deveria ser relatada por lado de
disseccao (cadeia direita e esquerda) e nao por paciente, devido a importancia da
identificagdo bilateral do LNS. O presente estudo identificou o LNS bilateralmente
em 42% das pacientes, com taxa de detecgcao por cadeia de 71% (73 das 104

cadeias dissecadas).

Niikura et al. (2004) publicaram recentemente o primeiro estudo da biépsia do
LNS utilizando a combinacéo do **™Tc-fitato com o azul patente em 20 pacientes
com céancer de colo uterino IB1-l1IA. Um total de 46 LNS (média de 2,3, variacédo
de 1-5) foi identificado em 18 pacientes (taxa de detecgcao de 90%). Onze (24%)
foram detectados somente pela radioatividade e dois (4%) somente pelo azul

patente. A sensibilidade, especificidade e VPN foram de 100%°.

Marchiole et al. (2004) questionaram a validade da biopsia do LNS em
diagnosticar a presenca de metastase linfonodal no carcinoma cervical. Esses

autores realizaram a biopsia do LNS em 29 pacientes com carcinoma cervical
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IA2-1B1 submetidas a histerectomia radical e linfadenectomia pélvica
laparoscépica. Todos os LNS e nédo-sentinelas removidos foram submetidos a
andlise histopatolégica por meio da multisseccdo e IHQ em busca de
micrometastases. Trés pacientes apresentaram macrometastase no LNS na
avaliagdo intra-operatéria por corte e congelagdo. Nas demais 26, a secgao
seriada em conjunto com a analise IHQ revelou micrometastases em cinco (19%).
Duas dessas pacientes (8%) apresentavam micrometastases no LNS; entretanto,
outras trés (12%) apresentavam micrometastase em linfonodos nao-sentinelas
com os LNS histologicamente negativos. A taxa de falso-negativo foi de 12% e o
VPN de 87,5%. Os autores formularam trés hipoteses para esses achados. A
primeira relacionou-se a utilizacao da técnica de deteccao do LNS com corante
azul patente em 27 das 29 pacientes do estudo. Essa técnica detecta menor
namero de LNS quando comparada com a radioisotdépica ou ambas em conjunto.
Portanto, é possivel que os resultados falso-negativos fossem detectados como
LNS se a técnica radioisotopica tivesse sido utilizada. A segunda hipétese refere-
se a perda de tecido que ocorre com o corte e congelagao do linfonodo e poderia
comprometer a anadlise histopatolégica final do LNS pela parafina. A terceira
hipotese, a mais defendida por eles, seria de que o conceito de LNS n&o poderia
ser aplicado no céncer cervical. O colo uterino ndo apresentaria um ou dois
canais linfaticos primarios de drenagem, mas uma rede de canais que drenaria
simultaneamente para varios linfonodos pélvicos e que nao poderiam ser
identificados totalmente pelas técnicas de deteccdo do LNS. Esse € o primeiro
estudo a realizar-se nos linfonodos nao-sentinelas, o0 mesmo protocolo de analise

histopatolégica aplicado no LNS™'.
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A TAB. 4 mostra as diversas experiéncias na literatura com a aplicagao da biopsia

do LNS no cancer de colo uterino em comparacao com os dados do presente

estudo.

TABELA 4
Aplicacao da biopsia do linfonodo sentinela no cancer de colo uterino:
Sintese dos principais estudos disponiveis na literatura e comparacao com

