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JUSTINO, Rebeca Cordeiro. O mapeamento linfatico de cornos e corpo uterino
em cadelas utilizando o corante azul patente V. 2014. 65 p. Dissertacao (Mestre
em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O primeiro linfonodo a receber a drenagem de uma regido especifica do corpo é
referido como linfonodo sentinela e o0 mapeamento destes pode antecipar medidas
terapéuticas e, consequentemente, prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de
vida dos pacientes. Os objetivos deste experimento foram localizar os linfonodos
responsaveis pela drenagem dos cornos e corpo uterino da cadela, verificar relacédo
entre Utero e linfonodos iliacos mediais, eidentificar se ha ocorréncia de reacdes
adversas na cadela devido ao uso do corante azul patente V empregado no
procedimento de mapeamento linfatico uterino. Primeiramente foram utilizadas cinco
cadelas imediatamente apos o 6bito e 10 cadelas no periodo transoperatério, com
infusdo do corante azul patente na subserosa uterina, 10 minutos antes da
ovariohisterectomia (OEH), realizando a fotodocumentacdo. Em seguida, 7 das
cadelas os submetidas ao mapeamento no transoperatorio foram comparados com 7
cadelas submetidas a aenas a OEH , sendo ambos os gruposavaliados quanto a
pressao arterial sistolica, durante todo o procedimento cirdrgico, hemogasometria
arterial no pré e pos operatorio imediato, e perfil bioquimico no pré operatorio e 7
dias apos procedimento cirargico. P6de-se observar que a cadeia de linfonodos
iliacos recebe grande parte da drenagem uterina (cornos) e pode ser considerada
em estudos para a sanidade deste O6rgao, permitindo inferir que alteracdes desses
linfonodos tenham uma possivel correlagdo com afeccbes uterinas. Nao foram
constatadas reacfes adversas no trans e pos-operatério relacionado ao uso do
corante nos animais submetidos ao mapeamento.

Palavras-chave: Anafilaxia. Canino. Linfonodos. Necrépsia. Utero.



JUSTINO, Rebeca Cordeiro. The lymphatic mapping of uterine horns and body
in bitches using patent blue V dye V. 2014. 65 p. Dissertagao (Mestre em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The first lymph node to receive drainage from a particular body region is referred to
as sentinel lymph node and the mapping of these therapeutic measures can
anticipate and thus prolong survival and improve quality of life of patients. However,
there is the possibility of adverse reactions when it makes use of these vital dyes. No
data were found in the searched databases, which aimed uterine lymphatic mapping
in dogs using the patent or isosulfan blue dye. The objectives of this experiment were
to locate the lymph nodes responsible for draining the uterine horns and body of the
bitch and establish relationship between uterus and medial iliac lymph nodes, and
finally, to identify if there are adverse reactions in dogs due to the use of patent blue
V dye employed in the uterine lymphatic mapping procedure. Firstly, five bitches
were used immediately after death and then 10 bitches during the perioperative
period, with infusion of the patent blue dye in the uterine subserosal, 10 minutes
before ovariohysterectomy (OEH), performing photo documentation. Then 7 bitches
subjected to mapping during surgery were compared with 7 bitches submitted just the
OEH, with both groupswere evaluated for systolic blood pressure throughout the
surgical procedure, arterial blood gas pre and immediate post-operative and
biochemical profile preoperatively and 7 days after surgery. It was observed that the
chain of iliac lymph nodes receives a large part of the uterine horns draining and can
be considered in studies for the health of this organ, allowing to infer that changes to
those nodes have a possible correlation with uterine disorders. They were not
observed any signs of adverse reactions associated with the use of the dye in
animals subjected to mapping.

Key words: Anaphylaxis. Canine. Lymph Nodes. Necropsy. Uterus.



LISTA DE ILUSTRACOES

ARTIGO 1 - Lymphatic drainage of the canine uterus demonstrated with patent

blue V dye

Figura 1 — Uterine infusion of blue dye in experiment using canine cadavers ......... 42
Figura 2 — Uterine infusion of the blue dye in experiment during ovariohistectomy in

Figura 3 — Detailed inspection of the bitch cadavers .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiies 44

Figura 4 — Comparison of results obtained from cadavers and animals during surgery

T o 1 X o S 44
Figura 5 — Retroperitoneal region with blue stained lymphatic tissues in two different
0] (o =S 45
Figura 6 — Drainage of uterine body of bitCh............oooviiiii i, 45

Figura 7 — Drainage of cranial and medial area of uterine horns in bitch................. 46



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 2 - Identificacdo de reacéo de hipersensibilidade em cadelas durante o

mapeamento linfatico uterino utilizando o corante azul patente V

Tabela 1 - Média (xDesvio Padrdo) dos parametros bioquimicos séricos
(alaninoamino transferase, fosfatase alcalina, proteina total e albumina) no pré-
operatério e apés 7 dias, de sete cadelas do grupo PBV (submetidas ao
mapeamento linfatico uterino com corante azul patente V e OEH) e sete cadelas do
grupo controle (submetidas a OEH). Londrina, 2013 ..........cooviiiiiieeiiieeeeiieee e 61

Tabela 2 — Média (+Desvio Padrao) dos parametros hemogasomeétricos (presséo
parcial de oxigénio, saturacdo de oxigénio, pressao parcial de gas carbonico e
concentracdo de bicarbonato) no pré e pés-operatorio imediato, de sete cadelas do
grupo PBV (submetidas ao mapeamento linfatico uterino com corante azul patente V

e OEH) e sete cadelas do grupo controle (submetidas a OEH). Londrina, 2013. ....61



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

OHE Ovariohisterectomia

ALT Alanino Aminotransferase

IgE Imunoglobulina E

TVT Tumor Venereo Transmissivel

CAPES Coordenacéo de aperfeicoamente de pessoal de nivel superior
FceRlI Receptor de alta afinidade para IgE

PO, Presséao parcial de oxigénio

PCO, Presséao parcial de dioxido de carbono

SO, Saturacao de oxihemoglobina

HCO3 Bicarbonato

pH Potencial hidrogenidnico



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt nans 14
2 OB IET IV O S .. e 16
A O LN =y 1 |V o N €] =1 =7 N R 16
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS. .. et ee ettt ettt ettt e et eaanaen 16
3 REVISAO DE LITERATURA ..o e ettt 17
3.1 SISTEMA REPRODUTIVO = UTERO ..ottt 17
3.1.1 ANAtOMOFISIOIOTIA ....ceeiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 17
3.1.2 ATECGOES ULEIINAS ...coeiiiiiiiiiiiiieieieee ettt e e eeeees 18
3.2 SISTEMA LINFATICO - LINFONODOS RETROPERITONEAIS ...vueuieie e eeeeeeeeeeeeeeeeaeanens 19
3.3 MAPEAMENTO LINFATICO .. eutetesi ettt ettt ettt et e e e ettt e e e e et e e e e e e e eeeens 21
B T R 0] =1 ] (1 22
3.4 REACOES DE HIPERSENSIBILIDADE .. .cuuittitteitneesteesteeeseesneesnaeeseesneessaessaeesneesnaeesnns 23
3.4.1 Hipersensibilidade TiPO | .....oooeuiiiiiiiii e e e 23
3.4.2 Reacao de Hipersensibilidade aos Corantes AZUIS.........ccceevveeeevveeiiiiiiiineeeeenn, 24
REFERENCIAS ..ottt ettt e et e et e et e et e et e ettt e e e e et eeeeeeaeens 25
5 ARTIGOS PARA PUBLICA(;AO .......................................................................... 32

ARTIGO 1 - Lymphatic drainage of the canine uterus demonstrated with patent

BIUB V AY @ et e 33
AB ST RA CT ittt ettt e e e e e e et e et e e e e e e e e et r e e e e e e e e a b rrrrraaaaeeaaaas 33
INTRODUGCTION ... ..utiiiiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e s e s sb e e e e e aeeesssnssbbrneaeeeaeeeaaans 33
MAT ERIAL AND METHODS ... .ottt e e e e rnneee e 35
RESULTS oottt ettt e e e e e e e ettt et e e e e e e e s et b e e e eaeeee e e e e e nnsraneeeaens 36
DISCUSSION ...ciiiiee ettt e e e e e ettt e e e e e s s et e e e aaaeeesaansasraneeeaeas 37
REFERENGCES. . ...ttt ettt e e e e e s et e e e e e e e e s e s ssbbrneeeeaeas 39

FIGURES ... e 42



ARTIGO 2 - Identificacao de reacéo de hipersensibilidade em cadelas durante

o0 mapeamento linfatico uterino utilizando o corante azul patente V ................. 47
e 1 11V 48
L0 @ ]\ I I8 = G 1 49
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt ee e ee s eaeeeaneaneas 50
1 L 1A 15 2 T 52
DISCUSSAD ...ttt bttt ettt s et s e seees 54
CONCLUSAO ..ottt sttt et s et e s 56
REFERENCIAS ......ooouiiittitieee ettt sttt sttt sttt sae s 57
LI = 1 = PN 61
6 CONCLUSOES GERAIS ....cooviiieiiiit ittt 62
AN X O S o e 63
Anexo A - Comité de ética e experimentacdo animal ...........cccccevvvvvviiiiiieeeneeennnnns 64

Anexo B - Certificado de traduc8o do Artigo 1 ....ccovvvvviiiiiiiiiie e ee e 65



14

1 INTRODUCAO

Em razao das varias habilidades que possui, o0 cédo é cada vez mais
requisitado para exercer atividades de utilidade publica, como guia de deficientes
visuais, farejador de entorpecentes e explosivos, auxiliar na busca de vitimas de
soterramento e no tratamento de pessoas com doencas fisicas e psiquicas. A
criacdo de cdes também é uma atividade econdmica e o melhoramento genético e a
melhoria do manejo de reprodutores representa maior lucro para o setor.
Veterinarios sdo cada vez mais requisitados para resolver problemas de fertilidade
em caes, tanto por motivos sentimentais quanto financeiros. O cao ainda tem a
importante funcdo de servir como modelo experimental para diversas pesquisas,
inclusive em estudos relacionados ao mapeamento linfatico (FAGUNDES; TAHA,
2004; KAHLENBERG et al., 2001; SCHANAIDER et al., 2004; WANG et al., 2001).

