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RESUMO

O céancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias malignas com maior incidéncia e
mortalidade no mundo. Uma das medidas mais importantes na busca de maiores
indices de cura encontra-se no estudo dos fatores progndsticos através da analise
histopatolégica. Os brotamentos peritumorais, alvos de numerosas pesquisas nos
altimos anos, sdo um biomarcador histologico associado a piores desfechos.
Contudo, para sua avaliacdo e implementacdo na rotina diagnéstica ainda se faz
necessario validar e padronizar um meétodo de quantificacdo e graduacdo. No
presente trabalho, avaliamos os brotamentos propondo-nos a medir estatisticamente
sua associacdo com fatores prognosticos do CCR e validar a técnica de Ueno
modificada. De forma retrospectiva, obtivemos espécimes cirdrgicos de 92
colectomias por CCR realizadas no HC-UFPE entre 2005 e 2016 e utilizamos o
método de Ueno modificado para avaliar os brotamentos, por ser a técnica mais
reproduzida nos grandes estudos. Os espécimes foram classificados em alto e baixo
grau, com posterior calculo da associacdo entre os brotamentos e outros fatores
prognésticos. Semelhantemente as grandes publicacdes, encontramos associacao
positiva, estatisticamente significativa, entre os brotamentos de alto grau e as
(metastases linfonodais) (p= 0,023), a (invasdo angiolinfatica) (p< 0,001) e
(perineural) (p< 0,001), a (borda tumoral do tipo infiltrativa) (p< 0,001) e os
(depdsitos tumorais no tecido adiposo mesocolico) (p= 0,005). Concluimos que o0s
brotamentos em alto grau estdo de fato associados a outros biomarcadores
progndsticos e que a técnica de Ueno modificada é factivel, custo-efetiva e capaz de

quantificar os brotamentos com precisao.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais. Patologia. Progndstico.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the commonest malignant neoplasms worldwide,
with high mortality rates. One of the most important measures to attain better cure
rates is the evaluation of tumoral prognostic factors through histopathological
analysis. “Tumor buddings”, a histological biomarker extensively studied in the last
years, have proved to be associated with worse outcomes. Nevertheless, for its
evaluation and implementation in the diagnostic routine, it is still necessary to
validate and standardize a method for its quantification and graduation. In this study,
we analyzed tumor buddings aiming to statistically measure its association with
prognostic factors in CRC and validate Ueno’s modified technique. Retrospectively,
we obtained 92 surgical colectomy specimens with CRC performed at HC-UFPE
between 2005 and 2016 and used Ueno’s modified method to evaluate the buddings,
because It has been broadly reproduced in large studies. The specimens were
classified either as high or low grade and their association with other prognostic
factors was assessed. In accordance with most large publications, we found a
positive, statistically significant association between high grade tumor buddings and
(lymph node metastasis) (p= 0,023), (lymphovascular invasion) (p< 0,001),
(perineural invasion) (p< 0,001), (infiltrative configuration of the tumor border) (p<
0,001) and (tumoral deposits in the mesocolic fat tissue) (p= 0,005). In conclusion,
high grade tumor budding is indeed associated to other histological biomarkers and
Ueno’s modified technique is feasible, cost-effective and capable of quantifying

buddings with precision.

Keywords: Colorectal Neoplasms. Pathology. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna epitelial que se origina
a partir da mucosa do intestino grosso. E um dos tumores malignos mais comuns do
mundo, sendo a terceira causa de morte relacionada ao cancer no ocidente (SIEGEL
et al., 2017).

Sua patogénese € multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais,
sendo a idade avancada o principal fato de risco (AMERICANCANCERSOCIETY,
2017). O CCR ¢é tipicamente assintomatico nos estagios precoces. Ja 0s tumores
avancados tém maior probabilidade de provocar sinais e sintomas caracteristicos,
especialmente quando sao localizados a esquerda: alteragcbes no héabito intestinal,
constipacdo, hematoquesia, distensdo abdominal e tenesmo (nos tumores retais).
Os tumores do coélon direito, por sua vez, causam sinais menos especificos, como
fadiga, perda ponderal e anemia ferropriva (WOOD, 2014). Apenas 40% dos
pacientes apresentam tumores restritos ao colon no momento do diagndéstico.
Aproximadamente 40% tém metastases regionais e cerca de 20% a distancia
(RODRIGUES COQY, 2013).

Histologicamente, os carcinomas colorretais sdo representados por diversos
subtipos, dos quais o mais comum é o adenocarcinoma usual, que corresponde a
75-80% dos casos (LANZA et al., 2011).

O diagndstico dos CCRs pode ser feito precocemente apenas nos casos em
gue os pacientes sdo submetidos a exames de rastreio, como colonoscopias,
sigmoidoscopias e pesquisa de sangue oculto nas fezes. Na maioria das vezes, 0s
pacientes apresentam alguns dos sintomas citados no momento do diagndstico
devido ao crescimento da neoplasia. O procedimento mais utilizado para
confirmacédo diagnodstica do CCR é a colonoscopia com bidpsia. Para avaliar a
profundidade da invasdo e a disseminacao regional e a distancia, sao utilizadas
técnicas como a tomografia computadorizada, a ressonancia magnética,
ultrassonografia endoscépica pré-operatorias (FREEMAN, 2013).

A maior parte dos pacientes sdo submetidos a colectomias, e a analise
histol6gica dos espécimes cirargicos fornece dados adicionais sobre o estadiamento
locorregional da doenca (AMIN et al., 2017; COMPTON, 2006; WHASHINGTON et
al., 2009). Desta forma, a reducdo da mortalidade depende consideravelmente da

avaliacdo histopatoldgica dos produtos de colectomias, o que permite identificar os
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fatores prognodsticos e utilizad-los para guiar a conduta médica subsequente e
estratificar os pacientes quanto ao risco de metastases, desfecho da doenca e
mortalidade (BOSCH et al., 2013; CUNNINGHAM et al., 2010; SAGAERT, 2014).

Dentre 0s aspectos progndésticos , a extensdo anatbmica do tumor pelo
estadiamento TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) € 0 mais importante parametro para
o CCR (DUKES, 1980; MOU et al., 2013; SAGAERT, 2014). No entanto, diversos
outros biomarcadores histol6gicos sdo associados a piores desfechos e por isso sdo
considerados pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) como fatores
prognésticos adicionais (MAGUIRE, 2014; WADA et al., 2015; AMIN et al., 2017).

Um destes biomarcadores histolégicos, os brotamentos peritumorais (BPT),
sdo definidos como células isoladas ou em pequenos grupos que se destacam na
periferia da massa tumoral principal em direcdo ao estroma adjacente (LUGLI;
KARAMITOPOULOU; ZLOBEC, 2012; LUGLI et al., 2017; MITROVIC et al., 2012;
YAMADA et al, 2017). Séo células pouco diferenciadas, possivelmente
correspondendo a uma alteracdo bioldgica conhecida como transicao epitelial-
mesenquimal, conferindo maior capacidade de invaséo e disseminacdo (KEVANS et
al., 2011; KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016; THIERY et al., 2009).

Existem atualmente muitas evidéncias cientificas de que os BPT tenham valor
prognéstico independente, comprovadamente associados a metastases e reducao
da sobrevida (LUGLI et al.,, 2017). Portanto, sua avaliagdo tem o potencial de
influenciar na decisdo terapéutica. A falta de padronizacdo e validacdo das
diferentes técnicas de avaliacdo dos brotamentos tém dificultado sua introducdo na
rotina diagndstica dos patologistas. Em maio de 2017, a Conferéncia para o
Consenso Internacional sobre os Brotamentos (International Tumor Budding
Consensus Conference - ITBCC) (LUGLI et al., 2017), realizada em Berna, Suica,
definiu diretrizes sobre as definicbes e padronizacdes das técnicas de avaliacdo dos
brotamentos e sua incorporagdo na rotina diagndstica. Contudo, devido ao fato de os
grandes estudos sobre os brotamentos serem ainda muito recentes, ainda é
necessaria investigacdo adicional sobre o tema, com diferentes metodologias, para
maior validacao e padronizacgéo.

A técnica de Ueno et al modificada (LUGLI et al.,, 2017; MITROVIC et al.,
2012; UENO et al., 2002) vem sendo a mais utilizada nos grandes trabalhos, sendo
um método simples, pratico e de baixo custo, que utiliza apenas laminas coradas

com HE e apresenta boa concordéancia interobservador, sendo o método escolhido
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pelo referido consenso. Define um brotamento como células isoladas ou em grupos
de até 4 células que se destacam da borda invasiva do tumor. A contagem desses
brotamentos em um campo de 0,785 mm? classifica os tumores como alto grau (10
ou mais brotamentos/campo). Em numerosos trabalhos que utilizaram esta técnica,
foi verificada associagao estatisticamente significativa entre os brotamentos em alto
grau e os outros fatores de mau prognéstico, além de menor sobrevida em 5 anos.
(LUGLI et al., 2009, 2017).

N&o identificamos, em nossa revisdo bibliografica, estudos no Brasil que
tenham como objetivo validar métodos para a avaliacdo dos BPTs e caracterizar o
valor progndstico deste biomarcador histolégico, sendo este o intuito do presente

trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA

O Cancer colorretal (CCR) continua sendo uma das principais causas de
mortes relacionadas ao cancer no mundo, segundo a Organizagcdo Mundial de
Saude (OMS) (AMERICANCANCERSOCIETY, 2017; SAGAERT, 2014; SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2017). E o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado em homens
(ap6s os tumores de préstata e pulmdo) e o segundo entre as mulheres, atras
apenas do cancer de mama (figura 1) (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).
Anualmente, o CCR é responsavel por 9% de todas as mortes por cancer no
ocidente e representa a quarta e terceira causa de morte por cancer entre mulheres
e homens, respectivamente (figura 2) (DIENSTMANN et al., 2017). No Brasil, a
estimativa de novos casos de CCR para 2016 era de 34.280, sendo 16.660 homens
e 17. 629 mulheres (INCA, 2016). Em 2013, o numero de ébitos pela doenca em
nosso pais foi 15.415 (INCA, 2014).

Figura 1 — Incidéncia de Cancer Colorretal no Brasil

Localizagdao primaria casosnovos %
R e SR Y
[ Colon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 S,7%
Traqueia, Brénquio e Puimdo 10.930 4,0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estdmago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovario 5.680 2,1%
Linfora ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4,320 1,6%
Localizacdo primaria  casos novos %
T prestata 68.800 335% ilomens:
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 16.400 5,4%
I Colon e Reto 15.070 S,O%]
Estémago 12.870 4,3%
Cavidade Oral 11.280 3,7%
Esdfago 8.010 2,6%
Laringe 6.870 2,3%
Bexiga 6.750 2,2%
Leucemias 5.050 1,7%
Sistema Nervoso Central 4,960 1,6%

Fonte: INCA, 2014.
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Figura 2 — Mortalidade por Cancer Colorretal no Brasil

.
Brazil
Total population: 199,000,000 Total deaths: 1,318,000

Income group: Upper middle Life expectancy at birth: Total:74 Males:70 Females:77

Males Females
Prostate Breast

168%

Trachea,
beonchus, lung
14.0%

Trachea,
bronchus, lung
10.6%

Calorectum
Stomach 93%

9.2%

Fonte: OMS, 2014.

2.2 PATOGENESE

A etiopatogénese do CCR é multifatorial, envolvendo aspectos genéticos e
ambientais (DE LA CHAPELLE, 2004; WOOD, 2014). S&o tumores que surgem na
maior parte das vezes em pacientes acima de 50 anos e s&o na maioria das vezes
esporadicos, originados quase sempre a partir de lesdes epiteliais benignas
precursoras: 0s polipos adenomatosos, que costumam preceder 0 cancer por um
periodo médio de 15 anos (CAMPBELL, 1999; FREEMAN, 2013; JASS, 2002).

Adenomas residuais sao identificados em aproximadamente 10% a 30% dos
espécimes de colectomias por CCR. A prevaléncia dos adenomas ¢€ alta, chegando
a mais de 50% em idosos com mais de 70 anos. (FREEMAN, 2013; STRYKER et al.,
1987). As mutacbes genéticas podem ativar oncogenes ou inativar genes
supressores de tumor. Esse processo é crucial na transformacgéo dos adenomas em
CCRs (DE LA CHAPELLE, 2004).

Ha trés formas principais de vias moleculares que podem levar ao surgimento
dos CCRs: a instabilidade cromossdomica (IC), a instabilidade de microssatélites
(IMS) e o Fendtipo Metilador de llhas CpG (citosina-fosfoguanina) (GUINNEY et al.,
2015). Os principais genes envolvidos na carcinogénese da IC sdo o protoncogene
KRAS, o P53 e o APC (supressores de tumor). Este é o tipo mais frequente de
instabilidade gendmica no CCR, presente em 80-85% dos casos (KANTHAN;
SENGER; KANTHAN, 2012).
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Na IMS, presente em aproximadamente 15% dos CCRs, ha alteracdes
disseminadas no tamanho de sequéncias repetidas de DNA (microssatélites). O
mecanismo causador desta alteracéo é a deficiéncia no sistema de reparo do DNA,
quando ocorrem erros na sua replicagdo durante a fase S do ciclo celular.
(KOELZER et al., 2015a).

Quanto ao Fendtipo Metilador de llhas CpG, este é um tipo de instabilidade
epigenética, causando metilacdes em regifes especificas do DNA ricas em CpG,
com subsequente inativacdo de genes supressores de tumor por silenciamento
genético (O’'BRIEN; ZHAO; YANG, 2015).