o presente estudo

Autor Método / Ne LNS Metastase | Localizagao Taxa de Falso
Procedimento | Pacientes no LNS do LNS deteccao negativo
cirurgico Média/ LNS (%) (%/ n2)
Total LNS
Echt et al. Corante Azul / 13 2LNS NR NR 15,4 0
,1999(114) laparotomia
Medl et al., | Corante Azul / 3 2-3/paciente Todos Na artéria iliaca 100 0
2000 (115) laparotomia 2-3/8 positivos externa e fossa
obturatéria
O’Boyle et | Corante Azul / 20 23 LNS em 3LNS lliaca externa 60 0
al., 2000 laparotomia 1,15/23 12 (26%) e
(116) pacientes interiliaco (30%)
Dargent; Corante Azul / 35 63 LNS em 11 LNS Interiliaco 100 0
Martin; laparotomia 1,8/63 35 (linfonodo de
Matheve, pacientes “Leveuf e
20001 (85) Godard” — 84%)
Verhejein et | Linfocintilografia 10 18SLN em 8 | 1 paciente lliaca 80 0
al, corante azul / 1,8/18 pacientes externa(33%) e
2000(117) laparotomia fossa obturatéria
(27%)
Kamprath; | Linfocintilografia/ 18 33 LNS em | 1 patciente NR 89 0
Possover; laparoscopia® 2,1/33 16
Schneidera. pacientes
, 2000 (121)
Malur et al. | Linfocintilografia 41 132 LNS 3 LNS Na origem da 83(RC) 0(RC)
,2001(118) | corante azul / 9 em 35 artéria uterina 55,5(azul) 16,6 (1
Laparotomia e 2/105 pacientes (25,7%) e na paciente-
laparoscopia divisdo da artéria Azul)
iliaca comum
(24,7%)
Levenback | Linfocintilografia 39 Em 34 5LNS Interiliaco(23,4% 85(RC) 0
etal., corante azul / 3,3/132 pacientes ), fossa 76(azul)
2002(120) laparotomia (RC) obturatéria 100(C)
em5 (22,7%), iliaca
pacientes externa (15,1%)
(Azul)
Lambaudie | Linfocintilografia 12 35LNS em 3 LNS NR 91,7(C) 2,51
etal., corante azul / 3,1/35 11 83(RC) paciente)
2003(122) laparoscopia pacientes
Van Dam et | Linfocintilografia 25 31 LNS em |5 pacientes Na diviséo da 84 0
al. / laparotomia e 1,6/31 21 artéria iliaca
2003(123) laparoscopia pacientes comum (37%),
fossa obturatéria
(24%) , iliaca
comum (16%) e
iliaca externa
(6%)
Continua
Lantzsc | Linfocintilografia 14 26 LNSem | 2LNSem 1 | Varavel (iliaca 93 0
/ laparotomia 2/26 14 paciente externa, iliaca
v o 1 pacientes interna,
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h et al parametrial e
v fossa
obturatéria
2001 Hratoria)
(124)
Barranger | Linfocintilografia 13 24LNSem | 4LNSem2 NR 92,3 (C) 0
etal., 2003 | Corante azul / 1,7/20 12 pacientes
(125) laparoscopia pacientes
Buist et al., | Linfocintilografia 25 55LNS em | 13LNS em lliaca externa 100 (C) 11 (1
2003 (126) corante azul / 2,8/55 25 9 pacientes | (39,7%), fossa 97 (RC) paciente)
laparoscopia pacientes obturatéria 88 (azul)

(82,8%), iliaca
interna (17,2%)

Plante et al. | Linfocintilografia 70 135 LNS em | 29 LNS em lliaca 93 (C) 0
, 2003 (127) | corante azul / 1,9/135 61 12 externa(33%), 79 (azul)
laparoscopia pacientes pacientes | fossa obturatéria
(30%),
bifurcagao (25%)
Dargent e Corante azul / 70 129 LNS em 19 LNS lliaca externa 90 0
Enria, 2003 laparoscopia 2,0/129 63 (83,7%),
(128) pacientes hipogastrica

(9,3%), iliaca
comum (7,0%)

Marting- Linfocintilografia 25 61 LNS em 4 LNS Interiliaco (41%), 100 (C) 0
Palones et | corante azul / 2,4 /61 25 ilica externa
al. , 2004 laparotomia e pacientes (20%), iliaca
(129) laparoscopia comum (15,5%),
fossa obturatéria
(7%)
Nikura et al. | Linfocintilografia/ 20 46 LNSem | 4LNSem2 | lliaca externa 90 0
, 2004 (130) laparotomia 2,3/46 20 pacientes (45,6%),
pacientes obturatéria
(32,6%) e
parametrial
(15,2%)
Silva et al | Linfocintilografia 56 120 LNS em | 22 LNS em lliaca 92,8 0
(presente / laparotomia 2,2/120 52 14 externa(44%),
estudo, em pacientes pacientes | fossa obturatéria
publicagao) (39%),
bifurcagao

(8,3%), iliaca
comum (6,7%)

RC-=radiocoldide; C= técnica combinada; NR= ndo relatado

A detecgéo de metastase linfonodal depende do tamanho do linfonodo e da leséo
metastatica, da qualidade técnica do processamento tecidual, das técnicas de

132 A técnica

coloragdo e analise histolégica do material pelo patologista
geralmente empregada consiste na realizacdo de um ou dois cortes no maior
didmetro do linfonodo e coloracdo pelo HE. No entanto, ela apresenta baixa

sensibilidade para a detecgdo de micrometastases devido a pequena dimensao
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dessas lesdes®® 2. O tamanho médio das micrometastases detectadas pela
marcacao IHQ de anticitoqueratina € de 0,1mm, em contraste com 1,0mm da

