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RESUMO

DIFERENTES SiTIOS DE APLICACAO DE AZUL DE METILENO PARA
LINFADENECTOMIA LAPAROSCOPICA DO ILIACO MEDIAL EM CAES

AUTOR: BERNARDO NASCIMENTO ANTUNES
COORDENADOR: MAURICIO VELOSO BRUN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2020.

O sistema linfatico serve de importante rota de transporte para células tumorais, sendo a
avaliacdo histopatoldgica ou citologica dos linfonodos, em pacientes oncoldgicos, cruciais
como fator prognostico e auxiliar, na decisdo da adog@o de terapias adjuvantes. Por sua vez, o
linfonodo iliaco medial (MILN - medial iliac [ymph node) por drenar vérios tecidos da regido
posterior em caes, serve como um importante linfonodo para pesquisa de doenga metastatica.
O objetivo do presente estudo foi comparar duas vias de marcacdo por azul de metileno do
MILN e descrever o acesso laparoscopico na linha média com trés portais para
linfadenectomia do MILN em caes. Para tanto, 24 cadelas higidas, ndo castradas, foram
divididas aleatoriamente em dois grupos de acordo com o local de aplicagcdo do corante azul
de metileno. A aplicag¢do intradérmica de azul de metileno 0,25% no grupo torso (grupo T,
n=12), na regido glutea dorsal esquerda. No grupo popliteo (grupo P, n=12), a administragao
foi intranodal percutinea, no linfonodo popliteo esquerdo, guiada por ultrassonografia. Foram
anotados os tempos de identificagdo do MILN marcado e de dissecagdo do MILN, bem como
a impregnacao deste linfonodo pelo corante. Na sequencia todas as cadelas foram submetidas
a ovariectomia laparoscépica (Laparoscopic Ovariectomy - LapOVE) ou ovariohisterectomia
videoassistida (Laparoscopic-assisted Ovariohysterectomy - LapOVH) utilizando os mesmos
acessos portais. O tempo médio de identificagdo do MILN marcado foi de 4.0 = 2.6 min., e o
tempo médio de dissecacdo do MILN foi de 8.1 £ 2.8 min.. Nao houve diferenga estatistica
entre o grupo P e o grupo T quanto aos tempos de dissecagdo do MILN e de identificacdo do
MILN marcado (p > 0.396). O acesso laparoscdpico proposto permitiu a dissecacdo do MILN
em todas as cadelas. Pelo acesso laparoscopico com trés portais na linha média ventral, a
biopsia do MILN esquerdo ¢ vidvel e segura, mantendo qualidade aceitavel para avaliacao
histopatologica na maioria das amostras. Tanto a inje¢do de azul de metileno intradérmica na
regido glatea dorsal como no linfonodo popliteo proporcionam adequada marca¢do do MILN.

Palavras-chave: caes, laparoscopia, linfadenectomia, marcacao linfatica, oncologia.



ABSTRACT

DIFFERENT SITES OF APPLICATION OF METHYLENE BLUE FOR
LAPAROSCOPIC LYMPHADENECTOMY OF THE MEDIAL ILIAC IN DOGS

AUTHOR: BERNARDO NASCIMENTO ANTUNES
ADVISER: MAURICIO VELOSO BRUN
Date and Place of Defense: Santa Maria, February 27, 2020.

The lymphatic system is an important pathway for dissemination of tumor cells. Lymphatic
tissue histopathological or cytological evaluation guides prognosis and decision making on
the use of adjuvant therapies in cancer patients. The medial iliac lymph node (MILN) receives
lymph from of the hindlimbs in dogs. Thus, the MILN is important for local metastasis
research. The purpose of this study was to compare two vias for methylene blue (MB) MILN
staining and to describe a midline 3-port laparoscopic approach for MILN lymphadenectomy
in dogs. Therefore, 24 healthy, intact bitches were randomly divided into two groups
according to the via of application of methylene blue. Intradermal 0.25% MB was injected at
the left dorsal gluteal region in the torso group (group T; n = 12). Percutaneous ultrasound-
guided intranodal MB injection was given in the left popliteal lymph node (PLN), in dogs of
the popliteal group (group P; n = 12). Time for colored MILN identification and time for
MILN resection were recorded. Lymph node staining score was ranked in both groups.
Subsequentially, all bitches underwent laparoscopic ovariectomy (LapOVE) or laparoscopic-
assisted ovariohysterectomy (LapOVH) using the same port placement as for the
lymphadenectomy. Mean time for colored MILN identification was 4.0 + 2.6 min.. Mean
MILN excision time was 8.1 + 2.8 min.. There was no significant difference between groups
regarding time for MILN excision and identification of the marked MILN (p > 0.396). The
laparoscopic approach purposed in this study allowed MILN dissection in all bitches. The
laparoscopic approach with 3 ports in the midline is feasible for excisional biopsy of the left
MILN. The procedure provided samples of acceptable quality for histopathological evaluation
in most cases. Both dorsal gluteal area intradermal and ultrasound-assisted PLN methylene
blue administrations provide successful MILN staining.

Keywords: dog, laparoscopy, lymphadenectomy, lymphatic marking, oncology.
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1. INTRODUCAO

A presenca de metastase no sistema linfatico estd negativamente associada 4 sobrevida
geral (POTANAS et al., 2015; CANADAS et al., 2019). Dessa forma um estadiamento
oncologico acurado quanto ao envolvimento linfonodal ¢ de suma importdncia para o
prognostico do paciente (STEFFEY et al., 2015; MAJESKI et al., 2017; FERRARI et al.,
2018), implicando nas recomendac¢des do plano cirurgico e adjuvante (WORLEY, 2014;
ANDERSON et al., 2015; BURGES & DEREGIS, 2019).

O sistema linfatico pode ser dividido em um componente vascular coletor e um
celular, sendo o primeiro € representado pelos capilares, vasos e ductos coletores linfaticos e o
segundo, pelos linfonodos e tecidos linfaticos (BEZUIDENHOUT, 2013). Quanto ao
linfocentro iliosacral, o mesmo compreende os linfonodos iliacos mediais (MILN , do inglés
medial iliac lymph node), os iliacos internos (também chamados de hipogéstricos) e os sacrais
(POTANAS et al., 2015).

Para o MILN drenam os vasos linfaticos eferentes dos linfonodos célicos esquerdos,
inguinais profundos, inguinais superficiais, sacrais e iliacos internos, os quais recebem a linfa
dos membros pélvicos, ossos € musculos da pelve, musculos da parede abdominal caudal,
aorta, meninges da medula espinhal, célon, reto, anus, vulva, vagina, bexiga, uretra, ureteres,
prostata, tiinica vaginal, corddes espermaticos, epididimos e testiculos (BEZUIDENHOUT,
2013).

No paciente oncoldgico, o linfonodo sentinela é aquele com maior probabilidade de
receber a disseminacdo metastatica de um tumor primario (WARLAND et al., 2014;
MAJESKI et al., 2017). Contudo, a obstrucdo de vasos linfaticos pela drenagem de células
tumorais metastaticas pode também desviar o fluxo linfatico para linfonodos diferentes do
sentinela, ocasionando em exame falso negativo para doenga metastatica (LAM et al., 2009).
Nestes pacientes os padrdes de drenagem linfatica podem sofrer variagdes, estando elas
diretamente relacionadas a ocorréncia de metastases tumorais (SKOBE et al., 2001;
STACKER et al.,, 2001) e ao grau de linfangiogénese do tumor (SCHOPPMANN et al.,
2002). Com a formagao de novos vasos linfaticos, amplia-se a rede de drenagem tumoral para
linfonodos regionais possibilitando metéastases a distdncia (PEREIRA, 2003; LUND &
SWARTZ, 2010).

Na literatura veterinaria, apesar de ndo ser reconhecido como o verdadeiro linfonodo
sentinela da regido posterior, estudos relatam tal ocorréncia em cdes com tumores na glandula

do saco anal (MAJESKI et al., 2017), membros pélvicos (WORLEY, 2012) e escroto
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(WARLAND et al., 2012). Além disso a ocorréncia de doenga metastatica no MILN de caes
com tumores na cadeia mamaria (FERANTI et al., 2018), vesicula urinaria (BURGESS &
DEREGIS, 2019), membros pélvicos (WARLAND et al., 2012) e glandula do saco anal
(POLLARD et al., 2015), também ¢ descrita.