Existem alguns fatores de risco ambientais que, apesar de terem pouco
impacto isoladamente, sdo importantes por serem modificaveis (PONZ DE LEON et
al., 2004). A dieta pobre em fibras, rica em alimentos condimentados e carnes estdo
relacionadas a maior incidéncia da doenca. Quanto aos habitos de vida, citamos o
sedentarismo e a obesidade. (RODRIGUES COQOY, 2013).

Nas sindromes genéticas hereditarias, como a Polipose Adenomatosa
Familiar e as Sindromes de Lynch | e Il (canceres colorretais hereditarios néo
associados a poliposes), a incidéncia de CCRs € dezenas de vezes superior aos
casos esporadicos, sendo os tumores geralmente multiplos, surgindo em pacientes
mais jovens, com parentes de primeiro grau também acometidos (PONZ DE LEON
et al.,, 2004; WOOD, 2014).No entanto, por serem raras, estas sindromes sdo
responsaveis por menos de 5% do total dos carcinomas diagnosticados (DE LA
CHAPELLE, 2004; PONZ DE LEON et al., 2004).

2.3 CLASSIFICACAO DOS TIPOS HISTOLOGICOS

Histologicamente, os carcinomas colorretais sao representados por diversos
subtipos, dos quais 0 mais comum € o adenocarcinoma usual (figura 3), que
corresponde a 75-80% dos casos (LANZA et al., 2011). O carcinoma mucinoso € o
tipo diagnosticado em 10% dos casos (figura 4) (LAM; CHAN; LEUNG, 2014;
LANGNER et al., 2012). Ja o carcinoma de células em anel de sinete responde por
2% do total. Dentre os subtipos mais raros, que isoladamente representam menos
de 1% de todos os carcinomas colorretais, citam-se o0 carcinoma medular e o
adenoescamoso (LANZA et al., 2011). A tabela 1 mostra a classificacdo dos tipos
histolégicos de acordo com a OMS (CANCER, 2010).



Figura 3 — Adenocarcinoma Usual

Fonte: Arquivos do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas-UFPE.

Figura 4 — Adenocarcinoma Mucinoso

Fonte: Arquivos do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas-UFPE.
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Tabela 1 — Classificacao Histoldégica do Carcinoma Colorretal

Tipo Histologico Frequéncia  aproximada

(%)
Adenocarcinoma usual 75-80
Adenocarcinoma mucinoso 8-10
Carcinoma de células em “anel de sinete” 2
Carcinoma medular 1.0
Carcinoma adenoescamoso <1.0
Carcinoma escamoso <10
Carcinoma, _ de pequenas células <10
(neuroenddcrino)
Carcinoma indiferenciado <1.0
Tumor misto adenocarcinoma/ carcinoide <1.0
Carcinoma micropapilifero <1.0
Carcinoma cribriforme <1.0
Carcinoma fusocelular <1.0

Fonte: WHO, 2010.

Macroscopicamente, 0s adenocarcinomas usuais costumam ser solidos,
infiltrativos, com configuracbes variadas, podendo ser polipoides, difusos ou
constrictivos. A microscopia, sdo tumores caracterizados pela formacdo de
estruturas glandulares, com graus variaveis de diferenciacdo (BARRESI et al). Nos
carcinomas bem ou moderadamente diferenciados, ha glandulas distintas, com
células atipicas e arquitetura complexa, que infiltram a parede intestinal. Pode haver
mitoses abundantes, necrose e reacdo desmoplasica. As neoplasias mal
diferenciadas sao constituidas por células atipicas menos coesas, em arranjo difuso
s6lido ou em corddes. As por¢cdes mais profundas dos adenocarcinomas usuais, que
formam a frente invasiva, podem apresentar brotamentos peritumorais (LANZA et al.,
2011).

De acordo com OMS, os carcinomas em que 50% ou mais da massa tumoral

corresponde a mucina extracelular sdo chamados de mucinosos. S&o tumores que
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tendem a se apresentar em estagios mais avancados no momento do diagndstico e
representam grande parte das neoplasias localizadas no coOlon direito.
Macroscopicamente, sua superficie de corte é gelatinosa, com pouco tecido fibroso,
0 que confere ao tumor um aspecto coldide (CUNNINGHAM et al., 2010) A
microscopia, 0s adenocarcinomas mucinosos sdo compostos de estruturas
glandulares ou células tumorais embebidas em lagos de mucina (LANGNER et al.,
2012). Na interface tumor-estroma, podemos observar brotamentos apenas nos
tumores que possuem algum componente glandular, mas ndo naqueles formados
apenas por mucina. Existem ainda os adenocarcinomas usuais com componentes
Mucinosos, nos quais a propor¢cdo de mucina pode estar entre 10% e 50%
(BARRESI et al., 2015; LANGNER et al., 2012).

2.4 ESTADIAMENTO PATOLOGICO

Como vimos, o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes consiste
na colectomia, ou seja, ressec¢do cirargica do segmento intestinal comprometido
pela neoplasia. O estadiamento “TNM”(AMIN et al., 2017; EDGE; COMPTON, 2010;
KOELZER et al.,, 2015a; NIZZE; BARTEN; PRALL, 2005), continua sendo o
parametro mais importante obtido na analise histopatolégica, pois avalia a extensao
da disseminac¢éo do CCR.

A inicial “T” refere-se a profundidade de invaséo tumoral local, ou seja, na
parede do intestino; “N” designa a presencga de metastases para linfonodos regionais
e “M” indica metastases a distancia (IHNAT et al., 2014; RESCH; LANGNER, 2013).

Estas informacdes costumam guiar a conduta médica no pds-operatorio e
estratificar os pacientes quanto ao progndstico. A extensdo anatdmica do tumor
(TNM) é estratificada como se segue (AMIN et al., 2017):

PROFUNDIDADE DA INVASAO TUMORAL (estadiamento T):

Tx: tumor primario nao avaliavel.

TO: sem evidéncias de tumor.

Tis: tumores in situ (confinados a camada mucosa).
T1: invasdo até a camada submucosa.

T2: invaséo até a muscular propria.

T3: invasao até a subserosa.
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T4a: invasao através da subserosa com perfuracédo do periténio visceral.

T4b: invasao de estruturas adjacentes por contiguidade.

METASTASES LINFONODAIS (estadiamento N)

Nx: linfonodos regionais nao avaliaveis.

NO: auséncia de metastases linfonodais.

Nla: metastase em 1 linfonodo regional.

N1b: metastase em 2 ou 3 linfonodos regionais.

N1lc: depodsitos tumorais isolados na gordura pericOlica, sem evidéncias de
metastases linfonodais (vide item “Depdsitos Tumorais na Gordura Pericolica”).

N2a: metastases em 4 a 6 linfonodos regionais.

N2b: metastases em 7 ou mais linfonodos regionais.

N (mic): micrometéstases linfonodais (aquelas que medem entre 0,2mm e 2mm).
Lesdes menores que 0,2mm sdo denominadas “células tumorais isoladas” e sao

classificadas como NO.

E importante que sejam obtidos no minimo 12 linfonodos regionais a
disseccdo da gordura pericélica para adequado estadiamento (WHASHINGTON et
al., 2009).

METASTASES A DISTANCIA (estadiamento M)

MO: auséncia de metastases a distancia.

Mx: metéstases a distancia ndo avaliaveis.

Mla: metastase para 1 6rgdo ou grupo de linfonodos néo regionais sem metastases
peritoneais.

M1b: Metastases para mais de um orgao ou grupo de linfonodos néao regionais, sem
metastases peritoneais.

M1c: metastases peritoneais com ou sem metastases em outros 6rgaos.

A extensdo anatbmica do tumor (TNM) define o estadio em que se encontram 0s

pacientes com CCR, da seguinte forma (tabela 2):



Tabela 2 — Classificacdo TNM para o Cancer Colorretal

Estagios T N M
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio | T1-2 NO MO
Estégio Il A T3 NO MO
Estagio Il B T4a NO MO
Estéagio Il C T4b NO MO
Estagiolll A T1-2 N1/Nlc MO
Ou Tl N2a MO
Estagiolll B T3-T4a N1/N1lc MO
Ou T2-T3 N2a MO
Ou T1-T2 N2b MO
Estagiolll C T4a N2a MO
Ou T3-T4a N2b MO
Ou T4b N1-N2 MO
Estagio IVA Qualquer T Qualquer N Mla
Estagio IVB Qualquer T Qualquer N M1b
Estagio IVC Qualquer T Qualquer N Mlc

Fonte: AJCC, 2017.

2.5 FATORES PROGNOSTICOS ADICIONAIS

De acordo com o AJCC, além do estadiamento TNM, é de fundamental
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importancia refinar a estratificacdo prognostica através da identificacdo dos

biomarcadores histolégicos (fatores prognésticos) adicionais (AMIN et al., 2017).

Eles auxiliam na avaliacdo do comportamento biolégico dos tumores, sua

agressividade, probabilidade de recorréncia e metastatizacdo, invasividade e
probabilidade de resposta terapéutica (SAGAERT, 2014).

décadas, muito se tem pesquisado sobre os biomarcadores prognosticos, alguns

Nas duas Ultimas

dos quais ja foram consistentemente validados e sdo inquestionavelmente preditores
dos desfechos no CCR (BOLOCAN et al., 2012; ROGERS et al., 2014; TATEISHI et

al., 2010).
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Todos os fatores progndsticos histolégicos devem ser avaliados na rotina
anatomopatoldgica independentemente do estadiamento, para individualizar o
maximo possivel o comportamento biolégico dos tumores (JONKER; SPITHOFF;
MAROUN, 2011; KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016; RESCH; LANGNER, 2013).
Contudo, a principal importancia dos biomarcadores histologicos reside justamente
nos casos em que a conduta seria controversa ou variavel com base apenas no
TNM (LENNON et al., 2003; SINICROPE et al., 2014). Nos casos cujo estadiamento
seja T3-4 NO MO (estadio Il), por exemplo, os biomarcadores de mau prognostico
podem estratificar com mais precisdo os casos de alto risco e indicar quimioterapia
adjuvante (HORCIC et al., 2013a; NIZZE; BARTEN; PRALL, 2005). Outra situacéo
sdo o0s tumores precoces pelo TNM (T1 NO MO0O), mas que apresentam
biomarcadores histologicos de agressividade, podendo motivar colectomias ao invés
da simples ressecc¢éo endoscopica (LUGLI et al., 2017; TANAKA et al., 2015).

Os biomarcadores histologicos que ja mostraram valor progndéstico
independente sdo: o grau de diferenciacdo tumoral (graduacdo histoldgica); o
subtipo histoldgico; o status da margem circunferencial (radial); a invasdo neoplasica
vascular sanguinea e linfatica; infiltracdo perineural; depdsitos tumorais isolados na
gordura mesocolica; resposta imune do hospedeiro (infiltrado linfocitario
peritumoral); configuracdo da borda invasiva tumoral; resposta a terapia
neoadjuvante e, mais recentemente, o0 grau dos brotamentos peritumorais
(DAWSON et al., 2015; LUGLI et al., 2017; SAGAERT, 2014).

2.5.1 Graduacao Histolbgica

E um parametro prognostico ja estabelecido, sendo rotineiramente reportado
nos laudos anatomopatolégicos. Baseia-se na propor¢cdo do tumor que € composta
por glandulas, em comparacdo com a porcdo composta de areas sdlidas ou com
corddes e ninhos de células sem lumen. De acordo com a ultima classificagdo da
OMS, as neoplasias podem ser classificadas como bem diferenciadas (mais de 95%
na massa tumoral composta por formacdes glandulares), moderadamente
diferenciadas (50% a 95% de formacgdes glandulares), mal diferenciadas (entre 5% e
50% de formacdes glandulares) e indiferenciadas (<5% de formagdes glandulares).
Atualmente, outros autores recomendam que a graduacao histolégica seja bimodal,
ou seja, 0os tumores sao classificados como de baixo grau (englobando os antigos

bem e moderadamente diferenciados), ou de alto grau (pouco diferenciados e
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indiferenciados), pois o uso do sistema bimodal garante menos subjetividade e
melhor reprodutibilidade interobservador (BARRESI et al., 2015; SAGAERT, 2014).
A graduacado tumoral somente se aplica ao adenocarcinomas usuais. Por definicdo,
os carcinomas de células em anel de sinete e de pequenas células sdo sempre de
alto grau. Alguns autores consideram 0 mesmo para 0S tumores Mmucinosos.
(BARRESI et al., 2015; REGGIANI BONETTI et al.,, 2016). Os tumores menos

diferenciados sao um fator independente de mau prognostico (SAGAERT, 2014).

2.5.2 Subtipo Histoldgico

Tem-se observado uma menor sobrevida dependendo dos subtipos
histoldgicos, quando comparados com 0s carcinomas usuais. Isto acontece nos
tumores mucinosos, nos carcinomas de células em anel de sinete e nos carcinomas
indiferenciados (YIU; YIU, 2016).

2.5.3 Margem Radial

O envolvimento da margem circunferencial (radial) pode explicar a recorréncia
local da neoplasia em muitos pacientes, pois denota a presenca de células tumorais
residuais na cavidade peritoneal. (GRAHAM et al., 2015; NAGTEGAAL et al., 2002).

2.5.4 Invasao Vascular Sanguinea e Linfatica

A embolizacdo tumoral para vasos linfaticos e veias deve ser cuidadosamente
pesquisada e reportada nos laudos. E definida como a presenca de células tumorais
dentro de espacos revestidos por endotélio, correspondendo a fases iniciais da
metastatizacdo. Além dos émbolos, a perfuracao da parede venosa além da camada
muscular é um fator independente de mau prognéstico, segundo estudos, indicando
aumento do risco de recorréncia e piora da sobrevida (GIGER et al.,, 2012;
REGGIANI BONETTI et al., 2016).