E'3. Estima-se que um Unico corte avalie apenas 1% do

coloracéo pelo H
linfonodo'*®. Um nuimero maior de cortes associado & utilizagdo de técnicas IHQ
aumenta a taxa de deteccdo de micrometastases'>'®. No cancer de mama, a
avaliacao IHQ de cortes seriados identifica metastases em 25 a 30% das
pacientes anteriormente classificadas como axila negativa pelas técnicas
convencionais'®*'%. Entretanto, a seccdo seriada associada a IHQ é inviavel de
ser realizada rotineiramente devido ao alto custo, trabalho e tempo

dispensados'®. Quando se trata de um pequeno niimero de linfonodos, como

ocorre na bidpsia do LNS, essa pratica torna-se mais aceitavel e viavel.

Hipoteticamente, o método mais efetivo seria a secgdo seriada de todo o
linfonodo. Esse método resultaria em um numero enorme de laminas, inviavel na
pratica diaria. A seccdo completa de um linfonodo com a espessura de 4mm
resultaria em 1000 cortes de 4um de espessura. Os protocolos de processamento
do LNS tentam encontrar o equilibrio entre a técnica convencional e a multisecgéao
do linfonodo, no intuito de obter o maximo de informacdo numa relagdo custo-

eficacia aceitavel',

A avaliacdo histopatologica do LNS é um tema de debate e controvérsias em
todas as neoplasias em que a técnica é aplicada®'%. Nao existe um consenso ou
um protocolo padrdo para a analise do LNS. A maioria dos autores realiza cortes
seriados do LNS e IHQ com anticorpos anticitoqueratina. Entretanto, o nimero de

cortes, o intervalo entre eles e em qual deles se realiza a analise IHQ nao estéao
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definidos'®. No cancer de mama, onde existe a maior experiéncia com o LNS, os
protocolos de exame histopatolégico s&o variaveis®’. A avaliagdo do LNS em pelo
menos trés niveis, em intervalos de 50 a 100um, pode detectar de 70 a 90% das

micrometastases®.

O Comité de Patologia Cirurgica do Colégio Americano de Patologistas
recomenda submeter todo o LNS (biseccionado) a preparacao de cortes seriados
com coloracdo HE em trés niveis do espécime emblocado e cortes no intervalo
entre esses niveis para a andlise IHQ de citoqueratina'®. Turner et al. (1999)
recomendaram a analise com IHQ da citoqueratina do LNS em dois niveis do
bloco de parafina. Esses autores acreditam que a realizagdo de um numero
menor de cortes com intervalos maiores entre eles seja mais eficiente na

deteccdo de micrometastases do que mdltiplos cortes em pequenos intervalos'.

Roberts e Cochran (2003) preconizaram a realizagdo de cortes seriados no LNS
em um intervalo de 2,0mm ao longo do eixo longitudinal. Seis cortes histolégicos
seriados sdo preparados para coloracdo pelo HE (corte #1,3 e 5) e para IHQ
(corte #2,4 e 6). Os cortes com HE sdo examinados primeiramente e a IHQ para
pancitoqueratinas (AE1, AE3) é feita nos cortes #2 e 4 se nenhum deposito
metastatico ou células neoplésicas sdo detectados no HE. O #6 ¢é utilizado para o

controle negativo da IHQ'®.

Uma abordagem pratica que foi utilizada neste estudo foi o fatiamento de todo o
LNS em blocos de 2-3mm de espessura. Cada bloco foi seccionado e corado pelo

HE. Quando negativo para metastase, realizou-se uma reacdo IHQ no mesmo. A
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probabilidade de ndo se detectarem metastases maiores ou iguais a 2mm é

minima.

A IHQ representa uma técnica relativamente simples e especifica, que permite a
visibilizagdo facilitada das micrometastases através da coloragdo em destaque
das células epiteliais em preparados positivos. A sensibilidade do método permite
a identificacdo de uma célula tumoral entre 10.000 a 100.000 linfécitos'*'. Além
disso, ela permite discriminar células benignas (como histiocitos ativados, células
endoteliais reativas ou células névicas, que geralmente ndo sao encontrados no
linfonodo e podem sugerir metastase a coloracao pelo HE), distinguindo-as das

neoplasicas propriamente ditas'®.

