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RESUMO

Taglietti MP. Identificacdo de perfis Imuno-histoquimicos como
preditores de resposta completa a radioterapia e quimioterapia
neoadjuvantes em adenocarcinomas de reto. Sdo Paulo; 2013.

[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente]

INTRODUCAO: A terapia neoadjuvante com radio e quimioterapia é
atualmente aceita como o tratamento de escolha para pacientes com cancer
retal em estadios Il e lll da doenca. Varios marcadores moleculares tém sido
testados como possiveis preditores de resposta ao tratamento neoadjuvante
em carcinomas de reto. OBJETIVOS: Avaliar o papel das expressdes
Imuno-histoquimicas das proteinas dos genes de reparo do DNA (hMSH2,
hMLH1, hMSH6 e hPMS2) e da Timidilato Sintetase como fatores preditivos
de resposta patologica completa a radio e quimioterapia neoadjuvante em
adenocarcinomas de reto. CASUISTICA E METODOS: Trata-se de um
estudo observacional tipo caso controle, com coleta retrospectiva e
prospectiva de dados, no periodo de 2007 a 2013, que avaliou 109 pacientes
portadores de adenocarcinoma primario de reto, localizados até 8 cm da
linha pectinea em estadio clinico T3 ou T4 ou N+. Os pacientes
respondedores e nao respondedores foram pareados por idade, sexo e
distdncia em relacdo a linha pectinea. Foram avaliadas as bidpsias dos
tumores pré- tratamento neoadjuvante de 109 casos para verificar as
expressdes das proteinas dos genes de reparo do DNA (hMLH1, hMSH2,
hPMS2 e hMSHG) e da Timidilato Sintetase através de exame de Imuno-
histoquimica, conforme o protocolo do departamento de patologia do
Hospital A.C Camargo. RESULTADOS: Dos 109 pacientes avaliados 57,8%
eram do sexo masculino com média de idade de 60 anos, 56% dos tumores
estavam localizados entre a borda anal e 4 cm da linha pectinea e 87,2%
foram estadiados clinicamente como cT3; e N+ em 60% e MO em 92,7%. Em

relacdo a resposta patoldégica do tumor 20 individuos, ou seja 18,3% tiveram



resposta patoldgica completa apds neoadjuvancia. Ocorreu downstaging T
em 63 casos (57,3%) e N em 53 (48,6%). A perda de expressao da timidilato
ocorreu em 36 (33%) dos casos e das proteinas de reparo: 0,9% para MLH1,
PMS2 e MSH6 e esteve presente em todos os casos de MSH2.
CONCLUSAOQO: A perda de expressdo das proteinas de reparo apresentou
associacgao significativa com a resposta patolégica completa (p=0,032), no
entanto a baixa frequéncia de defeito em sistema de reparo do DNA,
determinado por imuno-histoquimica, limita o uso dessa ferramenta para
predicao de resposta ao tratamento neoadjuvante em carcinomas de reto.
Além disso, a expressdo imuno-histoquimica da Timidilato Sintetase nao

teve associagéo significante com a resposta patolégica completa (p=0,599).



SUMMARY

Taglietti MP. [ldentification of immunohistochemical profiles as
predictors of complete response to neoadjuvant chemotherapy and
radiotherapy in rectal adenocarcinomas]. Sdo Paulo; 2013. [Dissertacao

de Mestrado-Fundacao Antdnio Prudente]

INTRODUCTION: Neoadjuvant therapy with radiation and chemotherapy is
now accepted as the treatment of choice for patients with rectal cancer stage
Il and lll disease. Several molecular markers have been tested as possible
predictors of pathological response. OBJECTIVES: To evaluate the role of
immunohistochemical expression of DNA gene repair proteins (hMSH2,
hMLH1, hPMS2 and hMSH6) and thymidylate synthase as predictors of
complete response to neoadjuvant radiotherapy and chemotherapy in rectal
adenocarcinomas. CASUISTIC AND METHODS: This was an observational
case-control, with retrospective and prospective data, in the period of 2007-
2013, we evaluated 109 patients with primary adenocarcinoma of the rectum,
located at 8 cm of the dentate line; clinical stage T3 or T4 or N +. The
patients responders and no responders were matched by age, sex and
distance from the dentate line. Biopsies of the tumors (109 cases)were
evaluated before neoadjuvant treatment for verifing the expression of DNA
gene repair proteins (hMLH1, hMSH2, hMSH6 and hPMS2) and thymidylate
synthase using immunohistochemistry examination, according to the protocol
of the service of pathology at the Hospital AC Camargo. RESULTS: 109
patients were evaluated. 57.8% were male, mean age 60 years, 56% of
tumors were located between the anal verge (BA) and 4 cm from the dentate
line and 87.2% had clinical staging and CT3 N + 60 M0% and 92.7%.
Regarding the pathological response of the tumors 18.3% had pathologic
complete response after neoadjuvant therapy. Downstaging T happened in
63 cases (57.3%) and N in 53 (48.6%). Loss of expression of thymidylate
occurred in 36 (33%) of cases, and DNA gene repair proteins: 0.9% hMLH1,



hMSH6 and hPMS2 and was present in all cases of h(MSH2. CONCLUSION:
Loss of expression of DNA gene repair proteins were significantly associated
with complete pathological response (p = 0.032), however the low rate of
defects in the DNA repair system, determined by immunohistochemistry,
limits the use of this tool for prediction response to neoadjuvant treatment in
rectal carcinomas. Furthermore, the immunohistochemical expression of
thymidylate synthase had no significant association with pathological

complete response (p = 0.599).
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1  INTRODUCAO

A Sociedade Americana de Cancer estima 102.480 casos de céncer
colorretal (CCR), sendo destes 40.340 casos de cancer retal para o ano de
2013 e cerca de 50.830 mortes por CCR, correspondendo a 9% de todas as
causas de morte nos Estados Unidos da América (EUA) (American Cancer
Society-ACS 2012).

Excluindo os casos de cancer de pele, o CCR é o terceiro tumor mais
frequentemente encontrado em homens e mulheres nos EUA, sendo o risco
de desenvolver um CCR durante a vida variando de 1 a 20 (5,1%) (ACS
2012).

A incidéncia do CCR estda aumentando em paises onde o risco era
considerado baixo, como o Japao e outros paises asiaticos. Em paises
sabidamente com alto risco para o desenvolvimento desse tipo de cancer a
incidéncia apresenta uma estabilidade ou até mesmo um declinio, como € o
caso dos paises da Europa Ocidental, Norte Europeu,América do Norte,
além da Australia. O declinio ocorreu gragas ao rastreamento para CCR,
pois permite que polipos sejam removidos precocemente, antes de se
transformarem em cancer (ACS 2012).

Este declinio vem ocorrendo também nos EUA principalmente nas
ultimas duas décadas. De 2005 a 2009, a incidéncia diminuiu 4,1% ao ano
em adultos com 50 anos ou mais e aumentou cerca de 1,1% ao ano entre os

individuos com idade inferior a 50 anos. Ja a taxa de mortalidade nesse



mesmo periodo diminuiu cerca de 2,4% ao ano em homens e 3,1% por ano
em mulheres (ACS 2012).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o ano
de 2012 14.180 casos novos de cancer de colon e reto em homens e 15.960
em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 15 casos
novos a cada 100 mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres (Ministério da
Saude 2011).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento do CCR ¢é a historia
familiar de tumor de célon e reto e a predisposicdo genética ao
desenvolvimento de doengas crdnicas do intestino (como as poliposes
adenomatosas), além de uma dieta com base em gorduras animais, baixa
ingestdao de frutas, vegetais e cereais, consumo excessivo de alcool e
tabagismo. A idade também é considerada um fator de risco, uma vez que,
tanto a incidéncia como a mortalidade, aumentam com o avancar da idade.
Por outro lado, a pratica de atividade fisica regular esta associada a um
baixo risco de desenvolvimento do cancer de célon e reto (Ministério da
Saude 2011).

O indice de massa corporea também esta associado a um modesto
aumento no risco para desenvolver CCR. The World Cancer Research
Found (WRCF) relatou em 2007, que existe uma grande evidéncia entre
obesidade e o desenvolvimento de CCR. Este estudo também sugeriu que a
associacdo entre indice de massa corpérea podera ser diferente entre o

cancer de célon, reto, e entre os géneros (HARRISS et al. 2009).



Duas a trés décadas atras, o tratamento inicial do cancer do reto
incluia o procedimento cirdrgico com 80% dos casos submetidos a
amputagdo abdominoperineal com colostomia definitiva. Em alguns casos,
se adicionava a radioterapia convencional que resultavam em extensas
lesdbes de superficie cutdnea e pouco efeito sobre a lesdo. Ja a
quimioterapia era realizada com o uso somente apenas de o 5-fluorouracil, o
qual quando utilizado no tratamento adjuvante provocava maior toxicidade
devido a maior dose necessaria (PINHO 2007).

Nos anos seguintes, o desenvolvimento de métodos de imagem como
a ultra-sonografia endorretal e a ressonancia magnética, além do
aprimorarem as técnicas de radio e quimioterapia, levaram a uma
progressiva melhora dos resultados (PINHO 2007).

Atualmente varios exames de imagem vém sendo realizados, no
sentido de avaliar a relagdo do tumor com a margem circunferencial, que é
um fator importante para decidir a necessidade de tratamento neoadjuvante
e determinar o progndéstico. Entre eles o ultrassom endorretal, a ressonancia
nuclear magnética (RNM), a tomografia computadorizada (TC) e a
Tomografia por emissdo de pésitron (PET/CT) (SAMME e SELVASEKAR
2011).

O tratamento do cancer de reto distal € multidisciplinar: incluindo a
radioterapia, quimioterapia e cirurgia. Houve uma grande melhora no
treinamento de procedimentos cirdrgicos e maior atengdo as técnicas

cirargicas nas ultimas trés décadas.



A excisao total do mesorreto (ETM) foi o principio cirirgico mais
importante, introduzido por Heald et al. 1982, citado por HEALD e RYALL
(1986, p.1480), pois 0 mesorreto podera abrigar depédsitos tumorais acima
de 4 cm caudal do nivel inferior do tumor. A ETM consiste na disseccao
entre os planos visceral e parietal da fascia endopélvica, confirmando a
remogao dos linfonodos locorregionais contidos dentro do mesorreto,
enquanto preserva os nervos autondmicos e controla a perda sanguinea.
Varios estudos retrospectivos e de coortes tém mostrado que a ETM esta
associada a diminuicdo na frequéncia de recidiva local, como foi evidenciado
no estudo de Dutch TME Trial (KAPITEIJN et al 2001)

A terapia neoadjuvante com radio e quimioterapia € atualmente aceita
como o tratamento de escolha para pacientes com cancer retal em estadios
Il e Ill da doenga (tumor invadindo outros 6rgaos ou estruturas (T4), e/ ou
tumores com metastases para linfonodos regionais (PINHO 2007).

A radioterapia pré-operatéria apresenta varios beneficios potenciais
em relacdo a pos-operatoéria. Primeiro, o fato de que ira atuar em tecidos
bem oxigenados, ndo submetidos a procedimentos cirurgicos prévios.
Segundo, o efeito de regressao tumoral e downstaging, dimuindo a
frequéncia de cirurgias radicais. Terceiro, menor risco de dano ao intestino
delgado, que podera ser excluido mais facilmente do campo da radioterapia.
Quarto, tecidos da éarea de anastomose estardo fora do campo da
radioterapia, com menor risco de fistulas (RULE e MEYER 2012).

A superioridade da radio e quimioterapia pré-operatéria foi

demonstrada através do German Rectal Cancer Trial (CAO/ARO/AIO 94



trial), mostrando que a abordagem pré-operatéria resultou em melhora do
controle local, menor toxicidade, mas sem diferengas significativas nas taxas
de sobrevida geral (Sauer et al, 2004 e Roedel et al 2011). A incidéncia de
resposta completa varia de 10 a 30% e tem sido associada com uma
diminuicdo da recorréncia local, melhora da sobrevida livre de doenca e
aumento na preservacgao esfincteriana (KALADY et al 2009).

Nessa instituicdo foi realizado um estudo com 52 pacientes com
cancer de reto médio e inferior submetidos a radio e quimioterapia
neoadjuvantes, onde foi observado resposta patolégica completa em 10
casos (19,2%). E entre esses 10 pacientes, 8 apresentaram recorréncia local
dentro de 3.7 a 8.8 meses, considerando um tempo de seguimento de 32.1
meses (NAKAGAWA et al. 2002).

Ja no estudo de HABR-GAMA et al. (2004) com 265 pacientes
portadores de adenocarcinomas de reto a sobrevida global e livre de doencga
em 10 anos foi de 97,7% e 84% respectivamente. 71 pacientes (26,8%)
apresentaram resposta patoldgica completa apdés esquema de radio/
quimioterapia neoadjuvante e, 2 (2,8%) pacientes do grupo em seguimento
desenvolveram recorréncia endoluminal apos 56 e 64 meses apods término
da neoadjuvancia. O mesmo grupo publicou posteriormente uma analise
com tempo maior de seguimento e que ainda evidenciava uma taxa de
resposta patolégica de 27,5% sendo 5% de recidiva local e 6% de
recorréncia a distancia no grupo observacional (HABR-GAMA 2006).

Alguns estudos tém avaliado fatores moleculares associados com a

resposta a terapia neoadjuvante (radio e quimioterapia). DAS et al. (2007),



demonstraram em um grande estudo, que incluia 562 pacientes,que 108
(19%) apresentaram resposta completa. Nestes pacientes a distancia
tumoral menor que 5 cm da margem anal e a extensao circunferencial do
tumor foram fatores significativamente associados com a auséncia de
resposta patolégica completa.

Outros estudos examinaram o intervalo de tempo entre a terapia
neoadjuvante e o tempo para a realizagdo do procedimento cirurgico.
TULCHINSKY et al. (2008) mostraram que o intervalo 8 a 24 semanas
estava associado com o aumento das taxas de resposta patoldgica
completa. No entanto, STEIN et al. (2003) ndo observaram significante
melhora entre pacientes operados com 4 a 8 semanas da aqueles com
intervalo de 10 a 14 semanas. Acredita-se que um intervalo maior entre a
terapia neoadjuvante e a realizagdo do procedimento cirurgico poderia
resultar em maior numero de respondedores completos, mas nem todos irdo
responder (KALADY et al. 2009).

As diferengas observadas na resposta patoldgica tumoral das terapias
utilizadas podem nao depender somente das préprias células cancerosas,
mas também do microambiente tumoral. Os efeitos da radiacdo dependem
da oxigenagao adequada do tecido, liberagdo de agentes quimioterapicos
através de um suprimento sanguineo suficiente. E possivel que a porcéo do
tumor localizada préoximo a submucosa, que € a camada mais vascularizada
do trato gastrointestinal, responda melhor a que as outras partes do tumor
localizadas proximo a tecidos menos vascularizados (DULDULAO et al.

2013).



O mesmos dados foram observados no estudo de JEONG et al.
(2013), realizado com 153 pacientes que mostrou que o0 maior intervalo entre
a neoadjuvancia e a cirurgia foi associado com melhor resposta clinica
tumoral, downstaging patolégico e uma tendéncia n&o significante de
aumento da preservagao esfincteriana. Contudo, muitos cirurgides tém
hesitado no tempo de demora da cirurgia além de 6 a 8 semanas,
preocupados com o fato de que a fibrose pélvica induzida pela radiagao
podera aumentar as dificuldades técnicas da cirurgia e os riscos de
complicagbes cirurgicas e recorréncia locorregional. Outro achado nesse
estudo foi que pacientes operados apdés um intervalo igual ou superior a 8
semanas tiveram downstaging linfonodal (N) significativamente maior do que
aqueles operados ha menos de 8 semanas, apods radio e quimioterapia
(46,7% vs 66,7%; p=0,021) (JEONG et al. 2013).