2.5.5 Infiltrag&o Perineural

A infiltracdo neoplésica perineural deve ser reportada como presente ou
ausente em todos os laudos da rotina diagnéstica. Este achado correlaciona-se com
maiores taxas de recorréncia local da neoplasia, diminuicdo da sobrevida e aumento
da probabilidade de metastases no momento da resseccao cirtrgica (GALVAN et al.,

2015). A invaséo perineural pode ser facilmente detectada nos exames histolégicos
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de rotina pela coloracdo Hematoxilina/ Eosina, correspondendo a células
neoplasicas aderidas ou aprisionando nervos nas proximidades do carcinoma
(SCHNEIDER; LANGNER, 2014).

2.5.6 Depositos Tumorais no Tecido Pericélico

Em alguns casos, a analise das pecas cirurgicas revela depdsitos tumorais no
tecido adiposo pericélico, sem que se identifique estrutura residual de linofonodo. A
interpretacéo desses achados tem sido problemética, e varias definicbes sdo usadas
nas diferentes edicbes do AJCC Cancer Staging Manual. De acordo com a ultima
edicdo, essas alteracdes sdo definidas como depdsitos tumorais irregulares,
isolados da massa tumoral principal, localizados na gordura mesocolica, sem
evidéncias de linfonodo residual (AMIN et al., 2017). Pelo fato dessas lesGes serem
associadas a pior prognéstico, sua presenca é classificada no estadiamento N como
N1lc, e a quantidade desses noédulos deve ser citada no laudo. (LO et al., 2008;
RESCH; LANGNER, 2013).

2.5.7 Resposta Imune do Hospedeiro

Este achado traduz uma reacdo do sistema imune a proliferacdo tumoral,
representada por um infiltrado linfocitario intra-tumoral e peritumoral, além dos
agregados linfoides peritumorais, que podem conter ou ndo centros germinativos. De
maneira geral, quanto mais denso for o infiltrado linfocitario de qualquer tipo, melhor
o prognostico (KOELZER et al.,, 2015a). A graduacdo do infiltrado linfocitario
peritumoral é feita em 3 niveis: 1- auséncia de infiltrado ou infiltrado discreto; 2- leve/
moderado (linfécitos esparsos/ agregados ocasionais); 3- acentuado (agregados
linfoides abundantes, alguns com centros germinativos). (VAYRYNEN et al., 2013).
Nos ultimos anos, os linfécitos peritumorais vém ganhando notoriedade devido a sua
associacdo com os CCR que contém deficiéncias no reparo do DNA (instabilidade
de microssatélites), particularmente quando se observam quantidades significativas
de linfécitos infiltrando o epitélio tumoral. (KANTHAN; SENGER; KANTHAN, 2012).
Os linfocitos intraepiteliais também tém mostrado associagdo inversa com a invasao
venosa, 0s brotamentos peritumorais e outros achados de mau progndstico.
Também tém mostrado valor independente como marcador de bom progndstico.

Apesar do entusiasmo quanto a este marcador histoldgico, espera-se ainda por um
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sistema de graduacdo simples, reprodutivel e com validagcdo suficiente para o seu
uso na pratica (DE SMEDT; PALMANS; SAGAERT, 2016).
2.5.8 Borda Invasiva do Tumor

A borda invasiva tumoral do CCR, assim como em outros tipos de cancer,
apresenta variacfes histolégicas. Microscopicamente, ha tumores que exibem
bordas predominantemente expansivas, regulares, de contornos precisos,
aparentando deslocar o tecido estromal adjacente. Por outro lado, os tumores com
borda infiltrativa s&o irregulares e dissecam o estroma. A macroscopia, 0s primeiros
sdo bem delimitados e os ultimos tém contornos imprecisos (COMPTON, 2006;
ISHIKAWA et al.,, 2008; STEINESTEL et al.,, 2014). Nos anos 1980, estudos
apontaram que estas caracteristicas opostas da borda tumoral influenciam no
prognostico. Os critérios de classificacdo propostos foram baseados no aspecto
macroscopico e histolégico destas neoplasias. Constatou-se que 0s tumores
infiltrativos tém valor progndstico negativo independente (JASS et al.,, 1996;
STEINESTEL et al., 2014; UENO et al., 2015).

2.5.9 Resposta a Terapia Neoadjuvante

Estudos realizados na década de 1990 mostraram que a radio e quimioterapia
pré-operatorias para tumores retais ocasionavam reducdo da massa tumoral, muitas
vezes reduzindo o estadiamento local e possibilitando melhor resseccéo cirargica da
lesdo remanescente (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017;).

Desta forma, a terapia neoadjuvante passou a ser o tratamento de escolha
para tumores retais com estadiamento pré-operatorio T3 e T4 ou que apresentam
metastases linfonodais. A resposta tumoral ao tratamento neoadjuvante é variada,
podendo ser de minima a significativa. Neste ultimo grupo, a massa neoplasica é
guase ou completamente extinta, restando apenas fibrose, lagos de mucina,
macréfagos espumosos, hemossiderofagos, alteracbes epiteliais reativas e
ulceracdo ao exame da peca cirurgica (MORODOMI et al., 1989).

O progndstico e a sobrevida em cinco anos sédo melhores quanto maior for a
resposta terapéutica (COMPTON, 2006; WHASHINGTON et al., 2009).

2.5.10 Brotamentos Peritumorais (BPT)
Existem atualmente muitas evidéncias cientificas de que os BPTs tenham

valor prognéstico independente, portanto sua avaliacdo tem o potencial de
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influenciar na decisdo terapéutica (HASE et al., 1993; DE SMEDT et al.,, 2017,
LUGLI et al., 2017; UENO et al., 2002). Maior detalhamento deste fator progndstico

ser& fornecido nos tépicos subsequentes.

2.6 BROTAMENTOS PERITUMORAIS (BPT)
2.6.1 Caracteristicas gerais

BPTs sao definidos como células tumorais isoladas ou em pequenos grupos,
pouco diferenciadas, que se destacam da massa tumoral principal em direcdo ao
estroma adjacente na borda invasiva da neoplasia (figura 5). (HASE et al., 1993;
UENO et al., 2002)(KOELZER et al., 2015b). Representam uma etapa precoce de
disseminagéo da doenca, conferindo aos tumores maior agressividade e capacidade
de metastatizacdo. Tém sido evidenciados em carcinomas de Varios sitios primarios,
como mama, pancreas, esdfago e estbmago, sendo no entanto mais extensamente
estudados nos tumores colorretais (ALMANGUSH et al., 2016; CONNOR et al.,
2015).

Apesar dos brotamentos peritumorais terem se destacado na literatura
apenas na década passada, eles foram descritos pela primeira vez em 1954 por Imai
(IMAI, 1954), que postulou que os brotamentos significariam maior velocidade de
crescimento da neoplasia.

A maior parte dos CCRs usuais apresenta brotamentos em alguma
quantidade, quando examinados minuciosamente. Por isso, 0 ponto mais importante
€ a identificacdo do que seriam os niveis de brotamentos classificados como alto
grau, ou seja, quantidades suficientes de brotamentos para causar impacto negativo

no prognostico.
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Figura 5 — Brotamentos Peritumorais na Interface Tumor-Estroma em Adenocarcinoma
Usual

S A

- L1~ N -l

Fonte: Arquivos do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas-UFPE.

2.6.2 Comportamento Biol6gico, Aspectos Biomoleculares e Genéticos

A explicagdo bioldgica para os brotamentos ndo é inteiramente compreendida,
mas a principal teoria vigente é a da transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), um
processo que pode significar a etapa inicial de disseminacdo e metastatizacdo dos
tumores (GALVAN et al., 2015; WARTENBERG et al., 2015).

A TEM se caracteriza por modificacdbes genOmicas e prote6micas que
culminam na desdiferenciacdo das células neoplasicas, tornando-as menos coesas,
com maior motilidade e maior capacidade de disseminacdo. Sao, portanto, distintas
das células que compdem o tumor principal (JOLLY et al., 2016). A identificacdo de
vias de sinalizacdo especificas que levam a TEM é importante, pois além de explicar
a formacdo e o comportamento bioldégico dos brotamentos, pode ainda servir de
base para o desenvolvimento de novos tratamentos direcionados a inibir as

alteracdes moleculares iniciais envolvidas nesse processo (DAWSON et al., 2015).
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O complexo E-caderina/ Beta catenina localizado na membrana
citoplasmatica é crucial para a adesdo entre as ceélulas e a manutencdo da
polaridade celular. Na formacao dos brotamentos, ocorre ativacao constitutiva da via
de sinalizacdo WNT, caracterizada pela perda da molécula de adesédo E-caderina da
membrana citoplasmatica e pela translocacdo da beta-catenina para o ndcleo da
célula, onde ela funciona como um fator de transcricdo oncogénico.

Nesta etapa, ha ativacdo de varios genes e producdo de moléculas que
explicam o comportamento biolégicodos BPTs (DE SMEDT et al., 2017; KANTHAN;
SENGER; KANTHAN, 2012). Como exemplos destas alteracbes, podemos citar: a
ativacdo do AKT, que confere resisténcia das células dos brotamentos a apoptose;
aumento da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que
estimula a angiogénese nas proximidades dos brotamentos; a sintese de
metaloproteinases, com aumento da degradacdo da matriz extracelular e facilitagdo
da motilidade das células dos brotamentos; expressao do pl16, que causa parada do
ciclo celular e diminuicdo da proliferacdo; aumento do HMGA2 (High-mobility group
AT-hook 2), que incrementa a capacidade migratoria e invasiva das células;
diminuicdo da expressdo do CDX2, com perda da diferenciacdo (GUINNEY et al.,
2015; RODRIGUEZ-SALAS et al., 2017).

Além da via WNT, outras formas de sinalizacdo levam a migracdo nuclear da
beta-catenina e perda da e-caderina incluem a ativacado do TGF-beta, a ativacdo dos
receptores com atividade de tirosina-quinase, incluindo o RAS e o RAF (TALBOT;
BHATTACHARYA; KUO, 2012).

Essas alteracdes moleculares moldam os aspectos morfolégicos e ultraestruturais
dos brotamentos, como sera visto adiante (DE SMEDT et al., 2017; JOLLY et al.,
2016).

2.6.3 Caracteristicas da Interface Tumor-Estroma

A interacdo dos brotamentos com o tecido adjacente também possui
peculiaridades. A natureza do estroma peritumoral € um possivel fator progndstico,
sendo o tipo mixoide associado a pior desfecho, quando comparado as reacdes
desmoplasicas mais densas e maduras (UENO et al., 2015).

Muitos trabalhos tém mostrado o valor independente do infiltrado linfocitario
na regido da interface tumor-estroma (LUGLI et al., 2009; WARTENBERG et al.,

2015). Koelzer et al. demonstraram que uma reacao linfocitaria proeminente local
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estd associada a melhor progndstico quando ha brotamentos, sugerindo que uma
resposta imune pode estar sendo dirigida a eles (KOELZER et al., 2015a).

Em pacientes com acentuado infiltrado de linfécitos T citotoxicos (CD8), os
brotamentos sdo raramente encontrados. Tem sido postulado que esses linfécitos
sejam capazes de destruir os BPTs (JASS et al., 1996; LUGLI et al., 2009, 2017).
Essas alteracbes moleculares podem ser alvos de terapias antitumorais mais
direcionadas e eficientes para conter a disseminacdo tumoral pelos brotamentos.
(BRONSERT et al., 2014).

Ha uma forte associacédo entre os brotamentos e a invasdo angiolinfatica na
interface tumor-estroma. Sugere-se que 0s BPTs sejam exatamente aquelas células
do tumor que adquiriram a capacidade de invadir tais vasos. Para confirmar essa
hipotese, dois estudos morfolégicos foram importantes: Morodomi (MORODOMI et
al., 1989) demonstrou, por meio de cortes seriados, que os brotamentos em alto
grau sdo frequentemente encontrados em areas adjacente as invasdes de vasos
linfaticos. Em outro estudo, Ohtsuki et al realizaram IHQ com dupla marcacéo para
citoqueratinas e anticorpos contra vasos linfaticos, mostrando que muitos
brotamentos nas proximidades da borda tumoral na verdade estavam dentro destes
pequenos vasos (OHTSUKI et al., 2008).

Semelhantemente, os brotamentos tém mostrado associacdo com metastases
a distancia, por meio de invasdo vascular sanguinea prévia na borda invasiva dos
tumores, como mostram outros trabalhos (DE SMEDT; PALMANS; SAGAERT, 2016;
SALHIA et al., 2015)

2.6.4 Achados Morfolégicos

Como visto, a desdiferenciacdo das células tumorais causadas pela TEM,
levam ao destacamento de células menos diferenciadas, pouco coesas, a partir da
borda tumoral em dire¢ao ao estroma.

A primeira descricdo morfologica detalhada foi realizada por Gabbert e
colaboradores (GABBERT et al., 1985), que utilizaram microscopia Optica e
eletrbnica para caracterizar o limite invasivo dos CCRs. Eles identificaram um
subgrupo de carcinomas cuja arquitetura tumoral era claramente diferente na borda
invasiva em relagcdo ao centro da massa neoplasica, esta Ultima apresentando

glandulas bem formadas, que passavam a emitir células isoladas ou em pequenos
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grupos, pouco diferenciadas, conforme o tumor chegava a sua margem invasiva
(ROGERS et al., 2016).

Quando analisados em cortes histologicos Unicos, os brotamentos parecem
completamente destacados do tumor principal. No entanto, Prall e colaboradores,
utilizando anticorpos anti-pancitoqueratina, demonstraram, apos cortes seriados, que
0os brotamentos sdo na realidade conectados a glandulas adjacentes maiores por
prolongamentos citoplasmaticos, como se estivessem brotando (PRALL, 2007). Por
isso, o termo “brotamentos” foi criado por Morodomi et al (MORODOMI et al.,
1989).Especula-se que tais prolongamentos contribuam para a movimentagcao
celular dos brotamentos através do estroma.