Embora a IHQ possua excelente sensibilidade para diagnosticar células epiteliais
presentes nos linfonodos, algumas vezes podem ocorrer resultados falso-
positivos decorrentes da interpretacédo errbnea de outras estruturas presentes nos
linfonodos, que podem se corar pelo método:

a) células fibroblasticas reticulares que se distinguem das células tumorais pelas
suas caracteristicas citolégicas benignas e o seu arranjo em rede'®.

b) células dendriticas presentes em linfonodos em estado reacional. Elas se
distinguem pela sua morfologia caracteristica, apresentagdo como células
isoladas ao longo do linfonodo e fraca tonalidade da coloracéo pela IHQ*

c) macréfagos fagocitando hemossiderina mostram citoplasma de coloragéao

acastanhada.



101

d) citoqueratinas podem ocasionalmente ser expressas por outras neoplasias nao
epiteliais, mas a coloracao detectada é fraca. Um indice de 7% dos

melanomas pode ser positivo para citoqueratinas pela IHQ.

A presenca de células metastaticas detectadas na IHQ implica sua comparagao
morfoldégica com as células correspondentes nos cortes com HE e tumor
primario’®. A FIG. 12 A mostra uma inclusdo benigna de epitélio glandular no

LNS, com coloragao pela IHQ.

=)

FIGURA 12 A-Inclusdo benigna de epitélio glandular corada pela

imunohistoquimica (IHQ) (com anticorpos anticitoqueratinas
AE1/AES3 - Aumento 400x).

FIGURA 12 B-Micrometastase de carcinoma de colo uterino em
linfonodo sentinela (LNS) sob a forma de células neoplasicas isoladas
(setas) corada pela imunohistoquimica (IHQ) (com anticorpos

anticitoqueratinas AE1/AE3 - Aumento 400x).
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Uma das principais contribuicdes da biopsia do LNS é a sua capacidade de
identificar metastases menores que 2mm. Embora ndo haja um consenso
universalmente aceito na definicdo de micrometastase, o “American Joint
Committee For Cancer Staging” (AJCC) define-a como metédstases menores que

2.0mm de diametro’™*’".

Alguns autores sugeriram uma distingdo entre
micrometastase e a presenca de células tumorais isoladas circulantes no
linfonodo (FIG. 12B)’®. O significado clinico dessas células detectadas somente
pela IHQ ainda é incerto'*'*3. Sugeriu-se que essas “imunometastases” nao
tenham significado clinico por representarem células epiteliais benignas em
transito ou células tumorais inviaveis resultantes da manipulacdo do tumor
primario'**'*. No cancer de mama, as micrometastases identificadas pelo HE
foram consideradas por alguns autores como fator progndéstico, influenciando na
sobrevida livre e global da doenca de forma menos evidente que as
macrometastases'*®'*’. Diante desses achados, o AJCC desenvolveu categorias
distintas de acometimento linfonodal baseado no volume do tumor para o cancer
de mama: macrometastase maior que 2,0mm (pN1a); micrometastase de 0,2 a

2,0mm detectadas pelo HE (pN1mi); e células tumorais isoladas menores que

0,2mm e detectadas pela IHQ (pNOi+)"".

A taxa de deteccdo de micrometastases no LNS no cancer de colo uterino é de
até 11%’% 7> 1% Entretanto, os estudos que realizam cortes seriados e IHQ em
todos os linfonodos pélvicos apresentam uma taxa de deteccdo de

%'471%0  N3o existem estudos avaliando o valor desse

micrometastases de até 20
achado como fator prognéstico’”'*°. A presente pesquisa evidenciou 98 LNS

negativos ao HE provenientes de 40 pacientes (77,0%). A IHQ mostrou
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micrometastases em cinco deles (5,1%), pertencentes a quatro pacientes
(10,5%). Todas elas eram portadoras de CCE e apresentavam invasao
linfovascular (ILV).

A andlise per-operatoria do LNS por meio do corte e congelacao apresenta
limitagdes. O processo de congelacao pode ocasionar perda tecidual ou artefatos
comprometendo a avaliagdo histopatolégica pela parafina. Outras desvantagens
sa@o o custo e a duracdo do procedimento e a realizacao de multiplos cortes do
LNS enquanto a paciente estda sob anestesia, o que o torna impraticavel na

maioria dos hospitais'°.