Analises univariadas mostraram que tumores grandes, estadio T4,
com elevagcao dos marcadores tumorais, pouca diferenciacdo histoldgica,
radioterapia isolada e tumores mucinosos sio fatores indicadores de pobre
resposta e regressao tumorais (QIU et al. 2011).

Foram realizados também estudos com esquemas de radioterapia de
curso curto, que evidenciaram diferengcas significantes em relagdo a
regressao tumoral patolégica e menores taxas de resposta patoldgica
completa menor, quando comparados aos cursos longo. Porém, estudos
mais recentes demonstraram que ha um aumento nas taxas de resposta
apoés sete semanas do término da radioterapia de curso curto com

esterilizagao por volta de 12 semanas (HABR-GAMA et al. 2011).



Continuando a busca por regimes de radio e quimioterapia, que
aumentam as taxas de resposta patoldgica completa, foram realizados
estudos com agentes radiosenssiveis e associagbes de quimioterapicos,
além de esquemas diferentes de radioterapia.

O Trial EORTC-22921 verificou a eficacia de acrescentar
quimioterapia a radioterapia, com ou sem quimioterapia adjuvante. A adigao
da quimioterapia no mesmo momento do regime de tratamento, tanto pré-
operatorio ou pos-operatorio, conferiu um beneficio significante em termos
de controles locais. A radioterapia é fundamental para tratamento do cancer
de reto, resultando em uma maior frequéncia de resposta patologica e
melhor controle local. Contudo, ndo tem efeito nas metastases a distancia.
Estes achados implicam que o 5-FU age como um potente sensibilizador da
radiacdo, mas nao tem impacto significante na erradicagdo de
micrometastases (Bosset et al, 2006).

A capecitabina € uma pro-droga, que € convertida em 5-FU através da
acao da timidine fosforilase. A demonstracao definitiva da eficacia da
capecitabina/radioterapia é similar ao 5-FU/radioterapia e tem sido provado
através do NSABP-R-04 e Margit German Trial (ROH et al. 2011,
HORISBERG et al. 2009).

A adigado de uma segunda droga ao regime de 5-FU poderia melhorar
as frequéncias das taxas de respostas patoldégicas completas. Esta
observacgao levou ao impeto para estudar regimes de radio/quimioterapia,

usando drogas adicionais ao 5-FU.



O estudo randomizado fase Ill, ACCORD 12/0405-Prodige 2,
combinou oxaliplatina e fluouropirimidina concomitantemente a radioterapia.
O estudo comparou radio/quimioterapia usando capecitabina + 45 Gy
radioterapia/capecitabina + oxaliplatina (CAPEOX) + 50 Gy radioterapia. Foi
evidenciado de forma surpreendente que a oxaliplatina utilizada como
agente radiosensivel, ndo apresentou um aumento significante na resposta
patolégica completa e que por outro lado, levou a um aumento na toxicidade
(GERARD et al. 2010).

The ltalian Star Trial (Studio terapia adjuvante reto)-mostrou que
adicdo de oxaliplatina ao esquema padrao de 5-FU significantemente
aumentou a toxicidade, sem afetar a resposta tumoral local (ASCHELE et al.
2011).

Existem varios estudos fase | que combinaram a administracao
semanal de irinotecano e capecitabina com a radioterapia. Resultados da
eficacia de estudos fase I/ll sugerem que a combinagdo é ativa com
resseccao RO, com uma frequéncia de 96-100% e pCR de 14-15%, similar
aos resultados obtidos com oxaliplatina e também com a capecitabina
isolada ou em combinacdo com a radioterapia. As principais toxicidades
foram: diarréia (11- 32%) e leucopenia (25%) (FERNANDEZ-MARTOS et al.
2012).

Um estudo fase Il — Advanced Rectal Study with Standard Therapy or
a Novel Agent (ARISTOLE), total mesorectal excision and long term

evaluation) — estd sendo realizado para comparar radio/quimioterapia com
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capecitabina versus tratamento novo com irinotecano + capecitabina
(FERNANDEZ-MARTOS et al. 2012).

O resultado da adigdo do cetuximabe ao regime radio/quimioterapia
baseado no 5-FU, sdo ainda mais desapontadores. As analises de estudos
anteriores indicaram uma frequéncia de pCR de menos de 10% para terapia
combinada comparado com 15 a 30% para regimes isolados com 5-FU
(KOSINSKI et al. 2012).

Mais recentemente, WEISS et al. (2010) tentou utilizar a associagao
de 5-FU, oxaliplatina e cetuximab para aumentar a resposta, no entanto, foi
observado que de forma contraria ao esperado, houve uma diminuicdo da
resposta e um aumento na progressao tumoral. Isso pode ser decorrente de
uma interagao subaditiva entre as trés drogas como refletido pela diminui¢ao
da pCR (9 vs 16%) (HABR-GAMA et al. 2011).

Como tratamento pré-operatério no cancer de reto, o uso de
Bevacizumab tem sido investigado em uma grande quantidade de “trials” e
parece ser seguro e factivel com efeitos benéficos na normalizagéo vascular,
com respostas promissoras em pequenos estudos, como no estudo de
VELENIK et al. 2011) que relatou a eficacia da adicdo do bevacizumab a
radio + capecitabina em 61 pacientes com cancer retal. Nesta investigagao
13,3% dos casos alcangaram uma pCR, e T, N e regressao geral foi de 46,7,
65% e 75% dos casos, respectivamente. KENNECKE et al. (2012) relatou
uma pCR similar de 18,4% apds tratamento triplo com bevacizumab,

capecitabina, oxaliplatina e radioterapia (DELLAS et al. 2013).



11

Uma estratégia de tratamento neoadjuvante usando FOLFOX
(leucovorin, 5-FU e oxaliplatina) e bevacizumabe sem associagcdo com
esquema de radioterapia tem sido relatada recentemente. Resultados
preliminares mostraram pCR de 27%, o que é comparavel com os regimes
de radio/quimioterapia padrao (KOSINSKI et al. 2012).

HABR-GAMA et al. (2011) vem conduzindo um estudo usando ciclos
de quimioterapia adicionais, nao apenas durante o curso da radioterapia,
mas também durante o intervalo entre o término da radioterapia e o
procedimento cirurgico. Os pacientes sao tratados com bolus de 5- FU e
leucovorim em ciclos de 3 dias a cada 21 dias, num total de 6 ciclos durante
um periodo de 15 semanas (6 de radioquimioterapia e 9 semanas entre o
término da terapia neoadjuvante e a cirurgia. Nesse estudo os resultados
preliminares com um numero limitado de pacientes resultou em uma taxa de
resposta patolégica completa de mais de 60%.

MOHIUDDIN et al. (2009) relataram o fato de um problema histérico
de alta recorréncia local (pélvica) pds cirurgica (20 — 30%) ndo é mais a
causa da pobre sobrevida nesses pacientes, pois a frequéncia de
recorréncia local pés terapia neoadjuvante (radio e quimioterapia) seguida
da cirurgia sdo menores que 10%, especialmente apds a utilizagdo da
técnica de excisdo total do mesoreto (TME). Contudo, o problema
permanece nos altos indices de metastases a distancia (30- 35%) nessa
doenca. Além disso, relata que a sobrevida geral permanece inalterada.

A resposta de um adenocarcinoma de reto a radio e quimioterapia

estd limitada a um definido grupo de pacientes, para os demais estaria
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apenas prolongando um tratamento cirurgico definitivo até o término da
terapia neoadjuvante com minimos beneficios.

Quando optado por realizar o procedimento cirdrgico, a ressecc¢ao
anterior com anastomose primaria € realizada como procedimento padrao
nos casos de cancer de reto. No entanto, apresenta um risco significante de
morbidade pds-operatoria, como: fistulas anastométicas, incontinéncia fecal,
tenesmo e soiling, impacto ao longo do tempo nas fun¢gdes anorretal, urinaria
e sexual. Pode ocorrer também uma mortalidade de 2 a 8%, podendo chegar
a 30% em 6 meses nos individuos com idade superior a 85 anos. Ja para
alguns pacientes com cancer de reto distal € impossivel preservar o esfincter
e a amputagdo abdominoperineal (APR) com colostomia definitiva sera
realizada (BOKKERINK et al. 2011; GLYNNE-JONES e HUGHES 2012).

O Dutch Rectal Cancer Trial também demonstrou que comparado a
resseccao anterior, a amputacdo abdominoperineal resultou num aumento
significante para o risco de envolvimento da margem circunferencial (CRM)
de 26,5% versus 12,6% (P < 0,001); frequéncias altas de perfuragao tumoral
e pior sobrevida (KAPITEIJN et al 2001).

Em paralelo, foi observado que a margem de ressecgéao distal podera
ser reduzida para 10mm, através da combinagcdo de novas estratégias
cirargicas, tais como resseccao interesfinctérica e anastomose coloanal, que
tem levado a um aumento significante nos procedimentos de preservagao
esfincteriana (CEELEN 2012).

Portanto, a realizagdo da microcirurgia transanal endoscépica (TEM)

com excisao local apds terapia neoadjuvante, pode representar uma opgao
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terapéutica para os casos que necessitam de ressecgdes radicais com suas
altas morbidades, ou no caso de pacientes que se neguem a realizagao de
uma colostomia definitiva (ARAUJO et al. 2011).

Contudo, a excisdo local pode levar a um aumento na recorréncia
local e comprometer a sobrevida do paciente, quando comparado com a
cirurgia radical, exceto para os tumores T1, que apresentam um baixo risco.
Pois nestes casos a presenca de metastases nos linfonodosvaria de 6 a
14%, enquanto nos T2 é de 17 a 23% e nos T3 de 49 a 66% (BOKKERINK
et al. 2011). Outra desvantagem do TEM é que também apresenta uma
morbidade  poés-operatéria  significante e uma readmissdo de
aproximadamente 30%, geralmente devido a dor retal secundaria a
deiscéncia da ferida.

A estratégia ndo cirurgica adotada em pacientes que alcangaram
regressao tumoral completa pds tratamento neoadjuvante, evita o risco da
morbi-mortalidade cirdrgica e as sequelas de uma ressecgao
abdominoperineal. Porém, devido a falta de clareza, essa conduta podera
falhar em 15% dos pacientes no primeiro ano de seguimento e gerar a
incerteza de eficacia a longo prazo, principalmente para os estadios clinicos
T3-T4 (GLYNNE-JONES e HUGHES 2012).

Os defensores desta conduta relatam que os pacientes, cujo cancer ja
tenha apresentado regresséo clinica completa, poderao se beneficiar de ndo
serem submetidos a uma cirurgia radical. E que a radioterapia sozinha

podera alcangar a longo prazo o controle do cancer de reto, mas isso tem
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sido usado apenas para pacientes altamente selecionados com CCR
pequenos e em estadios iniciais (GLYNNE-JONES e HUGHES 2012).

Pacientes considerados respondedores completos durante o exame
de proctoscopia e bidpsias, ndo serdao imediatamente operados, sendo
encaminhados para visitas mensais com a realizagao de exames fisicos,
toque retal, proctoscopia, bidépsias e dosagem do nivel sérico do antigeno
carcinoembriogénico (CEA). TC de abdome e pelve e raio X de térax devem
ser realizados a cada 6 meses durante o primeiro ano de seguimento.
Pacientes com regressao completa sustentada por pelo menos 12 meses
sdo considerados estadio 0. Durante o segundo e terceiro anos apos
tratamento, os pacientes sao recomendados a seguir acompanhamentos
clinicos a cada 2 meses e 6 meses, respectivamente (HABR-GAMA et al.
2004).

O mais dificil € definir a resposta como uma resposta patoldgica
completa, pois existe uma falta de consenso em como classificar
histologicamente os graus de regressao (MACGREGOR et al. 2012).

As classificacbes de regressdo tumoral patolégica pds tratamento
neoadjuvante podem guiar decisdes clinicas, estratégias cirurgicas, terapias
neoadjuvantes e taxas de sobrevida a longo prazo.

MANDARD et al. em 1994, propbs usar uma medida na classificagcao
dos espécimes de carcinoma de células escamosas de eséfago apods
radio/quimioterapia neoadjuvantes. O Tumor regression grade (TRG) foi
utilizado como uma medida de resposta tumoral patolégica ao tratamento

neoadjuvante. Classificado em 5 categorias: TRG1-regressdo completa a



15

TRG5-sem regressao, baseados na presengca de células cancerosas
residuais e o grau de fibrose.

DWORAK et al. (1997) definiram um sistema de graduacido da
resposta tumoral patolégica apods terapia neoadjuvante. A regressao tumoral
foi graduada de 0 a 4, sendo GR 0 sem regressao e GR 4 regressao tumoral
completa.

DWORAK et al. (1997) observaram que dependendo do volume da
massa tumoral residual e da extensdo macroscopica, seriam necessarios de
4 a 33 blocos de parafina representativos do tumor para encontrar células
tumorais viaveis e realizar um estadiamento histopatolégico adequado.

Em seguida foi desenvolvido um sistema de classificacdo-Rectal
Regression Grade (RCRG) (WELLER et al 2002) que simplificou a

graduacgao em 3 niveis:

o RCRG1- o tumor é ausente ou apenas focos microscopicos tumorais
persistem;

o RCRG2- fibrose marcante, mas com tumor macroscépico ainda
presente;

o RCRG3- pequena quantidade ou auséncia de fibrose na presenca de

abundante tumor macroscopico.

O RCRG1 e 2 foram considerados como representantes da regressao
tumoral

A classificagcdo mais recente publicada, foi a do Royal College of
Pathologists, que categorizou os tumores de acordo com a resposta

patolégica da seguinte forma: auséncia de células tumorais, minimos
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residuos tumorais ou sem regressao tumoral marcante (WILLIAMS et al.
2007).

No estudo de VALLBOHMER et al. (2012), quatro sistemas de
graduacdes de resposta foram avaliados:

a) Sociedade Japonesa de Cancer Colorretal;

b) Junker-Muller;

c) Dworak;

d) Cologne.

Os autores demonstraram que n&o houve impacto prognostico em
nenhuma das classificagdes utilizadas para uso clinico.

Acredita-se que os principais fatores que contribuem para nao termos
um sistema de protocolo padronizado para a avaliagdo da resposta tumoral
patolégica é o fato de que estas anadlises das respostas patoldgicas séo
muito subjetivas e que os linfonodos, que sdo os fatores mais importantes
para o prognoéstico, ndo tém sido incluidos nos sistemas de avaliagéo de
regressao tumoral.

A interpretagdo dos achados histolégicos relacionados a resposta
patolégica no envolvimento linfonodal € mais dificil. Modificagbes fibroticas
focais podem ser vistas em linfonodos sem radio/quimioterapia. No entanto,
nodulos fibréticos esparsos e pequena quantidade de células linféides ou
mudancas fibroticas com substincias mucinosa obviamente demonstram
efeitos terapéuticos (DWORAK et al. 1997).

A neoadjuvancia com radio/quimioterapia tem sido associada a uma

diminuicao no estadio patoldgico do tumor e o estadio linfonodal em torno de
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60% dos pacientes tratados. Além disso, tem sido observada uma redugéao
no numero de linfonodos examinados nos espécimes cirurgicos das procto-
colectomias de pacientes tratados com terapia neoadjuvante (AMAJQOY et al.
2013).