A microscopia Optica, os brotamentos s&o grupos celulares pouco
diferenciados, sem formar Iimens glandulares, ndo devendo ser confundidos com
fragmentacao artificial do tumor principal. No menor aumento, os brotamentos séo
vistos como pequenos grupos celulares na borda invasiva, causando irregularidades
na interface tumor-estroma. No maior aumento, é possivel a individualizacdo dos
brotamentos como células isoladas ou em pequenos grupos indiferenciados (HASE
et al., 1993b; KOELZER et al., 2015a; UENO et al., 2004).

A microscopia eletrdnica, essas células apresentam pouca diferenciacéo,
ndcleos grandes, auséncia de complexos juncionais, desmossomos e membrana
basal (DAWSON; LUGLI, 2015).

2.6.5 Significado Clinico dos Brotamentos

Os brotamentos tém repetidamente mostrado um valor prognostico adverso
independente, estando associados a metastases linfonodais e a distancia, pior
sobrevida total, pior sobrevida livre de doenca e maior recorréncia local (NANDITA et
al., 2016; ROGERS et al., 2014; STEINESTEL et al., 2014). Estdo ainda associados
a outros fatores histoldgicos de mau prognéstico no CCR, tais como o alto grau
histologico, a borda tumoral de padrao infiltrativo, a presenca de invasédo vascular
linfatica e sanguinea e a invaséao perineural (CAIE et al., 2014).

O impacto prognéstico adverso dos brotamentos em alto grau é observado
tanto em tumores precoces quanto avancados e ha diversos cenarios nos quais este

marcador pode influenciar nas decisdes terapéuticas.

2.6.5.1 BPTs nos Carcinomas Colorretais Precoces
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No carcinoma colorretal precoce, com invasédo até a camada submucosa (T1),
os tumores costumam ter excelente desfecho e baixas taxas de metastases para
linfonodos, sendo muitas vezes tratados por resseccao endoscopica (MACIAS-
GARCIA et al., 2015; WANG et al., 2009; YAMAUCHI, 2008).

No estudo com maior casuistica envolvendo tumores precoces, Ueno et al.
demonstrou que os brotamentos em alto grau, a invasao vascular linfatica e o alto
grau histolégico sdo fatores independentes associados a metastases linfaticas
(UENO et al., 2004). Em pacientes que ndo possuiram nenhum destes fatores de
risco, a taxa de metastases linfonodais foi menor que 1%, sugerindo que a
mucosectomia endoscopica pode ser suficiente como tratamento para esses
pacientes, se a margem de resseccdo estiver livre de neoplasia. Ja nos polipos
malignos precoces com brotamentos em alto grau a probabilidade de metastases
linfonodais subiu para cerca de 15-20% (UENO et al., 2004).

Por este motivo, a identificacdo histolégica de marcadores de risco poderia
indicar colectomia ao invés da ressecc¢éo endoscopica, mais conservadora (TANAKA
et al., 2015).

2.6.5.2 BPTs nos Carcinomas Colorretais Estagio Il (T3—4 NO)

Pacientes no estagio Il do cancer colorretal tém desfechos muito variados e
neste subgrupo os brotamentos poderiam ser Uteis na estratificacdo de risco.

Em alguns trabalhos, a presenca dos brotamentos em alto grau piorou
consideravelmente a sobrevida, tornando-a até mesmo equivalente a dos pacientes
no estagio lll (JONKER; SPITHOFF; MAROUN, 2011; NIZZE; BARTEN; PRALL,
2005; TANAKA et al.,, 2003). Atualmente, as indicacbes para quimioterapia no
estagio Il sdo incertas, sendo reservadas para 0S casos que apresentem
marcadores de alto risco, como alto grau histolégico, estadiamento pT4 e invasao
venosa extramural (JONKER; SPITHOFF; MAROUN, 2011; KOELZER; ZLOBEC,;
LUGLI, 2016; MITROVIC et al., 2012). O impacto negativo que os brotamentos de
alto grau tém mostrado motivou uma série de autores a defender o uso da
quimioterapia adjuvante na sua presenca (BRENNER; KLOOR; POX, 2014; KOHNE,
2006).

No seu estudo envolvendo pacientes em estagios Il e lll, Okuyama et al.

identificou que os BPTs foram o unico fator em analise multivariada a ser associado
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a pior sobrevida, sendo mais importante até mesmo do que as metastases
linfonodais para o prognéstico (OKUYAMA; NAKAMURA; YAMAGUCHI, 2003).

2.6.5.3 BPTs nos Carcinomas Colorretais Estagio Il

Estudos envolvendo casos com estagio Il (T1-4 N+) sdo mais escassos € 0
valor dos brotamentos neste grupo € menos claro (DERWINGER; CARLSSON;
GUSTAVSSON, 2008; SINICROPE et al., 2014).

Choi et al estudaram brotamentos tumorais em 103 pacientes no estagio lll e
encontraram um valor prognéstico independente (CHOI et al., 2015). Por outro lado,
na série de Sy et al, com 477 casos de CCR estagio Ill (SY et al., 2010), embora
tenha ocorrido uma diferenca de sobrevida entre os casos de alto e baixo grau para
brotamentos, este ndo foi um fator independente para o prognéstico em andlise
multivariada (ROGERS et al., 2016).

2.6.5.4 BPTs nos Carcinomas Colorretais Metastaticos

Em tumores metastaticos, apenas um grande estudo demonstrou pior
resposta a terapia com cetuximab (anticorpo contra o receptor do fator de
crescimento epitelial- EGFR) em pacientes com brotamentos em alto grau
(DAWSON et al., 2014; ZLOBEC et al., 2013). Apesar de ser necessaria confirmacao
em outros trabalhos, este biomarcador poderia ser utilizado juntamente com o KRAS
para predizer os casos nao responsivos ao cetuximab (DAWSON et al., 2015).

2.6.5.5 BPTs nos Carcinomas Colorretais com Instabilidade de Microssatélites

Parece haver uma forte correlagdo negativa entre os brotamentos e o0s
tumores com instabilidade de microssatélites (MLECNIK et al., 2016; WOOD, 2014).
Alguns estudos mostraram uma frequéncia de aproximadamente 50% de
brotamentos em neoplasias estaveis para microssatélites, contra uma virtual
auséncia destes marcadores em tumores instaveis, o que pode, pelo menos em
parte, explicar o melhor progndéstico deste ultimo grupo (KOELZER et al., 2015b;
LAM; CHAN; LEUNG, 2014;).

2.6.6 Sistemas de Avaliacdo dos Brotamentos
Apesar de varios estudos terem isoladamente demonstrado o valor

prognéstico deste biomarcador, as metodologias para sua avaliagdo divergem
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amplamente. Em 2016, foi realizada a Conferéncia Internacional para o primeiro
Consenso dos Brotamentos Tumorais (International Tumor Budding Consensus
Conference — ITBCC) em Berna/Suigca. O principal objetivo do ITBCC foi obter
concordancia baseada em evidéncias sobre a padronizagdo da contagem e
graduacdo dos brotamentos, para que este parametro seja incluido na rotina dos
laudos anatomopatolégicos e nos proximos estudos. Os resultados da referida
conferéncia foram publicados em 2017 e serdo melhor explicitados adiante (LUGLI
et al., 2017).

Apesar das recomendacdes da conferéncia, este foi apenas o primeiro
consenso sobre o tema e suas conclusées, como afirmam os proprios autores, nao
sdo absolutas. Sumarizamos algumas das principais técnicas ja desenvolvidas

(tabela 3), que serviram de base para as decisdes do ITBCC.

Tabela 3 — Métodos de Avaliagdo dos Brotamentos

Autor- ano Pais Populaca Método Defini¢cdo Ponto de corte Técnica
o do de para “alto grau” de
estudo brotament graduaca
o o
Hase 1993 Japao 663 HE N&o N&o héa ponto de Hase
carcinoma especificad corte
s o] (classificagdo
colorretais (avaliacdo subjetiva)
subjetiva)
Morodomi 1989 Japao 40 HE Até 5 Contagem média  Morodomi
carcinoma células em 4 campos de
S retais a.25mm2 maior
avancados que 14
Jass 1996 Japao 95 HE Até 5 5 brotamentos em Jass
carcinoma células um campo de
S objetiva de 40x
colorretais
Ueno 2002 Japao 638 HE < 5 células 10 brotamentos Ueno
carcinoma em um campo de
S objetiva de 25x
colorretais
Ueno 2004 Japao 292 HE < 5 células 5 ou mais Ueno
carcinoma brotamentos em modificad
s um campo de a
colorretais objetiva de 20x

estagio |
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Losi 2006 Italia 295 Imunoistoquimic < 5 células > 5 brotamentos Ueno
carcinoma a em um campo de modificad
s objetiva de 20x a
colorretais
estagio |
Ishikawa 2008 Japéo 71 Imunoistoquimic <5 células > 4 brotamentos Ishikawa
carcinoma a em um campo de
s objetiva de 40x
colorretais
com
invasao
até
submucos
a
Yamauchi 2008 Japao 164 Imunoistoquimic <5 células 5 brotamentos em Ueno
carcinoma a um campo de modificad
s objetiva de 20x a
colorretais
T1
Wang 2009 Irlanda 128 Imunoistoquimic <5 células Contagem em 5 Morodomi
carcinoma a campos de
s objetiva de 20x.
colorretais Média de 1
pT3 NO brotamento/campo
Betge 2012 Austria 110 HE < 5 células >9 Ueno
carcinoma brotamentos/camp  modificad
s o de objetiva de a
colorretais 20x
estagio Il
Zlobec 2012 Suica 127 Imunoistoquimic < 6 células 6 ou mais Zlobec
carcinoma a brotamentos /
S campo de objetiva
colorretais de 40x
estagios |,
el
Marcias Garcia Espanh 97 HE <5 células 10 ou mais Ueno
2014 a carcinoma brotamentos modificad
S campo de objetiva a
colorretais de 20x
estagios |
ell
Sert Bectas 2012 Turquia 73 HE < 5 células 10 ou mais Ueno
carcinoma brotamentos/ modificad
S campo de objetiva a
colorretais de 20x
estagios |,
el
Baresi 2016 Italia 82 HE <5 células 4 ou mais focos Ueno
carcinoma de brotamentos modificad
s em campos de a
colorretais objetiva de 20x
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estagio Il
Myachi 2015 Japao 653 HE < 5 células 4 ou mais focos Ueno
carcinoma de brotamentos modificad
s em campos de a
colorretais objetiva de 20x
estagio |
Horcic 2012 Suica 297 imunoistoquimic < 5 células Média de 10 ou Horcic
carcinoma a mais brotamentos
s em 10 campos de
colorretais objetiva de 40x
estagio Il

Fonte: adaptado de MITROVIC et al., 2012.

Conforme a tabela, as divergéncias nos sistemas de avaliacdo dos

brotamentos ocorrem em varios aspectos:

2.6.6.1 Populagbes Estudadas

Os pesquisadores que desenvolveram técnicas especificas utilizaram
populacdes de estudo diferentes, o que pode causar divergéncias na avaliacdo dos
brotamentos. Alguns selecionaram casos no estagio |, outros incluiram apenas
estagios Il e outros ainda nao restringiram os casos, usando tumores em varios
graus de disseminacdo (SERT BEKTAS et al.,, 2012). O préprio Ueno, em seu
trabalho de 2004, utilizou apenas tumores precoces (pT1), que sdo quase sempre
pequenos e tendem a apresentar menos brotamentos (UENO et al., 2004).
Conforme observado na tabela 1, ha muitas variagcbes nos estadios tumorais
incluidos. Quanto a localizacdo dos tumores, ha estudos que incluiram apenas
tumores retais, ou colénicos, porém a maioria incluiu neoplasias de toda a extenséo
colorretal. Numericamente, as popula¢gfes também séo divergentes, variando de 40
casos a 663.

Inicialmente, os estudos envolvendo brotamentos eram concentrados no
Japado. Na ultima década, contudo, houve diversos trabalhos na Europa, EUA e

Canada.

2.6.6.2 Definicdo de Brotamentos
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Em todos os principais trabalhos, os brotamentos peritumorais sdo definidos
como “células tumorais isoladas ou em pequenos grupos”, pouco diferenciadas e
que se destacam da periferia do tumor principal em direcdo ao estroma adjacente
(BETGE et al., 2012; HORCIC et al., 2013a; LOSI et al., 2006). As discordancias
ocorrem notadamente no niumero maximo de células que compdem um brotamento.
Nos primeiros grandes estudos, alguns autores ndo estabeleciam um limite superior
(HASE et al., 1993b), porém nos ultimos anos tem sido quase unanime o numero
maximo de 4 células (DE SMEDT; PALMANS; SAGAERT, 2016; LUGLI et al., 2017).

2.6.6.3 Coloracao Hematoxilina/ Eosina (HE) versus Imunoistoquimica (IHQ)

A periferia do tumor pode conter numerosas células mesenquimais ativadas,
como fibroblastos, células endoteliais e histiécitos, que podem simular células dos
brotamentos (PUPPA et al., 2012). Um infiltrado inflamatério intenso e a presenca de
necrose tumoral também podem dificultar a visualizacdo dos brotamentos. Ainda,
glandulas neoplasicas podem se fragmentar durante o processamento, simulando
células do brotamento (MITROVIC et al.,, 2012; MIYACHI et al., 2016). Por fim,
brotamentos com células Unicas podem passar despercebidos na avaliacdo
microscopica de rotina pelo HE (HORCIC et al., 2013a; SERT BEKTAS et al., 2012).