No cancer de mama, a avaliagao per-operatéria do LNS pela citologia por “imprint”
tem sido proposta como uma alternativa ao corte e congelacdo. Apresenta
sensibilidade de 22 a 96% e especificidade de até 100%''. Nesse procedimento,
o linfonodo é bisseccionado e ambas as superficies de corte sdo aplicadas sobre
uma lamina de vidro e coradas pelo HE ou IHQ. A citologia por “imprint” apresenta
a vantagem de ndo danificar o espécime para posterior andlise pela parafina.
Barranger et al. (2004) avaliaram-na na deteccdo de metastase no LNS em 36
pacientes com cancer cervical |A2-1IB submetidas a bidpsia laparoscédpica,
seguido de linfadenectomia pélvica laparoscépica. Oito pacientes (22%)
apresentaram metastase no LNS. A citologia por “imprint” detectou somente um
LNS metastatico, apresentando sensibilidade de 8,3%, especificidade de 100%,
acuracia de 85,7%, VPP de 100% e VPN de 85,5% .Os autores concluiram que
nao se trata de um bom método para analise per-operatéria do LNS em pacientes
com cancer cervical. Apesar das desvantagens ja citadas, o corte e congelacéao

tem sido considerado método de escolha para a andlise intra-operatoria do LNS
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em pacientes com cancer de colo uterino, com sensibilidade variando de 20 a

96%'° (TAB. 5).

TABELA 5
Avaliagao intra-operatoria do linfonodo sentinela (LNS) em pacientes com cancer

de colo uterino: revisao da literatura

Autor N2 de Método de | Método de | Técnicade | Taxade Taxa de S E
Pacien- | deteccao | avaliacao seccao metasta- | microme- (%) (%)
tes do LNS intra- permanen- |se no LNS | tastase no
operatoria te LNS
do LNS
Buist et al., 36 Azul e RC CC HE + IHQ 30,7 3,8 96 100
2003 (126)
Lambaudie et 12 Azul e RC CC HE + IHQ 25 8,3 66,7 100
al., 2003 (122)
Rhim et al. 26 Azul e RC CC HE 19,2 NR 20 100
2002 (119)
Plante et al., 70 Azul e RC CC HE + IHQ 17,1 1,4 66,7 100
2003 (127)
Barranger et 36 Azul e RC Cl HE + IHQ 22,2 11,1 8,3 100
al., 2004 (150)

Cl: citologia por “imprint”; CC: corte e congelacao; S: sensibilidade, E: especificidade.

Os estudos, realizados em nivel experimental, mostraram que a bidpsia do LNS é
capaz de diagnosticar metastase linfonodal em pacientes com céncer de colo
uterino inicial. Entretanto, a viabilidade e a seguranca dessa técnica levando a

substituicdo da linfadenectomia pélvica sistematica pela biopsia do LNS
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necessitam de estudos prospectivos, com maior seguimento e numero de
pacientes. Caso a biopsia do LNS no colo uterino reproduza os resultados
comprovados nos canceres de mama e de vulva, pode-se vivenciar uma nova
abordagem cirlrgica das pacientes com cancer cervical. Através da biépsia do
LNS por via laparoscopica, as pacientes sdo selecionadas para tratamento
quimiorradioterapico ou cirurgico, conforme ilustrado no organograma da FIG. 13,

elaborado por Dargent e Enria (2003)'%.

Cancer de colo uterino
Estadios IA2 - IIA

Laparoscopia

Biopsia do Linfonodo Sentinela

Estadiamento microscépico

}

Cirurgia radical

FIGURA 13 — Organograma da selecdo de pacientes para
tratamento quimiorradioterapico ou cirurgico (Modificado de

Dargent e Enria, 2003) 22
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A deteccdo de micrometastases no LNS pela IHQ anticitoqueratina utiliza uma
metodologia simples, com a vantagem de poder ser realizada em tecidos
parafinados. No entanto, é necessaria uma padronizacdo na forma de
processamento e corte do LNS, numa relacdo custo-eficacia aceitavel e que
possa ser realizada pelos diversos centros oncoldgicos. O desenvolvimento de
novas técnicas de biologia molecular, como o “microarray”, pode aumentar a taxa
de deteccdo de micrometastases no LNS por meio do estudo de outros
marcadores moleculares de metéastase linfonodal (CK19, HPV18-E6, HPV16-

E6/E7)'¥.

Outra questdo importante a ser respondida refere-se ao impacto das
micrometastases na sobrevida das pacientes com cancer de colo uterino.
Somente estudos prospectivos multicéntricos e com maior seguimento das
pacientes podera avaliar o significado prognostico dessas lesdes e individualizar o

tratamento dessas pacientes.