O diagnostico precoce de doencas tem sido o alvo de diversas
pesquisas, pois permite menor tempo de tratamento, sendo este mais eficaz e, em
muitos casos, menos radical. O diagnostico precoce também tem influéncia no
prognostico, aumentando a expectativa e melhorando a qualidade de vida.

Devido as func¢bes do sistema linfatico, como transporte de material
de degradacao e filtracdo da linfa, o estudo das alteracdes que podem ocorrer neste
tecido pode proporcionar informacfes importantes para o diagnéstico precoce de
inimeras afeccdes (BUDRAS, 2007; TANIS et al., 2001).

O primeiro linfonodo que recebe a drenagem de uma regido
especifica do corpo é referido como o linfonodo sentinela da regido em questéao
(CABANAS, 1977; WELLS et al., 2006).

Pesquisas foram realizadas para estabelecer o melhor método para
localizar os linfonodos que drenam o utero de mulheres, devido a alta incidéncia de
neoplasias cervicais malignas. Diferentemente dos inUmeros casos de neoplasia
uterina em mulheres, as neoplasias uterinas malignas sao raras na espécie canina,
ocorrendo em animais de meia idade a idosas, sem predisposicdo racial, sendo a
maioria um achado incidental na necropsia. Entretanto, alteracdes inflamatérias e
infecciosas sao frequentes nas cadelas.

O complexo hiperplasia endometrial cistica (HEC) — piometra é uma
das afec¢des mais comuns na rotina clinica de pequenos animais e, embora possa

se manifestar em qualquer idade, 66% tem idade acima de 9 anos (NISKANEM,;
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THRUSFIELD, 1998). A contaminacdo bacteriana no (tero pode resultar em
bacteremia/toxemia potencialmente fatal (FELDMAN; NELSON, 2004a).

A endometrite é descrita como a inflama¢édo da mucosa uterina, sem
associacdo com alteracdes ultrassonograficas. Corresponde a ruptura do epitélio
endometrial, infiltracdo de células inflamatoérias, congestdo vascular e edema
estromal (FONTAINE et al., 2009). Cadelas com endometrite cronica possuem
fertilidade comprometida, podem apresentar ciclos ovarianos normais, ovulam e tem
ovulos fertilizados, porém falham em manter a gestacédo devido ao ambiente uterino
anormal, que impede a implantacdo ou resulta na reabsorcéo fetal. Alguns autores ja
relacionaram a endometrite com a infertilidade em cadelas (FONTAINE et al., 2009;
MIR et al., 2013).

Levando em consideracédo as afec¢cles uterinas mais frequentes em
cadelas pode-se inferir que, a partir da localizacdo dos principais linfonodos que
drenam o Utero dessa espécie, exames auxiliares envolvendo esses linfonodos
poderdo ser realizados, como ultrassonografia, citologia aspirativa e biopsias. As
alteracdoes nas caracteristicas destes linfonodos podem auxiliar no diagndstico e

prognostico de afec¢des uterinas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Demonstrar, por meio da técnica de infusdo de corante azul
patente, quais os linfonodos que envolvidos na drenagem inicial dos cornos e corpo

uterino da cadela.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Localizar anatomo-topograficamente os linfonodos sentinelas
uterinos.

- Estabelecer relacdo entre a técnica de mapeamento utilizando o
corante azul patente em animais vivos e em cadaveres.

- Identificar por meio de avaliacGes cardiovasculares e bioguimicas a

ocorréncia de reagdes adversas ao corante empregado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMA REPRODUTIVO - UTERO

3.1.1 Anatomofisiologia

O utero é formado pela cérvix, pelo corpo e por dois cornos. O
tamanho uterino nas cadelas varia consideravelmente dependendo da raca, idade e
tamanho do animal, nimero de partos e fase do ciclo estral (EVANS; DE LAHUNTA,
2013). O peso uterino maximo ocorre no inicio do diestro e decai quando a cadela
entra no anestro, quando 0s cornos uterinos se apresentam relativamente menores
(JOHNSTON; KUSTRITZ; OLSON, 2001). Em cadelas de médio porte, sexualmente
maduras, ndo prenhas, 0s cornos uterinos apresentam 12 cm de comprimento e o
corpo uterino 2 a 3 cm de comprimento (BUDRAS et al., 2007).

A cérvix € composta pelo canal cervical envolto por musculatura lisa
e possui cerca de 1,5 a 2 cm de comprimento. Pode projetar-se de 0,5 a 1 cm para
dentro da vagina, mas mantém a posi¢cdo abdominal, o0 que permite sua palpacao
por via abdominal durante proestro e estro (JOHNSTON; KUSTRITZ; OLSON,
2001).

O utero é inervado por ramos simpaticos dos plexos uterino e
pélvico. E irrigado pelas artérias ovarianas e uterinas. O ramo uterino da artéria
ovariana se une a artéria uterina, um dos ramos principais da artéria vaginal. A
artéria entra no mesométrio ao nivel do colo do utero. Ao entrar no ligamento largo,
0 artéria se encontra relativamente proximo com o corpo do utero (EVANS; DE
LAHUNTA, 2013).

A parede uterina consiste de trés camadas sobrepostas: endométrio,
miomeétrio e perimétrio (BUDRAS et al., 2007). O endométrio uterino é revestido por
células com tipica funcdo secretéria e glandulas sinuosas e ramificadas (BARAU et
al., 1975). As glandulas endometriais apresentam grande proliferacdo durante o
diestro, com enovelamento e novas bifurcaces em glandulas basais. Ao fim do
diestro e no anestro a espessura do epitélio glandular diminui (BARAU et al., 1975).
As secre¢bes produzidas pelas glandulas endometriais fornecem um ambiente

favoravel para a sobrevivéncia e capacitacdo espermatica, bem como para clivagem
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do blastocisto jovem, antes da implantacdo (DANIEL; KRISHNAN, 1969; ENGLAND
et al., 2013).

3.1.2 Afecgdes Uterinas

O complexo hiperplasia endometrial cistica (HEC) — piometra € uma
das afeccdes mais comuns na rotina clinica de pequenos animais e, embora possa
se manifestar em cadelas de qualquer idade, 66% apresentam idade acima de 9
anos (NISKANEM; THRUSFIELD, 1998).

A piometra é uma das enfermidades mais atendidas no setor de
emergéncia de clinicas e hospitais veterinarios. E uma alteragio hormonalmente
mediada, principalmente pela acdo da progesterona e, portanto, observada no
diestro. A contaminacdo bacteriana no Utero pode resultar em bacteremia/ toxemia
potencialmente fatal (FELDMAN; NELSON, 2004a).

Bigliardi e colaboradores (2004) identificaram uma correlagéo
positiva entre as alteracdes histologicas uterinas detectadas em 45 cadelas
submetidas a castracdo, devido a suspeita clinica de piometra (hipertermia,
polidipsia, vOmito, diarreia, polilria e prostracdo), com as alteracdes
ultrassonograficas no Utero (exsudato e hiperplasia endometrial cistica).

A endometrite é descrita como a inflamac&o da mucosa uterina, sem
associacdo com mudancas ultrassonograficas (FONTAINE et al., 2009). De acordo
com Czernobilsky (1978) a endometrite pode ser classificada em trés categorias:
aguda, crbnica ou fibrotica. A endometrite crénica € a mais observada e tem como
sinal patognomoénico a infiltracdo de plasmdcitos no endométrio, que pode estar
acompanhado de outros elementos da inflamacdo. Como a endometrite é
considerada uma das causas de infertilidade em diversas espécies, como equina,
bovina e humana (CZERNOBILSKY, 1978; GILBERT et. al.,, 2005; HURTGEN,
2006), tem-se inferido que isto também ocorra nas cadelas (FONTAINE et al, 2009;
MIR et al., 2013).

Dois fatores sdo sugeridos para iniciar essa inflamacéo: a presenca
de sémen apds coOpula ou inseminagdo artificial e a contaminagdo bacteriana
proveniente da vagina (FREEMAN et al., 2013; RIBEIRO et. al., 2006; WATSON,
2000).
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Cadelas com endometrite crbnica provavelmente sao inférteis,
embora apresentem ciclos ovarianos, ovulagcéo e fertilizacdo normais, falham em
manter a gestacado devido ao ambiente uterino anormal, impedindo a implantagéo ou
resultando na morte embrionaria precoce (FELDMAN; NELSON, 2004b; MIR et al.,
2013).

Fontaine e colaboradores (2009) realizaram lavado uterino de 26
cadelas em diferentes fases do ciclo estral com histérico de infertilidade. Apos a
cultura bacteriana e exame citolégico diagnosticaram endometrite em 38% das
fémeas, de acordo com os parametros de contagem leucocitéria e cultura bacteriana
(MARSELOQOQO et. al., 2004; WATTS; WRIGHT,; LEE, 1998).

Neoplasias uterinas malignas epiteliais séo raras na espécie canina,
ocorrendo em animais de meia idade a idosas, sem predisposicao racial, sendo a
maioria um achado incidental na necropsia (KLEIN, 2007).

Alguns artigos relatam a ocorréncia de hemangiossarcomas,
adenocarcinomas e leiomiossarcoma (BALKA; SZABO; JAKAB, 2011; JOEHI et. al.,
1967; TSIOLI et. al., 2011; WENZLOW et. al., 2009).