Acredita-se que nem todos os espécimes cirurgicos vao conter 12
linfonodos apds neoadjuvancia, como recomenda a American Joint Comitte
on Cancer e a International Union Against Cancer. Contudo, a presenca de
menor numero de linfonodos ndo deve ser associado ao uso irregular das

técnicas dos cirurgides ou dos patologistas (AMAJOY!| et al. 2013).

1.1 CLASSIFICACAO — TNM

Estadio O - Tis NO MO

Estadio | -T1, T2NO MO

Estadio IIA - T3NO MO

Estadio IIB - T4aNO MO

Estadio IIC - TAbNO MO

Estadio IIIA -T1, T2N1/N1C MO

T1 N2a

Estadio IlIB - T3, T4a N1/N1C - MO

T2-T3N2a MO

T1-T2 N2b MO

Estadio 1lIC T4a N2a MO

T3-T4a N2b MO

T4b N1-2 MO

Estadio IVA - qualquer T qualquer NM1a

Estadio IVB - qualquer T qualquer NM1b

Fonte: EDGE et al. (2010)
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1.2 MARCADORES MOLECULARES

A presenca ou a auséncia de expressdo de marcadores moleculares
especificos podem estar associados a regressao tumoral exibindo resposta
patolégica completa. Varios marcadores moleculares tém sido testados
como possiveis preditores de resposta patolégica pds neoadjuvancia,
incluindo enzimas envolvidas no metabolismo das fluoropirimidinas,
oncogenes, genes de supressao tumoral e diferentes componentes da via de

apoptoses.

o Timidilato Sintetase

Uma das moléculas alvo de maior importancia para acdo do 5-FU,
pois € a responsavel pela a proliferagao celular. TS catalisa a metilacdo da
deoxiuridina monofosfato (dUMP) via 5,10 metilenotetrahidrofolato para
formar deoxitimidina monofosfato (dTMP). 5-FU é convertido em um
metabdlito ativo, 5-fluoro — 2’deoxiuridina 5’monofosfato, que forma um
complexo estavel com a TS, e que inibe a atividade desta enzima, levando a
parada do ciclo celular e morte celular. Correlacbes inversas tem sido
descritas entre o aumento da expressdo da TS ou niveis de RNAmM nos
tumores e a efetividade do uso de 5-FU (ARRABUZI et al. 2013).

Trés polimorfismos no gene da TS tem sido identificados como
estando associados aos niveis da expressdo do RNAm da TS e resisténcia a
quimioterapia baseada no 5-FU. O primeiro polimorfismo — TS ‘enhancer

region’ (TSER) € um unico ‘tanden repeat’ imediatamente apos o cédon ATG
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de iniciagao, contendo (2R) ou (3R) 28 pares de bases repetidas que podem
influenciar a transcricdo ou tradugdo da TS. O gendtipo 3R/3R tem sido
associado ao aumento da expressao do gene e/ou da proteina da TS no
cancer colorretal e tem sido apontado como capaz de predizer sobre a pobre
evolucdo clinica dos pacientes com quimioterapia baseada no 5-FU
comparado com os genoétipos 2R/2R e 2R/3R (STOEHLMACHER et al.
2008).

Este polimorfismo € relacionado com a eficacia do gene de
transcricdo desse processo. A eficiéncia na transcricdo desse gene com
dupla repetida € menor que o gene com tripla repetida.

O segundo polimorfismo é um funcional G> C Single nucleotide
polymorphism (SNP) presente no segundo repetido dos alelos 3R. A
eficiéncia da transcricdo dos alelos 3R (C) é similar ao dos alelos 2R.
Finalmente o terceiro polimorfismo é a delegdo de um pare de base 6 (6-bp)
no nucleotideo 1494 na regiao 3’nao tradutora, que tem sido associado com
a diminuicdo na estabilidade RNAmM e menor expressao intratumoral da TS
(ARRABUZI et al. 2013).

Portanto o gendtipo da TS apresenta maior capacidade de predizer
regressao tumoral e sobrevida. Pacientes com 2R/3R mostram uma
tendéncia em ter maior regressao do T (tumor) e do N (linfonodos), como
também bom TRG (grau de regressdo tumoral), mas sem significancia
estatistica (HUR et al. 2011).

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que aumento no niumero das

‘tandem repeat’ tem levado ao aumento na expressao da TS e sua atividade.
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TSER3 homozigoto parece estar associado com uma menor resposta a
neoadjuvancia baseada no 5-FU para pacientes com CCR.

VILLAFRANCA et al. (2001), examinou 65 pacientes com cancer retal
tratados com 5-FU pré-operatérios. Pacientes com ‘gendtipo TSER 3/3
apresentaram taxas de regressao tumoral de apenas 22%, comparado com
60% nos pacientes com TSER 2/2 ou TSER 2/3.

SPINDLER et al. (2007) incluiu amostras de sangue de 60 pacientes
com tumores retais localmente avangado tratado com radio/quimioterapia
concomitantes. Pacientes com gendtipo TS 2/2 tiveram uma maior resposta
patologica completa do que aqueles com 2/3 ou genétipo 3/3 (PAEZ et al.
2011).

E importante esclarecer que a expressdo da proteina TS é mais
convincente como um marcador preditivo de resposta clinica nos casos de
CCR metastatico. Varios estudos tém mostrado que a alta expressao TS nas
metastases esta associada a falta de resposta clinica ao tratamento com 5-
FU.

AGUIAR JUNIOR et al. (2005) estudaram 114 pacientes com cancer
colorretal em estadios Il e Ill e observaram que a expressao da TS poderia
ser usada para identificar ou selecionar pacientes para protocolos de
quimioterapia adjuvantes, porém nao foi um fator progndstico independente
para sobrevida.

No estudo de OHRLING et al. (2012), 716 pacientes com céancer de
célon foram avaliados quanto ao status das proteinas dos genes de reparo

do DNA e a expressao da TS. Eles mostraram que a analise combinada
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destes marcadores pode melhorar a predicdo de resposta ao 5-FU nos

casos de cancer de colon estadio ll.

o Proteinas dos Genes de Reparo do DNA

Outros marcadores utilizadoscomo preditores de resposta ao
tratamento neoadjuvante séao as proteinas dos genes de reparo do DNA e a
instabilidade de microssatélites. Até o momento cinco genes foram descritos
como sendo capazes de sintetizar proteinas com funcao de reparo do DNA,
denominados respectivamente como hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 e
hMSH6. Estas proteinas possuem a capacidade de remover um segmento
do DNA, contendo uma alteragdo na sequéncia de bases e inserir um novo
segmento contendo a sequéncia certa. Uma das caracteristicas dos tumores
com deficiéncia das proteinas dos genes de reparo € a instabilidade dos
microssatélites, como um erro espontaneo na replicagdo do DNA que nao
podera ser reparado (PINHO e ROSSI 1999).

A instabilidade de microsatélites € um dos marcadores mais
promissores, representando a heterogeneidade do cancer colorretal.
Tumores esporadicos com alta frequéncia de instabilidade de microsatélites
sao associados a inativagao epigenética de MLH1 através da hipermetilagcao
do seu promotor em um conjunto de ilhas de CpG com fenétipo metilador em
MSH2 e MSHB6, representando uma pequena porcentagem. Enquanto que
na sindrome de Lynch observamos mutagdes germinativas em MLHA1,

MSH2, MSH6 e PMS2 (HONG et al. 2012).
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Embora 85% dos CCR esporadicos se desenvolvam através da via de
instabilidade cromossémica, aproximadamente 15-20% sa&o caracterizados
por instabilidade de microsatélites e apresentam distintos fendtipos clinicos e
patolégicos. Os CCR com alta frequéncia de instabilidade de microsatélites
sao predominantemente localizados no célon proximal, apresentam pobre
diferenciagao histolégica, tumores mucinosos, acentuado infiltrado linfocitario
peritumoral e conteudo do DNA dipléide (HONG et al. 2012).

O significado progndstico da instabilidade de microssatélites (MSI) no
cancer de célon esporadico tem sido bem estabelecido. Em geral tumores
com MSI tém seguimento oncoldgico relativamente favoravel e esses
tumores apresentam uma pobre resposta a quimioterapia baseada em 5-FU
comparado com os tumores estaveis (DU et al. 2013).

LYNCH et al. (2009), relataram que a alta instabilidade de
microssatélites esta associado a um melhor prognéstico clinico geral e por
estadio clinico, e este prediz uma resposta pior a quimioterapia adjuvante
para ambos os estadios Il e |ll para o cancer colorretal. Apenas uma minoria
dos CCR atualmente respondem aos regimes do 5-FU, e a deficiéncia a
deficiéncia das proteinas dos genes de reparo tem sido apontada como um
marcador de pobre resposta.

Recente metanalise, incluindo 31 estudos de CCR validados com
MSI-H (alta frequéncia de instabilidade de microsatélites) de estadios I-IV
tinham ndo apenas melhor sobrevida geral com odds ratio (OR) de 0,6(95%

Cl, 0,53-0,69), mas também melhor sobrevida livre de doenga, com um OR
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de 0,58 (95% CI, 0,47-0,72) que MSS/MSI-L, CCR sao comparaveis ao
presente estudo (HONG et al. 2012).

MENG et al. (2007), demonstrou que MSI pode ndo ser preditivo da
evolucao favoravel no cancer de reto, diferente do que ocorre no célon. Ja
no estudo de DU et al. (2013), que avaliaram 316 casos submetidos a
neoadjuvancia com radioterapia, a instabilidade de microsatélites né&o
mostrou significativa associagdo com a regressao tumoral, sugerindo que
MSI é caracterizada por radio sensibilidade nos casos in vitro, ndo sendo
aplicavel in vivo.

Outros estudos evidenciaram que tumores com alta instabilidade de
microsatélites apresentam maior frequéncia de resposta completa, quando
comparados com aqueles com estabilidade de microsatélites. CHARARA et
al. (2004) também demonstraram que alguns casos com instabilidade de
microsatélites, apresentam perda da expressado de proteinas dos genes de
reparo e sdo considerados fatores preditivos de uma melhor resposta ao
tratamento neoadjuvante com 5-FU, CPT-11 e radioterapia.

O teste imunohistoquimico para MLH1 e MSH2 é um teste rapido,
com custo efetivo e confiavel capaz de detectar a maioria dos tumores
colorretais com deficiéncia das proteinas de reparo (LAUZA et al. 2006).

Alguns estudos tém mostrado que a andlise imuno-histoquimica de
MLH1 e MSH2 tem uma forte correlacdo com o fendtipo de MSI,
determinado por PCR. A sensibilidade para detectar MSI com imuno-
histoquimica é de 80-95% e a especificidade tem alcancado 100%

(OHRLING et al. 2010).
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A perda da atividade dessas proteinas dos genes de reparo torna o
organismo relativamente resistente aos efeitos de componentes téxicos que
danificam o DNA, tais como os agentes alquilantes (KARRAN e BIGNAMI
1994).

Recentemente, GARCIA AGUILAR et al. (2011) relatam que quatro
marcadores moleculares mais prevalentes entre os pacientes sem resposta
patolégica completa foram a mutagdo do KRAS e do p53 e o polimorfismo de
MHTFR C677T [ TT ] e CCND1G870A [AA]. Essas combinacbes de
marcadores tem uma validade de mais de 70% e um valor preditivo de 97-
100%, predizendo que esses pacientes apresentando essas mutagdes ou
polimorfismos, ndo irdo alcangar uma resposta patoldégica completa.

O gene MTHFR é encontrado na enzima que catalisa a conversao de
5,10-MTHF, forma circulante do folato. O 5,10- MTHF é usado pela timidilato
sintetase (TS) na conversédo da deoxiuridilato a deoxitimidilato, importantes
para a sintese do DNA. Reducao da atividade da MTHF podera aumentar a
quantidade de 5,10- MTHF disponivel pela enzima da timidilato sintetase,
aumentando os efeitos inibitorios da TS, como o do 5-FU, nos individuos
apresentando esse polimorfismo.

Portanto, a descoberta de biomarcadores especificos poderao
predizer a resposta patoldgica ao tratamento neoadjuvante, bem como
auxiliar, como um instrumento complementar, na selecdo de pacientes
potencialmente candidatos a tratamento exclusivo por radioterapia e

quimioterapia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o papel das expressdes Imuno-histoquimicas das proteinas

dos genes de reparo do DNA (hMSH2, hMLH1, hMsH6 e hPMS2) e da

Timidilato Sintetase como fatores preditivos de resposta patolégica completa

a radio e quimioterapia neoadjuvante em adenocarcinomas de reto.

2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a taxa de frequéncia da perda de expressao das proteinas
dos genes de reparo do DNA em adenocarcinomas de reto

submetidos a tratamento neoadjuvante.

Avaliar se existe associagdo significativa entre resposta clinica

completa e resposta patoldgica completa.

Avaliar se existe associacao significativa entre resposta patolégica
completa versus incompleta ou niveis de resposta conforme a
classificagdo de Dworak e variaveis clinicas tipo: sexo, idade
(considerando pacientes acima ou abaixo de 50 anos), distancia do

tumor em relagcdo a linha pectinea, estadiamento clinico pré
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neoadjuvancia T, N, M, antigeno carcinoembridnico sérico (CEA),
estadiamento clinico pds operatério ypN, invasao linfatica tumoral e
os marcadores de proteinas dos genes de reparo do DNA (MLH1,

PMS2, MSH2, MSH6) e a TS.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional tipo caso controle, com coleta

retrospectiva e prospectiva de dados.

3.2 ORIGEM DOS PACIENTES E AMOSTRAS

Os pacientes foram identificados a partir de uma coorte retrospectiva,
prospectiva e consecutiva de portadores de adenocarcinoma de reto
admitidos no Nucleo de Tumores Colorretais do A.C.Camargo Cancer
Center, candidatos a tratamento neoadjuvante com radioquimioterapia.
Essa coorte vem sendo construida e seguida desde 2007 e foram incluidos
pacientes tratados e operados até fevereiro de 2013. Destes, 109 casos

foram avaliados, sendo 22 prospectivos a partir de agosto de 2011.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

1 Pacientes portadores de adenocarcinoma primario de reto localizado
até 8 cm da linha pectinea.
Estadio clinico T3 ou T4 ou N+;

3 indice de Karnofsky maior que 70% (anexo 1)
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4 Contagem de leucdcitos maior que 3.500/ mm?®, neutréfilos maior
que1.500/ mm® e de plaquetas maior que 100.000/ mm?; creatinina
sérica abaixo de 1,5 mg/ dl;dosagem sérica de bilirrubinas dentro dos
limites da normalidade e de transaminases até duas vezes o valor
normal e auséncia de sinais de insuficiéncia cardiaca que
impossibilitem o tratamento com o 5 FU.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

1 Pacientes previamente submetidos a qualquer tratamento para o
céancer do reto;

2 Recusa em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), para os casos prospectivos (Anexo 2).

3 Auséncia de material disponivel para a realizacdo das reacdes
Imuno-histoquimicas.

3.5 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TCLE)

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo2) foi

utilizado para os 22 casos obtidos prospectivamente. Para os casos

retrospectivos foi realizado um termo de dispensa do TCLE (Anexo 3).



29

3.6 DIAGNOSTICO, AVALIACAO INICIAL E ESTADIAMENTO

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese e exame fisico
locorregional, que incluia retoscopia rigida, com determinagcdo exata da
distancia entre o limite distal do tumor e a linha pectinea. Durante a
retoscopia foi realizada biopsia do tumor (Figuras 7 a e 7b)

Para o estadiamento clinico foram solicitados: ressonancia magnética
da pelve, tomografia computadorizada do abdome superior, radiografia

simples do torax e dosagem sérica de antigeno carcinoembriogénico (CEA).