Em um estudo envolvendo 15 cdes com adenocarcinoma de glandula do saco anal, o
MILN foi identificado como linfonodo sentinela mais frequente (53% dos casos), junto a isso,
em 33% dos pacientes o linfonodo sentinela foi identificado contralateral ao tumor primario
(MAJESKI et al., 2017). A comunicagdo linfatica entre o MILN direito e esquerdo também
estd descrita em cdes saudaveis (MAYER, 2018). Outro estudo observa que em caes com
mastocitoma, a amostragem anatomica nao reflete com precisdo quais linfonodos estdo
recebendo a drenagem linfatica do tumor (WORLEY, 2012). Metastase em linfonodos
distantes pode ocorrer em até 33% dos casos de melanomas em humanos (LIMA SANCHEZ,
2013), o que também ¢ observado em 42% dos cdes com mastocitoma avaliados por Worley
(2012).

A drenagem de células neoplasicas de tumores de mama para o MILN, foi também
relatada (FERANTI, 2018), podendo ser simultanea & drenagem pelos linfonodos axilar e
inguinal superficial (PATSIKAS et al., 2006). Essa condicdo poderia explicar a presenca de
metastases toracicas, em animais que apresentem os linfonodos axilar e inguinal superficial
livres de células neoplésicas (PATSIKAS et al., 2006). Vale ressaltar que a presenca de
metastase linfatica em cadelas com tumor de mama estd negativamente associada 4 sobrevida
(CANADAS et al., 2019).

Em cadaveres de cdes, Suami et al. (2008) comprovaram a drenagem linfatica
diretamente da parte caudal dorsal do torso para o MILN e linfonodo hipogastrico, o que
também indica a possibilidade de disseminacdo metastatica por esta via. Semelhante padrao
de drenagem ¢ descrito em humanos com melanoma na pele das costas. Na literatura esta
descrito um padrao de drenagem, segundo eles inesperado, atravessando a parede corporal e
chegando aos linfonodos sentinelas de areas retroperitoneais para-adrticas e paralombares
(UREN et al., 2003).

A presenca de metastase no linfocentro iliosacral em cdes com adenocarcinoma da
glandula apocrina do saco anal ¢ citada como comum, estando tal condi¢do relacionada com
menor tempo de sobrevida destes pacientes (POTANAS et al., 2015). Mesmo assim, ndo ha
estudos descrevendo melhora no prognostico dos pacientes submetidos a linfadenectomia.
Entretanto, o procedimento ¢ de suma importancia para o estadiamento oncologico acurado e

determinag@o do progndstico do paciente (MAJESKI et al., 2017).
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Em oncologia, ¢ de grande importancia identificar as alteragdes da drenagem linfatica
sob condigdes patoldgicas. Nesse contexto, a marcagdo linfatica pré-operatéria constitui uma
das ferramentas para defini¢do dessas alteragdes (PATSIKAS et al., 2006). A ultrassonografia
pode servir como método efetivo para identificagdo da linfadenomegalia no linfocentro
iliosacral, enquanto a tomografia computadorizada ¢ mais especifica na localizagdo do mesmo
(PALLADINO et al., 2016). Além da tomografia computadorizada e da ultrassonografia, a
ressonancia magnética ¢ também uma ferramenta na identificacdo dos linfonodos iliosacrais.
No entanto, pela complexidade anatomica do linfocentro iliosacral, tais técnicas ndo permitem
identificagdo adequada do linfonodo a ser biopsiado na auséncia de linfadenomegalia
(PALADINO et al., 2016; ANDERSON et al., 2015; LLABRES-DIAZ, 2004).

Mesmo na auséncia de linfadenomegalia, a presenca de doenga metastatica pode
ocorrer (MAJESKI et al., 2017). Nesses casos, a pun¢do percutanea do MILN guiada pelo
ultrassom ¢ ainda mais desafiadora, uma vez que o MILN se encontra junto a grandes vasos
abdominais (LLABRES-DIAZ, 2004). Apesar de a citologia aspirativa ser um método de
avaliagdo do linfonodo sentinela, pode resultar em exame falso negativo (WORLEY, 2012).
Dessa forma, afim de examinar linfonodos mais profundos, exames mais invasivos para
colheita de bidpsias sdo necessarios. No intuito de induzir minima morbidade e, dessa forma,
aumentar a aceitabilidade do exame, a colheita do MILN pode ser realizada por abordagem
laparoscopica (STEFFEY et al., 2015; LIM et al., 2017).

A marcagdo linfética intraoperatoria com corante azul ¢ utilizada para localizagdo do
MILN em caes (WORLEY, 2012; JUSTINO et al.,, 2014; FERANTI et al., 2018). Na
medicina humana, o método mais comumente utilizado para mapeamento linfatico ¢ a
aplicagdo de verde de indocianina (SPIGUEL et al., 2017), o que possibilita a avaliagdo da
marcacao através de até 10 mm de tecido vivo (GIOUX et al., 2010). Porém a técnica
demanda o uso de fonte de luz infravermelha afim de excitar o fluoréforo (marcador)
(SPIGUEL et al., 2017) Dessa forma, sua aplicagdo na videocirurgia veterindria torna-se
restrita, por exigir equipamentos especificos (GIOUX et al., 2010).

A linfocintilografia também ¢ descrita no mapeamento intraoperatério do MILN
(WORLEY, 2012). Essa técnica baseia-se na aplicagdo peritumoral subcutinea ou
intratumoral de um coloide de enxofre marcado com tecnécio, para deteccdo do linfonodo
sentinela com auxilio de uma sonda de radiagdo gama (COX et al., 2000).

O azul de metileno ¢ reconhecido como um corante efetivo e debaixo custo para
marcagdo linfatica em humanos nos paises em desenvolvimento (EAST et al., 2009). A

associagdo do corante azul na linfocintilografia pode minimizar os resultados falso-negativos
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de cirurgides que se encontram na parte inicial da curva de aprendizado para estas técnicas
(COX et al., 2000).

Dos corantes azuis mais comumente usados na marcagdo linfatica, destacam-se o
tecnécio 99m (CABRAL & VOLKWEIS, 2017), o azul patente (CASSALI et al, 2018), o
azul de isosulfan e o azul de metileno (WORLEY, 2012). Para aplicagdo intranodal de azul de
metileno em cies indica-se dose de 0,5 mg.kg!, na concentra¢do de 1% (ENWILLER et al.,
2003), enquanto que para a aplicacdo intradérmica, ¢ utilizado um volume de 0,5 e 1m/ para
caes de até 15kg e acima de 15kg, respectivamente (SOUZA et al., 2016). A aplicagdo de azul
de metileno intrauterina e no parénquima do linfonodo popliteo para marcagdo do MILN em
caes também foi relatada (JUSTINO et al., 2014; FERANTI et al., 2018; ENWILLER et al.,
2003).

O extravasamento extranodal de contraste pode ser causa do mau posicionamento da
agulha no momento da inje¢do ou até mesmo, ruptura de vasos linfaticos secundaria a injec¢ao
rapida de conteudo no parénquima do linfonodo. Recomenda-se para a inje¢do intranodal de
iohexol em linfonodo popliteo em cdes com aproximadamente 10kg, uma taxa de
administracdo de 2m//min (NAGANOBU et al., 2006). A ultrassonografia pode servir como
instrumento guia para a técnica (NAGANOBU et al., 2006; CHUN et. al., 2009). Para tanto,
sdo indicadas as sondas de alta frequéncia ou probes lineares variando entre 7 MHz (CHUN et
al., 2009) a 10 MHz (HENDERSON et al., 2003).

Estudos prévios relatam a identificagdo do ducto toracico em caes pela injecao
intranodal de corante no linfonodo popliteo, por acesso cirurgico de 2-4 cm (ENWILLER, et
al., 2003; STEFFEY & MAYHEW, 2017). Afim de manter a integridade dos vasos linfaticos
aferentes e eferentes com essa técnica, recomenda-se evitar a dissecagdo da gordura perinodal
craniolateral (STEFFEY & MAYHEW, 2017).