Por estes motivos, alguns autores defendem o uso rotineiro da IHQ com
anticorpos anti-pancitoqueratina na avaliagdo dos brotamentos, pois 0s anticorpos
marcam apenas as células tumorais, realcando os brotamentos menores e
destacando-os das células estromais e inflamatorias da interface tumor-estroma
(CAIE et al., 2014; SATOH et al., 2014).

A IHQ é dispendiosa e requer mais tempo de preparo quando comparada ao
HE (MITROVIC et al.,, 2012). Além disto, como veremos, ndo parece haver um
aumento significativo na acuracia da quantificacdo dos brotamentos com IHQ. Por
isto, segundo a maioria dos autores, especialmente nos trabalhos mais recentes e
de acordo com o ITBCC, a IHQ ndo deve ser empregada em todos 0s casos, mas
apenas naqueles de dificil interpretacdo, quais sejam: 0S casos com muita
inflamac@o ou células mesenquimais ativadas na interface tumor-estroma, muita

necrose e fragmentacéo artefatual do tumor (LUGLI et al., 2017).

2.6.6.4 Graduacéo dos Brotamentos
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Este aspecto € o mais controverso, justificando o atraso na padronizacao e
validacdo dos brotamentos como biomarcador. Como vimos, a maioria dos CCRs
possui brotamentos em quantidades variadas. Entretanto, € importante o
estabelecimento de um ponto de corte a partir do qual os tumores teriam maior
probabilidade de associacdo com pior prognostico (brotamentos em alto grau).

Apenas um dos principais pesquisadores defendeu em seu estudo a
graduacéo subjetiva, em que o examinador deve classificar os brotamentos como
alto ou baixo grau de acordo com sua impressao (HASE et al., 1993b). Nos demais
trabalhos, especialmente os mais recentes, 0os autores procuraram estabelecer
pontos de corte (hnumeros de brotamentos por area microscépica) a partir dos quais
0 caso seria classificado como alto grau, ou seja, com maior probabilidade
estatistica de refletir o mau prognostico (KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016).

Os brotamentos podem ser quantificados em areas diferentes conforme a
lente objetiva usada e o numero de campos microscopicos avaliados. Em seu estudo
original, Ueno utilizou a lente de 25, que corresponde a uma é&rea de 0.385mm2
(UENO et al., 2002). Outros pesquisadores empregaram a lente de grande aumento
(objetiva de 40)(PUPPA et al., 2012). A desvantagem do grande aumento € que ele
obtém areas muito pequenas, restringindo a quantidade de brotamentos que podem
ser contados e diminuindo a reprodutibilidade interobservador. Ja a lente de 25 nao
é disponivel na maior parte das marcas de microscopios.

Por ser mais disponivel e obter area maior (0.785mm2), a lente objetiva de 20
tem sido usada na maioria dos estudos recentes (LUGLI et al., 2017).

Com relacdo a quantidade de campos microscoépicos avaliados, a maioria dos
autores prefere a contagem em campo unico (hot spot), onde ha maior concentracao
de brotamentos (UENO et al., 2002; VAN WYK et al.,, 2015). Alguns métodos
recentes defendem uma melhor reprodutibilidade interobservador e acuracia na
graduacdo quando os brotamentos sdo quantificados em mais de uma érea (4 a 10
campos), com posterior contagem meédia de brotamentos por unidade de area
(HORCIC et al., 2013a; KARAMITOPOULOU et al., 2013; PUPPA et al., 2012).
Entretanto, isto torna a avaliagdo rotineira dos brotamentos mais demorada e
laboriosa, ndo se justificando na pratica.

Em sintese, a tendéncia atual € quantificar os brotamentos em campo unico
(hot spot), utilizando-se preferencialmente a lente objetiva de 20, conforme

recomendado pelo ITBCC.



41

Uma vez obtido o nimero de brotamentos por area, resta definir o ponto de
corte para estratificacdo do grau de brotamentos, Segundo o ITBCC, o alto grau
corresponde a um numero de 10 ou mais brotamentos por &rea de 0.785mmz2 (lente
objetiva de 20) (LUGLI et al., 2017; UENO et al., 2002).

O ultimo ponto de discordancia no que se refere a graduacao encontra-se na
estratificacdo dos graus. O ITBCC, como veremos, gradua os brotamentos em 3
niveis (baixo grau: 0-4 brotamentos/ campo; grau intermediério: 5-9 brotamentos/
campo; alto grau: 10 ou mais brotamentos/ campo). Ha estudos cuja graduacédo é
bimodal (alto grau: 10 ou mais brotamentos/ campo e baixo grau: <10 brotamentos/
campo) (SERT BEKTAS et al.,, 2012). Ha ainda trabalhos que graduaram os
brotamentos em 4 grupos ou de forma continua (ROGERS et al., 2016).

2.6.6.5 Concordancia Interobservador

Como todo parametro histolégico, a contagem e graduacédo dos brotamentos
tém seu grau de subjetividade, expressa na variabilidade interobservador (indice
kappa).Os valores de Kappa podem ser interpretados como se segue: < 0: nao
existe concordancia; 0-0,20: concordancia minima; 0,21-0,40: concordancia
razoavel; 0,41-0,60: concordancia moderada; 0,61-0,80: concordancia substancial;
0,81-1,0: concordancia perfeita (MITROVIC et al., 2012).

Parece haver um discreto aumento do indice kappa nos estudos que utilizam
IHQ e que gquantificam os brotamentos em campos multiplos ao invés do hot spot.
Entretanto, como estas técnicas sdo mais laboriosas, ndo parecem justificaveis
(MITROVIC et al., 2012).

A graduacdo bimodal (alto e baixo grau), quando comparada aquelas com
maior estratificacdo, revelou melhores indices de concordancia (ROGERS et al.,
2016; UENO et al., 2002; WATANABE et al., 2015).

Poucos estudos envolvendo os brotamentos peritumorais no cancer colorretal
utilizaram o indice kappa em suas metodologias, e este parametro deve motivar
novos trabalhos, ja que uma boa concordéancia interobservador € fundamental para a
introducdo de um método na rotina diagndstica e em estudos subsequentes (LUGLI,
KARAMITOPOULOU; ZLOBEC, 2012; MITROVIC et al., 2012).

2.6.6.6 Método de Ueno Original versus Método de Ueno Modificado
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O pesquisador japonéns Hideki Ueno, um dos pioneiros no estudo dos
brotamentos peritumorais, realizou um grande trabalho retrospectivo envolvendo 638
espécimes cirurgicos de tumores retais (UENO et al., 2002).

De acordo com a metodologia empregada, um brotamento € definido como
uma célula isolada ou em grupos de até 4 células. A quantificacdo e graduacao
foram realizadas através da seguinte técnica:

1) Avaliacdo da borda invasiva do tumor (interface tumor-estroma). Nesta

etapa, utilizam-se lentes objetivas de 5 e de 10 em busca das areas mais

ricas em brotamentos.

2) Na éarea selecionada (hot spot), os brotamentos foram quantificados em

uma area correspondente a lente objetiva de 25 (0.385mm?2).

3) O autor graduou os brotamentos de duas maneiras:

- quatro categorias: (0-4; 5-9; 10-20; >20 brotamentos por campo).

- duas categorias: em alto grau (10 ou mais/campo) ou baixo grau (menos de

10/ campo).

Neste trabalho original, ndo foi medida a reprodutibilidade interobservador,
porém o mesmo autor realizou nova graduacdo dos brotamentos apds 2 meses,
selecionando aleatoriamente 100 dos 638 casos. Posteriormente, mediu o indice
kappa de reprodutibilidade intrabservador.

Os resultados mostraram um indice kappa de 0.646 para a graduagédo em 4
categorias (concordancia substancial). Para 2 categorias, este indice subiu para
0.840 (concordancia quase perfeita).

O estudo estatistico mostrou associacdo entre 0s graus mais altos de
brotamentos e outros fatores de mau prognoéstico tanto na graduacdo em quatro
categorias como naquela que utilizou duas. Em sua conclusédo, o autor sugere a
graduacdo em apenas 2 categorias, por apresentar melhor concordancia (UENO et
al., 2002).

Muitos trabalhos posteriormente utilizaram variacdes do método de Ueno,
confirmando sua acuracia e praticidade, tendo a técnica se destacado nos trabalhos
mais recentes (BARRESI et al., 2015; MACIAS-GARCIA et al., 2015; SERT BEKTAS
et al., 2012).

Na maioria dos paises ocidentais, a técnica de Ueno foi adaptada para a lente

objetiva de 20, que corresponde a uma area de 0.785mmz2, uma vez que a maior
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parte dos microscopios nao dispde da lente de 25. As demais defini¢cdes originais do
meétodo de Ueno original foram mantidas, isto €, um brotamento = 1 a 4 células; alto
grau =.10 ou mais brotamentos por campo; baixo grau = menos de 10 brotamentos
por campo. (MITROVIC et al., 2012). O método de Ueno modificado foi reproduzido
e validado em outros estudos (KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016).

Como sera exposto adiante, o ITBCC recomenda o método de Ueno
modificado como técnica de escolha, com apenas uma ressalva: o referido consenso
classifica os brotamentos em 3 categorias (baixo grau — 0 a 4/ campo; grau
intermediario — 5 a 9/ campo; e alto grau — 10 ou mais/campo), ao invés da
classificacdo bimodal (LUGLI et al., 2017).

2.6.6.7 International Tumor Budding Consensus Conference (ITBCC)

As evidéncias sobre os BPTs como fator de mau progndéstico ja séo
suficientemente robustas, porém, até recentemente, ndo se dispunha de um sistema
unificado para a padronizagdo deste marcador. ApOs nove sessbes, 0s 22
participantes do ITBCC (patologistas e cirurgides do Canada, EUA, Europa e Japéo)
chegaram a um consenso sobre os principais aspectos a considerados, como se
segue:

» Sessdao 1: definicdes dos brotamentos tumorais.

e Os brotamentos s&o definidos como células tumorais isoladas ou em

grupos de até 4 células.

» Sessdo 2: Brotamentos tumorais nos cenarios clinicos.
e Os brotamentos tumorais sao preditores independentes de metastases
linfonodais em CCRs precoces (estagio T1).
e Os brotamentos tumorais sdo preditores independentes de sobrevida
em CCRs estadio Il.
e Os brotamentos tumorais sdo um fator progndéstico adverso em

biépsias pré-operatérias no CCR.

» Sessao 3: Graduacédo dos brotamentos pelo HE e imunoistoquimica.
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e Os brotamentos tumorais devem ser avaliados somente pela
Hematoxilina/ Eosina (HE), a menos que existam achados histologicos
limitantes, como inflamacéo acentuada peritumoral.

¢ A imunoistoquimica pode ser aplicada nestes casos com limitacdes.

» Sessao 4: Brotamentos intratumorais e peritumorais.
e Os brotamentos intratumorais sdo avaliaveis em bidpsias pré-
operatorias.
e O impacto prognostico dos brotamentos independe de sua localizacao
(BPT ou BIT).
e Todos os brotamentos devem ser quantificados nos tumores pT1 e
estadio Il.

» Sessdo 5: Quantidade e tamanho dos campos microscopicos para graduacgao
dos brotamentos.
e Os brotamentos em bidpsias pré-operatorias e em tumores pT1l sdo
avaliados nos campos de maior concentracao (hot spots).
e Nos espécimes cirargicos de colectomias, a contagem dos brotamentos
pode ser feita como uma média de 10 campos de grande aumento
(CGA) ou em hot spots.
e A area de contagem dos brotamentos deve ser de 0.785mm2,

independentemente do tipo de microscopio usado.

» Sessao 6: Pontos de corte para graduacao dos brotamentos.
e Um ponto de corte para brotamentos em alto grau deve ser
estabelecido para facilitar a estratificacao de risco no CCR.
e Uma escala continua de graduacgéo pode ser referida nos laudos para
mensuragao mais precisa.

e O método deve ter reprodutibilidade interobservador suficiente.

» Sessao 7: Brotamentos tumorais na rotina.
e Os brotamentos devem ser incluidos nos laudos anatomopatologicos,

protocolos e manuais de CCR.
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e Os brotamentos devem ser incluidos na proxima classificagdo TNM
como fator progndéstico adicional, tal como ocorre com a infiltracdo
neoplésica angiolinfatica, a diferenciacéo histologica, etc.

e O grau dos brotamentos tumorais é independente e distinto do grau de

diferenciacao histologica dos tumores.

> Sessoes 8 e 9: Conclusfes e recomendacdes para pesquisas futuras.

e O meétodo de escolha pelo consenso considera um brotamento como
célula tumoral isolada ou em grupos de até 4 células.

e A quantificacdo deve ser feita em um campo de maior concentragao de
brotamentos (hot spot) correspondente a um a area de 0.785mm?2).

e A graduacdo dos brotamentos € estratificada em 3 grupos
- Baixo grau: 0-4 brotamentos/ area.
- Grau intermediario: 5-9 brotamentos/ area.

- Alto grau: 10 ou mais brotamentos/ area.

Como perspectiva futura, o consenso nao representa um ponto final, mas sim
uma base para novos trabalhos prospectivos ou que reproduzam a técnica

recomendada para refinar sua validagao.



46

3 JUSTIFICATIVA

Mais de 1.2 milhdo de pacientes s&o diagnosticados com céncer colorretal
anualmente no mundo, causando mais de 600 mil Obitos. Sua incidéncia é
particularmente alta nos paises ocidentais (SIEGEL et al., 2017). Devido ao aumento
da expectativa de vida global e do Brasil, a incidéncia deste carcinoma vem
aumentando (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2016).