O progndstico para os leiomiossarcomas e outros tumores malignos
€ sempre reservado até que haja o resultado do exame histopatologico e o
estadiamento da neoplasia. Em casos de metastases ou tumores que possuem
aderéncias a outros 6rgaos, impossibilitando a retirada, o prognostico é péssimo
(KLEIN, 2007).

O tratamento consiste da excisdo do tumor, juntamente com o 0rgao
pela ovariohisterectomia (OEH). Entretanto, ndo sdo relatados estudos que visem a
pesquisa de metastases para os linfonodos responsaveis pela drenagem linfatica

uterina.

3.2 SISTEMA LINFATICO - LINFONODOS RETROPERITONEAIS

O sistema linfatico € uma via acessoéria da circulacdo sanguinea,
permitindo que os liquidos dos espacos intersticiais possam fluir para o sangue sob
a forma de linfa. Os vasos linfaticos podem transportar proteinas e mesmo particulas
grandes que nao poderiam ser removidas dos espacos teciduais pelos capilares
sanguineos (RODRIGUES, 2003).
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Chretien e colaboradores, em 1967, realizaram estudo com infusao
intravenosa de corante pontamine blue, com o intuito de estudar posteriormente o
efeito da linfadenectomia nos cdes. O corante permitiu a localizacdo mais rapida e
facil do tecido linfatico.

Os linfonodos séao recobertos por uma camada de tecido conjuntivo
qgue envia trabéculas ao corpo do linfonodo. A linfa flui no linfonodo pelos vasos
aferentes que a despejam abaixo da cépsula, deixando os linfonodos pelos vasos
eferentes, que saem na area do hilo (COLVILLE e BASSERT, 2010).

O ovario, a tuba uterina e o terco cranial dos cornos uterinos sao
drenados para os linfonodos adrticos lombares. O terco médio e caudal dos cornos,
0 corpo, a cérvix e a vagina drenam para os iliacos mediais e sacrais. Quanto a
localizacdo anatomica, os linfonodos adrticos lombares se apresentam em uma
distribuicdo irregular ao longo da artéria aorta abdominal e recebem uma pequena
parte da drenagem dos linfonodos iliacos mediais, enquanto que 0S seus vasos
eferentes se abrem dentro da cisterna do quilo (BUDRAS et al., 2007).

O linfonodo iliaco medial esta localizado adjacente a aorta, proximo
a origem da artéria iliaca circunflexa profunda, os vasos linfaticos aferentes deste
provem do linfonodo inguinal superficial e recebem a drenagem proveniente da
parede pélvica e abdominal, do reto, da bexiga e dos membros pélvicos. A maior
parte dos vasos eferentes drena para o tronco lombar e para a cisterna do quilo
(BEZUIDENHOUT, 1993; BUDRAS et al., 2007).

O linfonodo sacral esta localizado no angulo de origem entre as
artérias iliacas internas. Drena porcdes do reto e 6rgaos genitais que estdo proximas
e também a regido das vértebras sacrococcigeas, assim como as areas mais
profundas dos membros pélvicos. Os vasos eferentes drenam para os linfonodos
iliacos mediais (BUDRAS et al., 2007).

Uma das principais funcées do sistema linfoide € o reconhecimento
de antigenos e a producéo de anticorpos, e essa interacao antigeno-célula linfoide
gera diferentes respostas no linfonodo, que podem colaborar para o diagnostico da
linfoadenopatia (MURAMOTO et al.,, 2011). A linfoadenomegalia € uma das
alteracbes mais comuns quando ha estimulo antigénico e pode ser devido a varios
fatores, como maior demanda linfocitaria, por infiltracdo de células inflamatdrias,
proliferacdo in situ de linfécitos malignos e macrofagos e por infiltragdo metastatica
(CHAMMAS; SAITO; CERRI, 2004).
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3.3 MAPEAMENTO LINFATICO

A primeira citacdo sobre mapeamento linfatico foi realizada com
injecdo de corante indigo carmim no nivel da valvula ileocecal, descrita por
Braithwaite em 1923 (FREITAS, 2007). Cabanas (1977) realizou um estudo em
pacientes portadores de céancer peniano, utilizando linfangiogramas, disseccoes
anatébmicas e avaliagdes microscopicas. Os linfangiogramas foram realizados nos
vasos linfaticos dorsais ao pénis e demonstraram a existéncia de um linfonodo
central especifico, chamado linfonodo sentinela, que pareceu ser o primeiro local de
metastase proveniente do carcinoma peniano.

Os métodos propostos para tentar estabelecer a ordenacédo da
drenagem linfatica fisiologica séo: localizagdo anatdmica, corante vital, substancia
radioativa e linfocintilografia e método combinado (AQUINO et al., 2012; BAUM,
1918 apud CHRETIEN et al, 1967; CABANAS, 1977; WELLS et al., 2006).

Wong, Cagle e Morton (1991) redefiniram o conceito de linfonodo-
sentinela, levando em conta a ordem de progressao das células tumorais na cadeia
linfatica. Eles desenvolveram modelo experimental injetando o corante azul isosulfan
em pata de felinos para a pesquisa do linfonodo sentinela na drenagem linfatica da
pele destes animais, com o0 objetivo de provar a viabilidade de realizar a
linfadenectomia seletiva.

Kahlenberg e colaboradores (2001) utilizaram o isosulfan para a
determinacdo da drenagem linfatica na regido da veia porta em caes, com um foco
no prognoéstico de cancer de colo retal, demonstraram as alteracdes fisiologicas
sofridas pelo animal, no momento em que o corante foi injetado, no trans-operatorio
e apos sete dias.

A drenagem linfatica do uUtero é complexa e multiplos nddulos
linfaticos estdo envolvidos. Eles estdo localizados proximos aos vasos obturador,
iliacos, cava e aorta e também no tecido parametrial e no espaco pré-sacral. O
propdsito do mapeamento linfatico é entdo identificar os nodulos sentinelas que
podem ser representativos em relacdo ao resto dos linfonodos que drenam a regiao
ou o tumor (KHOURY-COLLADO; ABU-RUSTUM, 2008).

Alguns estudos foram realizados para estabelecer o melhor método
para localizar os linfonodos que drenam o Utero de mulheres. Burke e colaboradores

(1996) e Echt e colaboradores (1999) injetaram o corante isosulfan no miométrio
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uterino. Outros colaboradores utilizaram, além do isosulfan, o radiocoloide filtrado
tenécio-99 (BATS et al., 2007; BATS et al, 2011; HAUSPY et al.,, 2007;
LEVENBACK et al., 2002). O azul de metileno foi usado em estudo feito por Bin Li e
colaboradores (2007).

As técnicas usadas para identificar os linfonodos sentinelas se
resumem, em relacdo ao local da injegcédo, a trés categorias principais: subserosal
uterina, cervical e endometrial via histeroscopia (KHOURY-COLLADO; ABU-
RUSTUM, 2008).

Em um estudo com cadaveres humanos, utlizando infusdo de
polimero com corante na subserosa de corpo uterino e cérvix, foram localizados

satisfatoriamente tanto vasos linfaticos quanto linfonodos (LECURU et al., 1996).

3.3.1 Corantes Utilizados

Os corantes que apresentam maior numero de estudos relacionados
ao mapeamento linfatico em humanos e animais sédo os corantes azuis (AQUINO et
al., 2012; CHINTAMANI et al., 2011; ENWILLER et al., 2003; HIRSCH et al., 1982;
KAHLENBERG et al.,, 2001; SKELLEY et al.,, 1964; WONG et al., 1991). Dentre
esses, 0 azul de isosulfan e o azul patente V sdo os mais utilizados atualmente na
pratica clinica (BATS et al., 2011; VIEHL et al., 2013).

O azul de isosulfan um sal monossédico de um corante de
trifenilmetano 2,5 dissulfonado que pode se ligar fracamente a albumina e € captado
seletivamente pelos vasos linfaticos, sendo estes destacados em uma cor azul
brilhante, tornando-se discerniveis do tecido adjacente. E o Gnico corante que tem a
aprovacdo de uso em humanos pela entidade Food and Drugs Administration
(HIRSCH et al., 1982).

De acordo com informagdes que constam na bula do produto o Bleu
Patente V® (Delpharm Tours, Chambray Les Tours, France) € uma solugdo aquosa
de azul patente V, estéril e tamponada a concentracdo de 2,5%, através de fosfato
monossodico. Essa solucdo é tornada isotbnica pela adicdo de cloreto de sédio. O
azul patente V é um corante da familia do trifeniimetano e quimicamente
corresponde ao sal sdédico do bis (dietilamino-4-fenil) (hidroxi-5-dissulfo-2,4-fenil)

metanol anidrido.
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O azul patente V e seu isdmero, o isosulfan, pertencem a familia de
corantes trifenilmetano, que é amplamente utilizada para colorir tecidos, tintas,
cosmeéticos, alimentos (E131) e medicamentos, como laxantes (MONTGOMERY et
al., 2002).

Apesar da extensa utilizacdo dos corantes azuis, existem alguns
estudos utilizando outros pigmentos, como a hemosiderina (PINHEIRO et al., 2009),
fluoresceina (WELLS et al., 2006), clorofilina (WANG et al., 2001) e carvao ativado
(YOKOTA et al., 2000).

3.4 REACOES DE HIPERSENSIBILIDADE

Hiperse nsibilidade se refere as reacdes excessivas produzidas pelo
sistema imune. Reacdes de hipersensibilidade podem ser divididas em quatro tipos:
tipo 1, tipo I, tipo Ill e tipo 1V, baseada nos mecanismos envolvidos e tempo em que
ocorre a reacdo. Frequentemente, uma condicéo clinica em particular pode envolver
mais de um tipo de reacdo (ENSINA et al., 2009).