Para linfadenectomia laparoscopica do MILN em caes utilizando o acesso ventral com
trés portais, ¢ utilizado cefalodeclive de 15° para inspe¢do inicial. Em seguida, realiza-se
lateraliza¢ao de 30° de inclinagdo da mesa para o lado contra lateral ao MILN a ser localizado,
permitindo a abordagem bilateral sem o reposicionamento dos portais (LIM et al., 2017). Pelo
acesso laparoscopico lateral, inevitavelmente ¢ necessario o reposicionamento dos portais
para linfadenectomia do MILN contralateral (STEFFEY et al., 2015). Em ambas as técnicas,
os autores supracitados ndo utilizaram a marcagdo linfatica para localizar o MILN. Em
contrapartida, definiram como sitio anatomico para busca, a area caudal a artéria iliaca

circunflexa profunda e entre a artéria iliaca externa e a veia testicular.
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Defini¢des quanto ao local de marcagdo, tipos de marcadores e o desenvolvimento de
técnicas de linfadenectomia, tal como proposto no presente estudo, sdo muito importantes
para aplicagdo clinica em determinadas condi¢des oncoldgicas. Somado a isso, cabe ressaltar
que neoplasmas que drenam para o linfocentro iliosacral incluem carcinoma de células de
transicdo (BURGESS & DEREGIS, 2019), carcinoma tubulopapilar mamério (FERANTTI et
al., 2018), adenocarcinoma da glandula do saco anal (POLLARD et al, 2015) e mastocitoma
(WARLAND et al., 2012), sendo que em todos esses estudos citados o MILN apresentava
células tumorais.

Nesse sentido, a presente investigacdo cientifica foi conduzida com o objetivo de
avaliar quanto a aplicagdo de azul de metileno intradérmico na regido glatea dorsal ou no
parénquima do linfonodo popliteo guiado por ultrassonografia, definindo se existe um sitio
mais adequado para marcagdo do MILN em cadelas higidas. Junto a isso, também foi avaliado
o emprego da técnica de acesso laparoscopico com trés portais na linha média para

linfadenectomia do MILN, técnica previamente ndo testada para esse fim.
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2.1.RESUMO

Os objetivos desse estudo foram comparar duas vias de marcac¢do do linfonodo iliaco
medial (MILN) e descrever o acesso laparoscopico na linha média com trés portais, para
linfadenectomia do MILN em caes. Vinte e quatro cadelas higidas, ndo castradas, pesando
entre 12.7 £ 2.6 kg foram divididas aleatoriamente em dois grupos de acordo com o local de
aplicagdo do corante azul de metileno. A aplica¢do intradérmica, do corante no grupo torso
(grupo T) (n=12) foi realizada na regido glutea dorsal esquerda, e no grupo popliteo (grupo P)
(n=12) percutanea intranodal no linfonodo popliteo, guiada por ultrassom. Na sequéncia, as
pacientes foram castradas utilizando os mesmos acessos portais. Os tempos de identificacao
do MILN marcado e de dissecagdo dos MILN ndo demostraram diferenca estatistica (p >
.396). Em todas as cadelas o MILN esquerdo pode ser dissecado pelo acesso laparoscopico
com trés portais na linha média ventral, mantendo qualidade aceitdvel da amostra para
avaliacdo histopatologica em 23/24 animais. A linfadenectomia do MILN esquerdo ¢ viavel
em cadelas pelo acesso laparoscopico com trés portais na linha média ventral. Ambas as vias

de administragdo do azul de metileno sdo adequadas para a marcacdo do MILN.

PALAVRAS CHAVE: Biopsia, Cao, Cirurgia Minimamente Invasiva, Laparoscopia,

Mapeamento Linfatico
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2.2.INTRODUCAO

Diversos estudos tém representado a importincia da identificacdo da doenga
metastatica no sistema linfatico [2, 12, 29, 35]. Essa condi¢do ¢ importante no prognostico e
afeta as recomendagdes do plano cirargico e adjuvante [8, 35].

O linfonodo iliaco medial (MILN) faz parte do linfocentro iliosacral o qual recebe a
linfa de neoplasias do abdomen caudal, perineo, pelve e membros caudais [5]. Embora o
MILN nao seja destacado como o verdadeiro sentinela dessas regides, a drenagem de células
neoplasicas de tumores de mama [11], da vesicula urinaria [8], do membro posterior [34] e
glandula do saco anal [24], tem sido descrita. Além disso, pode haver o desvio do fluxo
linfatico quando ha obstrugdo deste por células tumorais, podendo resultar em exame falso
negativo para doenga metastatica [16, 35].

Em cdes, a drenagem linfatica diretamente da pele da regido glitea dorsal para o
MILN foi constatada, sendo este o linfonodo sentinela dessa regido e o inico pelo qual a linfa
passa para chegar & circulacdio venosa [30]. Como exame de triagem para avaliar
linfadenomegalia do MILN, a ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia
magnética, sdo efetivas [2, 19, 23]. Mesmo assim os linfonodos regionais, quando normais a
palpacdo e ao exame de imagem, podem abrigar metastase [11, 12, 13]. Portanto, para o
diagnostico definitivo sdo necessdrias outras ferramentas diagnosticas como a avalia¢do
citoloégica ou histopatologica [2, 12]. A andlise histopatologica ¢ a mais indicada para
avaliagdo dos linfonodos nao aumentados ou de localizagdo profunda [13].

Um estudo em cdes com mastocitoma concluiu que o linfonodo sentinela nio foi o
linfonodo regional em 42% dos casos, demonstrando que a amostragem anatdmica pode nao
refletir com precisdo quais linfonodos estdo recebendo a drenagem linfatica do tumor [35].
Outro estudo envolvendo 15 cdes com adenocarcinoma de glandula do saco anal, identificou o

MILN como linfonodo sentinela mais frequente (53% dos casos), com taxa de 33% de
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metastase em linfonodo sentinela contralateral ao tumor primario [22]. A comunicacao
linfatica entre o MILN direito e esquerdo também foi relatada em caes [20]. Dessa maneira, a
inspecdo bilateral dos MILNSs torna-se importante.

A pungdo percutanea do MILN guiada pelo ultrassom ¢ desafiadora devido a sua
localizagdo anatdmica junto a grandes vasos abdominais [19]. Dessa forma, a biopsia do
MILN requer abordagem invasiva. Abordagens laparoscopicas ao MILN foram desenvolvidas
no intuito de reduzir a morbidade e aumentar a aceitacdo do exame por proprietarios [18, 29].

A marcacdo do MILN em caes pode ser obtida pela injecdo de azul de metileno
intrauterino [11,15] e no linfonodo popliteo [10]. Contudo, ndo foram encontrados estudos
comparando outras vias de aplicagdo, tempo de identificagdo do MILN marcado e grau de
coloracdo. Os objetivos do presente estudo foram comparar o tempo de identificacdo do
MILN marcado e o grau de coloracdo do MILN em caes, apds injecdo de azul de metileno via
intradérmica na regido glutea dorsal ou no parénquima do linfonodo popliteo, assim como
descrever o acesso laparoscopico na linha média com trés portais, para linfadenectomia do

MILN em caes.

2.3.MATERIAL E METODOS

Este estudo foi feito no Hospital Veterinario Universitario da Universidade Federal de
Santa Maria (HVU-UFSM) com prévia aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), processo n°. 5792160119.
Animais

Vinte e quatro fémeas caninas ndo castradas, pesando entre 7,6 e 17,2 kg, com escore
de condicdo corporal (ECC) entre 4 e 6 de acordo com Baldwin et al. [4], encaminhadas ao
HVU-UFSM para castracdo eletiva, foram aleatoriamente distribuidas nos grupos torso

(grupo T) e popliteo (grupo P). Os animais foram submetidos a exame fisico completo e
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avaliagdo hematologica (hemograma, contagem plaquetaria e bioquimica sérica hepatica e
renal). A higidez diante de tais exames e a prévia autorizacdo do tutor para execugdo do
procedimento cirargico, foram utilizados como critério de inclusao.

