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E o carcinoma colénico localmente avancado ndo metastatico uma
variante biolégica distinta? Estudo baseado na avaliacao histoldgica,
painel imuno-histoquimico e sobrevida.

Is the non-metastatic, locally advanced colon adenocarinoma a distinct biological
tumor variant? A study based on pathological evaluation, immunohistochemical

panel and survival.
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RESUMDO

Objetivo: avaliar diferengas clinicas e patoldgicas entre os adenocarcinomas colonicos localmente avangados com
aderéncias entre érgdos ou estruturas adjacentes (LACA) e adenocarcinomas coldnicos com outras apresentacoes clinicas.
Métodos: estudo retrospectivo a partir de amostra de conveniéncia de pacientes com adenocarcinoma colénico, estadio
patoldgico pT3, distribuidos de acordo com caracteristicas clinicas e patoldgicas em trés grupos: tumores localmente
avancados (LACA), tumores pT3 sem aderéncias ou metastases a distancia (SF), e tumores com doenca metastatica
(M1). Foram avaliadas as caracteristicas clinicas e patoldgicas, e a expressao de sete marcadores imuno-histoquimicos
relacionados a proliferacdo/apoptose, invasao celular/migracdo e metastase. Resultados: foram avaliados 101 pacientes:
30 LACA, 44 SF e 27 M1. Tumores localmente avancados apresentaram dimensdes maiores e estiveram associados a
aumento das taxas de infiltracao linfocitaria, menores niveis de expressao de bax e de CD 44v6 quando comparados aos
grupos SF e M1. Diferencas significantes foram observadas em relacdo aos LACA e M1 em relacao a localizacao coldnica,
histologia, estado linfonodal e expressao bax e CD44v6. Diferencas foram observadas em relacdo aos trés grupos frente
ao tamanho do tumor e infiltrado linfocitico. A sobrevida foi similar entre os grupos LACA e SF (p=0,66) e foi inferior
no grupo M1 (p<0,001). Conclusao: os dados sugerem que os adenocarcinomas coldnicos localmente avangados com

aderéncias entre drgaos ou estruturas adjacentes representam uma entidade distinta.

Descritores: Cirurgia Oncoldgica. Biologia Celular. Imuno-Histoquimica. Neoplasias Colorretais.

INTRODUCAO

adenocarcinoma colorretal representa 98,6%
Odos canceres primarios do célon e do reto.
Um total de 61,9% das lesdes de adenocarcinoma
colorretal sao tumores sem adesao a 6rgaos e/ou
estruturas e sem doenca metastatica, adequados
para cirurgia tradicional; 9,1% das lesdes sao
tumores sem adesdo a 6rgaos e/ou estruturas, mas
com doenca metastatica; e 29% das lesbes sdo
tumores localmente avancados (LA), isto €, aderidos
a ou infiltrados em 6érgaos e estruturas adjacentes’,
18,2% dos quais ndo tém metastases e sao
adequados para resseccao, 5,4% sao irressecaveis e
5,4% sdo LA e tém metéastases?.

Os tumores colorretais LA sdo encontrados
em pacientes com lesdbes muito grandes, com
formacdo de aderéncias em érgaos e/ou estruturas
adjacentes. A avaliacao histopatoldégica mostra que as
células neoplasicas podem invadir érgaos e estruturas
adjacentes ou a membrana peritoneal do célon
(tumores pT4) ou aderirem e se fundirem a membrana
peritoneal, resultando em tecido fibroso espessado
interposto entre as estruturas, delimitado pelas
respectivas laminas elasticas (tumores pT3)3. Quando
esses tumores sao ressecados por meio de cirurgias
prolongadas ou resseccao multivisceral, contrariamente
as expectativas, os pacientes apresentam sobrevida
razoavel®, chegando a 80,7% em cinco anos para
pacientes com resseccdo RO (sem tumor residual)>®.
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Assim, a recomendacdo atual para tumores que
aderem a estruturas adjacentes é a resseccao ampliada
de 6rgaos ou estruturas, mas esse tratamento ocorre
apenas em 33,3% dos pacientes devido a localizacao
do tumor, sexo e idade do paciente’, planejamento
pré-operatério e treinamento do cirurgiao. Esses
tumores estao associados a alta mortalidade
perioperatoéria®, mas uma alta taxa de sobrevida foi
obtida na presenca de resseccoes R0"62°, explicada
pela teoria da biologia tumoral #1011,