3.7 COLETA DO MATERIAL

Durante a realizagao da retoscopia rigida, foram colhidos um numero
minimo de 4 fragmentos apenas das areas tumorais com pinga de bidpsia.
Os materiais coletados foram fixados em formalina tamponada para

posterior inclusao em parafina e estudo anatomopatoldgico.

3.7.1 Imuno-histoquimica

Para o estudo das proteinas dos genes de reparo e da timidilato
sintetase foi realizado exame Imuno-histoquimicaquimico, conforme o
protocolo do servigo de patologia do A.C.Camargo Cancer Center.

Seccbes de tecido do material coletado fixado em formalina
tamponada emblocado em parafina foram submetidos: a desparafinizagao e

hidratagdo dos cortes histologicos: trés banhos em xilol (5 minutos cada),
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quatro banhos de alcool, lavagem por cinco minutos em agua corrente.
Recuperagao antigénica na Pascal (Camara de Pressado) em solucao Citrato
ph 6,0 a 125°C (30 segundos apos atingir 125°C e pressdo entre 20 e 25
psi) e lavagem em &agua corrente por 5 minutos. Bloqueio da atividade da
peroxidase enddgena: trés banhos de cinco minutos cada com Perdxido de
Hidrogénio 10 volumes; lavagem em PBS (phosphate- buffered saline);
bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas (DAKO).

Em seguida, foram incubados com anticorpos primarios, anti MSH6
(clone 44, BD), MSH2 (clone Fe11, Calbiochem), MLH1 (clone G168-728,
BD), PMS2 (clone A-16-4, BD) e anti TS (clone TS106, DAKO) por duas
horas a temperatura ambiente em caémara umida; lavagem em PBS;
incubacdo com anticorpo secundario (Novolink Polimero) por 30 minutos
(Ta); lavagem em PBS; incubacdo com polimero (Novolink Polimero-
Novocastra) por 30 minutosn (Ta); 11- lavagem em PBS.

Posteriormente, foram revelados com o uso do cromoégeno
diaminobenzidine (DAB) por cinco minutos (Kit Liquid DAB+Substrate
Chromogen System; Dako Cytomation, Carpinteria, California); lavagem em
agua corrente; contra coloragdo com Hematoxilina de Harris por dois
minutos; lavagem em &gua corrente por cinco minutos; desidratagdo em
alcool, xilol e montagem em meio permanente.

As analises dos anticorpos pesquisados foram realizadas em
microscopio Optico comum, sendo considerados positivos 0os casos com

qualquer quantidade de células tumorais exibindo marcagdo nuclear
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semelhante a marcacéao do tecido nao neoplasico ou linfécitos peritumorais (

Figuras 1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5a e 5b)

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos foram coletados a partir de uma amostra
consecutiva, de acordo com a demanda do servigo, sendo posteriormente
transcritos em ficha padronizada e digitados em computador para
gerenciamento do banco de dados. A confecgdo do banco de dados e as
analises foram feitas no programa estatistico “SPSS 17.0 for Windows”.

Apés a construgdo do banco de dados foram determinadas as
frequéncias simples das variaveis. Os testes de associagdo entre as
variaveis foram determinados por qui-quadrado e Fisher. Foram
consideradas significativas as diferencas com erro alfa menores que 5%

(p<0,05).

3.9 PADRONIZACAO DO TRATAMENTO

Apds o diagndstico e estadiamento dos tumores, todos os pacientes
foram submetidos ao tratamento neoadjuvante.

A radioterapia foi realizada até dose total de 5040 cGy com
fracionamento diario de 180 cGy, em campos, cinco vezes por semana,
sendo 4500cGy na pelve, incluindo o sitio primario e drenagem linfatica,

seguido por boost de 540cGy em 3 fracoes.
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Para quimioterapia concomitante a radioterapia foi utilizado 5-
fluorouracil na dose de 1g por m?ao dia durante 5 dias, em infusdo continua
de 120 horas, na primeira e na quinta semanas de radioterapia.

Quatro semanas ap6s o término da radioterapia, foi realizada nova
retoscopia sem bidpsia para avaliagao clinica da resposta (Figuras 8a e 8b).
A cirurgia foi realizada no periodo de seis a oito semanas apés o término do
tratamento neoadjuvante (Figuras 6a e 6b). A cirurgia obedeceu aos
principios classicos de tratamento oncoldgico. Resumidamente, a ligadura
dos pediculos arterial foi efetuada a 1,0cm acima da emergéncia da artéria
mesentérica inferior da aorta e a veia mesentérica inferior foi ligada na
altura do ligamento de Treitz.

A Excisdo total do mesorreto foi realizada completamente até o
assoalho pélvico, mantendo-se a integridade da fascia propria do reto e com
preservacdo da inervacdo autondmica pélvica sempre que possivel. Nos
tumores localmente avancados, que ultrapassaram os limites da fascia
propria do reto, foi realizada a extensao lateral da ressecc¢ao, além da fascia
endopélvica, para se obter margens radiais negativas. Para os tumores
mais distais, foi obdecido a margem distal de 1,0cm, considerando-se a
medida antes do tratamento neoadjuvante. Todos os pacientes foram
submetidos a ileostomia ou colostomia de protecado. Foi facultada a via de

acesso convencional ou laparoscopica.
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3.10 DETERMINACAO DA RESPOSTA PATOLOGICA DOS

TUMORES

Foram considerados como respondedores somente 0os casos em que
houve auséncia de neoplasia residual no exame anatomopatoldgico da peca
operatdria, ou seja, resposta patologica completa. Na presenca de células
tumorais em qualquer quantidade ou proporg¢ao, tanto na parede do reto
como em linfonodos, o caso foi considerado como nao respondedor.

Para avaliacdo da resposta patologica pds neoadjuvancia nas pegas
cirurgicas foi utilizado o sistema de classificacdo de regressao tumoral de
Dworak (DWORAK et al. 1997), que avalia a resposta de acordo com a
relacado entre a quantidade de fibrose e células tumorais viaveis. No entanto,
em nosso estudo a resposta patologica foi graduada de acordo com a
relagdo entre a quantidade de células tumorais viaveis em relagdo a
quantidade de fibrose como descrito no estudo de BERTOLINI et al. (2007).

Portanto, a resposta foi graduada em: 1- auséncia de lesao residual,
2- presencga de até 25% de células tumorais viaveis, 3- entre 26 a 50% de

células tumorais viaveis e 4- acima de 50% de células tumorais viaveis
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4 RESULTADOS

Foram avaliados cerca de 170 individuos de forma prospectiva e
retrospectiva tratados no A.C.Camargo Cancer Center, em Sao Paulo, no
periodo de janeiro de 2007 a fevereiro de 2013, destes apenas 109
apresentavam os critérios de inclusdo e laminas ou blocos de parafinas com
material suficiente para a realizagdo do estudo Imuno-histoquimico e a
andlise da resposta patolégica completa, dos quais 22 casos foram
avaliados de forma prospectiva.

Dos 109 pacientes estudados, 63(57,8%) eram do sexo masculino e
46 (42,2%) feminino. A idade média de idade dos individuos foi de 60 anos,

com uma variagao de minimo de 28 e maximo de 93 (Tabela1).

Tabela 1 - Distribuicdo de pacientes conforme caracteristicas
sociodemograficas

CARACTERISTICAS FREQ. ABSOLUTA(N) FREQ. RELATIVA (%)
Sociodemograficas

SEXO

MASCULINO 63 57,8
FEMININO 46 42,2
IDADE

Média 60

Minimo 28

Maximo 93

ToOTAL 109 100
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Quanto a localizagdo do tumor, 61 (56%) eram localizados entre a

borda anal e a 4 cm da linha pectinea e em 48 casos (44%) o tumor estava

localizado entre 4,1 a 8 cm da linha pectinea.

Em relagdo ao estadiamento clinico pré-neoadjuvancia foram

considerados: cT2 em 2 casos (1,8%); cT3 em — 95 casos (87,2%); cT4 em

9 casos (8,3%) e cTx em 3casos (2,7%).0 N (linfonodos regionais)- NO em

39 casos (35,8%), N+ em 66 casos (60,6%) e Nx em 4 casos (3,7%). OM

(metastases a distancia)- MO em 101 casos (92,7%) e M1 em 8 individuos

(7,3%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Estadiamento e avaliagao clinica pré-neoadjuvancia.

CARACTERISTICAS CLINICAS

FREQ. ABSOLUTA(N)

FREQ. RELATIVA (%)

Localizagdo do tumor

Reto0a4,0cm 61 56

Reto 4,1a8cm 48 44

Estadiamento Tc

cT2 2 1,8
cT3 95 87,2
cT4 8,3
cTx 2,7
Estadiamento N

NO 39 35,8
N+ 66 60,6
Nx 4 3,7
Estadiamento M

MO 101 92,7
M1 8 7,3
TOTAL 109 100
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A via de acesso utilizada nas cirurgias foi aberta em 91 casos
(83,5%) e laparoscépica em 17 (15,6%) e indeterminada em 1 caso (0,9%).
O tipo de cirurgia realizada foi ressecg¢ao anterior baixa com preservagao
esfincteriana em 72 (66,1%), amputagcdo abdominoperineal do reto em 32

(29,4%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Vias de acesso e cirurgias realizadas.

FREQ. ABSOLUTA(N) FREQ. RELATIVA (%)

VIA DE ACESSO

ABERTA 91 83,5
LAPAROSCOPICA 17 15,6

9 (SEM DADOS) 1 0,9
CIRURGIAS

Resseccao anterior baixa 72 66,1
Amputagdo abdomino- perineal 32 29,4
Ressecgao Alargada 5 4.6

TOTAL 109 100

O estadiamento pos-operatério desses individuos foi avaliado através
do exame histopatoldgico da pecga cirurgica, onde foram considerados:

ypTO em 24 casos (22%), ypT1 em 11 (10,1%), ypT2 em 30 (27,5%)
e ypT3 em 37 (33,9%)

ypNO em90 casos (82,6%), ypN1 em 18(16,5%) e ypN2 em 1 (0,9%)
(Tabela 4).

O numero de linfonodos dissecados conforme o espécime cirurgico
variou de um maximo de 42 e um minimo de 1, com uma média de 13,38.
Ja o numero de linfonodos comprometidos apresentou um minimo de 0 e

maximo de 6, com média de 0,31 (Tabela 5).
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O grau de diferenciagdo observado na peca cirurgica desses

individuos foi de: bem diferenciado em 3 casos (2,8%), moderadamente

diferenciado em 74 (67,9%), pouco diferenciado em 2 (1,8%) (Tabela 6).

Tabela 4 - Estadiamento pds-operatério

CARACTERISTICAS FREQ. ABSOLUTA(N) FREQ. RELATIVA (%)
ESTADIAMENTO YPT
YPTO 24 22
YPT1 11 10,1
YPT2 30 27,5
YPT3 37 33,9
YPT4 7 6,4
ESTADIAMENTO YPN
ypNO 90 82,6
ypN1 18 16,5
ypN2 1 0,9
TOTAL 109 100
Tabela 5 - Numero de linfonodos dissecados e comprometidos
MiNIMO MEDIA MAXIMO
DISSECADOS 1 13,38 42
COMPROMETIDOS 0 0,31 6

Tabela 6 - Grau de diferenciagcédo tumoral.

FREQ. ABSOLUTA(N)

FREQ. RELATIVA (%)

BEM DIFERENCIADO 3 2,8
MODERADAMENTE DIFERENCIADO 74 67,9
POUCO DIFERENCIADO 2 1,8
OUTROS 30 27,5
ToOTAL 109 100
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Quando avaliada a resposta patolégica pés neoadjuvancia utilizando
o sistema de classificagdo de regressao tumoral de Dworak (DWORAK et al.
1997), que utiliza uma graduagao entre fibrose e a presenga de células
tumorais viaveis, foi utilizado nesse estudo a resposta em porcentagens
conforme utilizado no estudo de BERTOLINI et al. (2007). No entanto, essa
resposta patolégica foi graduada de acordo com a presenga de células
tumorais viaveis e ndao em relagao a fibrose.

E foi verificado que 20 casos (18,3%) ndo apresentavam lesdo, ou
seja, sem células tumorais viaveis, portanto com resposta patoldgica
completa. Apresentaram até 25% de células viaveis em 53 casos (48,6%),
entre 26 e 50% de células viaveis 19 casos (17,4%) e acima de 50% de

células viaveis em 17 (15,6%) (Tabela 7).

Tabela 7 - Classificagdo da resposta patolégica a neoadjuvancia (Dworak).

FREQ. ABSOLUTA(N) FREQ. RELATIVA (%)
AUSENCIA DE LESAO RESIDUAL 20 18,3
ATE 25% DE CELULAS VIAVEIS 53 48,6
26 A 50% DE CELULAS VIAVEIS 19 17,4
> 50% DE CELULAS VIAVEIS 17 15,6
TOTAL 109 100

O downstaging do tumor (T) apds neoadjuvéncia ocorreu em 63
pacientes (57,8%) e 43casos (39,4%) nao apresentaram regressao e em
2,8% indeterminado. O downstaging dos linfonodos regionais (N) ocorreu
em 53 (48,6%) individuos apdés neoadjuvancia e sem regressdo em 54

(49,5%) ndo mostraram regressao e indeterminado em 1,8%.
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Quando avaliado a expressao Imuno-histoquimica das proteinas dos
genes de reparo do DNA e da timidilato sintetase nas bidpsias pré-
neoadjuvancia, foram encontradas perda de expressao de hMLH1, hPMS2
e hMSH6 em apenas 1 caso (0,9%). Para a Timidilato Sintetase (TS)
observou-se perda de expressao em 36 (33%) casos e em 73 individuos

(67%) expressao estava presente (Tabela 8).

Tabela 8 - Imuno-histoquimica das bidpsias pré neoadjuvancia

FREQ. ABSOLUTA(N) FREQ. RELATIVA (%)
MLH1
POSITIVO 108 99,1
NEGATIVO 1 1 0,9
PMS2
POSITIVO 108 99,1
NEGATIVO 1 0,9
MSH2
POSITIVO 109 100
MSH6
POSITIVO 108 99,1
NEGATIVO 1 0,9
TS
POSITIVO 73 67
NEGATIVO 36 33

ToTAL 109 100
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4.1 ANALISES DAS ASSOCIACOES

Nesse estudo verificamos as associagdes entre o grau de regressao
tumoral (Classificacdo de Dworak) e algumas variaveis clinicas como
género (Tabela 9), idade (até 50 e maior que 50 anos) (Tabela 11) e
distdncia em relagdo a linha pectinea (Tabela 13), bem como com os
marcadores tumorais: MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 e a Timidilato Sintetase
(Tabela 23), no entanto n&o foram encontradas associagdes
estatisticamente significativas entre essas variaveis.

Outras analises realizadas foram realizadas entre os grupos de
respondedores e nao respondedores, verificando se havia alguma
associagao com as variaveis sexo (Tabela 10), idade (acima ou abaixo de
50 anos) (Tabela 12), distdncia em relagé&o a linha pectinea (Tabela 14), o
estadiamento clinico pré neoadjuvancia T, N e M (Tabelas 17,18 e 19); CEA
(Tabela 15), estadiamento pos operatério ypN (Tabela 21), invasédo tumoral
linfatica (Tabela 16) e os marcadores utilizados: proteinas de reparo do
DNA. MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 (Tabela 22) e a Timidilato Sintetase
(Tabelas 24). E também ndo houve significancia estatistica. No entanto,
quando avaliamos os 2 individuos que apresentaram perda da expressao
das proteinas de reparo (1 paciente com perda de expressdo em MLH1 e
PMS2 e o outro com perda de expressdo em MSHG6), verificamos que 100%
destes pacientes tiveram resposta patologica completa (Tabela 22) e essa
associagao foi significante (p=0,032). Observamos também que a resposta

clinica endoscopica, a presengca de doenca residual clinica e a resposta
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patolégica da peca apresentaram associagao estatistica significante

(p=0,09) (Tabela 20).