Apo6s jejum de so6lidos de 12 horas e hidrico de 8 horas, os animais foram pré
medicados com cloridrato de tramadol (4 mg/kg, intramuscular (IM) cloridrato de tramadol®
100 mg/2 ml, Teuto, Brasil). A inducdo anestésica foi realizada com propofol (4 mg/kg,
intravenoso (IV), Diprivan1%®, Cristalia, Brasil), sendo mantida com inala¢do de isoflurano
(Isoforine®, Cristalia, Brasil) vaporizado em oxigénio a 100%. Analgesia intraoperatoria foi
mantida com infusdo continua de citrato de fentanila (5 ug/kg/h, IV, Fentanest®, Cristalia,
Brasil). Utilizou-se quimioprofilaxia antimicrobiana com cefalotina (30 mg/kg, IV, Cefalotina
sodica 1g®, ABL, Brasil) 30 min antes da laparoscopia. Realizou-se tricotomia prévia, desde o
processo xifoide até a borda do pubis, estendendo-se bilateralmente até¢ a cadeia mamaria
(Fig. 1A). Uma area de aproximadamente 7x7 cm sobre o sitio de aplicacdo do corante, foi
também tricotomizada (Fig. 2A). Os animais participaram simultaneamente de outro estudo
envolvendo endoscopia digestiva alta (EDA). Apds a coleta dos dados, as pacientes foram
posicionadas em decubito dorsal. A drenagem da urina era realizada pela compressao vesical.
Técnica cirurgica

Para a realizagdo da linfadenectomia e da castragdo em todas as cadelas, foi utilizado o
acesso laparoscopico com trés portais em linha média, conforme descrito em outros estudos
[32, 33]. Todos os procedimentos laparoscopicos foram realizados pelo mesmo cirurgido
(MVB).

Foi posicionado, pela técnica aberta, o primeiro portal (11 mm, Karl Storz
Endoscopy®, Tuttlingen, Germany) entre o tergo cranial e o médio do espago entre a cicatriz
umbilical e o pubis. Nesse acesso utilizou-se endoscopio de 10 mm (10 mm x 33,5 cm 0°,

Karl Storz Endoscopy®, Tuttlingen, Germany). Através desse portal foi estabelecido e
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mantido o pneumoperitonio com CO; medicinal (pressdo maxima de 8 mmHg, fluxo maximo
de 1,5 L/min), utilizando um insuflador automatico (Storz Endoflator®, Tuttlingen, Germany).

Ap6s a inspecdo abdominal, caso a vesicula urindria ainda se encontrasse repleta, a
mesma era drenada mediante sonda uretral 8 Fr. Na sequéncia, o segundo portal (6 mm, Karl
Storz Endoscopy®, Tuttlingen, Germany) foi posicionado ligeiramente cranial a cicatriz
umbilical e, o terceiro (11 mm, Karl Storz Endoscopy®™), entre o primeiro e a borda cranial do
pubis (Fig. 1A e Fig. 1B).

O decubito foi modificado para lateral direito. Para inspecdo do abdomen caudal,
foram passadas duas pingas laparoscopicas de apreensdo e dissecacdo tecidual, uma (Pinga
Kelly, 5 mm x 43 c¢m, Karl Storz® Endoscopy) através do segundo portal € outra (Pinga Kelly,
5 mm x 36 cm, Edlo, Exatech) através do terceiro portal, com redutor para 5 mm. As artérias
iliacas externa e circunflexa profunda esquerdas eram identificadas (Fig. 1C). Em caso de
necessidade de maior afastamento das visceras sobre a regido a ser dissecada, procedeu-se
Trendelenburg com 11° de inclinagdo. Na sequéncia, foi iniciada a marcagdo linfatica,
simultaneamente a inspe¢do direta da superficie retroperitoneal da regido do MILN esquerdo
(Fig. 1D). O mesométrio disposto sobre tal regido foi previamente divulsionado quando se
apresentava espesso por tecido adiposo. Nao havendo a identificagdo do MILN ao término da
aplicacdo do corante, o retroperitonio imediatamente caudal a artéria iliaca circunflexa
profunda e medial a artéria aorta foi cuidadosamente divulsionado afim de identificar o
MILN, utilizando-se as pingas Kelly.

Marcagdo linfatica

Em ambos os grupos, o azul de metileno 1% (0,5 mg/kg, Injectcenter Manipulagdo de

Produtos Farmacéuticos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) diluido em NaCl 0,9% para 2,5 mg/m/!,

foi utilizado como corante.



23

No grupo T o corante foi aplicado intradérmico, aproximadamente 1 cm cranial a
crista iliaca esquerda, distribuido entre 5 a 10 pontos, aproximadamente 8§ mm distantes entre
si. Uma seringa de 5 m/ acoplada a uma agulha de insulina foi utilizada para esse fim (Fig. 2B
e Fig. 20).

No grupo P o corante foi aplicado via percutanea no parénquima do linfonodo popliteo
esquerdo, utilizando uma seringa de Sm/ conectada a um extensor de 60 cm, acoplado a um
mandril de cateter calibre 24. Nesse grupo, dois individuos forma necessarios para a aplicagdo
do corante. Um tracionou o membro ventralmente, em extensdo e, com a outra mao,
pressionou o embolo da seringa para inje¢do do corante a uma taxa de aproximadamente 1
m//min (Fig. 2E). O segundo, identificou o linfonodo popliteo mediante exame
ultrassonografico, com transdutor linear de 12 MHz (Mindray Z6vet Ultrasound®, Mindray,
Sdo Paulo, SP, Brasil) e inseriu neste o cateter guiado por ultrassonografia (Fig. 2F e Fig.
2G).

Para ambos os grupos, foi aplicada apenas a metade do volume total de solugdo
corante quando obtida marcacdo do MILN ou de seus vasos linfaticos previamente a essa
dose, afim de se minimizar riscos de reagdo adversa e determinar uma dose minima de corante
necessaria para a marca¢ao do MILN.

Apds a linfadenectomia, cada MILN foi fotografado utilizando uma cémera
fotografica digital (Sony, DSC-W180), com resolucdo de 3642 x 2056 pixels, sob luz
fluorescente a uma distancia fixa de 8 cm.

A coloragdo do MILN foi classificada pelo cirurgido durante a linfadenectomia e no
pos-cirtirgico por trés avaliadores inconscientes aos tratamentos através das imagens
digitalizadas. A classificagdo da coloragdo Optica do MILN para o azul de metileno, foi
definida como previamente descrito com modificagdes [10, 28]: grau 0= coloragdo ausente;

grau 1= leve colora¢do azul; grau 2= coloragdo ideal 6bvia de azul. Na avaliacdo pods-
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operatoria, para cada MILN foi considerado o grau mediano recebido pelos avaliadores do
pos-operatorio.

Foram anotados o tempo de identificagio do MILN marcado, compreendido entre o
inicio da aplica¢do do corante até a identificagcdo do MILN marcado pelo corante, o tempo de
dissecacdo do MILN e o tempo de castragdo. O ntimero de linfonodos e a posi¢do de cada
linfonodo em relagdo a artéria iliaca circunflexa profunda, foram também anotados.
Semanalmente, durante nove semanas, imagens do sitio de inje¢do do corante foram
solicitadas aos proprietarios através de contato telefonico.

Linfadenectomia

Ap6s identificado o MILN esquerdo, foi iniciada sua dissec¢do. Os tecidos moles e os
vasos anexados ao MILN foram dissecados de forma romba, enquanto com uma das pingas, o
linfonodo era tracionado para longe dos grandes vasos, incluindo as artérias iliacas externa e
circunflexa profunda esquerdas. A dissec¢@o foi realizada inicialmente no aspecto medial do
linfonodo (Fig. 1E), expandindo-se no sentido caudal e/ou cranial, afim de separar
completamente o MILN dos tecidos e vasos circundantes.

Para hemostasia, quando necessario, foi utilizada uma torunda de gaze umedecida,
passada pelo redutor do terceiro portal ou cautelosamente aplicada a eletrocoagulagdo com
uma pinga laparoscopica bipolar (Smm x 45cm, Powerblade®, LINA Medical, Glostrup,
Dinamarca). Apos dissecados, os MILNs foram posicionados no interior do redutor do
terceiro portal, e exteriorizados em conjunto.

Ovariectomia laparoscopica e ovariohisterectomia videoassistida

Ap6s a linfadenectomia, todas as cadelas foram castradas, de acordo com técnicas

previamente descritas para ovariectomia laparoscopica (Lap-OVE) e ovariohisterectomia

videoassistida (Lap-OVH) [7]. Nessa etapa, o cefalodeclive, quando presente, foi desfeito. As
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cadelas com historico de uso de progestageno, bem como as que apresentaram alteragdo
uterina durante a laparoscopia, foram submetidas a Lap-OVH.