3.4.1 Hipersensibilidade Tipo |

Reacdes do tipo | resultam da sintese de IgE especifica, contra um
determinado antigeno. A interacdo deste antigeno com a IgE especifica ligada aos
mastocitos ou baséfilos via receptor de alta afinidade para IgE (FceRIl) leva a
liberacdo de mediadores pré-formados (histamina, triptase, etc) e neo-formados
(prostaglandinas, leucotrienos, PAF, etc) (HUNTER et al.,, 2008). Estas reacdes,
geralmente, ocorrem dentro de 20 a 30 minutos apos a administracdo do farmaco e
podem manifestar-se por urticaria, edema laringeo, broncoespasmo, hipotensao e
colapso cardiovascular (ENSINA et al., 2009).

Embora a prevaléncia da anafilaxia em pequenos animais seja
desconhecida, reacdes anafilaticas tém sido observadas com maior frequéncia,
provavelmente devido ao crescente nimero de substancias antigénicas aos quais 0s
pacientes sdo expostos, tanto como ferramentas diagnosticas como modalidades
terapéuticas (SHMUEL; CORTES, 2013).

Caes, usualmente, exibem sinais relacionados ao sistema

circulatério. A hipotenséo e colapso cardiovascular sdo observados frequentemente,
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assim como sinais de altera¢cdes hepaticas, enquanto sinais de comprometimento
respiratério sdo menos comuns (DOWLING, 2009; QUANTZ et al., 2009).

O tratamento sintomatico € realizado com anti-histaminicos que
blogueiam receptores de histamina. O inicio tardio de sinais de alergia,
particularmente, bronco constricdo que € mediada por leucotrienos, sdo tratados
com bloqueadores de receptores de leucotrieno ou inibidores de cicloxigenase
(ENSINA et al., 2009).

3.4.2 Reacéo de Hipersensibilidade aos Corantes Azuis

O uso extensivo dos corantes azul patente V e azul de isosulfan para
fins de mapeamento linfatico tem sido acompanhado por diversos relatos de
intensas reacdes adversas, embora comumente associado com mecanismos
mediados por IgE, os mecanismos subjacentes a estas reac¢des ainda nao foram
esclarecidos (HUNTING et al., 2010). Na literatura internacional diversos relatos de
reacao anafilatica foram descritos em humanos (BRICOU et al., 2009; HOU-CHUAN
LAl et al., 2011; HUNTING et al., 2010; JEUDY et al., 2008; LUCAS et al., 2010).

De acordo com estudo realizado em humanos por Hirsch e
colaboradores (1982) apesar de ocorrerem casos de reacOes alérgicas
correlacionados com a aplicacdo de corantes azuis misturados a anestésicos locais,
essas reacbes também ocorrem quando somente o corante é utlizado, o que
demonstra que o corante em si € um alergeno em potencial.

Nado foram encontrados relatos de reacfes adversas em cées
utilizando o corante azul patente. No Brasil foram descritos em humanos alguns
relatos de reacfes adversas devido a utilizacdo do corante azul patente. Todos
relataram reacfes de hipersensibilidade, sendo descrito eritema cutaneo,
hipotensdo, taquicardia e declinio da saturacdo de oxigénio. Como medida
terapéutica nos trés casos, foi instituida a administracéo de efedrina e/ou adrenalina,
hidrocortisona e difenidramina (DEL MASSA; GRION; GHANAME, 2005;
RODRIGUES et al., 2010; SHINZATO et al., 2006).
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Lymphatic drainage of the canine uterus demonstrated with patent
blue V dye

ABSTRACT

Different methods for lymphatic mapping in dogs, such as infusing tissues with
vital dyes, have been studied, with the aim at the early detection of lymph node
metastasis. The objectives of this experiment were to locate the lymph nodes
responsible for draining the uterine body and horns and to try to establish the
relationship between the uterus and the medial iliac lymph nodes to contribute to the
early diagnosis and prognosis of uterine disorders. We studied 15 bitches divided
into two groups (5 immediately after dead and 10 during surgery). The dye used was
patent blue V (Patente Bleu V ®). The results obtained from the examining the
animals during surgery were consistent with those obtained from the cadavers. It was
observed that the iliac lymph node chain receives the most part of the uterine (horns)
drainage. The uterine body also appeared to drain into the internal iliac and sacral
lymph nodes, due to the path of the dye in the lymphatic vessels. The cranial region
of the uterine horns also displayed a different pattern of drainage, probably to the
aortic lymph nodes. This information suggests that evaluating these lymph nodes will

allow correlating changes in their physiological status with uterine pathologies.

Key-words: sacral lymph, aortic lymph, vital dye, bitches, cadavers

INTRODUCTION

Studies involving lymphatic drainage were initially undertaken by dissection
(Baum 1918), which served as a base for anatomy books (Budras et al. 2007,
Bezuidenhout 2013). Later, radiographic contrast studies using radiopaque
substances, such as ethiodol, were performed, with the same aim (Fischer &
Zimmerman 1959, Skelley et al. 1964). Moreover, many investigations have been
conducted to establish techniques for locating the sentinel nodes (Gould et al. 1960,
Wong et al. 1991).
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The blue dye infusing into tissue has been used since the first decades of the
last century and allows visualization of the lymphatic vessels and lymph nodes
(Sanders & Florey 1940). This process is due to two basic principles of lymphatic
physiology, the existence of an orderly and predictable pattern of drainage to a
regional lymph node and the characteristic filtering function of the first lymph node
(Tanis et al. 2001). Cabanas (1977) was one of the first to use the term sentinel
node, demonstrating the existence of a specific central node, which proved to be the
first site of metastasis from penile carcinoma.

Due to the high incidence of uterine cancer in humans, several studies were
conducted to acquire more accurate knowledge about the lymphatic drainage of this
organ (Burke et al. 1996, Echt et al. 1999, Levenback et al. 2002, Altgassen et al.
2007, Bin Li et al. 2007). Uterine malignant epithelial neoplasms are rare in dogs,
most of which are discovered as incidental findings at autopsy (Klein 2007). Some
papers have reported the occurrence of hemangiosarcomas, adenocarcinoma and
leiomyosarcoma (Cave et al. 2002, Wenzlow et al. 2009, Tsioli et al. 2011).

In contrast, cases of canine uterus infection and inflammation are very
common (Watts et al. 1998, Pretzer 2008, Fontaine et al. 2009), due the physiology
of the reproductive cycle, in which this organ is exposed to progesterone for a
particularly long period (Johnston et al. 2001). Although the etiology of endometritis is
not entirely clear, it was associated with infertility in the bitch (Fontaine et al. 2009).
Studies have intensified to establish reliable prognostic factors that might also be
used to reach an early diagnosis of uterine diseases (Weiss et al. 2004, Sant'Anna
2012, Mir et al. 2013).

It is known that lymph nodes receives drainage from specific regions of the
body and responds in a particular manner to each type of disease. Reactive or
hyperplastic lymph nodes receive this classification due to the historic increase of the
same and lymphoid proliferation in response to antigenic stimulation (Cowell et al.
2003).

Assessment of sentinel lymph nodes by observing changes in their
characteristics in cases of uterine disorders in dogs could facilitate early diagnosis
and establish patterns for utilization in non-invasive auxiliary exams. Therefore, the
objectives of this experiment were to locate the nodes responsible for draining the
uterine body and horns of the bitches and try to establish a relationship between the

uterus and the medial iliac lymph nodes.
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MATERIALS AND METHODS

The study was approved by the Institutional animal ethics (n°183/12). All
procedures were authorized by owners.

Animals and dye

We used 15 mongrel healthy bitches, 1 to 15 years old (4.1 +3.45), weighing
between 6 and 15 kg (8.3 £3.19), belonging to clients. These animals were divided
into two distinct experimental groups. The first group was formed by five bitches from
the emergency care sector, recently euthanized due to irreversible complications in
systems other than the reproductive. The second one consisted of 10 bitches
designed to ovariohysterectomy (OEH) elective, requested by owner.

The dye used was the patent blue V (Bleu Patente V®, Delpharm Tours,
Chambray Les Tours, France). According to the patient information leaflet, Patent
Bleu V ® (Delpharm Tours, Chambray Les Tours, France) is a sterile agueous
solution of patent blue V at a concentration of 2.5% in buffered monosodium

phosphate and isotonic by the addition of sodium chloride.

Experiment with cadavers

Immediately after euthanasia, abdominal cavity was accessed, the uterus was
located and isolated. An aliquot of 0.2 mL of patent blue was injected into subserosal
layer of each horn medial third and uterine body, totaling 0.6 mL (Fig. 1). After 10
minutes, the dyed structures were dissected for photo documentation and
identification (adapted technique Lécuru et al. 1997). The lymph nodes were
processed for histology. Formalin fixed tissues were prepared following standard
histological techniques and embedded in paraffin. Tissue sections of 5-um thick were
stained using Harris hematoxylin and eosin (HE). The histological sections were

examined by light microscopy

Experiment with alive bitches

All bitches underwent preoperative tests (complete blood cell count and

biochemical profile). Sedation was achieved using acepromazine (0.03 mg/kg) and
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morphine (0.5 mg/kg), both administered intramuscularly 30 minutes before the
procedure. Anesthetic induction was accomplished with propofol (5 mg/kg 1V)
intravenously and maintained with isoflurane inhalation. The perioperative analgesia
was provided by ketoprofen (1 mg/kg) subcutaneous injection. A celiotomy was
performed and the uterus was located and isolated. Using a 1ml syringe and a 26G
needle, 0.4 mL of patent blue was injected into the subserosal layer of each uterine
horn (middle third) and in uterine body, both inventral surface (Fig. 2). After
injections, the site was massaged, and 5 minutes afterward, the cavity was inspected
to locate the nodes responsible for uterine drainage (surgical technique adapted from
Altgassen et al. 2007). After the inspection and photo documentation, we applied the
standard technique of ovariohysterectomy.