O estadiamento TNM continua sendo o principal parametro prognaostico,
estratificando os casos em estagios de | a IV, conforme o grau de disseminacdo da
doenca (AMIN et al., 2017). Os biomarcadores avaliados no estudo histopatoldgico
sdo fatores prognosticos adicionais do CCR, identificando os casos com maior
probabilidade de metastases e menor sobrevida (SAGAERT, 2014). Na pratica,
podem influenciar a conduta médica em algumas instancias, como na indicacao de
quimioterapia adjuvante para tumores no estadio Il e de colectomias para tumores
precoces (BRENNER; KLOOR; POX, 2014).

Os brotamentos peritumorais ja demonstraram valor progndstico
independente em multiplos estudos. Apesar disto, os grandes trabalhos envolvendo
este biomarcador histolégico sdo recentes e os métodos para sua avaliagdo sao
bastante diversos. Ainda sdo necessarios estudos adicionais para a validacao de
uma técnica de escolha, sua padronizacdo e incorporacdo na rotina diagndstica
(KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 20186).

As publicacBes sobre este tema ja foram amplamente reproduzidos na
Europa, Japdo e Ameérica do Norte. No Brasil, ainda ndo ha trabalhos designados a
testar as técnicas de quantificacdo dos brotamentos, nem a medir sua associacéo
com outros marcadores histologicos de agressividade tumoral e pior progndstico. Os
brotamentos ainda n&o tém nomenclatura definida em nosso pais, ndo foram
universalmente adotados na rotina diagnostica brasileira nem padronizados em

Nnossos manuais de laudos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar histologicamente os aspectos quantitativos e qualitativos dos brotamentos

peritumorais em pecas cirdrgicas de pacientes com carcinoma colorretal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Validar a técnica de Ueno modificada para quantificar e graduar os

b)

c)

brotamentos peritumorais;

Medir estatisticamente a associacdo entre 0s brotamentos e 0s seguintes
biomarcadores histolégicos: metastases linfonodais (estadiamento N); invaséo
neoplasica angiolinfatica; invasdo neoplasica perineural; grau de
diferenciacdo  tumoral; infiltrado linfocitario  peritumoral;  margem
circunferencial; depdésitos tumorais na gordura mesocdlica; configuracdo da
borda tumoral; tipo histoldgico; estadiamento T; estadiamento M;

Medir a associacao entre os brotamentos e outras varidveis constantes nos
laudos, que ndo sdo considerados fatores progndésticos: género dos
pacientes, localizacdo do tumor, tamanho do tumor; configuracao

macroscopica.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O presente estudo foi do tipo retrospectivo, analitico, transversal,
gualiguantitativo, visando a validar a técnica de Ueno modificada e avaliar a
associacado entre os brotamentos peritumorais e outros marcadores histolégicos de

mau prognaostico, em pecas cirdrgicas de pacientes com carcinoma colorretal.

5.2 CENARIO DA PESQUISA

O estudo foi realizado apds carta de anuéncia do Servico de Patologia do
Hospital das Clinicas-UFPE e ap6s submissédo a aprovacao de comité de ética em
pesquisa. Os blocos de parafina e laudos referentes as pecas cirargicas foram
procedentes do referido departamento. Os recortes dos blocos e coloracées foram
realizados no laboratério do Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da
Saude da UFPE. Por fim, a quantificacdo dos brotamentos pelo examinador foi feita
novamente no Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE.

5.3 POPULAGAO DE ESTUDO E PERIODO DE REFERENCIA

O estudo envolveu 92 pecas cirurgicas de colectomias por cancer colorretal,
realizadas entre janeiro de 2005 e junho de 2016 no Hospital das Clinicas da
Universidade de Pernambuco.

Os blocos de parafina contendo tecido tumoral de cada um dos espécimes
cirdrgicos foram retirados dos arquivos do Departamento de Patologia para a
confeccdo de novas laminas e reavaliacdo histoldgica pelo examinador. Acessamos
os laudos histopatoldgicos arquivados para coleta dos dados necessarios a

pesquisa.

5.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

Incluimos o0s casos com: diagndstico histopatologico confirmado de
adenocarcinoma colorretal usual ou variante mucinosa; blocos em boas condi¢cdes
de conservacédo; laudos contendo informacdes completas sobre dados clinicos e
anatomopatoldgicos, minimo de 2 blocos por espécime identificados no exame
macroscopico como sendo fragmentos do tumor; pecas cirirgicas com um minimo

de 12 nédulos dissecados.



49

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os casos com: tumores de outros tipos histologicos;
carcinomas in situ ou intramucosos (pTis); blocos de parafina em condi¢cdes
inadequadas; menos de 2 blocos referentes ao tecido tumoral; falta de informagoes
essenciais nos laudos; historico de sindromes hereditarias para o CCR.

Os casos em que o numero de linfonodos analisados na peca cirargica foi
menor que 12 foram excluidos para avaliagdo da variavel “metastases linfonodais”,

porém foram utilizados para avaliagdo dos outros parametros.

5.6 AMOSTRAS

Inicialmente, selecionamos 189 casos através de busca no livro de registro do
laboratorio. 48 casos foram excluidos devido ao numero de linfonodos mesocdélicos
dissecados abaixo de 12. Cinco casos correspondiam a tumores de outros tipos
histol6gicos que ndo sejam adenocarcinoma usual ou mucinoso. Dois casos foram
excluidos por serem mucinosos puros e um caso estava associado a sindrome de
Lynch. Em outros 27 havia falta de dados nos laudos sobre o estadiamento e outros
parametros histolégicos. Mais 14 casos foram excluidos apos o recorte dos blocos,
devido as mas condi¢cdes de conservacdo do tecido ou pela pouca amostragem do
tumor, ndo sendo possivel avaliar a interface tumor-estroma. Dos 92 casos
remanescentes, constatamos que em 7 deles os nédulos mesocdlicos identificados
como linfonodos por vezes correspondiam a tecido fibroso ou coagulos. O nimero
de linfonodos destes 7 casos revelou-se menor que 12. Optamos pela exclusao
destes 7 casos para analises estatisticas das metastases linfonodais, mas o0s
mantivemos para avaliacdo de outros parametros histologicos independentes.

As amostras finais consistiram de 2 a 5 blocos de parafina por espécime de
colectomia, totalizando 344 blocos. Eles foram recortados, com subsequente
processamento e coloragéo pela Hematoxilina e Eosina.

Os laudos e fichas de requisicdo anexas forneceram informacdes sobre as

variaveis clinicas, macroscopicas e histologicas.

5.7 AVALIACAO HISTOLOGICA DO BROTAMENTOS E OUTROS PARAMETROS
Os brotamentos peritumorais s&o um parametro histolégico apenas

recentemente estudados e nado estavam descritos em nenhum dos laudos
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selecionados do arquivo. O examinador, em todos 0s casos, quantificou e graduou
0os brotamentos pela técnica de Ueno modificada. Além disso, reavaliou os outros
pardmetros histolégicos intrinsecos dos tumores, como a invasdo angiolinfatica,
invasdo perineural, diferenciacdo tumoral, configuragdo da borda da lesao, infiltrado
linfocitario peritumoral, presenca de depdsitos tumorais no tecido adiposo pericélico
e tipo histologico. Além destes itens, todos os demais parametros contidos nos

laudos foram catalogados.

5.8 METODO DE AVALIACAO DOS BROTAMENTOS

O examinador analisou 0s 92 casos restantes ap6s os critérios de exclusao,
quantificando os brotamentos.
O método escolhido para a avaliacdo dos brotamentos foi o de Ueno modificado. De
acordo com esta técnica, o examinador deve primeiramente localizar na lamina a
borda invasiva do tumor, ou seja, a interface tumor-estroma. Para tanto se utiliza a
lente objetiva de 5. Ao percorrer tal borda, é possivel identificar as areas mais ricas
em brotamentos. No campo selecionado (hot spot), a lente objetiva foi entdo
modificada para a de 20, cujo campo (0,750mm?) foi usado para a contagem dos
brotamentos.

Dez ou mais brotamentos em uma area de 0,785mm? classificam os tumores
como alto grau. Os casos com 9 ou menos brotamentos por area foram classificados
como baixo grau. Ao final, confrontamos a graduacdo dos brotamentos com as

outras variaveis para andlise estatistica.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o SPSS versdo 20.
Inicialmente, executou-se uma andlise descritiva para verificar as frequéncias
absolutas e percentuais para as variaveis categoricas e as medidas de posicéo e
dispersdo para as variaveis huméricas. Com esta analise foi possivel identificar o
perfil dos pacientes presentes na amostra, bem como possiveis tendéncias nos
dados.

Para testar a significancia das possiveis associacfes entre a graduacao dos
brotamentos tumorais e o0s demais marcadores, construiram-se tabelas de
contingéncia para verificar os percentuais e em seguida foi utilizado o teste Qui-

Quadrado de Independéncia e o Teste Exato de Fisher que testam a hipotese nula
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de que ndo existe associagao significativa contra a hipétese alternativa de que essas
duas variaveis estdo associadas. A regra de decisdo destes testes se baseia no p-
valor, de forma que se o p-valor<0,05 conclui-se que existe associacéo significativa
entre as variaveis.

Para mensuracdo de intensidade das associacoes significativas, fez-se uso
do coeficiente V de Cramér. Para todos os testes estatisticos foi adotado o nivel de

5% de significancia.

5.10 CONSIDERAGOES ETICAS

A pesquisa utilizou blocos de parafina e laudos correspondentes e requisicfes
anexas, todos arquivados no servi¢co de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE,
assegurando-se absoluto sigilo quanto a identidade dos pacientes. Foi obtida a
Carta de anuéncia do Hospital das Clinicas. O projeto foi posteriormente submetido
a Plataforma Brasil e ao Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da
UFPE, sendo aprovado (CAAE: 50968115.9.0000.5208) - Anexo.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO

Avaliagao histopatolégicados brotamentos peritumorais no cancer colorretal

Histopathological evaluation of tumor budding in colorectal cancer

Artigo a ser submetido a revista XXXX
Qualis CAPES:

Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the commonest malignant neoplasms worldwide,
with high mortality rates. One of the most important measures to attain better cure
rates is the evaluation of tumoral prognostic factors through histopathological
analysis. “Tumor buddings”, a histological biomarker extensively studied in the last
years, have proved to be associated with worse outcomes. In this study, we analyzed
tumor buddings aiming to statistically measure its association with prognostic factors
in CRC and validate Ueno’s modified technique. Retrospectively, we obtained 92
surgical colectomy specimens with CRC performed at HC-UFPE between 2005 and
2016 and used Ueno’s modified method to evaluate the buddings. In accordance with
most large publications, we found a positive, statistically significant association
between high grade tumor buddings and (lymph node metastasis) (p= 0,023),
(lymphovascular invasion) (p< 0,001), (perineural invasion) (p< 0,001), (infiltrative
configuration of the tumor border) (p< 0,001) and (tumoral deposits in the mesocolic
fat tissue) (p= 0,005). In conclusion, high grade tumor budding is indeed associated
to other histological biomarkers and Ueno’s modified technique is feasible, cost-

effective and capable of quantifying buddings with precision.

Keywords: Colorectal neoplasms; Tumor budding; Prognosis.



53

Introducéo

O carcinoma colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna epitelial que se origina
a partir da mucosa do intestino grosso (SIEGEL et al., 2017). Sendo, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é uma das principais causas de mortes
relacionadas ao cancer no mundo (AMERICANCANCERSOCIETY, 2017,
SAGAERT, 2014; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). E o terceiro tipo de cancer mais
diagnosticado em homens (apdés os tumores de préstata e pulmédo) e o segundo
entre as mulheres, atrds apenas do cancer de mama (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2017).

O procedimento mais utilizado para confirmagcdo diagnéstica do CCR é a
colonoscopia com bidpsia. Para avaliar a profundidade da invasao e a disseminacgao
regional e a distancia, sao utilizadas técnicas como a tomografia computadorizada, a
ressonancia magnética, ultrassonografia endoscoépica pré-operatérias (FREEMAN,
2013).

A maior parte dos pacientes sdo submetidos a colectomias, e a analise
histoldgica dos espécimes cirdrgicos fornece dados adicionais sobre o estadiamento
locorregional da doenca (COMPTON, 2006; WHASHINGTON et al., 2009). Desta
forma, a reducdo da mortalidade depende consideravelmente da avaliacdo
histopatolégica dos produtos de colectomias, o que permite identificar os fatores
prognosticos e utiliza-los para guiar a conduta médica subsequente e estratificar os
pacientes quanto ao risco de metastases, desfecho da doenca e mortalidade
(BOSCH et al., 2013; CUNNINGHAM et al., 2010; SAGAERT, 2014).

Dentre os aspectos prognosticos, a extensdo anatbmica do tumor pelo
estadiamento TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) € 0 mais importante parametro para
0 CCR (DUKES, 1980; MOU et al., 2013; SAGAERT, 2014). No entanto, diversos
outros biomarcadores histolégicos séo associados a piores desfechos e por isso sao
considerados pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) como fatores
prognésticos adicionais (MAGUIRE, 2014; WADA et al., 2015; AMIN et al., 2017).

Existem atualmente muitas evidéncias cientificas de que o0s brotamentos

peritumorais (BPT) tenham valor prognostico independente, comprovadamente
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associados a metastases e reducao da sobrevida (LUGLI et al., 2017). Portanto, sua
avaliacdo tem o potencial de influenciar na deciséo terapéutica. Em maio de 2017, a
Conferéncia para o Consenso Internacional sobre os Brotamentos (International
Tumor Budding Consensus Conference - ITBCC) (LUGLI et al., 2017), realizada em
Berna, Suica, definiu diretrizes sobre as definicdes e padronizacdes das técnicas de
avaliacdo dos brotamentos e sua incorporacdo na rotina diagnéstica. Contudo,
devido ao fato de os grandes estudos sobre os brotamentos serem ainda muito
recentes, ainda é necessaria investigacdo adicional sobre o tema, com diferentes

metodologias, para maior validacdo e padronizacao.