Previamente a remocao dos portais, a cavidade abdominal foi brevemente insuflada e
inspecionada, afim de garantir quanto a inexisténcia de qualquer sangramento intra-
abdominal. Na sequéncia, os portais foram removidos e o0 CO> drenado da cavidade. A sintese
das feridas de acesso foi realizada com poliglactina 910 2-0, com sutura em colchoeiro em
cruz na musculatura abdominal e no tecido subcutaneo. Na pele foram aplicados pontos em
padrao colchoeiro horizontal com nailon monofilamentar 4-0. A analgesia pds-operatéria foi
mantida com dipirona sodica (25 mg/kg, oral, trés vezes ao dia por quatro dias) e cloridrato de
tramadol (4 mg/kg, oral, trés vezes ao dia por trés dias). Para as cadelas submetidas a EDA,
também foi prescrito omeprazol (1mg/kg, oral, uma vez ao dia por cinco dias). O retorno em
sete dias para reavaliacdo e remog¢ao dos pontos de pele foi solicitado.

Avaliagdo histopatologica

Cada MILN extirpado foi imerso em formalina 10% e encaminhado para avaliagdo
histologica de trauma mecanico causado durante a dissecacdo. Apds dimensionamento da
amostra, cada MILN foi bissectado longitudinalmente e ambas as superficies de corte
avaliadas com a coloragdo de eosina e hematoxilina, utilizando critérios previamente descritos
[18, 29]. Um unico patologista, inconsciente ao tratamento de cada espécime, realizou todas
as avaliagdes. De acordo com trabalhos prévios [18, 29], artefatos histologicos foram
classificados como centrais (artefatos de pressdo/pincamento/esmagamento em areas centrais
do linfonodo) ou periféricos (artefatos de pressdo/pingamento/esmagamento em areas
perinodais, capsula e cortex/paracortex do linfonodo). Tais artefatos receberam escores de
acordo com o seguinte critério: 0= auséncia de artefato; 1= deforma¢do minima/marginal; 2=
esmagamento suave; 3= esmagamento moderado; 4= esmagamento severo. Quando diferentes

areas dentro de uma regido periférica ou central de um MILN receberam uma série de escores,
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o pior escore recebido foi atribuido a este linfonodo como escore geral. A area de superficie
bissectada de cada MILN foi calculada pela formula matematica da 4rea de uma elipse
(m*rl1*r2).
Analise estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando o programa Action Stat, versdo 3.6.331.450
(Estatcamp, Sao Carlos, SP, Brasil). O teste Kalmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a
distribuicdo normal dos dados, sendo relatados como valores médios com a variabilidade
expressa em desvio padrdo quando distribuidos normalmente, e relatados como valores
medianos com intervalos quando ndo apresentavam distribui¢do normal. Para comparagio do
tempo de identificagdo do MILN marcado, do tempo de dissecacdo do MILN, do tempo de
castragdo, do comprimento dos MILNSs, da largura dos MILNs e do peso dos pacientes, entre
os grupos, foi utilizado o teste  de Student. Para compara¢ao do grau de coloracdo do MILN
entre os grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi

estabelecida como p <.05

2.4.RESULTADOS

O peso corporal médio das cadelas foi de 12.7 + 2.6 kg, sendo menor (p = .00029)
para o grupo P (11 + 2.0 kg) em relacdo ao grupo T (14.5 £ 1.9 kg). O escore de condicao
corporal mediano foi 5, (variagdo, 4-6) e a idade mediana foi de 2.2 anos (variagdo, 0.4-9.4
anos).
Achados cirurgicos

Em todas as cadelas o MILN pode ser identificado e colhido através da técnica
proposta. Nenhum animal necessitou de conversdo da técnica laparoscopica para laparotomia

aberta, nem mesmo do aumento da pressao intra abdominal (IAP).
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A sondagem vesical foi necessaria em um animal do grupo T e dois do grupo P. Para a
linfadenectomia, o cefalodeclive ndo foi necessario em 8/13 cadelas submetidas a EDA
(quatro animais de cada grupo), o qual foi necessario para as cadelas ndo submetidas a EDA
prévia. Portanto a visualizagdo das estruturas e o espaco de trabalho para realizacdo das
técnicas laparoscopicas nao foi prejudicada pela EDA prévia.

A abordagem medial ao corno uterino esquerdo para acessar o MILN esquerdo, ao
contrario da lateral, torna-se mais dificil, uma vez que o corno uterino sobrepde o espaco de
trabalho. Apenas em 2/12 animais do grupo T e 1/12 animal do grupo P o MILN esquerdo
pdde ser identificado sem incidir o retroperitonio. Nos animais que exigiram a dissecacdo do
tecido adiposo retroperitoneal (21/24), o momento exato da marcacdo do MILN ndo pode ser
avaliado.

Em todas as cadelas o MILN esquerdo foi localizado lateral a artéria iliaca externa
esquerda e ureter esquerdo, medial ao mesométrio esquerdo e, em 18/24 cadelas, ligeiramente
caudal a artéria iliaca circunflexa profunda esquerda. Em 2/24 cadelas o MILN foi encontrado
cranialmente a artéria iliaca circunflexa profunda e, em 3/24 cadelas o linfonodo estava sobre
ela. Em 1/24 cadela, a artéria iliaca circunflexa profunda cruzava o interior do MILN (Fig.
1F), sendo necessaria o rompimento do linfonodo para sua liberagdo. Em 2/12 cadelas do
grupo T foram encontrados dois MILNSs.

Em 1/12 animal de cada grupo a marca¢dao do MILN nao foi identificada na avaliagao
intraoperatoria, sendo os mesmos classificados como grau 0. O mesmo ocorreu na avalia¢do
pés-operatoria porém, no grupo P a classificacdo grau 0 ndo correspondeu ao mesmo MILN
classificado como grau 0 na avaliagdo transoperatéria (Tabela 2).

Em 3/12 cadelas do grupo T, a marcacdo dos vasos linfaticos foi vista previamente a
aplicagdo da metade do volume total estipulado, para estes animais, foi aplicado somente a

metade do volume total estipulado. Nas avaliagdes intraoperatdria e pos-operatoria, os
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respectivos MILNs receberam escore 2 em 2/3 cadelas e escore 1 em 1/3. Para o restante das
cadelas (9/12) foi aplicado o volume total de corante.

Quanto a classificacdo intraoperatéria da coloragdo dos MILNs no grupo T, 4/12
MILNs foram classificados com grau 1 e 7/12 MILNs foram classificados como grau 2; no
grupo P, 2/12 MILNs foram classificados com grau 1 e 9/12 MILNs foram classificados com
grau 2.

Quanto a classificacdo pos-operatoria da coloracdo dos MILNs no grupo T, 5/12
MILNs foram classificados com grau 1 e 6/12 MILNs foram classificados como grau 2. No
grupo P, 1/12 MILN foi classificado com grau 1 e 10/12 MILNs foram classificados com grau
2. Nao ocorreu diferencga estatistica entre os grupos P e T quanto ao grau de coloragdo do
MILN (p > .616).

Em 22/24 (91.7%) cadelas ocorreu a marcagdo do MILN. O tempo médio de
identificagdo do MILN marcado para os 22 MILNs marcados foi de 4.0 (£ 2.6) min, sendo 3.9
(£ 2.2) min para grupo T e 4.0 (£ 3.0) min para grupo P (p = .59). O tempo médio de
dissecacdo do MILN foi de 8.1 (+ 2.8) min, sendo 8.6 (£ 3.2) min para grupo T e 7.6 (£ 2.3)
min para grupo P (Tabela 1 e 2) (p = .39). O comprimento e a largura média dos MILNs
extirpados nos grupos P e T, foram de 17.5 (£ 5.6) mm, 8.8 (£ 2.8) mm, 17.4 (£ 7.7) mm e 8.6
(£ 3.2) mm, respectivamente (Tabela 3 e 4). Nao ocorreu diferenga estatistica entre os grupos
P e T quanto ao comprimento e a largura dos MILNs (p > .83).