Tabela 9 - Associacdo entre a Classificagdo de resposta patoldgica de
Dworak versus género.

CLASSIFICACAO DE DWORAKA

SEM LESAO ATE 25% CELS VIAVEIS 26 A 50% > 50%
SEXO
MASCULINO
(N)FREQ.ABSOLUTA 8 35 11 9
(%)FREQ.RELATIVA 12,7 55,6 17,5 14,3
FEMININO
(N)FREQ.ABSOLUTA 12 18 8 8
(%)FREQ RELATIVA 26,1 73,9 17,4 17,4
ToTAL
(N)FREQ.ABSOLUTA 20 53 19 17
(%)FREQ.RELATIVA 18,3 48,6 17,4 15,6

Teste chi- quadrado
Valor Df Asymp.sig(2-sided)

Person chi- quadrado 4,237° 3 ,237
Likehood ratio 4,228 3 ,238
Linear- by- linear association ,155 1 ,693
N° de casos validos 109

a.0 célula (0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 7,17.



Tabela 10 - Resposta Patoldgica (sem lesao / com lesao) versus género.
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SEM LESAO COM LESAO TOTAL
SEXO
MASCULINO
(N) 8 55 63
(%) 12,7 87,3 100
FEMININO
(N) 12 34 46
(%) 26,1 73,9 100
TOTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Valor Df Asymp sig Exac.t Sig. Exac.t Sig. (1-
(2-sided (2-sided) sided)
Person chi- quadrado 3,181% 1 ,074
Corregao continuidade 2,350 1 ,125
Likehood ratio 3,145 1 ,076
Teste de fisher exato ,085 ,063
Associagao linear- linear 3,152 1 0,76
N° de casos validos 109

a. 0 célula (0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado € 8,44.
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Tabela 11 - Associacao entre idade e classificagcdo de resposta patoldgica

de Dworak.
CLASSIFICACAO DE DWORAK
SEM LESAO ATE 25% CELS VIAVEIS 26 A 50% >50%
IDADE
ATE 50 ANOS
(N) 2 16 4 1
(%) 8,7 69,6 17,4 43
>+ =50 ANOS
(N) 18 37 15 16
(%) 20,9 43 17,4 18,6
ToTAL
(N) 20 53 19 17
(%) 18,3 48,6 17,4 15,6
Teste chi- quadrado
Valor Df Asymp.sig(2-sided)

Person chi- quadrado 6,475 3 ,091
Likehood ratio 7,247 3 ,064
Linear- by- linear association ,539 1 ,463
N° de casos validos 109

a. 3 células (37,5%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 3,59.
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Tabela 12 - Associacdo entre resposta patolégica sem lesdo/com lesao
versus idade acima ou abaixo de 50 anos.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
IDADE
ATE 50 ANOS
(N) 2 21 23
(%) 8,7 91,3 100
> 0U =50 ANOS
(N) 18 68 86
(%) 20,9 79,1 100
ToTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Asymp si Exact Sig.  Exact Sig. (1-
valor b (2)-/sic:)ed)g (2-sided£; sidec?) (
Person chi- quadrado 1,813°% 1 178
Correcgao continuidade 1,088 1 ,297
Likehood ratio 2,076 1 ,150
Teste de fisher exato ,234 147
Associagao linear- linear 1,796 1 ,180
N° de casos validos 109

a. 1 célula (25%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 4,22.
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Tabela 13 - Classificacdo de Dworak da resposta patologica versus

distancia da linha pectinea.

CLASSIFICACAO DE DWORAK

SEM LESAO ATE 25% CELS VIAVEIS 26 A 50% >50%
Distancia
L.P0O-4cm
(N) 11 29 7 14
(%) 18 47,5 11,5 23
4,5-8 cm
(N) 9 24 12 3
(%) 18,8 50 25 6,2
ToTAL
(N) 20 53 19 17
(%) 18,3 48,6 17,4 15,6
Teste chi- quadrado

Valor Df Asymp.sig(2-sided)
Person chi- quadrado 7,6642 3 ,053
Likehood ratio 8,173 3 ,043
Linear- by- linear association 1,268 1 ,260
N° de casos validos 109

a- 0 células(,0%) com expectativa de ter menos que 5 %.Minimo esperado de 7,49.
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Tabela 14 - Distancia da linha pectinea versus resposta patolégica sem

lesdo/ com leséao.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Distancia da
LPOa4cm
(N) 11 50 61
(%) 18 82 100
4,1 a 8cm(N
(N) 9 39 48
(%) 18,8 81,2 100
ToTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Valor Df Asyn-1p sig Exac.t Sig. Exac-t Sig.
(2-sided) (2-sided) (1- sided)
Person chi- quadrado ,009° 1 ,923
Corregao continuidade ,000 1 1,000
Likehood ratio ,009 1 ,924
Teste de fisher exato 1,000 ,558
Associagao linear- linear ,009 1 ,924
N° de casos validos 109

a- Océlulas(,0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 8,81.
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Tabela 15 - Associacdo do CEA (antigeno carcinoembribnico) versus

resposta patolégica sem lesdo / com leséo.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
MENOR QUE 10
(N) 14 64 78
(%) 17,9 82,1 100
MAIOR QUE 10
(N) 6 25 31
(%) 19,4 80,6 100
ToTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Asymp si Exact Sig. Exact Sig.

Valor b (2>-lsi<;)ed)g (2-sided§§ (- sidec?)
Person chi- quadrado ,029° 1 ,864
Correcgao continuidade ,000 1 1,000
Likehood ratio ,029 1 ,865
Teste de fisher exato 1,000 931
Associagao linear- linear ,029 1 ,865
N° de casos validos 109

a. 0 células (0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado €5,69.
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Tabela 16 - Invasao linfatica versus resposta patolégica sem lesdo/com
les&o

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Invaséo linfatica
Sim
(N) 1 4 5
(%) 20 80 100
N&o
(N) 19 85 104
(%) 18,3 81,7 100
TOTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Asymp si Exact Si Exact.Si
Valor b (2)-/sic:)ed)g (2-S) i (1-S) i

Person chi- quadrado ,010° 1 ,922
Corregao de 1,000
continuidade(b) 000 1
Likehood ratio ,009 1 ,923
Fisher's Exact Test 1,000 ,645
N° de casos validos 109

a. 2células (50%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 0,92
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Tabela 17 - Estadiamento clinico agrupado cT1 e cT2/ cT3 e cT4 versus
resposta patolégica sem lesdo / com leséo.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
CT1ECT2
(N) 1 2 3
(%) 33,3 66,7 100
cT3ecT4
(N) 18 85 103
(%) 17,5 82,5 100
TOTAL
(N) 19 87 106
(%) 100 100 100
Teste chi- quadrado
Asymp si Exact Si Exact.Si
Valor b (2)-/sic:)ed)g (2-S) i (1-S) i
Person chi- quadrado ,498°7 1 ,480
Corregao de 1,000
continuidade(b) 000 1
Likehood ratio 423 1 515
Fisher's Exact Test 451 ,645
Associagao linear- linear 494 1 ,482
N° de casos validos 106

a. 2 células (50%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é,54.
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Tabela 18 - Estadiamento clinico N versus resposta patoldégica sem
les&o/com lesao.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Estadiamento N
NO
(N) 7 32 39
(%) 17,9 82,1 100
N1
(N) 12 54 66
(%) 18,2 81,8 100
TOTAL
(N) 19 86 105
(%) 18,1 81,9 100
Teste chi- quadrado
Valor Df Aser.1p sig (2- Exact.Sig  Exact Sig(1-
sided) (2-S) S)
Person chi- quadrado ,001? 1 ,976
Correcao de 1,000
continuidade(b) 000 1
Likehood ratio ,001 1 ,976
Fisher's Exact Test 1,000 ,597
Associacao linear- linear ,001 1 ,976
N° de casos validos 105

a. 0célula (0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 7,06.
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Tabela 19 - Estadiamento clinico M versus resposta patolégica (sem lesao/

com lesao)
SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Estadiamento M
MO
(N) 19 82 101
(%) 18,8 81,2 100
M1
(N) 1 7 8
(%) 12,5 87,5 100
TOTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Valor Df Aser.1p sig (2- Exact.Sig  Exact Sig(1-
sided) (2-S) S)
Person chi- quadrado ,1972 1 ,657
Correcao de 1,000
continuidade(b) 000 1
Likehood ratio ,215 1 ,643
Fisher's Exact Test 1,000 ,549
Associacao linear- linear ,195 1 ,659
N° de casos validos 109

a. 1 célulatem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 1,47.
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Tabela 20 - Resposta clinica completa (endoscoépica) e doenca clinica
residual versus resposta sem lesdo / com les&o.

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Resposta clinica
completa
(N) 7 10 17
(%) 41,2 58,8 100
Doenca clinica
residual
(N) 9 67 76
(%) 11,8 88,2 100
ToTAL
(N) 16 77 93
(%) 17,2 82,8 100
Teste chi- quadrado
Valor DFf Asyn?p sig (2- Exact.Sig  Exact Sig(1-
sided) (2-S) S)
Person chi- quadrado 8,392° 1 ,004
Correcao de ,011
6,459 1
continuidade(b)
Likehood ratio 7,067 1 ,008
Fisher's Exact Test ,009 ,009
Associagao linear- linear 8,302 1 ,004
N° de casos validos 93

a. 1 célula (25%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 2,92.
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Tabela 21 - Estadiamento pds operatério N versus resposta patoldgica (sem

lesdo/ com leséo)

SEM LESAO

COM LESAO

TOTAL

Estadiamento
patolégico N
ypNO

(N)

(%)

ypN1

(N)

(%)

ypN2

(N)

(%)

ToTAL

(N)

(%)

19
21,1

5,6

20
18,3

71
78,9

17

94,4

100

89
81,7

90
100

18
100

1
100

109
100

Teste chi- quadrado

Person chi- quadrado
Likehood ratio
Associagao linear- linear

N° de casos validos

Valor

2,649°

3,407

2,572
109

Df
2
2
1

Asymp sig (2-sided)

,266
,182
,109

a- 3 células (50%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é 0,18.
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Tabela 22 - Expressdao normal ou perda de expressao das proteinas de
reparo do DNA versus resposta patolégica sem lesdo / com lesao.

- - TOTAL
SEM LESAO COM LESAO
Expressao normal das
proteinas de reparo
(N) 18 89 107
(%) 16,8 83,2 100
Perda de expresséo
(N) 2 2
(%) 100 100
TOTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Valor Df Asyrr'lp sig Exact.Sig anct
(2-sided) (2-S) Sig(1-S)
Person chi- quadrado 9,066 1 ,003
Correcao de ,037
o 4,364 1

continuidade(b)

Likehood ratio 6,953 1 ,008

Fisher’'s Exact Test ,032 ,032

N° de casos validos 109

a.2 células tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado é,3
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Tabela 23 - Imuno-Histoquimica TS versus classificacdo da resposta

patologica (Dworak)

CLASSIFICACAO DE DWORAK

SEM LESAO ATE 25% CELS VIAVEIS 26 A50% >50%
Imuno-
histoquimica
TS
Positivo
(N) 12 34 13 14
(%) 16,4 46,6 17,8 19,2
Negativo
(N) 8 19 6 3
(%) 22,2 52,8 16,7 8,3
TOTAL
(N) 20 53 19 17
(%) 18,3 48,6 17,4 15,6
Teste chi- quadrado

Valor Df Asymp.sig(2-sided)
Person chi- quadrado 2,466° 3 ,481
Likehood ratio 2,660 3 447
N° de casos vélidos 109

a- 0 células (0%) espera-se conter menos que 5. O minimo esperado é 5,61.
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Tabela 24 - Imuno- histoquimica TS versus resposta patoldgica (sem lesao/
com lesao)

SEM LESAO COM LESAO TOTAL
Imuno histoquimica
TS
POSITIVO
(N) 12 61 73
(%) 16,4 83,6 100
Negativo
(N) 8 28 36
(%) 22,2 77,8 100
TOTAL
(N) 20 89 109
(%) 18,3 81,7 100
Teste chi- quadrado
Asymp si Exact Si Exact.Si
Valor b (2)-/si(;)ed)g (2-S) i (1-S) i
Person chi- quadrado ,538° 1 ,463
Corregao de ,638
continuidade(b) 222 1
Likehood ratio ,526 1 ,468
Fisher's Exact Test ,599 ,314
N° de casos validos 109

a. 0Océlula (,0%) tem esperado conter menos que 5. O minimo esperado € 6,61.
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Figura la Figura 1b

Figura 1 - Imuno-histoquimica para MSH6 em bidpsia de adenocarcinoma.

Observa-se marcacédo nuclear forte nas células neoplasicas (aumento original, 10x na

figura a e 20x na figura b)

Figura 2a Figura 2b

Figura 2 - Imuno-histoquimica para MLH1 em bidpsia de adenocarcinoma.

Observa-se marcacado nuclear forte nas células neoplasicas ( aumento original, 10x na

figura a e 20 x na figura b)
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Figura 3 - Imuno-histoquimica para MSH2 em bidpsia de adenocarcinoma.

Observa-se marcagédo nuclear forte nas células neoplasicas e nos linfocitos do estroma

adjacente (aumento original, 20x)

Figura 4 - Imuno-histoquimica para PMS2 em biépsias de adenocarcinoma.

Observa-se marcagao nuclear forte em células neoplasicas e em linfocitos do estroma

adjacente (Aumento original,10x).
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Figura 5a Figura 5b
:;*!'f :

Figura 5 - Imuno-histoquimica para TS em bidpsias de adenocarcinoma.
Observa-se a marcagao nuclear forte citoplasmatica e nuclear em células neoplasicas.

(Aumento original10x na figura a e 20x na figura b).

Figura 6a Figura 6b

Figura 6 (a e b) - Peca cirurgica de paciente com adenocarcinoma de reto

pOs neoadjuvancia, apresentando leséo ulcerada.



Figura 7a Figura 7b

Figura 7 (a e b) - Neoplasia de reto antes da neoadjuvancia

Figura 8a Figura 8b

e 7

Figura 8 (a e b) - Pés neoadjuvancia com resposta completa

60
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5 DISCUSSAO

O céancer de reto representa cerca de 10% dos casos de cancer por
ano. Acomete homens e mulheres com aproximadamente a mesma
frequéncia, geralmente com a idade variando de 50 a 80 anos e com uma
incidéncia crescente com a idade (COLOMBINO et al. 2002). 90% dos
casos sao diagnosticados em individuos com 50 anos ou mais (ACS 2013).
Na metandlise de MARTIN et al. (2012), também os individuos
apresentavam uma média de idade de 60 anos e 65% eram homens.

Diferencas significantes em relacdo ao sexo foram observadas no
estudo de PARK et al. (2010), onde 79% (85/108) dos pacientes eram
homens e (21%) 23/108 eram mulheres e a média de idade observada foi
de 59,7+/- 11,8(31-80). Caso semelhante ocorreu no estudo de KUO et al.
(2012), onde 38% (63/166) eram mulheres e (62%)103/166 eram homens,
com idade variando de 24-80 e média de 57,3 anos. Os nossos dados estao
de acordo com a literatura, apresentando um discreto predominio do sexo
masculino e com média de idade de 60 anos.