As caracteristicas do cancer compreendem
seis capacidades biolégicas, duas das quais sao invasao
e metastase. O progresso conceitual acrescentou
a reprogramacao do maquinario do metabolismo
energético e a evasao da destruicdao imunoldgica,
criando um "microambiente tumoral"'2. Apesar
dos avancos na avaliacdo da biologia do tumor por
estudos de imuno-histoguimica e microarray, pouco
progresso foi feito na compreensdo da biologia
dos tumores colorretais LA. Possuem caracteristicas
distintas relacionadas ao microambiente tumoral,
pois estao associadas a reacdes inflamatdrias locais,
formacao de tecido fibroso espessado interposto entre
estruturas e baixa capacidade de metastase linfonodal
ou a distancia. Sob microscopia 6tica, a maioria das
aderéncias é inflamatéria, o comprometimento
linfonodal ¢ baixo e a infiltracdo linfocitaria é
extensa?>3">. TNM individualiza essa condicdo e é
clinicamente considerado estadio pT4'6"’.

Assim, faltam estudos bem delineados
para avaliar se esses tumores realmente possuem
caracteristicas biolégicas diferentes. A avaliacdo dos
tumores retais é geralmente dificil porque os pacientes
muitas vezes recebem radioterapia pré-operatoria, o
gue modifica os perfis de expressao biolégica desses
tumores. A avaliacdo exclusiva de tumores do cdlon
gue nao foram submetidos a tratamento prévio,
com comparacdes entre diferentes formas clinicas e
patolégicas, € um bom modelo para a avaliacdo das
caracteristicas anatomopatoldgicas desses tumores, o
gue motivou este estudo.

METODOS

Este estudo retrospectivo, longitudinal,
de amostragem de conveniéncia foi realizado entre
pacientes com adenocarcinomas colénicos previamente
nao tratados que foram internados no A.C. Camargo
Cancer Center. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica local (parecer n? 242/2000). Os pacientes
foram selecionados de acordo com as caracteristicas
clinicas observadas durante a cirurgia combinadas
com os achados patoldgicos das amostras de tumor
ressecadas. Neste estudo, todos 0s pacientes estavam
em estadio patoloégico pT3-TNM, separados em trés
grupos diferentes com base no status macroscépico dos
tumores na laparotomia: tumores pT3 ndo metastaticos
sem invasao de 6rgaos adjacentes (forma padrao,
FP); tumores pT3 com doenca metastatica (M1); e
tumores nao metastaticos localmente avancados
(LA) que foram submetidos a resseccdo em bloco
em um estadio.

A resseccao alargada foi definida como
resseccao em bloco de qualquer 6rgao ou estrutura
a que o tumor primario estivesse aderido. Orgdos
gue nao foram removidos em bloco, como
colecistectomia por litlase ou remocao do baco
devido a lesao iatrogénica, nao foram incluidos®. Os
casos do estudo foram selecionados a partir de um
banco de dados de publicacbes anteriores'.

Inicialmente, todos os tumores colorretais
tratados na Instituicdo (1960-2000) foram avaliados,
sendo posteriormente separados
dependendo das caracteristicas clinicas e patolégicas

em grupos,

(adenocarcinoma, pT3-TNM) e da disponibilidade de
pecas em blocos de parafina para andlise. Pacientes
com polipose do célon familiar ou nao familiar,
tumores sincronos e tumores primarios de segundo
grau ou aqueles sem material patoldgico para
avaliacdo foram excluidos da andlise. Levantamento
dos dados clinicos, revisdo do material patolégico
e avaliacdo imuno-histoquimica dos blocos de
parafina selecionados foram realizados.
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Avaliacao patologica

Dois patologistas revisaram 0s casos. As
seguintes varidveis histopatolégicas foram analisadas:
subtipo histoldgico; o grau de diferenciacdo celular;
estadio clinico patolégico (pTNM 72 edicdo); invasao
tumoral (pT-TNM); estado linfonodal (pN-TNM);
sangue, linfonodo e invasao perineural; e a presenca
de infiltrados linfociticos, eosinofilicos e neutrofilicos.