O tempo de castragdo foi avaliado em 21/24 animais, onde 9/21 foram submetidas a
Lap-OVE apresentando uma média de 25.7 + 4.6 min e 12/21 foram submetidas a Lap-OVH
apresentando uma média de 32.8 £ 8.9 min. O tempo de castracdo foi significativamente
menor para a Lap-OVE (p = .041). Em nenhum dos animais houve hemorragia profusa
durante os procedimentos de linfadenectomia e castragdo. Somente em um animal, a

eletrocoagulacdo bipolar foi empregada na dissecagdo do MILN sendo, em outros 2 animais,
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utilizada apenas uma torunda de gaze para drenagem e hemostasia do leito de disseca¢do do
MILN.
Manejo pos-operatorio

Todas as cadelas recuperaram da anestesia sem intercorréncias. Nao foi observada
qualquer complicagdo pos-operatdria, incluindo infecgdo, inflamagdo ou hemorragia do sitio
cirargico até a remog¢ao dos pontos de pele. Em 18/24 cadelas (6 do grupo P e 12 do grupo T),
pode ser realizado o acompanhamento do local de aplicagdo do corante. No grupo T, a
pigmentacdo azul no sitio de aplicacdo do corante, desapareceu dentro de nove semanas. No
grupo P, em 2/6 cadelas acompanhadas ocorreu a pigmentagdo azul do sitio de aplicagdo do
corante, desaparecendo dentro de trés semanas.

No grupo T, 3/12 cadelas apresentaram reagdo de hipersensibilidade no local de
aplicagdo do corante, duas delas cursando com eritema e ulceracdo cutanea (Fig. 2D) e outra
apenas com descamacdo superficial. Para as duas cadelas com ulceragdo cutinea, foi prescrito
o uso de roupa cirurgica por mais dez dias e higienizagdo didria da ferida com NaCl 0,9%,
ocorrendo a cicatrizagdo completa da ferida dentro de dez dias. Uma delas cursou com
prurido intenso, sendo também prescrito cloridrato de hidroxizina (1 mg/kg, oral, a cada oito
horas por cinco dias). Em 6/12 cadelas acompanhadas do grupo P, nenhuma reacdo cutinea
foi identificada no local de aplicagdo do corante.

Avaliagdo histologica das amostras

Com base na localizagdo anatomica, todas as amostras das 24 cadelas foram
confirmadas histologicamente com MILNs. Em 23/24 (95.8%) cadelas, as amostras de MILN
foram consideradas adequadas para diagnostico, exceto um MILN do grupo T, o qual devido
ao tamanho e incidéncia de corte ndo foi possivel avaliar a regido medular. Para os MILNs do
grupo T e P, o escore mediano de artefatos centrais foi 1 (variagdo, 0-2) e 0,5 (variagdo, 0-2),

respectivamente. J4 o escore mediano de artefatos periféricos foi 2 (variagdo, 2-3) e 3
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(variagdo, 2-3) para os MILNs do grupo T e P, respectivamente. A porcentagem mediana da
area superficial afetada por artefatos histologicos foi de 10% (variagdo, 5-30%) e 20%

(variacdo, 5-30%) para os MILNs do grupo T e P, respectivamente (Tabela 3 e 4).

2.5.DISCUSSAO

O desenvolvimento de técnicas de bidpsia do MILN pode auxiliar em futuras
pesquisas que buscam estudar o comportamento de tumores que cursam com metéstase no
MILN [8, 11, 24, 34]. Igualmente, acreditamos que futuras pesquisas do comportamento de
tumores envolvendo a regido glutea dorsal de caes também podem ser beneficiadas pelo uso
da técnica laparoscdpica para linfadenectomia MILN.

Com a paciente em decubito lateral esquerdo a regido retroperitoneal do MILN direito
pdde ser bem visualizada durante a castracdo, utilizando o acesso laparoscopico com trés
portais na linha média. Contudo, avaliar a viabilidade desse acesso para a marcagdo e
dissecagdo do MILN direito, implicarda em novos estudos. Mesmo assim acredita-se que a
técnica proposta poderia ser realizada de forma similar, alterando o decubito do paciente para
o lateral esquerdo ou entdo dissecando-se a raiz do mesentério e o peritdnio mantendo-se o
mesmo decubito. O acesso laparoscopico lateral com trés portais, descrito por Steffey et al.
[29], permite a abordagem do MILN ipsilateral, exigindo o posicionamento adicional dos
portais para acessar o MILN contralateral. J4 o acesso laparoscopico ventral com trés portais,
descrito por Lim et al. [ 18], permite a abordagem bilateral do MILN em cdes machos.

O reduzido tempo de dissecagdo do MILN esquerdo obtido em nosso estudo (8.1 + 2.8
min) pode ter sido favorecido pela marcagdo prévia do MILN e pela disposi¢ao dos portais, a
qual permitiu satisfatéria manipulacdo do instrumental cirGrgico e inspe¢do da cavidade
abdominal. Em caes, o tempo de disseccdo mediano descrito para a técnica de acesso lateral,

foi de 14.5 min (variagdo, 9-22 min) para 5 MILNs esquerdos [29], j& para a técnica de acesso
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ventral, o tempo médio de dissec¢do previamente descrito para 12 MILNs esquerdos foi de
9.8 £ 2.5 min [18].

Embora tenhamos realizado a marcagdo do MILN, a porcentagem de area superficial
afetada por artefatos histologicos foi consideravelmente maior quando comparado a estudos
prévios utilizando o acesso ventral [18] e lateral [29] ao MILN em caes, sem a marcacao
linfatica. Tais estudos [18, 29] relatam uma area superficial afetada de 5% (variagdo, 5-30%),
sendo as regides periféricas as mais afetadas [18], o que também foi observado em nosso
estudo. Vale lembrar que a dissecagdo romba do MILN foi empregada em todos os animais,
sendo a energia bipolar brevemente aplicada para hemostasia em apenas um animal. Em outro
estudo, a energia bipolar foi utilizada constantemente para dissecagdo [18, 29]. A hemostasia
por disseca¢do romba pode ter sido associada a maior necessidade do pingamento da capsula
do MILN, podendo explicar a maior concentragdo periférica de artefatos e maior porcentagem
de area afetada por artefatos. Porém, uma vez que o parénquima do linfonodo ¢ a principal
regido a ser avaliada na pesquisa por metéstases, a regido periférica possui menor importancia
clinica para avali¢ao histopatologica.

A marcacdo do MILN pode auxiliar na sua identificagdo durante a dissecagdo do
tecido perinodal, como observado pela literatura [11, 15] pois, além de localizar-se em uma
regido nobre, o MILN pode ainda estar intimamente ligado a artéria iliaca circunflexa
profunda (Fig. 1F).

Uma das vantagens do posicionamento dos portais na linha média ventral, em relagdo
ao posicionamento paramediano, ¢ o menor risco de formagdo de seroma pos-operatorio pela
menor dissecacdo de tecido mole, conforme descrito pela literatura [1, 3]. Outra vantagem
diante do posicionamento paramediano e da técnica com dois portais [6, 7] ¢ a reduzida area
de tricotomia exigida, expondo menor superficie de pele do paciente no campo operatorio

tornando a técnica mais estética.
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A velocidade, concentragdo e volume de azul de metileno aplicado intradérmico ou
intranodal ¢ bastante variavel na literatura [10, 25, 26, 27, 28]. Em nosso estudo, utilizamos
uma dose fixa (0,5 mg/kg) de azul de metileno 1% diluido na propor¢do de 1:4 em NaCl
0.9%, dessa maneira, o volume de corante aplicado foi proporcional ao peso de cada animal, o
que resulta em um volume de 0.2 m//kg nos animais que receberam a dose total. Porém no
grupo T, em trés animais o MILN pdde ser identificado com a metade do volume total
estipulado, o que equivale a dose de 0,25 mg/kg do azul de metileno na dilui¢ao descrita. A
coloracdo destes MILNs foi classificada por todos os avaliadores como grau 2 em dois
animais e grau 1 em um animal.

Segundo estudo prévio com aplicacdo de iohexol no linfonodo popliteo de 15 caes, o
volume de 0.1 e 0.2 m//kg de contraste iodado ¢ capaz de marcar os vasos linfaticos lombares
em 87.6 (£ 18.4) e 59.4 (+ 10.8) seg, respectivamente [9]. Tal estudo também verifica que,
diferentemente dos grupos submetidos as doses inferiores (30 e 60 mgl/kg), todos os animais
submetidos a aplicacdo de 90 mgl/kg (0.3 m//kg) tiveram extravasamento extranodal [9].
Apesar da literatura contraindicar a aplicacdo de um volume intranodal maior que 1 m/,
devido a possibilidade de extravasamento substancial de corante [10], o volume minimo de
corante aplicado no grupo P foi de 1.52 ml.