A distadncia média observada do tumor em relagdo a margem anal,
medida através da proctoscopia rigida, segundo a metanalise de Martin et
AL. (2012), foi de 53,6 mm. Ja no estudo de PARK et al. (2010), onde foram
avaliados 108 pacientes no periodo de 2004 a 2008, 89% apresentavam o

tumor localizado até 5cm BA, e 11% dentro de 10 cm da BA. No nosso
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estudo observamos que a maioria dos casos (56%) apresentavam tumor
localizado entre a borda anal e 4 cm da linha pectinea.

DAS et al. (2007), que avaliaram 562 pacientes entre 1989 e 2004,
mostraram que os pacientes com distancia tumoral inferior a 5 cm da borda
anal apresentaram uma melhor resposta patolégica apds neoadjuvancia.

Quando avaliado o estadiamento clinico pré-operatério este dado foi
documentado em 11 de 16 estudos avaliados na metandlise de MARTIN et
al. (2012), e em 3 foi relatado que todos os pacientes tinham doenca em
estadio II/lll, sem subclassificacdo. Entre os estudos que descreveram o
estadio TNM, 34,1% dos pacientes eram estadio clinico Il e 64,8 estadio lII.

Outro fato encontrado foi que a resposta clinica endoscépica e a
presenca de doencga residual clinica foram estatisticamente significativos
com relagdo a resposta patolégica da pegca. O mesmo achado foi
demonstrado no estudo de Kuo et al 2011, um estudo retrospectivo que
avaliou a taxa de predi¢cao de resposta patolégica completa através de re-
biépsia, imagem de RNM e colonoscopia e verificou que foram de 21,4%;
33,3% e 53,8% respectivamente e que quando combinado os achados da
colonoscopia com os da re- bidpsia a taxa de predicdo foi de 77,8%
(p=0,09). No entanto, a auséncia de lesdo residual ao exame proctoldgico
nao exclui a persisténcia de doenga microscopica, mesmo com mucosa
normal e que a re- bidpsia apresenta um valor preditivo negativo de 21,4%
(Kuo et al,2011). No estudo de Guillem et al 2005, também foi verificado que
0 exame do toque retal apresenta uma acuracia de predi¢cao de apenas 21%

para os pacientes com resposta clinica completa.



63

Foi realizado um estudo prévio nessa instituicdo, onde foram
avaliadas as caracteristicas de 129 pacientes tratados com adenocarcinoma
de reto médio e inferior localmente avangados, estadiados clinicamente
(MRI) como T3, T4 e qualquer N ou qualquer T com N+ e foi verificado que
0s achados clinicos sdo muito fracos para predizer resposta patologica a
radio e quimioterapia neoadjuvante e que apesar da abordagem
endoscopica de resposta pela retoscopia ter mostrado significante
associagao com a resposta patolégica completa, o valor preditivo foi fraco
(TAGLIETTI et al. 2013).

Ja a via de acesso e o tipo de cirurgia observado na analise dos
casos é concordante com os dados da literatura, pois encontramos 83,5%
de individuos operados por via aberta (convencional) e 66,1% submetidos a
ressecg¢ao anterior baixa com preservacao esfincteriana, que é considerada
atualmente como o procedimento padréao para esses tumores. A amputacao
foi realizada em 32 casos (29,4%); e a ressecc¢ao alargada em 5 (4,6%).
Esses dados vdo em concordancia com a metanalise de MARTIN et al.
(2012), em que o procedimento de preservacao esfincteriana foi realizado
elm 73,4% dos pacientes, 22,7 % foram submetidos a amputacao
abdomino-perineal do reto e 3,9% submetidos a procedimentos alternativos
(Hartmann, exenteragéo pélvica, proctocolectomia total, ressec¢ao anterior
com bolsa ileal e excisdo transanal). O mesmo foi verificado no estudo de
CAPIRCI et al. (2008) onde a preservacao esfincteriana ocorreu em 73%
dos casos, amputagdo abdominoperineal do reto (AAPR) em 22% e

endoscépica em 5%. Ja no estudo de KUO et al. (2012), 81,3% foram



64

submetidos a retossigmoidectomia com anastomose, 6% com ressecgao
interesfincteriana e anastomose coloanal e 18 casos (10,8%) com AAPR.

A via laparoscopica utilizada em nosso estudo apresenta resultados
semelhantes quando comparado com a cirurgia aberta em relagdao a
seguranga, margem de ressecgao e superiores na comparagdo com a
recuperagao cirurgica da cirurgia aberta no estudo de Color Il (VAN DER
PAS et al. 2013).

O mesmo foi observado no estudo Comparasion of open versus
Laparoscopic Surgery for Mid and Low Rectal Cancer after Neoadjuvant
Chemoradiotherapy (COREAN) estudo controlado randomizado, utilizado
para verificar a seguranca e eficacia da cirurgia laparoscépica comparado
com a cirurgia aberta para cancer de reto médio e distal apés radio e
quimioterapia pré-operatoria. Este mostrou que a laparoscopia é factivel e
nao aumenta os riscos oncoldgicos a curto tempo de seguimento, desfecho
predito pela avaliagdo da positividade da margem circunferencial e
qualidade macroscoépica da excisao total do mesoreto (KANG et al. 2010).

No estudo de VOLPATO e KOCH (2008), no que se refere ao
estadiamento T, a distribuicdo encontrada foi percentualmente proxima
aquela encontrada em outros artigos, nos quais a maior parte dos pacientes
encontrava-se em estadio T3.

A determinacgao histologica da profundidade de invasao tumoral e o
grau de invasao tumoral sao alguns dos parametros histopatolégicos mais
importantes relacionados ao prognéstico do CCR, embora a extensédo da

infiltragcdo serosa e a invasao venosa por células cancerosas tenham sido
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detectadas como fatores de mau progndstico no cancer de reto e ndo de
colon (VOLPATO e KOCH 2008).

O grau de diferenciagdo tumoral nas pecgas operatorias mais
frequentemente observado nos casos foram os tumores moderadamente
diferenciados em 74 individuos (67,9%), pouco diferenciados em 1,8%(2) e
bem diferenciados em 3 (2,8%). Houve também predominio de tumores
moderadamente diferenciados no estudo de PARK et al. (2010), onde 53%
(67/108) eram moderadamente diferenciados, 40% bem diferenciados
(43/108) e 5 (5%) pobremente diferenciados.

No estudo de VOLPATO e KOCH (2008), o grau de diferenciacao
tumoral observado foi: 76 adenocarcinomas bem diferenciados (52,8%), 56
moderadamente diferenciados (38,9%), 6 pouco diferenciados (4,2%) e os 6
restante serdo adenocarcinomas mucinosos. A distribuicdo do grau de
diferenciacao tumoral nas pecas operatodrias dos pacientes nesse estudo de
VOLPATO e KOCH (2008) foi semelhante a encontrada por LUPINACCI et
al. (2003), onde avaliou individuos com cancer colorretal com idade abaixo
e acima de 40 anos de idade.

No que se refere ao grau de diferenciagao tumoral, existe uma clara
associacao entre esse e o estadio do tumor no momento da resseccao. O
estadio tumoral e os tumores pouco diferenciados estao associados, sendo
esses tumores mais avancados na ocasiao da ressec¢ao do que os tumores
bem diferenciados.

Tumores indiferenciados e pouco diferenciados foram associados a

uma maior extensdo local, invasdo de vasos e linfonodos, além de maior
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risco de recidiva e metastases hepaticas, atribuindo-se a esses um
progndéstico mais reservado. Portanto, quanto mais indiferenciado o tumor,
pior sera seu progndstico. Por outro lado, tumores bem diferenciados
respondem melhor a terapéutica adjuvante e tém velocidade de crescimento
mais lenta, podendo ser detectados ainda em fases precoces (VOLPATO e
KOCH 2008).

O numero de linfonodos dissecados sao dados importantes no
sentido de informar a radicalidade da ressecgao cirurgica, no entanto, isso
tem se tornado discutivel, devido a dificuldade de analise histopatolégica
dos linfonodos apds neoadjuvancia.

No estudo de CAPIRCI et al. (2008) observamos que foram
analisados uma média de 8,7 linfonodos e com uma mediana de 7. Outro
estudo, o de WONG et al. (1999) obteve diferentemente uma média de 17
ganglios ressecados na pecga operatéria do CCR, e 38,6% dos pacientes
tinham pelo menos 1 linfonodo positivo, sugerindo, que quanto maior o
numero de ganglios dissecados maior a probabilidade de encontrarmos
linfonodos positivos.

As metastases ganglionares sdo um outro fator importante avaliado
na peca de resseccdo do CCR. Sua importancia vem do fato de que a
linfadenectomia associada a resseccédo do CCR é reconhecida desde 1908,
quando Miles demonstrou que ha uma tendéncia a recidiva tumoral na
regiao de drenagem linfatica do reto.

DUKES e BUSSEY (1958) por sua vez, concluiram que as metastases

ganglionares representam o fator progndéstico de maior importancia no que
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diz respeito a recorréncia e sobrevida no CCR. Quando presente apos
terapia neoadjuvante, sdo ainda maior fator prognéstico no cancer de reto,
superadas apenas pela margem de ressecgao circunferencial.

LAUZA et al. (2006) demonstraram que a analise de um pequeno
numero de linfonodos regionais pode resultar em um sub-estadiamento de
tumores classificados como NO e ganglios maiores que 3mm de didmetro
deveriam ser considerados metastaticos pela classificagdo TNM, razéo pela
qual alguns pacientes sem metastases linfonodais tém recorréncia poés-
operatdria ou desenvolvem metastases.

Estudos recentes tém mostrado que a neoadjuvancia com
radio/quimioterapia tem sido associada a uma diminuicdo no estadio
patolégico para T (tumor) e para o estado nodal em torno de 60% daqueles
tratados. Além disso, existe uma reducgao dos linfonodos nos espécimes das
procto-colectomias de pacientes tratados com terapia neoadjuvante.

Devido a isso, acredita-se que nem todos os espécimes vao conter 12
linfonodos em pacientes apds neoadjuvancia, como recomenda a American
Joint Comitte on Cancer e a International Union Against Cancer. E que este
achado de menor numero de linfonodos ndo é causado por uso irregular das
técnicas dos cirurgides ou dos patologistas (AMAJOY!| et al. 2013).

Ja a metanalise de RAHBARI et al. (2012), relata que embora a
recomendagado de guidelines atuais recomendem um numero minimo de 12
linfonodos avaliados para se ter certeza de uma andlise patologica
adequada, nossas andlises demonstraram que o valor prognéstico da

deteccdo de moléculas de ceélulas tumorais, sendo independente da
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quantidade de linfonodos. Por isso, técnicas de analise de linfonodos
sentinela deveriam ser uma estratégia eficiente para melhorar o
estadiamento de pacientes com uma doenga nodal negativa.

A regressao tumoral do tumor primario foi semi-quantitativamente
determinado pela quantidade de células tumorais viaveis versus a
quantidade de fibrose, variando de auséncia de efeitos apds tratamentos a
resposta completa, sem a presenca de células tumorais identificadas, como
foi descrito por DWORAK et al. (1997) TRGO (Tumor regression grade 0)-
foi definido como tumor sem regressdo, TRG1- regressdo pequena (tumor
dominante com fibrose em </=25% da massa tumoral), TRG2- regressao
moderada (tumor dominante com fibrose em 26-50% da massa tumoral),
TRG3- boa regressdo (mais que 50% de regressdo tumoral) e TRG4-
regressao total (sem a presencga de células tumorais, apenas uma massa
fibrética).

De acordo com nossos dados podemos dizer que TRG4, ou seja sem
lesédo ocorreu em 18,3% dos individuos apds neoadjuvéncia com
radio/quimioterapia. TRG3, em 48,6%, TRG2, em 17,4% e TRG1em 15,6%
(DWORAK et al. 1997).

Apods radio/quimioterapia pré-operatoria, a terapia induzindo efeitos
de downsizing” tem sido descrito amplamente como um fator progndstico
importante. Muitos pacientes apresentam resposta patolégica local
moderada com a presencga de células residuais tumorais com infiltracao
(ypT2/3). Este grupo de pacientes com resposta intermediaria é de

particular interesse, uma vez que representa uma vasta subcategoria, cujo
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prognostico é dificil de se classificar. Dentro desse grupo de transgressao
da parede retal e de infiltragcdo do compartimento mesoretal (>=ypT3) existe
uma distingdo com impacto desconhecido no progndstico. Subclassificagao
de ypT3 no cancer retal tem se tornado um fator de risco confiavel para
recorréncia do cancer em pacientes submetidos a cirurgia primaria, mas
essa relevancia prognéstica apos radio/quimioterapia ainda esta pouco
definida (SPRENGER et al. 2010)

De acordo com SPRENGER et al. (2010), o estado linfonodal residual
€ capaz de predizer de forma mais importante a evolugao individual em
respondedores intermediarios a radio/quimioterapia pré-operatéria. Além
disso, o estadio ypT e a graduacdo tumoral tornam-se fatores auxiliares
adicionais. Estudos clinicos futuros para terapia adjuvante deveriam ser
baseados nas sinopses de parametros clinicos patoldgicos.

Na nossa andlise observamos que a taxa de resposta patologica
completa (pCR) esta de acordo com os estudos de DAS et al. (2007) um
estudo que avaliou 562 pacientes entre 1989 e 2004 e que 108 (19%)
apresentaram resposta patolégica completa, onde 20% tinham apenas
doencga residual microscopica na pega cirurgica e 61% apresentaram
doenca residual macroscopica.

Os mesmos resultados foram confirmados na metanalise de MARTIN
et al. (2012), onde a média de pCR foi de 24,4 (variando de 10,3 a 91,3%).
Ja nos estudos europeus a ypCR variou de 11-16% e mais recentemente
alguns estudos randomizados fase llb mostraram ypCR variando de 24-

36% (CAPIRCI et al. 2008).
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Ja TULCHINSKY et al. (2008) evidenciaram que aumentando o
intervalo entre a neoadjuvancia e a cirurgia para mais que 7 semanas
melhoraram a pCR para 35% comparado com 17% quando eram
submetidos a cirurgia apos 7 semanas. Similarmente KALADY et al. (2009)
encontraram que aumentando o intervalo para mais de 8 semanas estava
associado com maior frequéncia de pCR e melhora no controle local e da
sobrevida geral.

HABR-GAMA (2006) advogam por outro lado, uma politica
expectante para pacientes com pCR apds neoadjuvancia com radio e
quimioterapia. Contudo, quando essa abordagem falha, a sobrevida é
significativamente comprometida por uma recidiva sistémica.

Downstaging do tumor (T) ocorreu em 57% na analise de DAS et al.
(2007) sendo semelhante ao nosso estudo. Ja na avaliagdo de PARK et al.
(2010), que avaliou 108 pacientes no periodo de 2004 a 2008 o
downstaging ocorreu em 64/108 individuos (59%). Outro estudo de
TOPOVA et al. (2011) mostrou que de 121 pacientes (69,5%) mostraram
modificagdo no estadio. Destes, 19 pacientes (15,7%), mostraram mudanca
na categoria do T (tumor) apenas, 74 (61,2%) casos mostraram
modificagdes nas categorias T e N. Os 28 pacientes remanescentes
(23,1%) mostraram mudanca na categoria do N, apenas.