A biépsia do LNS pbe também em debate o valor do estadiamento clinico no
cancer de colo uterino. Essa neoplasia constitui o Unico tumor maligno que
acomete a genitdlia interna feminina e permanece ainda com estadiamento clinico
pela FIGO, apesar de suas falhas e limitagdes®*°. Com a biépsia laparoscépica
do LNS, pode-se detectar com maior acuracia a presenca de infiltracao
parametrial, vesical, no septo retovaginal, além das metastases linfonodais®. Isso
propiciara estadiamento mais fidedigno e tratamento mais individualizado e

menos morbido das pacientes.
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7 ConcLusOEs
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A deteccao do linfonodo sentinela por meio da injecao cervical peritumoral
com fitato marcado com tecnécio metaestavel (**"Tc) em pacientes com
carcinoma invasor do colo uterino IA2-1IA (FIGO1994) é factivel e
apresentou taxa de deteccdo por paciente de 92,8% e por cadeia

dissecada de 71%.

A bidpsia do LNS com *™Tc- fitato apresentou uma sensibilidade e Valor
Preditivo Negativo de 82,3% e 92,1%, respectivamente, podendo servir
como teste diagnéstico para a presenca de metastases linfonodais em

pacientes com carcinoma invasor de colo uterino 1A2-11A (FIGO1994).

A localizacdo mais comum do LNS foi na cadeia iliaca externa, seguido

pela fossa obturatéria e bifurcacao da iliaca comum.

A IHQ para citoqueratinas (AE1/AE3) detectou
micrometastases em 5,1% dos LNS negativos a anélise histopatoldgica

pelo HE.
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GLOSSARIO

Morte celular programada.

Unidade de medida de radioatividade definida como a atividade
de um material radioativo no qual se produz uma desintegracio
nuclear por segundo.

Sistema fisico—quimico que apresenta duas fases, uma das
quais, a fase dispersa, estd extremamente subdividida e imersa
na outra, a fase dispersora.

Unidade de medida de radioatividade correspondente a
atividade de uma amostra na qual o nimero de desintegracoes
por segundo € de 3,700 x10'".

Regido 6 early (precoce) do genoma do virus do papiloma.
Regido 7 early (precoce) do genoma do virus do papiloma.
Experimento bioquimico, automatizado, que produz grandes
quantidades de dados sobre expressao génica.

Elétron positivo(simb: e*)

Atomo que apresenta radioatividade e é caracterizado por um
numero de massa e um numero atdmico determinados e que
tem vida média suficientemente longa para permitir a sua
identificacdo com um elemento quimico.

Coloide que apresenta radioatividade.

O mesmo que radionuclideo.
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ANEXO A - Parecer da Comissao Nacional de Etica e Pesquisa — CONEP-

MS
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ANEXO B - Estadiamento do carcinoma de colo uterino (FIGO 1994):

Estadio I: o carcinoma esta restrito ao colo do utero.

IA: cancer invasor identificado apenas microscopicamente. A invasao € limitada
ao estroma com uma profundidade maxima de 5mm e didmetro inferior a 7mm.
IA1: invasdo do estroma inferior a 3mm em profundidade e inferior a 7mm em
diametro.

IA2: invasao do estroma superior a 3mm e inferior a 5mm em profundidade, com
diametro inferior a 7mm.

IB: lesbes clinicas confinadas ao colo ou lesées pré-clinicas maiores que 0
estadio IA.

IB1: lesGes clinicas menores que 4cm.

IB2: lesGes clinicas maiores que 4cm.

Estadio II: o carcinoma ultrapassa o colo, mas ndo se estende a parede pélvica
lateral. O tumor envolve o terco superior da vagina.
lIA: sem 6bvio acometimento do paramétrio.

lIB: acometimento 6bvio do paramétrio, ndo atingindo a parede pélvica lateral.

Estadio Ill: o carcinoma estende-se a parede pélvica lateral. No toque retal ndo se
evidencia espaco livre de neoplasia entre o tumor e a parede lateral da pelve. O
terco inferior da vagina é acometido. Todos os casos com hidronefrose ou
insuficiéncia renal devem ser incluidos, exceto se atribuidas a outras causas.

[lIA: tumor envolve o tergo inferior da vagina, sem extensdo a parede pélvica
lateral.

[lIB: tumor estende-se a parede pélvica lateral ou causa hidronefrose ou

insuficiéncia renal.

Estadio IV: tumor invade a mucosa da bexiga ou reto ou ultrapassa a pelve dssea.
IVA: disseminacao do tumor aos 6rgaos pélvicos adjacentes (bexiga e reto).