A técnica de Ueno et al modificada (LUGLI et al., 2017; MITROVIC et al.,
2012; UENO et al., 2002) vem sendo a mais utilizada nos grandes trabalhos, sendo
um método simples, pratico e de baixo custo, que utiliza apenas laminas coradas
com HE e apresenta boa concordancia interobservador, sendo o método escolhido
pelo referido consenso. Define um brotamento como células isoladas ou em grupos
de até 4 células que se destacam da borda invasiva do tumor. A contagem desses
brotamentos em um campo de 0,785 mm? classifica os tumores como alto grau (10
ou mais brotamentos/campo). Em numerosos trabalhos que utilizaram esta técnica,
foi verificada associagao estatisticamente significativa entre os brotamentos em alto
grau e os outros fatores de mau prognostico, além de menor sobrevida em 5 anos.
(LUGLI et al., 2009, 2017).

Neste estudo, avaliamos histologicamente 0s aspectos quantitativos e
qualitativos dos brotamentos peritumorais em pecas cirlrgicas de pacientes com

carcinoma colorretal.

Materiais e Métodos

SELECAO DE CASOS

O estudo envolveu 92 pecas cirurgicas de colectomias por cancer colorretal,
realizadas entre janeiro de 2005 e junho de 2016 no Hospital das Clinicas da
Universidade de Pernambuco (CAAE: 50968115.9.0000.5208).

Incluimos o0s casos com: diagndstico histopatologico confirmado de

adenocarcinoma colorretal usual ou variante mucinosa; blocos em boas condi¢des
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de conservacédo; laudos contendo informacdes completas sobre dados clinicos e
anatomopatoldgicos, minimo de 2 blocos por espécime identificados no exame
macroscopico como sendo fragmentos do tumor; pecas cirrgicas com um minimo
de 12 nodulos dissecados.

Foram excluidos os casos com: tumores de outros tipos histologicos;
carcinomas in situ ou intramucosos (pTis); blocos de parafina em condi¢cdes
inadequadas; menos de 2 blocos referentes ao tecido tumoral; falta de informagoes
essenciais nos laudos; historico de sindromes hereditérias para o CCR.

Os casos em que o numero de linfonodos analisados na peca cirargica foi
menor que 12 foram excluidos para avaliacdo da variavel “metastases linfonodais”,

porém foram utilizados para avaliagdo dos outros parametros.

ANALISE HISTOLOGICA

As amostras finais consistiram de 2 a 5 blocos de parafina por espécime de
colectomia, totalizando 344 blocos. Eles foram recortados, com subsequente
processamento e coloragéo pela Hematoxilina e Eosina.

O examinador, em todos 0s casos, quantificou e graduou os brotamentos pela
técnica de Ueno modificada. Além disso, reavaliou os outros parametros histolégicos
intrinsecos dos tumores, como a invasdo angiolinfatica, invasao perineural,
diferenciacdo tumoral, configuracdo da borda da lesdo, infiltrado linfocitario
peritumoral, presenca de depdsitos tumorais no tecido adiposo pericélico e tipo
histol6gico. Além destes itens, todos os demais parametros contidos nos laudos
foram catalogados.

O método escolhido para a avaliacdo dos brotamentos foi o de Ueno
modificado. De acordo com esta técnica, o examinador deve primeiramente localizar
na lamina a borda invasiva do tumor, ou seja, a interface tumor-estroma. Para tanto
se utiliza a lente objetiva de 5. Ao percorrer tal borda, é possivel identificar as areas
mais ricas em brotamentos.

No campo selecionado (hot spot), a lente objetiva foi entdo modificada para a
de 20, cujo campo (0,750mm?) foi usado para a contagem dos brotamentos.

Dez ou mais brotamentos em uma area de 0,785mm? classificam os tumores
como alto grau. Os casos com 9 ou menos brotamentos por area foram classificados

como baixo grau.
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ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS verséo 20.
Inicialmente, executou-se uma andlise descritiva para verificar as frequéncias
absolutas e percentuais para as variaveis categoricas e as medidas de posicao e
dispersdo para as variaveis numéricas. Com esta analise foi possivel identificar o
perfil dos pacientes presentes na amostra, bem como possiveis tendéncias nos
dados.

Para testar a significancia das possiveis associa¢des entre a graduagdo dos
brotamentos tumorais e o0s demais marcadores, construiram-se tabelas de
contingéncia para verificar os percentuais e em seguida foi utilizado o teste Qui-
Quadrado de Independéncia e o Teste Exato de Fisher que testam a hipétese nula
de que ndo existe associacdo significativa contra a hipotese alternativa de que essas
duas variaveis estdo associadas. A regra de decisdo destes testes se baseia no p-
valor, de forma que se o p-valor<0,05 conclui-se que existe associacao significativa
entre as variaveis.

Para mensuracédo de intensidade das associacdes significativas, fez-se uso
do coeficiente V de Cramér. Para todos os testes estatisticos foi adotado o nivel de

5% de significancia.

Resultados

Apoés avaliacdo histoldgica dos brotamentos peritumorais pelo método de Ueno
modificado, os casos foram classificados como alto grau ou baixo grau. Estes dados
foram confrontados com as informacdes sobre os outros biomarcadores histol6gicos
e outros parametros presentes nos laudos anatomopatolégicos.

A tabela 4 ilustra o perfil dos 92 pacientes presentes da amostra, bem como

possiveis tendéncias nos dados.

Tabela 4 — Frequéncias absolutas e percentuais para cada uma das variaveis categoricas e
medidas descritivas para as variaveis numericas.

NUmero de
pacientes %
média=5,995; desvio-

padrao=2,267;
Tamanho do tumor mediana=5,5;min=2,2; max=12




média=62,1;
padrao=12,543;

desvio-

Idade mediana=64;min=32; max=87
Sexo

Feminino 47 54,70%

Masculino 39 45,30%
Graduacéao dos brotamentos tumorais

Alto grau 33 35,90%

Baixo grau 59 64,10%
Diferenciacdo tumoral

Bem 74 79,60%

Mal 11 11,80%

N&o classificado 8 8,60%
Invasao Angiolinfatica

Nao 49 52,70%

Sim 44 47,30%
Invaséo Perineural

Nao 70 75,30%

Sim 23 24,70%
Borda tumoral

Expansiva 44 47,80%

Infiltrativa 48 52,20%
Infiltrado de linfocitos peritumoral

Acentuado 5 5,40%

Discreto 71 77,20%

Moderado 16 17,40%
Depositos tumorais na gordura mesocolica

Nao 74 80,40%

Sim 18 19,60%
Tipo histolégico

Adeno 85 91,40%

Mucinoso 7 7,50%
Estadiamento T

1 5 5,50%

2 10 11,00%

3 62 68,10%

4 14 15,40%
Estadiamento N

IGN. 6 6,60%

N+ 39 42,90%

ZERO 46 50,50%
Metastase

IGN 88 96,70%

M+ 3 3,30%

57
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Margem proximal

Comprometida 1 1,20%

Livre 85 98,80%
Margem distal

Livre 86 92,50%

ignorada 7 7,50%
Margem radial

ignorada 7 7,60%

Comprometida 15 16,30%

Livre 70 76,10%

Configuracdo Macroscopica

Anelar 10 11,80%
Irregular 5 5,90%
Nodular 14 16,50%
Ulcerada 25 29,40%
Vegetante 31 36,50%
Localizacdo do tumor
Direito 51 59,30%
Esquerdo / reto 33 38,40%
Célon Transverso 2 2,30%

Radioterapia neoadjuvante
Nao 84 97,70%
Sim 2 2,30%

Conforme observado na tabela 4, obtivemos 33 casos classificados como alto
grau (35,9%) e 59 classificados como baixo grau (64,1%).

Do total de casos com brotamentos de alto grau, 19 (63,3%) apresentavam
metéstases linfonodais e 11 (36,7%) ndo apresentavam. Quanto aos casos de baixo
grau, 35 (63,6%) ndo exibiram metastases linfonodais e 20 (36,4%) exibiram. Além
disto, o teste Exato de Fisher mostrou que existe associacdo significativa (p-
valor<0,05) entre a graduacdo dos brotamentos tumorais de alto grau e as
metastases linfonodais, sendo esta associacdo considerada de fraca a moderada (V
de Cramér = 0,259).

Em 25 (75,8%) dos tumores com brotamentos de alto grau houve invaséo
angiolinfatica e em 8 (24,2%) ndo houve. Entre os tumores de baixo grau, 40
(67,8%) ndo apresentaram invasdo angiolinfatica e 19 (32,2%) apresentaram. O

teste Exato de Fisher mostrou que existe associacao significativa (p-valor<0,05)



59

entre 0os brotamentos tumorais de alto grau e a invasdo angiolinfatica, sendo esta
associacdo moderada (V de Cramér = 0,418).

Os resultados mostram que do total de tumores classificados como de alto
grau, em 19 (57,6%) deles ocorreu invaséo perineural e em 14 (42,4%) nao ocorreu.
Para os tumores de baixo grau, em 55 (93,2%) deles n&o houve invaséo perineural e
em 4 (6,8%) houve. O teste Exato de Fisher mostrou que existe associacao
significativa (p-valor<0,05) entre a graduagéo dos brotamentos tumorais de alto grau
e a invasao perineural, sendo esta associa¢cdo moderada (V de Cramér = 0,563).

Quanto a configuracdo da borda tumoral, 26 (78,8%) dos tumores
classificados como de alto grau exibiram borda tumoral infiltrativa e 7 (21,2%)
exibiram borda do tipo expansiva. Para os tumores classificados como baixo grau,
37 (62,7%) mostraram borda tumoral expansiva e 22 (37,3%) borda infiltrativa. O
teste Exato de Fisher mostrou que existe associacao significativa (p-valor<0,05)
entre a graduacdo dos brotamentos tumorais de alto grau e a borda tumoral
infiltrativa, sendo esta associacdo moderada (V de Cramér = 0,398).

Do total de tumores classificados como de alto grau, 12 (36,4%) tiveram
depdsitos tumorais na gordura mesocélica e 21 (63,6%) ndo tiveram. Para os
tumores de baixo grau, apenas 6 (10,2%) apresentaram depdésitos tumorais na
gordura mesocodlica e 53 (89,8%) nao apresentaram. O teste Exato de Fisher
mostrou que existe associacao significativa (p-valor<0,05) entre a graduacao dos
brotamentos tumorais de alto grau e os depdsitos tumorais na gordura mesocolica,
sendo esta associacao fraca a moderada (V de Cramer = 0,317).

As demais \variaveis categdricas ndo demonstraram associacao
estatisticamente significativa com os brotamentos. Todos os valores absolutos e
percentuais de distribuicdo das varidveis entre os grupos de brotamentos de alto e

baixo grau estéo representados na tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncias absolutas dos brotamentos peritumorais e medidas de associacao
entre os BPTs e outras variaveis categoricas.

Variavel Categoria Brotamenos Brotamento Valor de p V de Cramér
em alto grau em baixo grau (intensidade da
associacao)
Metastases Presentes 19 (63,3%) 20 (36,4%) 0,023 0,259
Linfonodais
(estadiamento Ausentes 11 (36,7%) 35 (63,6%) (fraca a

N)
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moderada)
Invasao Presente 25 (75,8%) 19 (32,2%) <0,001 0,418
angiolinfatica
Ausente 8 (24,2%) 40 (67,8%) (moderada)
Invaséo Presente 19 (57,6%) 4 (6,8%) <0.001 0,563
perineural
Ausente 14 (42,4%) 55 (93,2%) (moderada)
Borda tumoral Infiltrativa 26 (78,8%) 22 (37,3%) <0,001 0,398
Expansiva 7 (21,2%) 37 (62,7%) (moderada)
Depositos Presentes 12 (36,4%) 6 (10,2%) 0,005 0,317
tumorais na
gordura Ausentes 21 (63,6%) 53 (89,8%) (fraca a
mesocodlica moderada)
Diferenciacéo Alta 30 (90,9%) 44 (74,6%) 0,164 0,198
tumoral _
Baixa 2 (6,1%) 9 (15,3%)
Estadiamento T 1 1 (3%) 4 (6,9%) 0,182 0,182
2 1 (3%) 9 (15,5%)
3 24 72,7%) 38 (65,5%)
4 7 (21,2%) 7 (12,1%)
Infiltrado Acentuado 3(9,1%) 2 (3,4%) 0,349 0,151
linfocitario
peritumoral Moderado 4 (12,1%) 12 (20,3%)
D
isereto 26 (78,8%) 45 (76,3%)
Tipo histolégico  Adeno 32 (97%) 53 (89,8%) 0,415 0,215
usual
1 (3%) 6 (10,2%)
Mucinoso
Estadiamento M Ignorado 31 (93,9%) 57 (98,3%) N&o se N&o se aplica
aplica
M+ 2 (6,1%) 1(1,7%)
Margem radial Comprome- 5 (16,1%) 10 (18,5%) 0,951 0,033
tida
) 26 (83,9%) 44 (81,5%)
Livre
Margem Comprome- 0 (0%) 1(1,8%) 0,999 0,081
proximal tida

Livre

31 (100%)

54 (98,2%)
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Margem distal Comprome- 0 0 N&o se N&o se aplica
tida aplica
. 31 55

Livre
Configuracéo Anelar 4 (12,9%) 6 (11,1%) 0,652 0,17
macroscoépica

Irregular 2 (6,5%) 3 (5,6%)

Nodular 6 (19,4%) 8 (14,8%)

Ulcerada 11 (35,4%) 14 (25,9%)

Vegetante 8 (25,8%) 23 (42,6%)
Sexo Masculino 17 (54,8%) 22 (40%) 0,116 0,143

Feminino 14 (45,2%) 33 (60%)
Radioterapia Sim 1 (3,2%) 1(1,8%) 0,999 0,045
neoadjuvante

N&o 30 (96,8%) 54 (96,2%)
Localizacdo do Célon 15 (48,4%) 36 (65,5%) 0,116 0,224
tumor direito

Célon

esquerdo 16 (51,6%) 17 (30,9%)

e reto

Célon

transverso

0 (0%)

2 (3,6%)

Discussao

Existem diversos parametros prognésticos ja estudados para o CCR. Eles

auxiliam a definir a conduta médica e prever o desfecho desta neoplasia. Estes

parametros podem ser clinicos, laboratoriais, genéticos ou histoldgicos. Quanto ao

altimo grupo, o estadiamento TNM continua sendo o critério mais importante (AMIN

et al., 2017).