Recorréncia tumoral na pélvis (pré-sacral, paredes da pelve ou
anastomoses) foram consideradas recorréncias locais e diagnosticadas por
uma combinagao de anormalidades clinicas, histopatoldgicas, bioquimicas e

radiolégica. Recorréncia fora da pelve foi considerada a distancia.
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Na metanalise de MARTIN et al. (2012) tumores com pCR completa
apresentaram 4 vezes menos chance em desenvolver recidiva local quando
comparado com os respondedores incompletos. Recidiva a distancia ou
metastases foram observadas em 8,7 % dos pacientes que tiveram uma
pCR, com uma média de seguimento de 55,5 meses. Uma pCR foi
associada com uma diminuicdo em 4 vezes na chance de desenvolver
recidiva a distancia (OR0,23,0,11 a 0,47;P< 0,001). Caso semelhante foi
verificado no estudo de CAPIRCI et al. (2008) onde apenas 1,2%
apresentaram recidiva pélvica e 8,9% com metastases a distancia

MAAS et al. (2010) publicaram um estudo comparativo sobre a
evolugdo oncolégica dos pacientes com ou sem pCR (resposta patoldgica
completa). A taxa de sobrevida livre de doenga em 5 anos nos pacientes
com pCR foi de 83,3% comparado com 65,6% dos respondedores
incompletos. A recorréncia local em 5 anos foi de 2,8% versus 9,7% e a
frequéncia de metastases a distancia foi de 11,2% versus 25,2%. Estes
achados foram similares aos encontrados no estudo de MARTIN et al.
(2012).

O desafio esta em identificar aqueles pacientes com verdadeira pCR
(resposta patolégica completa) que poderiam ser poupados da cirurgia
radical, e similarmente pacientes com pCR que deveriam se beneficiar com
a quimioterapia adjuvante para minimizar o risco subsequente de recidiva
local ou & distancia.

De acordo com MARTIN et al. (2012) a pCR esta associada com uma

evolugdo oncoldgica a longo prazo excelente, praticamente erradicando
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recidiva local e alcancando menores frequéncias de recidiva a distancia com
altas taxas de sobrevida geral e sobrevida livre de doenga.

De forma contraria PUCCIARELLI et al. (2004) ndo encontraram
beneficio na sobrevida associado com pCR. Outro estudo, realizado por
ONAITIS et al. (2001) também nao demonstrou uma vantagem na sobrevida
de 30 pacientes que tiveram resposta completa, porém a interpretacao
desses dados foi limitado devido a um seguimento de 27 meses. O mesmo
ocorreu no primeiro estudo que também teve um seguimento relativamente
curto de 40 meses.

Alguns estudos retrospectivos tém investigado o papel preditivo e
prognéstico nos tumores colorretais de varios marcadores moleculares
envolvidos na proliferagao, apoptose, neoangiogénese, proteinas de reparo
do DNA, metabdlitos do 5-fluorouracil. Estes estudos tém produzido
resultados conflitantes, e varios estudos vem sendo conduzidos no cancer
de reto.

Um mecanismo molecular que esta frequentemente envolvido no
desenvolvimento e progressdo de algumas malignidades humanas,
incluindo o cancer colorretal, é representado por erros de replicagao celular.
Tumores com proteinas de reparo do DNA nao funcionantes apresentam
uma instabilidade de microsatélites, que é caracterizada por pequenas
insercbes ou delegcbes dentro de pequenas “tandem repeats” no DNA
quando comparadas com o DNA normal correspondente. Instabilidade de
microsatélites tém sido demonstrado em pacientes com carcinoma colorretal

nao polipodide hereditario (HNPCC). A frequéncia de instabilidade de
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microsatélites (MSI) vem sendo relatado como variando de 10 a 20% nos
carcinomas de colon esporadicos e de aproximadamente 75% nos tumores
de pacientes com HNPCC (COLOMBINO et al. 2002).

Embora a instabilidade de microsatélites(MSI) seja caracteristica de
tumores com Sindrome de Lynch (LS), este pode ser encontrado em cerca
de 15% de grupos ndo selecionados de CCR. Destes 20 a 25%
representam Sindrome de Lynch e 75% a 80% sao esporadicos, causados
por metilagao, induzindo o silenciamento de MLH1 (LYNCH et al. 2009).

A instabilidade de microsatélites (MSI), especialmente no cancer de
colon esporadico € comumente visto nos tumores proximais e tem sido
relatado em estudos prévios como um fator progndstico favoravel no cancer
de colon (OHRLING et al. 2010).

Em nossa casuistica, apenas 1,8% dos pacientes apresentou perda
de expressao das proteinas de reparo do DNA. Embora pareca haver uma
possivel associacdo entre a perda de expressao das proteinas de reparo e
a resposta patolégica completa, o numero de casos foi muito pequeno em
nossa casuistica (MLH1 — ausente em 0,9%, PMS2- ausente em 0,9%,
MSH6- ausente em 0,9%, MLH1 e PMS2 no mesmo paciente) para predizer
uma resposta patolégica. Portanto, a baixa frequéncia de defeito em
sistemas de reparo do DNA, pode limitar o uso dessa ferramenta para
predicao de resposta a tratamento neoadjuvante em carcinomas de reto.

A incidéncia de MSI-H tem sido relatado estar abaixo de 10% nos
canceres de reto, enquanto 15 a 20% no cancer de célon sao MSI-H

(HONG et al. 2012). Embora o estudo de COLOMBINO et al. (2002) tenha
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relatado 19% de MSI-H para cancer retal com uma pequena amostra de 91
casos, a incidéncia de instabilidade foi detectada em frequéncias maiores
nos pacientes da Sardenia na Italia em comparagao com aqueles originados
de outras areas no sul da Italia. Ja no estudo de NILBERT et al. (1999) a
frequéncia de MSI foi de 2%.

E essa frequéncia de MSI parece diminuir de forma decrescente no
sentido de tumores localizados no cdélon proximal/ transverso para os
localizados no colon distal e reto. Apesar de sua baixa prevaléncia no
cancer retal, MSI tem sido associada com a presenga de mutacdes nas
duas principais proteinas de reparo-hMLH1 e hMSH2 (COLOMBINO et al.
2002)

O estudo de NILBERT et al. (1999), também analisou a instabilidade
de microssatélite em uma série consecutiva de 165 pacientes com cancer
de reto e destes apenas 3 (2%) apresentaram MSI. Este achado estava de
acordo com LOTHE et al (1993) que encontraram MSI em 1/105 casos de
cancer de reto.

O estudo de HONG et al. (2012), mostrou que MSI- H foi menos
frequente no cancer retal que no cancer de célon e que a historia familiar
dos pacientes com cancer colorretal foi mais frequente em MSI-H com
cancer retal que MSS/MSI- L (20% versus 4,0%; P= 0,011).

A MSI no cancer retal, em contraste com o cancer colbnico, parece
ser um fator progndstico adverso. Isto pode ser relacionado com uma alta
frequéncia dos canceres associados a sindrome de Lynch nos tumores de

reto MSI- H (instabilidade de microsatélites com alta frequéncia) e /ou o
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efeito da radiagcao e da quimioterapia no cancer associado com Lynch ou
tumores MSI-H em geral (SAMOWITZ et al. 2009).

O estudo de SHIN et al. (2013), também utilizou a instabilidade de
microsatélites como preditor de sensibilidade a radioterapia. No entanto,
essa relagcao nao foi demonstrada, pois estes estudos envolveram coortes
pequenas (n< 100), onde o numero de cancer retal com MSI é esperado ser
baixo. Contudo ha evidéncias moleculares de que as proteinas dos genes
de reparo do DNA possam ter um papel importante na resposta a
radioterapia e que o fendtipo MSI, contribui para o processo molecular nas
células expostas a radioterapia, pois as lesdes causadas pela radiacdo a
nivel celular iniciam um complexo molecular de resposta aos danos do
DNA, através de vias que levam a parada do ciclo celular, reconstituindo a
lesdo e se esse sistema falhar ocorrera a apoptose (SHIN et al. 2013).

Pacientes com tumores MSI-H tendem a ser diagnosticados em
estadio inicial e tem uma sobrevida geral mais longa que aqueles com
tumores apresentando estabilidade de microsatélites. Uma metanalise
estimou um risco relativo para sobrevida geral associado com MSI de 0,65
(95% intervalo confianca 0,59 - 0,71) (POPAT et al. 2005). Em adicao,
outros estudos tem sugerido que a sensibilidade a quimioterapia é afetada
pelo status MSI. Notavelmente, foi relatado que tumores com resposta a
regime fluorouracil (FU) variaram de acordo com o status MSI (RIBIC et al.
2003). Contudo, essa observacdo nao tem sido sempre consistente, e
outros estudos tem relatado dados conflitantes com pacientes com tumores

MSI-H,que apresentam evolugdo similar ou melhor com tratamentos
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baseados em 5-FU, comparado com aqueles tumores MI estaveis
(HEMMINKI et al. 2000; ELSALEH et al. 2000). Além disso, o impacto do
status MSI ndo tem sido amplamente avaliado no cancer retal, que é sabido
ter uma frequéncia mais baixa de tumores MSI-H que o cancer cdlon
(HONG et al. 2012).

No estudo de HONG et al. (2012), quando focamos o cancer retal, a
implicagédo de MSI como um marcador progndstico ndo é clara. Um estudo
prévio relatou que MSI-H (alta frequéncia de instabilidade de
microssatélites) foi fortemente associado com melhor sobrevida livre de
doenga e sobrevida geral no cancer de reto (COLOMBINO et al. 2002)
Contudo, outros estudos indicaram que MSI ndo foi um fator progndstico
(MENG et al. 2007), ou foi um pobre fator prognoéstico no cancer retal
(SAMOWITZ et al. 2009). Esta discrepancia pode ser devido a diferengas
étnicas, semelhante ao observado no estudo de COLOMBINO et al. (2002)
com 19% de MSI, onde houve uma frequéncia alta de MSI na populagao
estudada que era formada por moradores de uma regido da Sardénia na
Italia.

Duas técnicas (imuno-histoquimica e instabilidade de microsatélites)
vem sendo usadas como ferramentas de rastreamento para identificacao de
HNPCC e essas técnicas apresentam equivaléncia em predizer mutacdes
germinativas sendo a imuno-histoquimica (IHC) superior nos casos de
mutacéo de MSH6 (SHIA 2008).

A IHC, que foi utilizada para nossa analise, € mais disponivel

(acessivel) e em geral menos cara, sendo capaz de detectar
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especificamente os genes mutados. Suas principais limitagdes sao o fato de
poderem ser reduzidas pela experiéncia do patologista, ndo ocorrendo
nesse estudo, pois os testes foram realizados por patologistas
extremamente experientes. Outro fator importante € que vem sendo
utilizada como primeira escolha para rastreamento no sentido de identificar
pacientes para testes genéticos. Outra limitagao importante da IHC é que se
tiverem pequenas amostras de bidpsias, poderao ter uma interpretagdo nao
confiavel, algo que também ndo ocorreu nesse estudo, pois quando
apresentaram amostras insuficientes os casos foram excluidos (SHIA 2008).

No teste da IHC os anticorpos sdo comercialmente disponiveis para
MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2. Apresenta uma sensibilidade de
aproximadamente 95% para detecgao das proteinas de reparo do DNA,
mas necessita uma experiéncia por parte dos patologistas.

No entanto, a técnica de instabilidade de microsatélites ndo devera
ser abandonada, pois pode ser utilizada para confirmagdao em situagdes
onde a IHC é normal e ainda onde existem suspeitas clinicas, ou que a IHC
seja inconclusiva. Este exame permanece também como uma ferramenta
significante para descobrir novas anormalidades das proteinas de reparo do
DNA.

Entre as principais limitagdes da IHC, nao podemos deixar de citar é
a baixa sensibilidade ao MLH1. Contudo, como demonstrado em estudos
recentes, isto € revertido pela adicdo de PMS2 ao painel de anticorpos

(LYNCH et al. 2009).
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Outro marcador avaliado através da imuno-histoquimica, foi a enzima
TS, que é o principal alvo de acao do 5-FU. Ela fornece timidilato para
sintese do DNA, levando a proliferagcdo celular. Uma correlagao inversa
entre os altos niveis de expressao da TS ou niveis de RNAmM nos tumores e
a efetividade do 5-FU tem sido descrito (JOHNSTON et al. 1995; LENZ et
al. 1998). Contudo, esses resultados nao sao consistentes, especialmente
durante os estadios iniciais do cancer colorretal (ARRABUZI et al. 2013).

A analise realizada no nosso estudo baseou-se na identificacdo da
presenca ou nado de expressao da Timidilato Sintetase (TS) na bidpsia pré-
neoadjuvancia esse marcador molecular poderia predizer uma resposta
patolégica completa (pCR), porém n&o apresentou significancia estatistica
quando avaliamos a relacdo entre a TS e os respondedores completos
versus incompletos e nem quando tentamos avaliar entre os individuos que
tiveram downstaging T, N e TN com a presenca ou auséncia da TS.

Em dois estudos realizados por JAKOB et al. (2005) mostraram que a
alta expressao do gene ou da proteina da TS estavam associados com uma
pobre resposta pelos tumores retais a neoadjuvancia com radio e
quimioterapia baseada no 5-FU. Em contraste os estudos (NEGRI et al.
2008; KIKUCHI et al. 2009; PAEZ et al. 2011) que encontraram uma maior
porcentagem de resposta tumoral com altos niveis da TS, como avaliado
pela imuno-histoquimica (ARRABUZI et al. 2013).

Embora altas expressdes da TS paregam predizer pobre resposta, os
resultados diferem consideravelmente. Enquanto alguns estudos mostram

um beneficio da terapia com 5-FU em tumores com alta expressao de TS
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(KIKUCHI et al. 2009; CARLOMAGNO et al. 2010), outros descrevem o
oposto (JAKOB et al. 2004 e 2005). Por outro lado, alguns ndo acharam
uma clara associacdo entre a expressao da proteina TS e a resposta
tumoral ao 5-FU (ARRABUZI et al. 2013)

Quando avaliados os resultados da imuno-histoquimica para TS,
muitos usaram um escore de marcagdo com 4 ou 5 na graduagao da
escala. Outros sub-categorizaram a coloragdo como focal ou difusa.
Enquanto dois estudos (ALLEGRA et al. 2003; JOHNSTON et al. 2003) néao
encontraram significAncia entre a coloragao de TS e a evolugao clinica dos
pacientes, outros mostraram que a coloracao difusa de TS estava associada
a um melhor prognéstico. Contudo, as caracteristicas da coloragdo nao
estavam consequentemente sendo usadas para atribuir o nivel de
expressao. Portanto, as diferencas nos niveis de expressado sio diferentes
nos diversos estudos. A existéncia de tal variabilidade suporta a
necessidade de uma avaliacido uniforme da expressao através da Imuno-
histoquimica (JAKOB et al. 2005).

Nao podemos deixar de relatar o fato de que a presenga da TS
observada pela imuno-histoquimica sofre também a interferéncia do
polimorfismo observado no gene desses pacientes. Trés principais
polimorfismos genéticos no gene que codifica a TS tém sido descritos, e
eles estdo associados com a eficiéncia da traducdo e a altos niveis da TS.
O que foi verificado no estudo de PAEZ et al. (2011), em que, uma alta
frequéncia de resposta, foi observada nos genétipos 3R/3R da TS, 59% em

3*/*3 versus 35% em 2*/2* e 2¥/3*; p=.013. Ou seja, o polimorfismo do
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gendtipo da TS podera ajudar a identificar os pacientes com cancer de reto,
estadio II/lll, com uma provavel melhor evolugcdo, apds tratamento pré-

operatdrio concomitante com radio e quimioterapia.
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CONCLUSAO

A perda de expressao das proteinas de reparo apresentou associagao
significativa com resposta patoldgica completa (p=0,032)

Apesar da associacdo significativa em nossa casuistica, a baixa
frequéncia de defeito em sistema de reparo de DNA, determinado por
imuno-histoquimica, limita o uso dessa ferramenta para predicéo de
resposta a tratamento neoadjuvante em carcinomas de reto.