Na presenca de mucina, os tumores foram
considerados como tendo diferenciacdo mucinosa.
Os adenocarcinomas foram divididos de acordo com
o grau de diferenciacdo: bem, moderadamente ou
pouco diferenciados, ou indiferenciados. Nos tumores
indiferenciados, os marcadores foram investigados
por imuno-histoquimica para excluir outros tipos
de cancer, como 0s carcinomas neuroenddcrinos
(NSE, cromogranina e sinaptofisina), linfomas e
melanomas (S5-100 e HMB45). Para confirmar o
diagndstico de adenocarcinoma, um estudo imuno-
histoquimico com citoqueratina (AE1/AE3, CK20)
foi realizado, juntamente com coloracdo para
mucina, para distinguir adenocarcinomas pouco
diferenciados de carcinomas indiferenciados.

Infiltracdo  linfocitica, neutrofilica e

eosinofilica foi categorizada como ausente,
leve, moderada e grave. A infiltracdo grave foi
caracterizada por um grande actmulo focal ou
difuso de células ao redor do tumor. Na forma leve,
havia poucas e esparsas células ao redor do tumor.
Infiltracdo moderada representou uma apresentacao

intermedidria entre grave e leve.

Imuno-histoquimica

Os marcadores imuno-histoquimicos foram
selecionados por estarem associados a proliferacao
(p53, PCNA), apoptose (bax, bcl-2)' e invasao/
migracao celular (catepsina B, galectina-3 e CD44
isoforma v6 [CD44v6])%°.

A recuperacdo antigénica foi realizada
em um vaso pressurizado em todos 0s casos.
As amostras histoldgicas processadas foram
entdao submetidas ao bloqueio da atividade
da peroxidase endodgena, seguida de reacoes
noturnas a 4°C com o0s anticorpos primarios
indicados. Os anticorpos e diluicbes primarios

e secundarios sdao mostrados na tabela 1.

Tabela 1. Marcadores utilizados para a técnica de imuno-histoquimica.

Proteina tecidual  Anticorpo Marcadores de Diluicao Anticorpo Controle Limiar
primario codigos secundario positivo
p53 DO-7 Dako - M7001 1:100  Dako, K0492 Tumor de 10%
monolconal Dinamarca Strept ABC/HRP mama
PCNA PC10 Dako - 0879 - 1:6000 Dako, K0492 Amigdala 72,5%
monoclonal Dinamarca Strept ABC/HRP palatina
CD44 isoforma v6 VFF-7 Novocastra NCL- 1:100 Dako, K0492 Tumor 10%
monoclonal  CD44v6 Reino Unido Strept ABC/HRP  pulmonar
Catepsina B Catepsina Site de ligacao 1:5000 Ovelha Ig Figado 10%
Policlonal B** PC049 - EUA
Galectina-3 M338* ATCC+ 1:16 Ig de rato Tumor da 10%
Policlonal tiroide papilar
Bax B9 Policlonal Santa Cruz - sc7480 1:100 Dako, K0492 Tumor de 25%
- EUA Strept ABC/HRP prostata
bcl2 124 Dako - M0887 1:50 Dako, K0492 Amigdala 25%
Monoclonal Strept ABC/HRP palatina

* Anticamundongo biotinilado - Viector BA4000; ** Anticarneiro biotinilado - iector BA6000;+ATCC= colegao de cultura de tecidos
americanos; cultivada no RPMI 1640 mais 20% de soro bovino fetal. Fornecido pelo Laboratdrio LIM. Faculdade de Medicina da USP
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As reacbes foram desenvolvidas com cromogénio
substrato diaminobenzidina (DAB, Sigma?) e agua
oxigenada e foram contracoradas com hematoxilina
de Harris. Controles positivos e negativos
correspondentes foram incluidos para todas as
reacoes.

excluindo o anticorpo primario. A analise imuno-

Controles negativos foram realizados
histoquimica da expressao de marcadores utilizou o
método quantitativo: foram realizadas contagens de
células de 1.000 células em varios campos, que foram
considerados os mais representativos para determinar
a percentagem de células coradas. Foram avaliados
0s niveis de expressao nuclear da proteina p53 e do
antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA); para
0s outros antigenos, a expressao citoplasmatica foi
utilizada para avaliacdo. O limiar para expressao de
p53, catepsina B, CD44v6 e galectina-3 foi =10%.
O limiar para bax e bcl-2 foi =25%.