IVB: disseminacao do tumor a distancia.
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ANEXO C - Protocolo de coloracao pela IHQ(método “LSAB”:Labelled

Streptavidin Biotin Method)

1. Desparafinizar e reidratar os cortes:
xilol 2 x 10 min
etanol 99%, 95%, 80%, 70% (5 min cada)
agua destilada por 5 min

v

2. Inibir a peroxidase endégena:
H,O, a 3% por 5min
lavar em SST por 10 min

v

3. Recuperacao antigénica:
transferir as laminas para cesto de vidro
cobrir com solugao tampao de citrato, pH 6,4
forno de microondas por 15 min

v

4. Incubar com o anticorpo primario
(Pancitoqueratina clone AE1/AE3, Dako®,diluicao
1:100):
aplicar o suficiente para cobrir o corte
incubar em camara Umida por 60 min
lavar em solugo saljna tamponada (SST)

5. Incubar com o anticorpo secundario biotinilado:
incubar a temperatura ambiente por 30 min
lavar em SST

v

6. Aplicar o complexo avidina-biotina-peroxidase:
incubar a temperatura ambiente por 30 min
lavar em SST

v

7. Corar os sitios antigénicos com DAB:
diluir a solugdo de estoque em SST e acrescentar
H,O, (0,1%)
cobrir os cortes e aguardar 5 min
lavar em agua destilada

v

8. Contracoloracao:
Hematoxilina de Harris

v

9. Montagem das laminas:
desidratar em gradientes sucessivos de alcool
montar com Permount™
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APENDICE A - Consentimento Livre e Esclarecido:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DA DETECCAO DO LINFONODO SENTINELA NO CANCER DE

COLO UTERINO

1. IDENTIFICAGAO DA PACIENTE:

Nome: Registro:

|dade:

Endereco:

Telefone: Carteira de identidade:

2. DECLARO QUE:

O Dr. Lucas Barbosa da Silva explicou-me e eu entendi que vou participar de
uma pesquisa médica com o objetivo de avaliar a detec¢ao do linfonodo sentinela
no colo uterino.O linfonodo € uma estrutura responsavel pela defesa (imunidade)
do organismo contra microorganismos e é sede de proliferacdo de células
cancerosas. O linfonodo sentinela & o primeiro linfonodo a receber a drenagem

linfatica do tumor.

Eu serei submetida a uma cirurgia para a retirada do utero, chamada

histerectomia radical, para tratamento do cancer do colo uterino.

A participacado nesta pesquisa nao modifica o tratamento proposto para a
minha doenga, apenas realizarei um exame no dia anterior a cirurgia denominado
linfocintilografia radioisotépica. Nesse exame serd feita a marcagéao do linfonodo

sentinela com um composto radioativo para ser identificado durante a cirurgia.
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2a. DESCRICAO TECNICA DOS PROCEDIMENTOS:

Serdo realizadas quatro injecbes no colo uterino com um composto
radioativo e um corante azul que migram pelos canais linfaticos e marcam o(s)
primeiro(s) linfonodo(s) da cadeia linfatica pélvica, chamado(s) linfonodo(s)
sentinela(s). Ele(s) é(sao) identificado(s) através do exame denominado
linfocintilografia do colo uterino. Nesse exame eu ficarei, apds a injecdo no colo
do utero, numa camara chamada gama-camara, que detecta a radioatividade
injetada no meu corpo e depositada no(s) linfonodo(s) sentinela(s). Durante a
cirurgia para a retirada do utero, ele(s) é(sdo) identificado(s) na cadeia linfatica
pélvica através de uma sonda de captacdo de radioatividade gama chamada
gamma probe e através da coloracao azul esverdeada pelo corante azul patente.

2b. OBJETIVO DOS PROCEDIMENTOS:

O objetivo deste estudo € o melhor conhecimento da drenagem linfatica no
cancer do colo uterino e disseminagdo desse tumor, com a possibilidade de

desenvolvimento de novos tratamentos no futuro.

2c. DESCRICAO DOS INSUCESSOS:

O unico insucesso possivel € a ndo identificacao do linfododo sentinela.

2d. DESCRICAO DAS COMPLICACOES DOS METODOS:

Nao havera aumento do risco de complicacbes devido a realizagdo da
linfocintilografia radioisotopica e a pesquisa durante a cirurgia do(s) linfonodo(s)
sentinela(s) com o gamma probe. A exposi¢do a radioatividade encontra-se bem
abaixo dos limites aceitaveis, segundo dados da literatura. Existem relatos de
reacdes alérgicas ao corante azul patente numa proporcado de 0,1 a 2,5% dos
pacientes. Essas reacdes vao desde a dificuldade de respirar e falta de ar
associada a chieira (chamado de broncoespasmo), ao inchaco repentino do corpo
e mucosas associado a coceira generalizada (chamada de urticaria e edema

mucocutaneo) até a queda da pressao arterial , resfriamento e rouxiddo de maos
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e pés e perda dos sentidos denominado choque anafilatico. As complicacdes

serdo as mesmas relacionadas ao procedimento cirurgico (histerectomia radical).