A expressdao imuno-histoquimica da Timidilato Sintetase nao teve

associagcao com a resposta patolégica completa (p=0,599)
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- 27/03/2012, apds analisarem as respostas ‘aos. questionamentos realizados em reunido de
29/11/2011, aprovaram a realizagio do estudo em referéncia, datado de 18 de dezembro de
2011, o Termo de Consentlmentn Livre e Eselaremdo e tomaram conhemmento dos aegumtes.
. . documentos: - y : B,
. .
I‘nlha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;
Termo de Compromisso do Pesqmsador com - as Rcsolug,aes do Consalho
Nacional de Sande; . :
Declaragio sobre plano de recrutamento dos su_]mtos de pt:sc;msa1 circunsténcias e
responséveis pela obtengiio do TCLE;
Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido (material armazenado)
Declaragéio sobre os Dados’ Colc‘tados Pubhcm;ao dos Dados e Propriedade das
Informagtes Geradas;
Declaragio sobre Uso & Destino do Material Bluiégma, Publicagfio dos Dados e
.Propriedade das Informacdes Geradas;
Orgamento Financeiro Detalhado;
Declarago de Infraestrutura e Instalagdes do Deparlamento de Cirurgia Pélvica; |
. Declaragdo de Ciéncia e Comprometlmcnto do Departamento de Anatomia
‘Patologica;
Declaragéo de C1éncla e Comprometunentc do Departamento de Cll'LI.I'glﬂ. Pélvica. -

v’vv

Y ¥

v

Y WYY

; Informacies a respeltn do andamemo do referido projeto deverao ser encamlnhadas a
assmtente do CEP dentro de 06 meses. i

Atenciosamente, ; : . '
Pru4 Luiz Paulo Kowalski

. Coordengdor do Comité de Etica em Pesﬁl_ﬁsa :
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Fundagéo Anionio Prudente - CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
* Rug Prof. Anlénio Prudente, 211 - Liberdade - SGo Paulo, SP - 01509-200
Telefone; (1) 2189~5000 .
" www.accamargo.org.br



Anexo 5 - Questionario de Avaliagao dos casos

Questionario de Avaliacdo

Nome:
RGH Idade Sexo:
Data da biopsia: .

Numero da biopsia 1

Numero da biopsia 2

Distancia LP: (J0a4dcm (14,52 8cm ( )acima de 8 cm
CEA:

Exame de Estadiamento Locorregional: { ) TC { ) RNM

Estadiamento: T [ ) cT1 [ )cT2 [ )cT3 { )cTa

N ()No [ )N+

Data de inicio da Radioterapia:
Tipo de Equipamento e p]a_nejamento: ( )Alconformacional { ) Al Convencional { ) IMRT
Dose total de Rxt: ( )45 Gy { ) 50,4 Gy ()54 Gy ( )ndocompletoutt
Esquema de Qt comcomitante:{ ) 5-Fuembolus { } 5-Fu infusional { ) Xelox
Data do término da R-x.t: ‘
Gra;u de toxicidade ( )nenhuma ()graul ( )grau?2 .{ jgrau3 ([ Jgraud | )grau5s
Com pletdu neoadjuvancia ( )sim ( ) ndo
Avaliacdo da resposta clinica e endoscépica:{ ) Semresp ( ) Resp parcial

[ )Resp Completa
CEA apds neoadjuvéncia: |

Queda do CEA:



Data da cirurgia :
Via de Acesso: [ )aberta [ )videolaparoscopica
Tipo de cirurgia: ( )amputagao abdominoperineal | ) Ressecg3o alargada
[ ) Resseccao anterior baixa com preservagao
Com'plicagéot [ )sim ([ )nao
Tipo de Complicagdo:
Numero do Anatomo Patologico:
Estadiamento da peca cirdargica: ( ) yp T1 ( YypT2 ( JypT3 ( )ypT4
( JypNO [ )ypN1
Numero de LNs dissecados
Nimero de LNs comprometidos
Grau de Diferenciacdo: { ) pouco ( ) moderada ( )Bem
Classiﬁca-géo de Dwuorak
DownstagingT ( )sim ([ )nao
Downstaging N ( ) sim ( )nao
Quimioterapia adjuvaﬁt { )sim ( )ndo
Esquema de Qxt:
Recidiva ( ) ndo { )local ( )adistancia
Data da rle-cidiua:
Status da dltima informacdo: [ ) vivo sem doenga ( ) vivo com recidiva

( ) ébito por outra causa () obito por cdncer | ) perdido de vista



Anexo 6 - Protocolo do Servico de Anatomia Patologica para reto apds

tratamento neoadjuvante.

MACROSCOPIA

RETO APOS TRATAMENTO NEOADJUVANTE

NUmero do caso:

1- Procedimento realizado: Retosigmoidectoma:_ / Outros:

2- Medidas da peca:
Comprimento da peca:_
Diametro proximal:_
Diametro distal:_

Espessura da parede:_

3- Avaliacdo do mesoreto posterior:
Lisa:_
Irregular focal:_

Intensa irregularidade com visualizagdo da m.propria:_

4- Lesao:
Localizagdo:_
Tumor ndo visualizado:_ / Tamanho da area de fibrose/Ulceracao:_
Tamanho do tumor:_
Forma: Exofitica:_/Vegetante:_/Plana:_/Infiltrativa:_ / Ulcerada / Outro:_
Contorno: Bem delimitado:_ / Mal delimitado:_ / Outro:_
Aos cortes a lesao/area fibrética apresenta-se:
Firme:_/Amolecida:_/Esbranqui¢ada: /Acastanhada:_ /Outro:
Profundidade de invasdo: _cm
até Parede intestinal _ / gorsura mesoretal:_ / Fascia mesoretal:_
Distancia da lesdo a margem proximal: _ cm
Distancia da lesdo a margem distal: _cm

Distancia da lesdo a margem radial: _cm




Perfuragdo: Sim:_/ Nao:_

5- Mucosa adjacente ndo neoplasica:
Pregueamento preservado:_/ Achatada:_/ Acastanhada:_
Pdlipos: Sim:_ / Nao Diverticulos: Sim:_ / Nao:_

Area de isquemia: Sim:_ / Nao:_

6- Linfonodos dissecados:
Quantidade:_
Medida do maior:_

Firme elastico: /Endurecido: /Acastanhado: /Esbranquigcado

7- Mapa macroscopico
A_: Margem proximal

A _: Margem distal

A_: Margem radial

AA/A_: Tumor/Area fibrética
A_: Mucosa nao neoplasica

A_: Linfonodos



ORIENTACOES PARA MACROSCOPIA DE COLO E RETO

A- Orientacdo do espécime/Macroscopia:

Em caso de retosigmoidectomia, é facilmente identficavel o reto com a
porcao do mesoreto. A transicdo do sigmoéide com o reto é caracterizada pela fusdo

das ténias com o musculo longitudinal da parede retal.

B- Fixacéo:

A melhor maneira de realizar a macroscopia de espécimes de intestino é
apo6s a fixagao, e para tanto o ideal é que se realize a abertura da peca ainda a
fresco no sentido longitudinal conforme explicado abaixo, e faga sua fixagéo
colocando a peca aberta em suporte (isopor ou corti¢a) utilizando-se grampos, clips

ou alfinetes.

C- Descricao macroscopica da superficie externa:

A superficie externa mesoretal deve ser analisada quanto a sua integridade
e/ou irregularidades, perfuragdes, observadas em sua face anterior e posterior.

A excisdo completa do mesoreto estd relacionada a prevengdo de
recorréncia local e sobrevida maior. A avaliacdo patoldgica do espécime € uma
forma de avaliar a qualidade de ressecgao cirurgica do espécime, e deve ser
classificada como:

Completa: Superficie lisa do mesoreto e/ou apenas irregularidade discreta
da superficie e/ou auséncia de defeitos na superficie maiores que 5mm.

Parcialmente completa: Irregularidades na superficie do mesoreto maiores
que 5mm, mas nunca chegando a muscular propria.

Incompleta: Defeito no mesoreto chegando até a camada musuclar prépria.

D- Medir:
Deve-se medir o comprimento do espécime, assim como o didmetro
proximal e distal. Deve-se também medir a espessura da parede intestinal. Nao é

necessario medir a porgcao de tecido adiposo que acompanha a peca.




E- Seccdo da peca:

A peca deve ser aberta longitudinalmente pela face anterior. A face do
mesoreto abaixo da deflexdo do peritbneo deve ser pintanda com tinta Nankin.
Deve-se examinar a mucosa para identificacdo da area tumoral e/ou area
fibrética/ulcerada, sendo somente esta area seccionada transversalmente a
intervalos seriados de 2-3 mm no sentido proximal-distal de forma a se visualizar a
lesdo com relacédo a sua margem radial. Tumores até 4,0 cm devem ter no minimo
4 cortes de representacio histoldgica. Tumores maiores acrescenta-se 1 corte por
cm adicional. Na auséncia de tumor macroscopico, toda a area suspeita deve ser

representada.

F- Descricdo da lesao

Deve-se tentar identificar a localizagdo da lesdo e a medida nos trés eixos.
Como trata-se de lesbes submetidas a tratamento radio/quimioterapico, pode nao
haver lesao residual, entdo deve-se relatar area de fibrose/ulceracdo. Deve-se
descrever a forma do tumor (exofitica/Vegetante/Plana/Infiltrativa/Ulcerada),
contorno (bem delimitado/mal delimitado). Descrever a caracteristica da les&o ou da
area fibrética aos cortes (firme/amolecida/esbranquicada/acastanhada), Descrever
a medida da profundidade de invasdo, e o limite anatdmico (até parede
intestinal/subserosa/serosa/além da serosa). Deve-se medir a distancia da lesao as

margens proximal e distal.

G- Mucosa ndo neoplasica:

Deve-se avaliar a mucosa nao neoplasica para presengca de lesdes
precurssoras, com pélipos, e para lesdes predisponente ao cancer, com as doengas
inflamatérioas intestinais. Deve-se procurar também a presenca de diverticulos e
alteracdes isquémicas. A descrigdo dos achados deve comecgar sempre no sentiduo
proximal-distal. Cortes longitudinais sao melhores que os ftransversos para
representar a mucosa intestinal. Deve-se sempre representar area de mucosa nao

neoplasica.

H- Coleta para banco de tumor:

Para coleta de fragmento para o banco de tumor deve abrir a pega conforme
especificado acima. Fragmento representativo da lesdo tumoral e da mucosa nao

neoplasica devem ser coletados. Deve-se tomar o cuidado de ndo lavar a peca



antes da coleta devido a possibilidade de contaminagao. Deve-se também tomar o
cuidado de nao usar o mesmo bisturi € a mesma pinga para coletar o material

tumoral e o neoplasico.

I- Representacdo histolégica:

Sao seis itens essenciais a serem representados histologicamente: (i) a
lesdo conforme especificado acima; ii) mucosa n&o neoplasica; iii) margem

proximal; iv) margem distal; v) margem radial e vi) linfonodos.

J- Margens cirdrgicas proximal e distal:

As margens cirurgicas podem ser representadas em cortes transversais.

K- Margem radial:

O reto nao apresenta revestimento seroso, portanto, radialmente, o
espécime de resseccdo representa uma verdadeira margem de partes. Deve-se
incluir a margem onde o tumor mais se aproxima da margem radial. Cuidado
especial deve ser dado para os implantes em mesoreto, os quais também devem

ser observados e relatados em relacdo a margem radial.

M- Linfonodos:

Linfonodos devem ser disecados da gordura mesoretal através da palpacao.
A gordura deve ser extensivamente dissecada. O minimo de linfonodos aceitavel
para correto estadiamento € de 12-15 llinfonodos. Se for dissecado um numero
abaixo do niumero minimo de linfonodos acometidos para se considerar N2b (hoje
7), na pratica clinica é considerado Nx. Mesmo em espécimes pos quimioterbapia,
em que o numero de linfonodos pode ser menor, deve-se achar mais que 12. Para
cada linfonodo dissecado, uma fatia deste devera ser incluida para o exame
macroscopico. Se este for pequeno pode ser incluido sem ser cortado. Se for
intermediario, corta-se ao meio e inclui-se uma fatia (um dos lados); se grande,
devera ser fatiado, e avaliado macroscopicamente a presencga de area suspeita. Se
houver area suspeita esta devera ser representada. Se nao houver, area da uma
fatia central devera ser utilizada. Todos os linfonodos dissecados devem ser

submetidos a analise microscépica.



Documentacéao fotogréfica:
Deve ser feita documentacao fotografica da peca apds abertura longitudinal

anterior e dos cortes transversais da area tumoral.

ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MANEJO DOS ESPECIMES DE
RESSECCAO DE MESORETO.

* Reproduzido do Partiff JR et al. The total mesorectal excision specimen for rectal cancer: a review of its

pathological assessment. J Clin Pathol 2007

AVALIACAO DA QUALIDADE DE RESSECGCAO DO MESORETO:

Figure 1 (A, B) Examples of complete mesorecta. The external surface appears smooth, without defects. Wispy fibres
on the surface are a clue that dissection occurred within a fascial plane. There is adequate bulk, without coning. A
midline cleft or groove, the “rectal buttocks”, seen posteriorly in B, is a normal anatomical landmark and a
characteristic of a complete mesorectum. (C) Example of an incomplete mesorectum. The external surface is ragged
and the bulk is minimal. There are deep defects, exposing the muscularis propria (arrow).

IDENTIFICAGAO DO MESORETO ANTERIOR

occurs more inferiorly compared to the posterior side; this bare area is inked prior to fixation.

Figure 2 The anterior CRM consists of a narrow band of non-peritonealised surface, below the peritoneal reflection, which




Figure 3 The posterior CRM consists of a long, triangular, non-peritonealised surface, typically protected by a greater

degree of soft tissue compared to the anterior CRM; this bare area is inked prior to fixation.

SECGAO DA PEGA NO SENTIDO LONGITUDINAL ANTERIOR

Figure 4 After inking the entire CRM (non-peritonealised bare area) both anteriorly and posteriorly, the
proximal and distal segments are opened anteriorly to allow fixation, while the tumour-containing segment is

left intact.




SECGAO LONGITUDINAL DA PECA

Figure 5 Two examples of transversely sectioned slices laid out for inspection and blocking. Cancer may incolve
the mesorectum as either continuous or discontinuous tumor deposits. It is important to measure the closest
distance of these deposits to the CRM, as well as the closest distance of any grossly positive lymph nodes to the

CRM (arrow), as a distance of <1 or 2 mm in either case, constitutes a positive CRM.
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MICROSCOPIA

Produto de retosigmoidectomia:

* Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, ulcerado.
. Medida da neoplasia: _ cm.
. Localizagao da lesao: Reto
. Profundidade da infiltracao:
. Invas&o vascular sanguinea:
. Invasao vascular linfatica:
. Invaséao perineural:
. Margens cirurgica proximal:
. Margem cirurgica distal:

. Margem cirurgica radial:



* Avaliacao de resposta patolégica pés tratamento neoadjuvante:
. Células viaveis constituem totalidade da lesao
. Células viaveis constituem mais que 50% da lesao
. Células viaveis constituem entre 25 e 50% da leséo
. Células viaveis constituem menos que 25% da lesao

. Auséncia de células viaveis

* Mucosa adjacente:

Foram dissecados _ linfonodos do tecido adiposo adjacente, sendo
que todos encontram-se livres de neoplasia (0/_). Auséncia de

extravasamento capsular.

Nota:
1- Sera realizada a pesquisa de mutagao do gene K-ras.
2- Foi solicitada a realizacdo de estudo Imuno-histoquimicaquimico

para a pesquisa da expressao dos genes de reparo do DNA.