Analise estatistica

Para comparar as variaveis categoricas,
utilizou-se o teste do qui-quadrado (X?) e, na presenca
de varidveis com valor esperado igual ou inferior
a 5, utilizou-se o teste exato de Fisher. Quando
estatisticamente significativa,
procedeu-se a regressao logistica e calculou-se uma

a associacao foi

razao de risco entre o LACA e outros grupos para
verificar onde ocorreram as diferencas.

Para o calculo dos indicadores de
sobrevivéncia, utilizou-se o método de Kaplan-Meier.

As comparacdes entre as curvas de probabilidade de
sobrevivéncia foram realizadas usando o teste log-rank.
O nivel de significancia escolhido para as diferencas
estatisticas foi de 5% para todas as andlises.
A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o
software SPSS®, versao 12 (SPPS Inc., Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS

Os adenocarcinomas colonicos pT3 foram
separados em: 30 pacientes com adenocarcinomas
colénicos de LA (LACA) submetidos a resseccao
estendida, 44 sem aderéncias a 6rgaos e/ou estruturas
adjacentes, submetidos a colectomia classica (FP), e 27
sem aderéncia a 6rgaos e/ou estruturas adjacentes e
apenas metastases hepaticas (M1).

As caracteristicas clinicas e patoldgicas e a
expressao de marcadores por imuno-histoguimica
estdo apresentadas nas tabelas 2 a 4. Nos pacientes
com LACA, observamos taxas semelhantes entre
0s sexos, 56,7% tinham mais de 60 anos de idade,
62,1% tinham sintomas acima de seis meses, perda
de peso (79,3%) e sangramento retal (60,7%).
Ao exame fisico, a condicdo geral deteriorada
era significativa (53,3% com indice de Karnofsky
abaixo de 70), e um tumor palpavel estava presente
(70,0%). A presenca de massas palpaveis durante o
exame fisico foi relacionada ao tamanho do tumor,
com mediana de 9cm (intervalo de confianca de
95%: 8,7-14,1cm) e consumpcao, com baixos niveis
de albumina (75,9%) e contagem de eritrécitos. (40%).

Tabela 2. Comparacao dos dados clinicos e patoldgicos entre diferentes grupos.

Variavel Categoria PT3 LAn(%) pT3FPN(%) pT3 M1 n(%) p(X?)

Descobertas clinicas

Massa palpavel Presente 21 (70,0) 17 (39,5) 6(22,2) 0,001
Ausente 9 (30,0) 26 (60,5) 21(77.8)

Localizacao Colon esquerdo 13 (43,3) 23(52,3) 20 (74,1) 0,05
Outras 17 (56,7) 21 (47,7) 7 (25,9)

Tamanho do tumor =9cm 15 (50,0) 37 (84,1) 26 (96,3) 0,001
>9cm 15 (50,0) 7 (15,9) 13,7)

continua...

Rev Col Bras Cir 46(3):e20192098



Vieira

E o carcinoma colénico localmente avancado ndo metastatico uma variante bioldgica distinta?

Estudo baseado na avaliacdo histoldgica, painel imuno-histoquimico e sobrevida.

...continuacao
Variavel Categoria PT3 LANn(%) pT3FPN(%) pT3 M1 n(%) p(Xx?)

Achados patolégicos

Macroscopia Infiltrativo 0 (34,5) 5(34,1) 18 (66,7) 0,01
Expansivo 9 (65,5) 9 (65,9) 9 (33,3)

Histologia Puro 9 (63,3) 8 (63,6) 25 (92,6) 0,003
Mucinoso* 6 (20,0) 5(34,1) 2(7,4)
Outras 5(16,7) 1(2,3) 0

Grau histolégico G1 7 (23,3) 9(20,4) 5(18,5) 0,41
G2 16 (53,4) 27 (61,4) 18 (66,7)
G3eG4 7 (23,3) 8 (18, 2) 4 (14,8)

pN (TNM) NO 19 (63,3) 24 (54,5) 4 (16,0) 0,002
N1 9 (30,0) 9 (20,5) 11 (44,0)
N2 2(6,7) 11 (25,0) 0 (40,0)

Invasdo venoso Ausente 29 (96,7) 43 (97,7) (92,6) 0,55
Presente 1(3,3) 1(2,3) 2(7,4)