Data analysis
Due to the descriptive focus of this study, no statistical tests were performed.
Instead, detailed description of the employed techniques and photo documentation of

the results were realized.

RESULTS

Study on cadavers allowed to observe the lymphatic vessels and lymph nodes
after 10 minutes of dye application. The abdominal cavity was inspected with
emphasis on the retroperitoneal region and it was found that mainly part of uterine
horns lymphatic drainage was received by medial iliac lymph nodes. It was possible
to perform a more detailed inspection in the cadavers, including dissecting and
removing the dyed structures for histological confirmation that they were lymphatic
tissues (Fig. 3).

The results obtained from examining the animals during surgery were
consistent with those obtained from the cadavers. The blue dye filled the lymphatic
vessels along the uterine broad ligament (Fig. 4).

In the experimental group using live dogs there were not intraoperative
complications. During surgery, the turquoise color was observed below the
peritoneum and within adipose tissue, five minutes after dye application, mostly

derived from the uterine horns, due to the observation of the dye within the lymphatic
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vessels. The stained region was compatible with the anatomical region where medial
iliac lymph nodes are located (Fig. 5).

The medial iliac lymph nodes were not the unique lymph nodes that became
stained. The uterine body also appeared to drain into the internal iliac and sacral
lymph nodes, due to the path of the dye in the lymphatic vessels (Fig. 6). The cranial
region of the uterine horns also displayed a different pattern of drainage, probably to
the aortic lymph nodes (Fig. 7).

All of the bitches used in the intraoperative experiment had bluish urine within
three days following procedure. In some bitches, the blue urine was noticed in the

immediate postoperative period.

DISCUSSION

The lymphatic drainage of the canine uterus is described in anatomy books,
based on dissection, and superficially in article which focuses on human lymphatic
mapping and uses the dog as an experimental model (Baum 1918, Wang et al. 2001,
Budras et al. 2007, Bezuidenhout 2013). In humans the uterine lymphatic mapping is
describe as being directed to the pelvic lymph nodes denominated paraaortics (Burke
et al. 1996, Wang et al., 2001). However, according Bezuidenhout (2013), the
drainage in the bitch is made by the lumbar lymph center and the iliosacral lymph
center. The only study found that cited lymphatic mapping of the canine uterus by
dye was performed using a different infusion technique and pigment (Wang et al.,
2001). Their intent was to study the behavior of the chlorophyllin, its
pharmacokinetics and effect on human physiology. There is no reference to medial
iliac lymph nodes. The results obtained from cadavers were satisfactory and
corroborated the hypothesis that the effect obtained in humans could be reproduced
in dogs (Lécuru et al., 1997, Ercoli et al., 2010). Lécuru and colleagues (1997)
observed a propagation time of the dye into lymphatic vessels and lymph nodes
approximately half an hour, while in this experiment the time was only 10 minutes.
This may be explained, partly, by specimens body temperature and time postmortem,
since this study used animals immediately after death and the French group used

thawed cadavers.
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The evidence that the pattern of dye diffusion, which we observed in live
animals, was repeated in cadavers allowed the use of this technique in studies that
involve inspection and manipulation of the lymphatic tissue in the abdominal cavity.
Also permits anatomical familiarization and training of diagnostic and therapeutic
techniques that approach the medial iliac lymph node (Ercoli et al. 2010). The
technical improvement increases the safety of anatomical-topographical location of
the medial iliac lymph nodes and their handling, because the region in question is
closely linked to the great vessels (aorta and vena cava) and the risk of bleeding is
high.

In the experimental group with live bitches the exact anatomical location of
lymph nodes that drain the uterus was made difficult by the intense concentration of
adipose tissue in the retroperitoneal region. In studies performed in humans, for
better observation of these lymph nodes, opening the retroperitoneum was
performed (Levenback et al. 2002, Altgassen et al. 2007). As this experiment would
not perform any procedure involving the lymph nodes and because the importance of
adjacent structures, it was decided not to perform this access.

Another difficulty found in the experiment with live bitches was the direct
observation of the sacral lymph nodes. An osteotomy of the pelvis was not performed
for better inspection of the pelvic region because the aim of the study, which was to
identify lymph nodes that could subsequently be examined using non-invasive
methods, such as ultrasonography.

The results showed that the patent blue V dye effectively demonstrating that

the medial iliac lymph node chain is the sentinel chain of the uterine horns of bitches.

Acknowledgments

The authors express their gratitude to the Laboratory of Animal Pathology, in the
name of Prof. Ana Paula F. R. L. Bracarense, for providing the facilities to carry out
the experiment with cadavers. To the Post Graduate Program in Animal Science -
UEL, for the financial support. To Coordination of Higher Education Personnel

Improvement (CAPES) for granting the master scholarship.



39

REFERENCES

Altgassen C, Pagenstecher J, Homung D, Hornemann A (2007) A new approach to
label sentinel nodes in endometrial cancer. Gynecologic oncology 105, 457-
461.

Baum H (1918) Das lymphgefassystem des hundes. Archiv fur wissenschaftliche und
praktische Tierheilkunde 44, 521-650.

Bezuidenhout AJ (2013) The lymphatic system. In: Evans HE. Miller's Anatomy of
the Dog, 4rd ed. Philadelphia: WB Saunders, 535-560.

Bin Li, Xiao-Guang Li, Ling-Ying Wu, Wen-Hua Zhang, Shu-Min Li, Cheng Min, et al.
(2007) A pilot study of sentinel lymph nodes identification in patients with
endometrial cancer. Bull cancer 94, 1-4.

Budras KD, MCcarthy PH, Horowitz A, Berg R, Fricke W, Richter R. (2007) Urinary
and Genital Organs, Pelvis. In: Anatomy of the dog, 5" ed. Hannover:
Schlutersche Verlagsgesellschaft mbH & Co.

Burke TW, Levenback C, Tornos C, Morris M, Wharton JT, Gershenson DM (1996)
Intraabdominal lymphatic mapping to direct selective pelvic and paraaortic
lymphadenectomy in women with high-risk endometrial cancer: results of a
pilot study. Gynecologic oncology 62, 169-173.

Cabanas RM (1977) An approach for the treatment of penile carcinoma. Cancer 39,
456-466.

Cave TA, Hine R, Howie F, Thompson H, Argyle DJ (2002) Uterine carcinoma in a
10-month-old golden retriever. J small anim pract 43,133-135.

Chretien PB, Behar RJ, Kohn Z, Moldovanu G, Miller DG, Lawrence W (1967) The
canine lymphoid system: a study of the effect of surgical excision. The
Anatomical Record United States 159, 5-15.

Cowell RL, Dorsey KE, Meinkoth JH (2003) Lymph node cytology. Vet clin north am
small anim pract. 33, 47-67.

Echt ML, Finan MA, Hoffman MS, Kline RC, Roberts WS, Fiorica JV (1999) Detection
of sentinel lymph nodes with lymphazurin in cervical, uterine and vulvar
malignancies. South Med J. 92, 204-208.

Ercoli A, Delmas V, lannone V, Fagotti A, Fanfani F, Corrado G, et al. (2010) The
lymphatic drainage of the uterine cervix in adult fresh cadavers: anatomy and

surgical implications. European Journal of Surgical Oncology 36, 298-303.



40

Fischer HW, Zimmerman GR (1959) Roentgenographic visualization of lymphnodes
and lymphatic channels. American journal of roentgenology radium therapy
and nuclear medicine 81, 517-534.

Fontaine E, Levy X, Grellet A, Luc A, Bernex F, Boulouis HJ, et al. (2009) Diagnosis
of endometritis in the bitch: a new approach. Reprod Domest Anim. 44, 196-
199.

Gould EA, Winship T, Philbin PH, Kerr HH (1960) Observations on a "sentinel node"
in cancer of the parotid. Cancer 13, 77-78.

Johnston SD, Kustritz MVR, Olson PNS (2001) Disorders of the canine uterus and
uterine tubes (oviducts). In Canine and Feline Theriogenology. Saunders,
Philadelphia.

Klein MK (2007) Tumors of the female reproductive system. In Withrow SJ, Vail DM
(eds), Small animal clinical oncology. Elsevier Saunders, Philadelphia.

Lécuru F, Neji K, Robin F, Darles C, De Bievre P, Taurelle RJ (1997) Lymphatic
drainage of the uterus. Preliminary results of an experimental study. Gynecol
obstet biol reprod. 26, 418-423.

Levenback C, Coleman RL, Burke TW, Lin WM, Erdman W, Deavers M, et al. (2002)
Lymphatic mapping and sentinel node identification in patients with cervix
cancer undergoing radical hysterectomy and pelvic lymphadenectomy. J Clin
Oncol. 20, 688-693.

Mir F, Fontaine E, Albaric O, Greer M, Vannier F, Schlafer DH, et al. (2013) Findings
in uterine biopsies obtained by laparotomy from bitches with unexplained
infertility or pregnancy loss: An observational study. Theriogenology 79, 312—
322.

Pretzer SD (2008) Clinical presentation of canine pyometra and mucometra: a
review. Theriogenology 70, 359-363.

Sanders AG, Florey HW (1940) The Effects of the Removal of Lymphoid Tissue.
British Journal of Experimental Pathology 21, 275-287.

Sant’/Anna MC (2012) Avaliagado prognéstica da piometra canina. Dissertacdo de
Mestrado. Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

Skelley JF, Price JE, Koehler R (1964) Applications of direct lymphangiography in the
dog. Am J Vet Res 25, 747-55.

Tanis PJ, Nieweg OE, Valdés Olmos RA, Rutgers EJTh, Kroon BB (2001) History of

sentinel node and validation of the technique. Breast Cancer Res 3, 109-112.