Ha diversos outros biomarcadores histolégicos ja estudados que estdo

associados a mau prognostico, tais como a invasao vascular neoplasica e o grau de

diferenciacéo tumoral (SAGAERT, 2014).

Os brotamentos peritimorais vém sendo apontados nos ultimos anos como

um biomarcador histolégico adicional, estando associados em numerosos estudos
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com outros fatores de mau prognéstico. Sua validacdo e padronizacdo sao
necessarias para que sejam universalmente utilizados na rotina diagndstica
(KOELZER et al., 2015b).

De acordo com as pesquisas, 0S brotamentos parecem se originar a partir da
desdiferenciacdo das células tumorais periféricas, num processo denominado
“transigcao epitelial-mesenquimal’, o que confere a estas células menos coesao entre
si, maior mobilidade no estroma adjacente e capacidade de originar émbolos na
microvasculatura. Desta forma os brotamentos explicariam os eventos biologicos
iniciais no processo de agressividade, capacidade infiltrativa e metastatizacao
tumoral.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo, em sua maior parte,
condizentes com aqueles observados nos grandes trabalhos recentes que também
utilizaram a técnica de Ueno modificada. Houve associacdo estatisticamente
significativa entre os brotamentos peritumorais em alto grau e outros achados
histolégicos de mau progndstico, como a invasao neoplasica angiolinfatica, a
presenca de metastases para linfonodos regionais, a infiltracdo neoplasica
perineural, borda tumoral do tipo infiltrativa e depdsitos tumorais no tecido adiposo
mesocolico. Ja os tumores classificados como de baixo grau apresentaram
tendéncias de agrupamento nos casos com caracteristicas opostas (NANDITA et al.,
2016; SERT BEKTAS et al., 2012).

Apesar de ndo constarem usualmente nas publicacbes, consideramos de
grande valia a inclusdo em nosso estudo do valor estatistico “V de Cramér”, na
medida em que este teste indica a intensidade das associacdes entre 0s
brotamentos e os outros parametros, tornando a avaliagdo mais precisa. Nos casos
em que obtivemos associacbes estatisticamente significativas (p<0,05), a
intensidade de associacdo pelo teste V de Cramér mostrou-se fraca a moderada,
provavelmente devido a nossa relativamente baixa casuistica.

Semelhantemente as grandes publica¢cdes, ndo houve associacdo entre os
brotamentos e outros parametros que ndo sédo considerados de valor prognéstico,
como a localizagdo do tumor, configuragdo macroscopica da neoplasia e género do
paciente (HASE et al., 1993b; LUGLI; KARAMITOPOULOU; ZLOBEC, 2012; NIZZE;
BARTEN; PRALL, 2005).
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Quanto ao grau histolégico (diferenciacdo do adenocarcinoma), nao
obtivemos a associacdo estatisticamente significativa que ocorreu nos principais
estudos entre os brotamentos em alto grau e os carcinomas pouco diferenciados
(UENO et al., 2002), talvez devido a nossa casuistica com poucos tumores deste
altimo grupo.

Nos estudos com maior casuistica, observou-se associacao estatisticamente
significativa entre os brotamentos em alto grau e a maior profundidade de invasao
tumoral na parede intestinal (estadiamento T). No nosso trabalho, houve uma
tendéncia neste sentido, porém nao atingimos significancia estatistica, talvez pela
dispersdo dos casos em quatro categorias (T1, T2, T3, T4) (TANAKA et al., 2003;
UENO et al., 2002).

A margem cirdrgica radial comprometida, que esté diretamente relacionada ao
estadiamento T, também n&do revelou associacdo estatisticamente significativa em
nosso trabalho, possivelmente devido ao baixo nimero de casos com margem
comprometida.

Os dados referentes a metastases a distancia (estadiamento M) mostraram-
se ignorados em 93,9% dos nossos casos, impossibilitando andlise estatistica
adequada.

Ainda entre os parametros sem associacdo estatisticamente significativa,
encontramos o item “Infiltrado Linfocitario Peritumoral”. Este biomarcador tem sido
bastante pesquisado recentemente e parece corresponder a uma resposta imune
contra o tecido neoplasico, de maneira que, quanto mais intenso o infiltrado, melhor
0 prognastico e menor a quantidade de brotamentos. Contudo, a quantificacdo deste
infiltrado ainda necessita de métodos mais simples e reprodutiveis (LUGLI et al.,
2009). Consideramos a graduacdo do infiltrado bastante subjetiva e de dificil
caracterizacao.

As definicbes do que sejam os brotamentos peritumorais e as técnicas para
sua graduacdo sao numerosas e divergentes nos grandes estudos e ainda
necessitam de padronizacdo e validacédo para que este marcador possa ser incluido
na rotina diagndstica dos carcinomas colorretais. A técnica de Ueno modificada tem-
se revelado simples, de baixo custo e de rapida execucdo. Foi o método mais
utilizado na maioria dos trabalhos, especialmente 0s mais recentes, sempre

mostrando associacdo estatisticamente significativa entre os brotamentos de alto
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grau, fatores de mau prognaostico, metastases e reducao da sobrevida (DE SMEDT;
PALMANS; SAGAERT, 2016; KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016; LUGLI et al.,
2017). Em estudos que utilizaram analise univariada e multivariada, os brotamentos
mostraram que estas associacfes sdo independentes de outras variaveis. Por estas
razdes, a técnica de Ueno modificada é atualmente recomendada pelo ITBCC e pela
Sociedade Japonesa de Cancer Colorretal (LUGLI et al., 2017; WATANABE et al.,
2015). Em nosso estudo, a técnica mostrou-se factivel e aplicAvel na rotina
diagnéstica.

Constatamos, contudo, alguns aspectos que justificariam estudos posteriores
para maior consolidacéo, validacdo e padronizacdo da técnica em questdo. Dentre
as principais divergéncias da literatura, observamos que a graduagdo dos
brotamentos ainda é bastante diversificada. Pela recomendacdo do ITBCC e da
SJCC, a graduacao possui 3 niveis (baixo grau, grau intermediario e alto grau).
Julgamos que a classificacdo bimodal (alto e baixo grau) seja mais reprodutivel entre
diferentes observadores, além de facilitar andlises estatisticas em estudos com
menor casuistica, como 0 nosso, uma vez que ocorre menor dispersdo dos casos
guando séo divididos em apenas 2 categorias. Estas vantagens da divisdo bimodal
foram confirmadas em outros estudos (SERT BEKTAS et al., 2012; UENO et al.,
2002).

Outro problema comum na avaliacdo dos brotamentos, que pode motivar
novos trabalhos, encontra-se na concordancia interobservador, que pode ser medida
estatisticamente pelo indice kappa. A analise deste indice foi realizada em poucos
estudos, necessitando ser abordada em outros trabalhos (MITROVIC et al., 2012).
No trabalho original de Ueno, o autor realizou apenas a medida de concordancia
intraobservador. Devido ao fato de os brotamentos serem um fator recentemente
estudado, ndo incluimos a medida do indice kappa, pois os patologistas da nossa
instituicdo ainda nao estao familiarizados com a avaliagdo dos brotamentos e este
fator ndo é atualmente incluido em nossos laudos.

Nos trabalhos em que indice kappa de reprodutibilidade interobservador foi
medido, os resultados foram bastante discrepantes, com indices desde fracos até
substanciais (KOELZER; ZLOBEC; LUGLI, 2016; MITROVIC et al., 2012).

Ha métodos mais complexos do que o de Ueno, nos quais a contagem dos

brotamentos se faz a partir da média de 10 campos de grande aumento (lente
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objetiva de 40) ou ainda de toda borda invasiva da neoplasia (HORCIC et al.,
2013b). Isto se faz na tentativa de tornar a contagem mais fidedigna e mais
reprodutivel. Consideramos, assim como 0S consensos recentes, que estas técnicas
sejam demasiadamente laboriosas e demoradas para ser usadas na rotina.
Ademais, os ganhos em termos de significancia estatistica quando se usam varios
campos foram geralmente pequenos ou ausentes (MITROVIC et al.,, 2012; VAN
WYK et al., 2015).

Outros métodos descritos na literatura utilizaram imunoistoquimica com
anticorpos anti-pancitoqueratina, na tentativa de melhor individualizacdo dos
brotamentos e distincdo destes com células inflamatérias e mesenquimais,
frequentemente presentes na interface tumor-estroma. De acordo com alguns destes
estudos, conseguiu-se uma melhora na concordancia interobserbador na graduacao
dos brotamentos (SATOH et al., 2014). Entretanto, a maior parte dos trabalhos
mostraram apenas um modesto aumento desta concordéancia e ndo demonstraram
maior associacdo entre brotamentos e pior desfecho da doenca, quando
comparados com os metodos convencionais, que soO utilizam a coloracdo HE (DE
SMEDT; PALMANS; SAGAERT, 2016). Desta forma, o uso da IHQ ndo parece
justificado em todos os casos, uma vez que seria desnecessariamente dispendioso e
demorado. O ITBCC recomenda a utilizacdo da IHQ apenas em casos selecionados,
onde a individualizacdo dos brotamentos pelo HE seja obscurecida por infiltrados
inflamatoérios intensos, necrose ou células mesenquimais ativadas (LUGLI et al.,
2017).

Conclusdes

O método de Ueno modificado para avaliacdo qualiquantitativa dos
brotamentos peritumorais revelou-se uma metodologia simples e pratica, com rapida
execucdo e pouco dispéndio financeiro. Através desta técnica observamos
associacao estatisticamente significativa entre os brotamentos de alto grau e outros
biomarcadores de mau progndéstico, atestando o carater agressivo dos BPTs no
cancer colorretal.

Assim como em outros estudos que avaliaram os BPTs, ndo encontramos

associacdo entre o0s brotamentos e outras variaveis nao associadas ao
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comportamento biolégico dos tumores, como a configuracdo macroscopica, a
localizacdo das neoplasias e 0 género dos pacientes, mas cabe ressaltar que séo
recomendaveis estudos futuros com desenhos prospectivos e que sejam realizados
com equipes multidisciplinares, incluindo patologistas, oncologistas e cirurgides
oncologicos, possibilitando a obtencdo de resultados mais abrangentes, como
sobrevida e resposta terapéutica, que ndo constam em nossa pesquisa.

Ainda como perspectivas futuras, consideramos também pertinente a
investigagdo adicional em nivel molecular dos demais componentes da interface
tumor-estroma, notadamente os aspectos qualitativos e quantitativos do infiltrado

inflamatorio peritumoral e sua relacdo com os BPTs.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, nosso estudo mostrou a aplicabilidade do método de Ueno
modificado para avaliagdo qualiquantitativa dos brotamentos peritumorais. A técnica
revelou-se simples e pratica, com rapida execucdo e pouco dispéndio financeiro, ja
que as laminas utilizadas sé precisaram ser coradas com a Hematoxilina/ Eosina.
Atingimos nosso objetivo de comprovar associacdo estatisticamente significativa
entre os brotamentos de alto grau e outros biomarcadores de mau progndéstico,
atestando o carater agressivo dos BPTs no cancer colorretal.

Assim como em outros estudos que avaliaram os BPTs, ndo encontramos
associacdo entre o0s brotamentos e outras variaveis ndo associadas ao
comportamento biolégico dos tumores, como a configuracdo macroscopica, a
localizag&o das neoplasias e o0 género dos pacientes.

Dentre as principais limitacdes desta pesquisa, citamos a pequena casuistica
e a auséncia da avaliacao estatistica da concordancia interobservador.

Julgamos necessarios novos estudos com maior numero de amostras, que
incluam mais de um examinador, e que utilizem os critérios de classificacdo
recentemente unificados no consenso de Berna. Seriam ainda recomendaveis
estudos com desenho diferente, de preferéncia prospectivos e que sejam realizados
com equipes multidisciplinares, incluindo patologistas, oncologistas e cirurgibes
oncolégicos, possibilitando a obtencdo de resultados mais abrangentes, como
sobrevida e resposta terapéutica, que ndo constam em nossa pesquisa.

Ainda como perspectivas futuras, ressaltamos o grande avanco recente no
conhecimento da biologia molecular e genética dos brotamentos. A Transicéo
Epitelial-Mesenquimal (TEM), apontada como principal fendbmeno implicado na
génese dos BPTs, envolve um conjunto de mutacdes e alteracdes moleculares que
culminam na desdiferenciacdo das células carcinomatosas, tornando-as mais
invasivas e resistentes a apoptose. Atualmente, as pesquisas concentram-se na
identificacdo de novas mutacdes e vias de sinalizacdo molecular que causam a
TEM, pois cada uma destas etapas moleculares pode ser alvo de terapias
especificas, capazes de inibir este processo. Consideramos também pertinente a
investigacdo adicional em nivel molecular dos demais componentes da interface
tumor-estroma, notadamente os aspectos qualitativos e quantitativos do infiltrado

inflamatorio peritumoral e sua relacdo com os BPTs.
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