Invasao perineural Ausente 28 (93,3) 41 (93,2) 3 (85,2) 0,45
Presente 2(6,7) 3 (6,8) 4 (14,8)

Invasao linfatica Ausente 22 (73,3) 8 (63,6) 3(48,1) 0,14
Presente 8(26,7) 6 (36,4) 4 (51,9)

Infiltracdo linfocitica Ausente/Leve 16 (53,3) 3(75,0) 6 (96,3) 0,001
Moderada/Alta 14 (46,7) 1 (25,0) 13,7)

Infiltracdo eosinofilica Ausente/Leve 18 (60,0) 0 (45,5) 3 (48,1) 0,18
Moderada/Alta 12 (40,0) 4 (54,5) 4 (51,9)

Infiltracdo neutrofilica  Ausente/Leve 18 (60,0) 2(72,7) 24 (88,9) 0,007
Moderada/Alta 12 (40,0) 2 (27,3) 3(11,1)

Desmoplasia Leve 19 (63,3) 1(70,5) 8(29,6) 0,002
Moderada/Alta 11 (36,7) 3(29,5) 19 (70,4)

Marcadores de imuno-histoquimica

p53 nuclear Negativa 10 (34,5) 1(25,0) 11 (40,7) 0,36
Positiva 19 (65,5) 3(75,0) 16 (59,3)

Bcl2 Negativa 15 (50,0) 5 (36,6) 10 (41,7) 0,53
Positiva 15 (50,0) 6 (63,4) 14 (58,3)

Bax Negativa 11(37,9) 8(19,5) 3(11,5) 0,05
Positiva 18 (62,1) 3(80,5) 23 (88,5)

Catepsina B Negativa 20 (66,7) 6(61,9) 14 (51,8) 0,51
Positiva 10(33,3) 6 (38,1) 13(48,2)

CD 44 v6 Negativa 19 (65,5) 8(42,8) 8(29,6) 0,02
Positiva 10 (34,5) 4 (57,2) 19 (70,4)

Galectina 3 Negativa 2(6,7) - 2(7,6) 0,20
Positiva 28 (93,3) 42 (100,0) 4(92,4)

PCNA =72,5 11 (37,9) 17 (38,6) 3(48,1) 0,67
>72,5 18 (62,1) 27 (61,4) 4 (51,9)

Total - 30 44 27 -

* Associacdo entre adenocarcinomas mucinosos e adenocarcinoma com diferenciacdo mucinosa.

Rev Col Bras Cir 46(3):e20192098



Vieira

E o carcinoma colénico localmente avancado ndo metastatico uma variante bioldgica distinta?
Estudo baseado na avaliacdo histoldgica, painel imuno-histoquimico e sobrevida.

Tabela 3. Razbes de chance entre variaveis clinicas e patoldgicas.

Variavel Categoria Grupo Razao de chance IC
Variaveis clinicas
Massa palpavel Presente LA 1,00 -
FP 0,28 0,09-0,84*
M1 0,12 0,03-0,47*
Localizacao Colon esquerdo LA 1,00 -
FP 1,43 0,51-4,05
M1 3,74 1,07-13,54*
Tamanho do tumor >9cm LA 1,00 -
FP 0,19 0,06-0,63*
M1 0,04 0,00-0,67*
Variaveis patoldgicas
Macroscopia Infiltrativo LA 1,00 -
FP 0,98 0,37-2,64
M1 3,80 1,25-11,50*
Histologia Pura LA 1,00 -
FP 1,01 0,35-2,96
M1 7,24 1,26-53,91*
pN TNM Positiva LA 1,00 -
FP 1,44 0,50-4,16
M1 9,07 2,14-41,88*
Infiltracdo linfocitica Moderada/Alta LA 1,00 -
FP 0,38 0,13-1,14*
M1 0,04 0,00-0,36*
Infiltracdo neutrdfilica Moderada/Alta LA 1,00 -
FP 0,56 0,19-1,69
M1 0,19 0,04-0,88*
Desmoplasia Moderada/Alta LA 1,00 -
FP 0,72 0,37-2,34
M1 4,10 1,25-4,50*
Expressao imuno-histoquimica
CD44 v6 Positiva LA 1,00 -
FP 2,53 0,86-7,62
M1 4,51 1,28-16,50*
Bax Positiva LA 1,00 -
FP 2,52 0,76-8,51
M1 4,69 0,98-25,15*

IC= intervalo de confianca de 95%, * p<0,05.
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Tabela 4. Comparacao entre as varidveis dos grupos histoldgicos diferenciais com CD44 isoforma v6 e bax.