41

Tsioli VG, Gouletsou PG, Loukopoulos P, Zavlaris M, Galatos AD (2011) Uterine
leiomyosarcoma and pyometra in a dog. J small anim pract. 52, 121-124.

Watts J, Wright P, Lee C (1998) Endometrial cytology of the normal bitch throughout
the reproductive cycle. J Small Anim Pract. 39, 2-9.

Weiss RR, Calomeno MA, Sousa RS, Briersdorf SM, Calomeno RA, Muradas P
(2004) Avaliacdo histolégica, hormonal e bacteriolégica da piometra na
cadela. Archives of veterinary science 9, 81-87.

Wenzlow N, Tivers MS, Selmic LE, Scurrell EJ, Baines SJ, Smith KC (2009)
Haemangiosarcoma in the uterine remnant of a spayed female dog. Small
anim pract. 50, 488-491.

Wong JH, Cagle LA, Morton DL (1991) Lymphatic drainage of skin to a sentinel
lymph node in a feline model. Ann. Surgery 214, 637-641.



42

FIGURES

Fig.1. Uterine infusion of blue dye in experiment using canine cadavers. A. Dashed arrows indicate
applications sites of patent blue in the uterus body and medial third of the horns. Is possible to

observe also the left ovary (*) B. Patent blue V was injected into the subserosal layer of the

uterine body (Arrow).
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Fig.2. Uterine infusion of the blue dye in experiment during ovariohysterectomy. A. Isolation of uterus.

B. Patent blue V infusion into the subserosal layer of the uterine body. C. Dye diffusion
through the tissue after application. D. Immediately after application it is possible to observe
lymphatic channels (Arrow).
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Fig.3. Detailed inspection of the canine cadavers. A. Dissection of stained structures (arrows) adjacent
to the bifurcation which originates iliac arteries (*). B. Removal of the dyed structures. C and
D. Histological confirmation that were lymphatic tissues (observed in 10x). HE.

Fig.4. Comparison of results obtained from cadavers (A) and bitches during surgery (B). Arrows
indicate lymphatic channels observed. Both stained with patent blue V.
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Fig.5. Retroperitoneal region with blue stained lymphatic tissues in two different bitches (A and B). The
arrows indicate the region where the medial iliac lymph nodes are probably located. Is

possible to observe the ureter (*).

Fig.6. Drainage of canine uterine body. A. and B. Turquoise staining in lymphatic channels that drain
into lymph intrapelvic (arrows) observed adjacent to the bladder (*) and cervix (spheres).
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Fig.7. Drainage of cranial and medial area of canine uterine horns. It is possible to observe the uterine
horn (spheres), stained lymphatic channels that drain into the renal and aortic lymph nodes

(arrows), the medial iliac lymph nodes (A.*) and both kidneys (B.*).
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Identificacdo de reacao de hipersensibilidade em cadelas
durante o mapeamento linfatico uterino utilizando o
corante azul patente V

Resumo

Contexto
O mapeamento linfatico tem sido amplamente realizado em humanos, sendo que diversos

casos de reacOes de hipersensibilidade aos corantes utilizados foram descritos. Na espécie
canina embora tenha alguns estudos semelhantes, ndo foram encontrados, na literatura,
estudos avaliando as reacOes adversas durante o procedimento. O objetivo deste estudo foi
identificar a ocorréncia de reacOes adversas, baseado em parametros cardiovasculares e
hematoldgicos, em cadelas submetidas ao mapeamento linfatico uterino utilizando-se o
corante azul patente v.

Resultados

Os procedimentos foram realizados em 14 cadelas, divididas aleatoriamente em dois grupos
homogéneos (G-PBV - mapeamento linfatico e OEH; G-Controle - OEH). A média de
duracéo dos procedimentos para 0 G-PBV foi de 54,3 minutos e para o G-Controle 42,9
minutos.Dos parametros bioquimicos, as variaveis proteinas totais e albumina apresentaram
diferencas (p<0,05) entre a avaliacdo no pré-operatdrio e sete dias de pds-operatério. Foram
observadas diferencas (p<0.05) nos valores da pressao parcial de oxigénio (PO,) em ambos 0s
grupos, entre as avaliacdes realizadas no pré e pos-operatorio imediato. Enquanto que
somente no G-Controle a saturacao de oxigénio (SO,) foi diferente (p<0.05) nos periodos
avaliados.

Conclusbes

N&o foram observadas reagOes adversas relacionadas a utilizacdo do corante azul patente V

em cadelas submetidas ao mapeamento linfatico uterino.
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Contexto
Embora a prevaléncia da anafilaxia seja desconhecida em pequenos animais, essas reacoes

tém sido cada vez mais observadas, provavelmente devido ao aumento da exposi¢éo dos
pacientes a antigenos [1].

Hipotensao e colapso cardiovascular podem ser observados, assim como sinais de alteragdes
hepaticas [2, 3, 4]. As alteragdes clinicas causadas na reacdo anafilatica séo espécies
dependentes e associadas as regides do organismo onde ha maior concentra¢do de mastocitos
[5, 6]. O trato gastrointestinal e o sistema venoso do figado sdo considerados os locais
primarios do choque, pois na anafilaxia, a histamina liberada do trato gastrintestinal é levada
para veia porta, resultando em congestéo hepatica e hipertensdo portal [2, 4].

O azul patente V pertence a familia de corantes trifenilmetano, que é utilizada para colorir
tecidos, tintas, cosméticos, alimentos (E131) e medicamentos, como laxantes [7, 8]. Este
corante também & amplamente utilizado para 0 mapeamento linfatico, tanto para fins clinicos
como de pesquisa [9, 10]. O uso do corante azul patente V tem sido acompanhado por
diversos relatos de intensas reacdes adversas [11-15]. Apesar das reacdes adversas
relacionadas ao uso do corante a ser comumente associada a mecanismos mediados por
imunoglobulina E (Ig-E), ainda ndo foram completamente esclarecidos [13].

Todos os individuos submetidos ao mapeamento linfatico sdo submetidos a procedimentos
anestésicos. Sabe-se que farmacos administrados para fins de anestesia podem interferir nos
parametros fisiologicos dos animais. O isofluorano é um agente anestésico halogenado
inalatério e exerce minima influéncia sobre o sistema cardiorespiratério [16]. Este farmaco
ndo sensibiliza o miocardio a acdo das catecolaminas e, por apresentar pouco efeito
estimulante B-adrenérgico, diminui a resisténcia vascular periférica e a pressao arterial [17].
Em relacdo aos anestésicos locais, apesar de ocorrerem reacdes de hipersensibilidade em
humanos, quando aplicados juntamente com o0s corantes azuis, essas rea¢es também ocorrem

em pacientes submetidos a0 mapeamento utilizando-se somente o corante. Os sintomas



50
comumentes descritos sdo eritema, hipotenséo, taquicardia e declinio na saturacdo de oxigénio
[11-15, 18-21]. N&o ha relatos de reacGes adversas associadas ao uso dos corantes azul
patente V e isosulfan em caes.

O objetivo deste estudo foi identificar a ocorréncia de reacdes adversas devido a utilizacdo do
corante azul patente V em cadelas submetidas ao mapeamento linfatico uterino, considerando

as avaliacGes de parametros cardiovasculares e hematolégicos.

Material e Métodos
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da instituicdo (n° 183/12). Todos

0s procedimentos, aos quais 0s animais foram submetidos, tiveram previa autorizacdo dos
proprietarios.

Corante

O corante utilizado neste experimento foi o azul patente V (Patente Bleu V®, Delpharm
Tours, Chambray Lés Tours — Franca). De acordo com a bula do produto o Bleu Patente V® €
uma solucdo aquosa de azul patente V, estéril e tamponada & concentracio de 2,5%. E um
corante da familia do trifenilmetano e quimicamente corresponde ao sal sodico do bis
(dietilamino-4-fenil) (hidroxi-5-dissulfo-2,4-fenil) metanol anidrido. Qualquer que seja a via
de administracdo, a solucao a 2,5% de Bleu Patente V® é eliminada de 24 a 48 horas pela
urina e bile.

Animais
Foram usadas 14 cadelas sem raca definida, com idade entra 1 e 6 anos (2,4 +

1,28), pesando de 7 a 15 kg (8,6 +£3,84), destinadas a ovariohisterectomia (OEH) eletiva
requisitada pelo proprietario. As cadelas foram divididas igualmente em dois grupos (G-PBV-
mapeamento linfatico uterino e OEH; G-Controle - OEH). O protocolo de anestesia e
analgesia, assim como as avaliag¢fes cardiovasculares e hematoldgicas, foi 0 mesmo para

ambos 0s grupos.
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Protocolo anestésico-analgésico
A medicacdo pré anestésica foi realizada com acepromazina (0,03mg/kg) e morfina

(0,5mg/kg), via intramuscular, 30 minutos antes do procedimento. A inducdo anestésica foi
feita com propofol intravenoso (5mg/kg) e a manutencdo gasosa com isofluorano. A analgesia
transoperatéria foi realizada com administracdo intravenosa de 5 ug/kg de fentanil, , 5
minutos antes do pingamento dos pediculos ovarianos e com cetoprofeno (1mg/kg), via
subcutanea. No po6s-operatorio a analgesia foi mantida com meloxican (0,1mg/kg), via oral, a
cada 24 horas, durante 4 dias.

Grupos experimentais

No grupo submetido ao mapeamento (G-PBV) foi realizada a infusdo do corante no Gtero e
posteriormente a ovariohisterectomia (OEH) em sete cadelas. Realizada a celiotomia, o Utero
foi localizado e a cavidade abdominal isolada. Foi injetado de 0,4 mL de azul patente na
camada subserosa do corno e do corpo uterino, utilizando uma seringa de 1 mL acoplada a
agulha 26G. Apos 10 minutos foi realizada a OEH.