2e. DESCRICAO DA ANESTESIA:

Foi-me explicado que eu terei que me submeter a anestesia para a
realizacdo da cirurgia proposta. O tipo de anestesia vai depender do
procedimento realizado, podendo ser bloqueio (anestesia peridural ou raquidiana)

ou geral.

2f. DESTINO DA PECA OPERATORIA:

A peca cirurgica sera encaminhada a Anatomia Patologica para ser

examinado.

3. Foram-me devidamente explicados: a intervengao, os riscos (complicagdes) e
as possibilidades alternativas de um modo claro (facil entendimento para uma
pessoa leiga, ou seja, nao médica ou profissional de saude).

4. Recebi todas as informagdes que desejava conhecer e a possibilidade de fazer
perguntas e questionar duvidas.

5. Também entendi que, a qualguer momento e sem necessidade de dar qualquer

explicagéo, poderei revogar o consentimento que agora presto.

6. Assim, declaro, agora, que estou satisfeita com a informacgéo recebida e que

compreendo o alcance e os riscos do tratamento.

7. Reservo-me expressamente o direito de revogar, a qualquer momento, meu
consentimento antes que o procedimento objeto deste documento se realize.

8. Por tal razao, e nestas condi¢cbes, consinto em participar desta pesquisa e que
um fragmento da peca cirlrgica seja encaminhado para estudo, conforme

proposto.
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Endereco de contato (Dr Lucas Barbosa da Silva): r. Frei Luis de Souza n°® 25
apto 302 -Joao Pinheiro, BH-MG CEP 30530-310 — F.(31)489.6627 - 96432952

De pleno acordo:

Cidade: Data:
Assinatura do médico Assinatura da paciente
Testemunha Testemunha

Declaro que tenho conhecimento de que é possivel, a qualguer momento antes

da cirurgia, revogar o0 meu consentimento.

Revogo o consentimento prestado No dia .......ccccooeeviiiiiiiiieeneen. e afirmo que néo
desejo prosseguir na pesquisa e tratamento que me foram propostos e que dou

como finalizado nesta data.

Cidade: Data:
Assinatura do médico Assinatura da paciente
Testemunha Testemunha

Testemunha Testemunha
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APENDICE B - Descricao cirdrgica da histerectomia radical:

1. Laparotomia mediana infra e supra-umbilical ou transversa a Maylard,
Cherney ou Pfannenstiel, com avaliacdo das estruturas abdominais e
pélvicas.

2. No caso de preservacao dos ovarios (idade inferior a 45 anos), realizamos
ligadura em bloco das tubas uterinas, dos ligamentos largo e suspensor do
ovario bilateralmente e, apos, realizamos abertura lateral do periitbnio
parietal com disseccdo dos espacos parauterinos. Os ovarios foram
marcados com agrafe em suas bordas e fixados retroperitonealmente nas
goteiras parietocélicas. Nas pacientes com idade inferior a 45 anos,
realizamos anexectomia bilateral através da ligadura dos ligamentos
redondos e infundibulos pélvicos e abertura lateral do peritdnio parietal,
com dissecacao dos espacgos paravesical e pararetal e identificacdo dos

ligamentos cardinal e Utero-sacro.

3. Identificacdo do ureter no espaco retroperitoneal e, em seguida,
dissecacao do tunel do ureter com ligadura do ligamento vesicouterino e do
pilar vesical e liberagdo do ureter até a sua penetragdo na musculatura

vesical.

4. Abertura do septo reto-vaginal com separagao do reto da porgéo proximal

da vagina anteriormente e do ligamento Utero-sacro lateralmente.

5. Ligadura do ligamento cardinal no seu terco lateral préximo a parede

pélvica lateral.

6. Ligadura dos paracolpos com abertura da cavidade vaginal e retirada do

terco superior da vagina, utero e anexos em monobloco.

7. Fechamento da vagina com sutura continua.
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8. Linfadenectomia pélvica iniciando a dissecacgao pela cadeia linfonodal dos
vasos iliacos comuns, passando aos vasos iliacos externos, internos e
fossas obturatérias. A linfadenectomia foi realizada apds a identificacao e
disseccao dos linfonodos sentinelas através do gamma probe. Nao
realizamos peritonizagdo e nem drenagem continua com Porto-vac do

retroperitonio e pelve.

9. Sintese da parede abdominal por planos.

10. Sutura da pele.
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