Mayer et al. [20], pela inje¢@0 percutdnea guiada por ultrassom aplicaram uma média
de 7.4 m/ (variagdo, 2.8-10m/) de Iohexol no linfonodo popliteo de 42 caes, havendo
extravasamento em somente 24 deles. Nesse estudo, tomou-se o cuidado de ndo aplicar
rapidamente o corante, afim de ndo sobrecarregar a capacidade de volume do linfonodo
popliteo através da injecdo lenta e pulsatil do corante, como indicado previamente [28].
Juntamente ao acompanhamento ultrassonografico, o ingurgitamento discreto do linfonodo
podia ser notado durante a inje¢do do corante, como percebido por Steffey & Mayhew [28],

bem como o aumento da sua ecogenicidade (Fig. 2G, Fig. 2H e Fig. 2I) , o que ¢ relatado em
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caes [21] e gatos [17]. Mesmo assim, em alguns animais do grupo P, durante a injecdo do
corante uma quantia sutil de liquido anecdico ao redor do linfonodo pode ser vista. Isso ¢
indicio de extravasamento extranodal de corante [17, 21].

Para o controle exato da velocidade de inje¢do do volume de iohexol no linfonodo
popliteo de 12 caes saudaveis, foi utilizado uma bomba de infusdo de seringa, com uma taxa
de aplicagdo de 1.67 m//min [21]. Mesmo assim, os autores do referido artigo observaram
extravasamento extranodal em todos os animais. Contudo estudo prévio com o mesmo
corante relatou ndo haver extravasamento extranodal significante, utilizando uma taxa de
aplicagdo de 2 m//min no linfonodo popliteo de quatro caes saudéaveis [22]. Em nosso estudo
prévio em cadaveres, tornou-se demasiadamente demorada a injecdo com a bomba de infusdo,
devido a mesma acusar constantemente obstru¢do do sistema. De fato, a influéncia da
velocidade de aplicagdo no extravasamento extranodal de corante durante a inje¢do intranodal
exige futuros estudos.

Para a aplicagdo percutanea intranodal de corante do grupo P, nos baseamos em
estudos prévios que o fizeram utilizando iohexol em caes [21] e gatos [17]. A adaptacdo de
um extensor entre o cateter e a seringa permite ao ultrassonografista realizar a puncdo do
linfonodo ao mesmo tempo em que posiciona o transdutor ultrassonografico. Apods
treinamento prévio em cadéveres, tal modificacdo pareceu também evitar que o aplicador
involuntariamente deslocasse o cateter de sua posi¢do durante a aplicacdo do corante, assim
como permitiu fornecer melhor apoio para o posicionamento intranodal do cateter. No intuito
de evitar a contamina¢do do campo operatorio, a tragdo do membro cranialmente como
descrito pela literatura [17, 21], ndo pode ser realizada durante a marcacdo no grupo P, uma
vez que foi realizada simultaneamente 4 abordagem laparoscopica. Tal tracdo do membro
cranialmente visa distender o tecido mole ao redor do linfonodo popliteo, o que minimiza o

movimento do linfonodo durante a punc¢ao com a agulha.
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Danos ao linfonodo popliteo durante a abordagem cirurgica podem ocorrer [10, 28], o
que pode prejudicar o fluxo linfatico [10]. Quando utilizada a técnica aberta de abordagem do
popliteo, ¢ contraindicado a dissecagdo da gordura perinodal craniolateral, afim de evitar a
ruptura de vasos linfaticos aferentes e eferentes [28]. A técnica guiada por ultrassonografia
evita tais danos, porém exige equipamento de boa qualidade e preferencialmente probe
especifica para identificagdo do linfonodo, o qual pode ser confundido com a musculatura
adjacente.

Em humanos com melanoma na pele das costas, a literatura descreve um padrdo de
drenagem, segundo eles inesperado, atravessando a parede corporal e chegando aos
linfonodos sentinelas de areas retroperitoneais para aorticas e paralombares [31]. Tal padrao
de drenagem foi também observado por Suami et al. [30] em cdes. O estudo comprovou a
drenagem linfatica diretamente da pele da regido glutea dorsal para o MILN, sendo ele o
linfonodo sentinela dessa regido e o Unico pelo qual normalmente a linfa passa para chegar a
circulagdo venosa. Em nosso estudo, tal via aferente ao MILN mostrou-se viavel na marcagio
deste linfonodo, ndo havendo diferenga significativa entre as vias testadas quanto ao tempo de
identificacdo do MILN marcado e grau de coloragdo intra e pos-operatorio (p > .592).

Apesar da diluicdo do corante, a hipersensibilidade cutanea no local de aplicagdo
ocorreu em 3/12 cadelas, condicdo relatada em estudo prévio apds aplicac¢do intradérmica de
azul de metileno 1% em cadelas higidas [26]. Contudo, nesse ultimo estudo foi utilizado
volume de 0.5 a 1 m/ de azul de metileno 1% para cdes de até 15 kg e acima de 15 kg,
respectivamente, havendo ragdo de hipersensibilidade em todos os animais. Assim, atribuimos
a menor taxa de reacdo a dilui¢do utilizada em nosso estudo.

Mesmo com a desvantagem da reagdo cutanea ao corante, a aplicagdo intradérmica ¢
uma alternativa menos invasiva, mais facil e acessivel, frente o acesso cirurgico e a aplicacao

intranodal guiada por ultrassom, respectivamente. Além disso, como ja descrito anteriormente
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[22], a comparagao histopatoldgica entre o linfonodo submetido a aplicagdo e o contra lateral
seria necessaria para avaliar a injuria tecidual causada pela aplicacdo intranodal do corante.

Apesar de restringirmos o peso ¢ 0 ECC na escolha dos animais experimentais, a
deposicao de tecido adiposo retroperitoneal teve uma variacao perceptivel entre os individuos.
Portanto, o momento exato da marcagdo do MILN ndo pdde ser avaliado nos animais que
exigiram a dissecacdo do tecido adiposo retroperitoneal (21/24 ), ja que o MILN s6 pode ser
observado apo6s a dissecagdo. Dessa forma como relatado previamente [28], uma limitacdo no
uso do azul de metileno ¢ a avaliagdo da marcagdo de tecidos mais profundos. Tais autores
utilizaram verde de indocianina como agente fluorescente em 15 caes, para identificar o ducto
toracico através da marcacdo linfatica por fluorescéncia com infravermelho. Segundo estudo
prévio, a luz infravermelha pode proporcionar avaliacdes de até 10 mm de profundidade [14].
Tal técnica, apesar de mais onerosa frente ao uso de azul de metileno, poderia disponibilizar
melhores resultados quanto ao tempo de marcacao do MILN.

Pela auséncia de estudos que avaliam a classificagdo da colora¢do do MILN pelo azul
de metileno em caes, nosso estudo baseou-se em estudos prévios que avaliam a coloragdo do
ducto toracico em cdes pelo mesmo corante [10, 28]. Optamos por ndo aplicar o grau 3
(coloragdo azul intensa, maior do que a ideal) em nosso estudo, uma vez que a diferenca entre
a coloragdo ideal e maior do de a ideal, seria bastante subjetiva.

Quanto as limitagdes das avaliagdes de coloragdo do MILN, uma coloragdo maior
pode ter sido atribuida durante a linfadenectomia, uma vez que toda sua superficie do
linfonodo foi visualizada. O contrario pode também ter ocorrido pela menor presenga de
sangue sobre a superficie do MILN tingido na avaliagdo pods-operatéria. Contudo,
consideramos a avaliacdo intraoperatoria mais relevante na aplicagdo clinica, uma vez que a

marcacdo linfatica sera empregada durante o procedimento cirtirgico.



36

2.6.CONCLUSAO

A linfadenectomia do MILN esquerdo ¢ adequada via cirurgia laparoscopica com trés
portais na linha média ventral, mantendo a bidpsia com qualidade aceitavel para avaliagdo
histopatologica em 95.8% dos casos.

A aplicagdo de corante em ambos os locais testados utilizando a metodologia descrita
pode atingir 91.7% de sucesso na marcagdo do MILN esquerdo.