As sete cadelas pertencentes ao grupo controle (G-Controle) foram submetidas ao
procedimento de OEH, utilizando a técnica de hemostasia com trés pincas, transfixacédo de
pediculos ovarianos e coto uterino e pexia de ligamento largo uterino, utilizando fio ndo
absorvivel comercial Nylon 2-0 (Shalon suturas, Goiania - Brasil).

Parametros hematologicos

As amostras de sangue (5ml) foram obtidas pela puncédo das veias jugular e/ou safena externa,
no pré-operatorio imediato e apos 7 dias, coincidindo com o retorno para reavaliagédo e
retirada de pontos. Os exames realizados foram: hemograma completo, proteina total sérica
(PT), albumina (ALB), creatinina sérica (CRE), alanino-amino transferase (ALT) e fosfatase
alcalina (FA). Todos os exames executados no aparelho Dimension Xpand plus® (Siemens

Healthcare Diagnostics Inc — EUA).
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A hemogasometria foi realizada em seguida a intubacdo do animal e imediatamente apos a
extubacdo, o sangue colhido pela pungdo da artéria femural interna em seringa heparinizada.
Foram aferidas as varidveis: pressdo parcial de oxigénio no sangue arterial (PO2), em mmHg;
pressao parcial de dioxido de carbono no sangue arterial (PCO2), em mmHg; saturagdo de
oxihemoglobina no sangue arterial (SO2), em %; bicarbonato (HCO3 -) mmol/L e pH do
sangue arterial, utilizando o aparelho de gases sanguineos OmniC (F. Hoffmann - La Roche
Lmta).

Parametros cardiovasculares

Os valores de frequéncia cardiaca foram obtidos por meio da contagem de batimentos por
minuto, com aferigcdo a cada cinco minutos, utilizando o estetoscdpio esofagico. A pressdo
arterial sistolica foi obtida empregando-se o Doppler vascular ultrassdnico DV-10 (Microem
Produtos Médicos Ltda - Brasil) e 0 esfigmomanémetro, com o manguito adaptado ao
membro torécico esquerdo, acima da articulacéo do cotovelo, também a cada cinco minutos.
Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney para as variaveis do mesmo
animal, comparando os valores do pré e pds-operatorio. Para a comparacdo dos valores entre
G-Controle e G- PBV foi realizado primeiramente a obtencao da diferenca entre os valores
pré e pds de cada grupo e apds, as diferencas foram submetidas ao teste de Mann-Whitney.
Ambos os testes foram realizados no programa Bioestat 5.0, utilizando nivel de significancia

de 5%.

Resultados

Procedimento cirargico
No G-PBV o tempo meédio + desvio padréo de duragéo dos procedimentos foi de 54,3 6,1

minutos. O procedimento realizado no G-Controle teve em média + desvio padrdo duracdo de

42,9 £8,6 minutos. Nenhum dos animais submetidos ao procedimento de mapeamento



53
linfatico utilizando o corante azul patente V apresentaram qualquer alteracdo em parametros
fisioldgicos que indicassem anafilaxia. O efeito adverso observado em todos os animais
submetidos ao mapeamento linfatico uterino foi a presenca de urina azulada que, em alguns

casos, foi notada imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico.

Parametros hematologicos
Os valores médios dos parametros bioquimicos séricos estdo relacionados na Tabela 1 para o

G-PBV e G-Controle. Os valores médios de creatinina para o G-PBV foram: pré 0,97 (£0,15)
e pos 1,04 (+0,21) e no G-Controle os valores médios foram: pre 1,0 (+0,14) e p6s 1,0
(+0,19). Dos parametros bioquimicos, foram observadas diferencas na proteina total e
albumina (p<0,05) no G-PBV, com valores maiores na avaliacdo pré quando comparada a
pos-operatoria . Ndo foram observadas diferencas (p>0,05) quando comparadas as avaliagdes
pré e pds-operatoria no G-Controle e quando comparada a diferenca entre os dois grupos.

Os parametros hemogasomeétricos no pré e no pds-operatorio imediato das cadelas, tanto do
G- PBV quanto do G- Controle, estdo descritas na Tabela 2. Em relacdo as analises
estatisticas, a PO2 apresentou diferenca (p<0,05) no G-PBV e no G-Controle, entre a
avaliacdo pré e pds-operatoria. A SO2 apresentou diferenca (p<0,05) apenas no G-Controle ,
entre o pré e pds-operatorio. Em ambos os casos, os valores obtidos no pré foram maiores que
os valores encontrados no pos-operatorio. As médias e desvios padrdes dos valores de pH
obtidos do G-Controle foram: pré 7,29 (+0,05) e p6s 7,30 (+0,09) e no G-PBV: 7,31 (+0,05) e
7,30 (£0,04), momentos pré e pds-operatorio respectivamente.

Pardmetros cadiovasculares

Né&o foram observadas alteracdes acentuadas nos valores de batimento cardiacos e pressao
arterial sistolica durante a monitorag&o.

Os valores médios de batimento cardiaco dos animais oscilaram entre 93bpm (+4,51) a 109

bpm (+4,66) no G-PBV e 83bpm (+2,95) a 117bpm (£5,55) no G-Controle.
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A pressao arterial sistélica média dos animais teve as seguintes varia¢bes: no G-PBV
90,6mmHg (x£287) a 120,1mmHg (+3,95) e no G-Controle 88,7 mmHg (£1,49) a 102,4

mmHg (£3,13).

Discussao
O amplo uso do corante azul patente V em alimentos, tecidos e medicamentos permite inferir

que possivelmente um grande nimero de individuos ja foi exposto a este composto, fato que
pode explicar parcialmente os numerosos relatos de reacao de hipersensibilidade tipo I em
humanos submetidos ao mapeamento linfatico com este corante, j& que essas reacoes
tipicamente ocorrem ap0s a exposicdo prévia a um alergeno [7, 13].

O unico efeito adverso observado nas cadelas submetidas ao mapeamento linfatico uterino foi
a presenca de urina azulada, alteracédo esta consistente com informacdes presentes na bula do
farmaco e em relato de caso [12].

Os valores dos parametros fisiologicos avaliados se mantiveram dentro dos limites normais
[22], indicando claramente que nenhum dos animais apresentou reacéo de hipersensibilidade
ao corante usado, sendo condizente com a falta de relatos na literatura deste tipo de reagéo, no
emprego do corante azul patente V em mapeamento linfatico em cdes. Mesmo nos casos nos
quais houve diferenca (p<0,05) entre os valores, como foi observado com as proteinas totais e
albumina sérica do G-PBV, essa diferenca aparentemente nao teve qualquer relevancia
clinica, ja que todos os animais se mantiveram estaveis clinicamente no pos-operatorio, sem
necessidade de qualquer intervencao terapéutica. O decréscimo na concentracdo de proteina
total e albumina pode ser relacionado a perda de apetite comumente observada ap6s
procedimentos invasivos, como € o caso da OEH, mesmo quando ha analgesia instituida [23,
24]. Esse achado pode ter relagdo o tempo cirdrgico mais longo e maior manipulacéo das

estruturas presentes na cavidade abdominal no grupo onde foi realizado o mapeamento
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linfatico (G-PBV). Isso € corroborado pelo fato que no grupo controle essa diferenca ndo foi
observada (p>0,05).

Os batimentos cardiacos se mantiveram estaveis durante todo o procedimento cirurgico, assim
como os valores obtidos nas mensuracdes da pressdo arterial mesmo nos periodos
imediatamente posteriores a infusdo do corante. Nas reacdes observadas em humanos, grande
parte dos pacientes apresentaram sinais poucos minutos ap6s o contato com o corante.

Os valores de ALT se mantiveram dentro dos limites fisiologicos, sem diferenca (p>0,05)
entre as avaliacdes pré e pos-operatéria e entre 0s grupos, indicando que ndo houve reacédo
anafilatica nas cadelas em que foi realizada a infusdo uterina do corante azul patente V, pois
ja foi demonstrado anteriormente que ap6s uma lesdo hepatica causada por anafilaxia, 0s
niveis de ALT podem aumentar rapidamente e voltar aos valores normais apds 2 a 3 semanas
[2].

O azul patente tem sido amplamente utilizado nos procedimentos de mapeamento linfatico em
pacientes oncologicos humanos. A interferéncia deste corante na acuracia da afericdo de
alguns parametros monitorados durante a anestesia, como a oximetria de pulso, é uma
importante reacao adversa [12]. Em estudo realizado em cdes para 0 mapeamento linfatico
hepatico, utilizando o corante isosulfan, foi observado um decréscimo significante na
saturacdo de oxigénio aferida via transcutanea. Porém, quando foi realizada a
hemogasometria, nenhum decréscimo significativo foi encontrado; a diferenca entre 0s
resultados desses exames pode ser explicada pela interferéncia do corante na absor¢do da
onda de luz da oxihemoglobina pelo aparelho de espectofotometria de pulso (oximetro de
pulso) [12, 25]. No presente experimento, os valores de PO, se mantiveram acima dos valores
considerados fisiologicos [26]. As diferencas entre as avaliagdes pré e pds-operatorias, em

ambos 0s grupos, pode ser explicada pelo momento da coleta das amostras, sendo 0 primeiro
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momento coletado ap6s a intubacdo e o segundo apds a extubacdo. Os animais, enquanto
intubados recebiam oxigénio 100%.

Muitos autores descreveram sinais cardiovasculares em seus relatos de hipersensibilidade ao
corante em humanos, sendo a hipotensdo o mais citado [11, 13, 15, 20]. A reacdo anafilatica
causada pelo corante pode ser confundida com a hipotensdo comumente observada apds a
inducdo anestésica ou o aprofundamento da mesma. A hipotenséo causada pela anestesia é
revertida devido a estimulo doloroso, superficializacdo de plano anestésico e ao aumento da
fluidoterapia [13]. No presente estudo ndo foram observados decréscimos nos valores da
pressdo arterial sistolica que indicasse hipotensdo devido a reacéo ao corante.

E importante salientar que todas as cadelas deste experimento estavam saudaveis, sem
qualquer queixa relatada pelo proprietario ou sinais clinicos que indicassem qualquer afeccéo,
diferente dos pacientes humanos descritos nos relatos de reacdo de hipersensibilidade, que
sofriam de doencas crénicas (neoplasias malignas) [27]. Este fato, mesmo ndo sendo estudado
ou discutido por nenhum dos autores consultados, pode ter relevancia na ocorréncia ou nao de

reacdes de anafilaxia.

Conclusoes
Este trabalho permite concluir que o corante azul patente V é seguro para 0 proposito de

mapeamento linfatico uterino em cadelas saudaveis.
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Tabelas

Tabela 1 - Média (xtDesvio Padréo) dos parametros bioquimicos séricos (alaninoamino
transferase, fosfatase alcalina, proteina total e albumina) no pré-operatdério e ap6s 7
dias, de sete cadelas do grupo PBV (submetidas ao mapeamento linfatico uterino com
corante azul patente V e OEH) e sete cadelas do grupo controle (submetidas a OEH).
Londrina, 2013.

Parametros Bioquimicos

ALT (U/L) FA (U/L) PT (g/dL) ALB (g/dL)
Grupos
Pré Pds Pré Pés Pré Pos Pré Pos
G-PBV 43 41 66 72 7,0 6,4* 2,6* 2,4*
(+12,57) (£6,99) (17,93) (£38,01) (+0,71) (0,21) (+0,34) (£0,31)
G-Controle 48 45 78 91 6,5 6,7 2,8 2,8

(£16,29) (+8,17)  (£29,38) (+23,17) (£0,87) (£0,70)  (x0,18) (£0,19)

* Valores que apresentaram diferencas (p< 0,05) na linha.

Tabela 2 - Média (*Desvio Padréao) dos parametros hemogasomeétricos (pressao
parcial de oxigénio, saturacao de oxigénio, pressao parcial de gas carbénico e
concentracao de bicarbonato) no pré e pds-operatorio imediato, de sete cadelas do
grupo PBV (submetidas ao mapeamento linfatico uterino com corante azul patente V e
OEH) e sete cadelas do grupo controle (submetidas a OEH). Londrina, 2013.

Parametros hemogasométricos

PO,(mmHg) SO,(%) PCO,(mmHg) cHCO3z(mmol/L)

Grupos
Pré Pds Pré Pds Pré Pos Pré PGs
G-PBV 232,63* 98,37* 97,63 96,40 42,27 43,71 20,60 21,59
(+£121,30)  (£13,20) (£5,15) (£1,16) (£5,43)  (+4,51) (+1,69) (+0,86)
G-Controle 356,81* 95,10* 99,56* 94,97* 45,00 45,84 20,77 20,11

(£129,69) (£13,03)  (+0,91) (£2,36)  (5,89) (+13,75)  (+1,38) (+2,73)

* Valores que apresentaram diferencas (p< 0,05) na linha.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os linfonodos iliacos mediais desempenham importante papel na
drenagem linfatica dos cornos e corpo uterino da cadela, fato que foi comprovado
pelos resultados obtidos com o mapeamento linfatico utilizando o corante azul
patente V, tanto no transoperatério quanto em cadaveres. Com este experimento
também foi possivel estabelecer a relacdo entre a técnica de mapeamento linfatico
em cadelas anestesiadas e imediatamente ap0s o 6bito. N&o foram identificados, por
meio de avaliacbes cardiovasculares e bioquimicas, a ocorréncia de reacdes
adversas devido ao corante empregado, indicando que o mesmo é seguro para o

uso em caes, quando utilizado para o mapeamento linfatico uterino na cadela.
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ANEXO A

Comité de ética e experimentagdo animal

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

«OF, CIRC. CEUA N° 183/12 Londrina, 15 ge Agosto de 2012,

Prezada Pesquisadora,

A CEUAJUEL, reuruco em 07 o= Agosto de 2092, avaliou o projeto de pasquisa Inftulado
‘Mapaamento linfitico @ pesquisa de linfonodos sentinelas de comos € curpos uterinos em cacdelas”,
processa CELLA n®16685, 2012 14 pesquisa do Cenfro de Ciéncias Agranas dessnvolvido sob sua
responsabilidace. Esclarecidos os aspectos metadoldgicos solicitados, o projeto esld aprovado para
exacucdo enfendendo-se que os prncipios éticos postuiades pelo Conselhe Nacional de Contrale de
Experimentagao Animal estao respeitacos.

Serdo utilizados 32 Cass, fémeas, de 2 & 10 anos, e pesc de 10 a 20 kg, a procedénciz sera
de caes gue possusm proprie@rios. O projeto terd o objetivo de lccalzar 08 linfonodos responsavels
pela drenagem inicial dos comos e Sorpes uterines da cadela dfilizande a tcnica de coloragdc com
azul patente. Espera-se contribuk para diagndslico e progndstico das alteragdes wierinas, infecciosas
Qu necpiasicas, atraves da avaliagdo desses infonados. Para 1sso 0§ animais serdo divididos em cois
grupes G1 ¢ G2. O G1 sard farmade de 12 cadaveras e 0 G2 de 20 animais zauddveis. O corante
ulilizacio serd o Bleu Patente. O G permitira maior tempe pera inspecio ¢e cavidade abdominal e
pahics, dissecacfo de estrutura 2 refirada de amestras pars histologia, depols de acessadz a
cavidade abdominal o (dero sera locslizado e isolado, 0 G2 se prestara para representar situagdes de
iransoperatorio 2 ulilizagdo do corante /n vitro. Ser2o utilizadas 20 cadelas saudsdveis, destinadas 3
OSH eletiva 05 animais passarda por oxames pré-opersténos e seddo franquilizados com
acepromazing & doianting todos adminisirados por via intramuscular. A analgesia sera solucie de
lidocaina sem vaso constrtor @ morfna. A analgesia do pos-operalério seré feita com meloxican na
doga de 0,1 mg/kg, a cada 24 horas e durante & dias. O projelo ndo conterd testes estéticos. pois os
projetos contern um estudo gue prima pela descrigic das caracteraticas da filozofia linfatica do (tero
canino. O projete espera localizar o5 Infoncdas responsdveis pela drenagem inicial dos comos e
corpo uterine ¢a cadela & enconfra a relagia enfre Otero e os linfonccos iliscos medidas, para
postericres estudos envolvendo zhteragbes dterinas, inflamatdrias e neoplésicas, O desenvolvimenta
daste projeto prevé publicagles de arligos originas sob a técnica de mapeamento linfatico em
cadaveras. O projeto 2sia previsto para sar desenvolvido em 24 mesus.

Cumpre otientar que case pretendam-se quaisquer alleragdes no protocolo experimental
aprovade, deve-2& submeater o nove protocolo & apreciagac da CEUAJUEL anterionmente 3 exscuclo
das modificagdes. Sem mas para o momento, subscreve-me. Cordialmente,

Cfeliciu Co” VRN Yonutn
Prof Dr. Waldiced Aparecido Véfri Junior
Coordenader CEUAU

llma Sra.

Profa. Maria Isabel Mello Martins

Coordenadora do Projeto

DOepartamento de Clinica Veterinana

Centro de Ciéncias Agrarias

Ctpia para Sra Egle Maria da Sousa (Chefe da DCAIPROPPG).

-Cln)u Lahenlthcs: Rsssis Cohe Cosia (8 IPH D) Aai i) - Fomd (L) LTI OFAGY « K I - Caia Miid 4001 CRP Z905.5A0 - SACTar 205 Aue o, srife
Wingstal Limsversmarie'Covery de Cibictu g Sadde Ax At Kach, 4 - VT3 Operiols = Fors 1000 21289 PARN - R 1570040 ¢ ITRI88 Tt s Aol TH - CEF SEN-CH
Lo aRIvy L rARANA . EULER T

64



ANEXO B
Certificado de traducgéo (Artigo 1)

JE AMERICAN J( UR

65

EDITORIAL CERTIFICATE

Thia document certifies that the manuscript listed below was edited for proper English language, grammar,
punctuation, speliing. and overall style by one or more of the highly qualified native
English apeaking editors at American Joumnal Experts

Manuscript title:
Uterine lymphangiography: comparison of two methods in locating the medial iliac lymph node

Authors:
Rebeca C. Justino?, Guilherme S. Cardoso?, Luiz G. C. Trautwein?, Gabriel T. Dessunti?, Deise V. Oliveira®, Rafael Bernardes,
Maria I. M. Martins®

Date Issued:
September 26, 2013

Certificate Verification Key:
08BE-8334-1308-5D27-8282

Thiz cadtificate may be verfiad at www.aje.com/certificate. This documant certifies that the manuscript lia

sted above was edited for propsr English language,
grammar, punctuation, speliing, and overall style by ons or more of the highly qualifisd native Engi speaking editorz at American Joumnal Exparte. Neithar
the research content nor the authors

intentione were aiterad in any way during the editing procsss. Documenta receiving this certification should be
English-ready for publication; howsver, the author has the abilty to accapt or reject our suggestions and changas. To verify the final AJE adited version,
please visit our verification page. f you have any gusstions or conceme sbout this editsd document, please contact American Joumal Expe
support@®aje com

ton mr! manuscripd services for researchors and publis! around the world. Our fop-Qui PhD ediiors are all na
h fiod d possess the highest qualfications o odit research menuscripts writlen by non-i

speakers. For more information about ompany, sorvices and ..urmnr discounts, plaase visit www.afo.com.