Nao ha diferenca significativa no tempo de identificagdo do MILN marcado, bem
como da qualidade de marcacdo com azul de metileno a 0,25% quando comparados os sitios

de aplicacdo estudados.
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2.9.LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1. Imagens intraoperatorias do posicionamento dos portais laparoscopicos, marcacio e
linfadenectomia do MILN esquerdo. (A) Tricotomia e sitios de posicionamento dos portais.
B) Posicionamento dos portais. (C) Localizagdo da regido anatdmica do MILN. D) Inicio da
marcacdo do MILN. (E) Inicio da dissec¢ao do MILN. (F) Dissec¢ao de um MILN
intimamente envolto na artéria iliaca circunflexa profunda.

Fig. 2. Imagens intraoperatérias, pos operatorias e ultrassonograficas durante a marcagdo
MILN esquerdo. (A) Tricotomia da regido glutea caudal esquerda. (B) Posicionamento dos
campos cirargicos durante aplicacdo do corante (C) Aplicagdo intradérmica do corante. (D)
Reacdo pds operatdria de hipersensibilidade ao corante aplicado intradérmico. (E) Tragdo e
extensdo do membro pélvico esquerdo e posicionamento do aplicador durante aplicagdo do
corante no linfonodo popliteo (F) Posicionamento do ultrassonografista para localizagdo do
linfonodo popliteo e posicionamento do cateter intranodal. (G) Imagem ultrassonografica da
localizagdo do linfonodo popliteo. (H) Imagem ultrassonografica do posicionamento do
cateter intranodal. (I) Imagem ultrassonografica do linfonodo popliteo apos aplicacao do
corante.

2.10.LEGENDA DAS TABELAS

Tabela 1. Sumarizacdo dos dados das cadelas submetidas a aplicagdo do corante intradérmico
no torso.

Tabela 2. Sumarizacdo dos dados das cadelas submetidas a aplicagdo do corante
intraparenquimatoso no linfonodo popliteo.

Tabela 3. Sumarizacdo dos dados dos MILNs coletados das cadelas submetidas a aplicacao
do corante intradérmico no torso.

Tabela 4. Sumariza¢do dos dados dos MILNs coletados das cadelas submetidas a aplicagdo

do corante intraparenquimatoso no linfonodo popliteo.
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Tabela 1. Sumarizagdo dos dados das cadelas submetidas a aplicacdo do corante intradérmico

no torso.
Tempo de ~ ~
. ~ Tempo de Grau de Coloragdo Grau de Coloracdo
~ ECC Identificagdo . ~ i
Cao Peso (kg) Dissecagdo do Intraop. Pos-op.
(-9 doMILN" = "y hin) (0-3) (0-3)
Marcado (seg)
1 13.9 4 257 16.8 | |
2 12.3 6 118 6.1 2 2
3 16.7 4 111 8.4 2 2
4 13.3 5 422 4.6 1 1
5 17.2 4 317 6.2 2 2
6 15.5 4 76 9.8 2 1
7 15 4 220 6.4 1 2
8 12.5 5 - 6.6 0 0
9 14.7 4 343 8.8 2 2
10 15.7 4 46 8.7 2 2
11 10.9 5 366 9.2 1 1
12 16 5 333 11.4 2 1

*ECC = Escore de Condigdo Corporal.
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Tabela 2. Sumarizacdo dos dados das cadelas submetidas a aplicagio do corante

intraparenquimatoso no linfonodo popliteo.

Tempo de

ECC Identificacio Tempo de Grau de Coloracdo Grau de Coloragio

do  Peso (k Dissecag Intraop. Pos-op.
Cao  Peso(kg) 4 g y fﬁfﬁiﬁig) MSISEIC\I Eni rii)o (0_§)P ?8%3
1 9.7 6 356 5.8 1 2

2 1.7 4 82 8.3 2 2

3 10.8 5 ; 53 0 1

4 7.6 5 222 72 2 2

5 14.9 4 65 10.9 2 ?

6 8.6 4 252 7.8 2 2

7 9.8 4 720 5 ! 0

8 113 6 101 12 2 2

9 11.7 5 252 10.1 2 2
10 11.6 5 187 7 2 ?
1 13.8 5 129 6.2 2 ?
12 10.6 5 254 5.6 2 2

*ECC = Escore de Condigdo Corporal
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Tabela 3. Sumarizagdo dos dados dos MILNs coletados das cadelas submetidas a aplicagdo do

corante intradérmico no torso.

CxLxA ArFefatos da Aﬁefat@ da' Area total da sgperficie (%)
Amostra (mm) Regido Central ~ Regido Periférica do MILN avaliado afetado
(0-4) (0-4) por artefatos

| 11x4x4 0 2 10%
1.19 4x3x2 0 2 10%
2 18x8x6 1 2 10%
3 22x10x8 0 2 <5%
4 18x10x 7 2 2 10%
5 19x10x 4 0 2 5%
6 27x10x 6 0 3 10%
7 8x5x3 * 3 30%
8 18x13x5 1 2 <5%
9 10x8x5 1 3 10%
10 20x 13x 8 1 2 <5%
11 33x11x8 0 2 5%
12 23x10x5 1 3 15%
12.19 13x5x5 1 3 15%

C=Comprimento, L=Largura, A=Altura, a) Um MILN adicional identificado, *regido medular ndo

avaliada.
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Tabela 4. Sumarizagdo dos dados dos MILNs coletados das cadelas submetidas a aplicagdo do

corante intraparenquimatoso no linfonodo popliteo.

CxLxA ArFefatos da Aﬁefat@ da' Area total da sgperficie (%)
Amostra Regido Central ~ Regido Periférica do MILN avaliado afetado
(mm) (0-4) (0-4) por artefatos

1 10x5x3 0 3 20%
2 22x12x6 0 3 20%
3 12x8x5 0 3 15%
4 17x7x4 0 3 20%
5 28x12x7 2 3 20%
6 8x5x3 0 2 10%
7 20x6x4 2 3 30%
8 18x10x6 2 3 20%
9 22x8x5 2 3 20%
10 20x10x 5 1 2 5%
11 18x13x3 2 2 10%
12 15x10x5 0 3 5%

C=Comprimento, L=Largura, A=Altura.
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a. lliaca circunflexa profunda

. lliaca externa
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3. CONCLUSAO

Estudos quanto aos locais de marcacdo e o desenvolvimento de técnicas de
linfadenectomia do MILN, tal como realizado no presente estudo, sdo muito importantes para
aplicacdo clinica em pacientes oncologicos que possam ter o envolvimento desse linfonodo na
evolucdo da doenca.

O presente estudo ¢ o primeiro a descrever o emprego do acesso laparoscopico com
trés portais na linha média para linfadenectomia do MILN esquerdo em caes, tendo potencial
de aplicag¢do na linfadenectomia do MILN direito. Igualmente, a comparagao realizada nesse
estudo entre as vias de marcacao linfatica do MILN nao havia sido descrita.

Com base nos resultados obtidos e analisados nesse estudo pode-se concluir que, em
cadelas sadias, a técnica de acesso laparoscopico ventral com trés portais na linha média ¢
adequada para a linfadenectomia do MILN esquerdo, bem como mantém qualidade aceitavel
da amostra para avaliacdo histopatoldgica em 95.8% dos casos.

Com a avaliagdo laparoscdpica, tanto a inje¢do de azul de metileno intradérmica na
regido glitea dorsal como no linfonodo popliteo proporcionam adequada marcagdo do MILN
esquerdo, ndo havendo entre as vias de aplica¢do diferenga significativa quanto ao tempo de

identificacdo do MILN marcado e intensidade de impregnagdo do MILN pelo corante .
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Anexo A — Ficha de avaliacio histopatolégica
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS ,
PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM MEDICINA VETERINARIA

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO MILN

Ficha de avaliacdo adaptada e baseada de Lim et al. (2017) e Steffey et al. (2015)

N° do animal:

Data de entrega: / /

Data do resultado: / /

Patologista:

Dimensoes da amostra:

OBS:

Artefatos histologicos

- Centrais (artefatos de pinga / pressdo / esmagamento que afetam areas centrais
maiores do linfonodo);

- Periféricos (artefatos de pinga / pressdo / esmagamento que afetam tecido

perinodal, capsula e cortex / paracortex superficial do linfonodo);

Ausente Minimo Leve Moderado Severo

©) )] @ (€)] “)

Escores

Localizag¢ao Central

Localizagao Periférica

Superficie avaliada /afetada