Variavel Categoria Negativo Positivo P
CD44 isoforma v6

Macroscopia Infiltrativa 5(34,1) 7 (50,9) 0,09
Expansiva 9 (65,9) 6 (49,1)

Histologia Pura 8(62,2) 2(79,2) 0,06
Outras 7 (37,8) 1(20,8)

pN (TNM) Negativa 4 (53,3) 1(41,2) 0,23
Positiva 1(46,7) 0(58,8)

Infiltracao linfocitica Ausente/Leve 9 (64,4) 3(81,1) 0,06
Moderada/Alta 6 (35,6) 0(18,9)

Infiltracdo neutrdfilica  Ausente/Leve 8(62,2) 3(81,1) 0,04
Moderada/Alta 7 (37,8) 0(18,9)

Desmoplasia Leve 4 (75,6) 2 (41,5) 0,01
Moderada/Alta 1(24,4) 1(58,5)

Expressao de Bax Negativa 2(27,9) 9(17,3) 0,21
Positiva 1(72,1) 43 (82,7)

Bax

Macroscopia Infiltrativa 7 (31,8) 4 (46,6) 0,22
Expansiva 15 (68,2) 9 (54,4)

Histologia Pura 10 (45,5) 9(79,7) 0,002
Outras 2 (54,5) 5(20,3)

pN (TNM) Negativa 13 (59,1) 1(43,1) 0,19
Positiva 9(40,9) 41 (56,9)

Infiltracdo linfocitica Ausente/Leve 14 (63,5) 6 (75,7) 0,26
Moderada/Alta 8(36,4) 8(24,3)

Infiltracdo neutrdfilo Ausente/Leve 12 (54,5) 8(78,4) 0,03
Moderada/Alta 10 (45,5) 6(21,6)

Desmoplasia Leve 15 (68,2) 0 (54,1) 0,24
Moderada/Alta 7 (31,8) 4 (45,9)

Quando os grupos foram comparados
macroscopicamente, os tumores LA foram maiores
em tamanho e, do ponto de vista histolégico,
apresentaram diferentes subtipos histolégicos de
adenocarcinomas puros, menores taxas de metastases
linfaticas, maiores taxas de infiltrados linfociticos e
moderados e graves infiltrados neutrofilicos (Tabela 2).

Andlises imuno-histoquimicas revelaram que os
tumores tinham niveis mais baixos de expressao
de bax e isoforma CD44 v6 (Tabela 2);
Figura 1). Quando as caracteristicas da razao
de risco entre os grupos foram avaliadas,
relacbes lineares entre os grupos (Tabela 3)
foram observadas para a maioria das variaveis.
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Figura 1. Fotomicrografias imuno-histoquimicas (400x) de adenocarcinoma colénico mostrando perfis de expressdo
de marcadores: (a) sem expressao; (b) expressao de p53 em virtualmente 100% dos nucleos; (c) alta atividade
proliferativa mostrada pelo PCNA, (d) expressao da proteina bax; (e) expressao da proteina bcl-2; (f) expressao
citoplasmatica e nuclear de galectina-3,; (g) expressao significativa da proteina CD44 v6 na borda luminal;
e (h) expressao citoplasmatica significativa de catepsina B.
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Apesar da relacao linear entre as varidveis, as Unicas
diferencas significativas foram entre os tumores LA
e M1 em relacdo a localizacdo do tumor no colon
esquerdo, adenocarcinoma puro, comprometimento
linfonodal e expressao da CD44 isoforma v6 e bax;
adicionalmente, foram observados riscos diminuidos
com relacéo a contagem de heméacias e infiltrados
neutrofilicos. Diferencas significativas entre os trés
grupos foram observadas apenas para as varidveis
relacionadas a queixas de perda de peso, presenca
de tumor palpéavel durante exame fisico, tamanho do
tumor e presenca de infiltrado linfocitario (em ordem
decrescente de ocorréncia). O indice de Karnofsky foi
menor em pacientes LA, seguido por pacientes M1 e FP.

Avaliando a associacdo entre as principais
variaveis patolégicas diferenciais observadas entre
0S grupos e a expressao da isoforma v44 CD44,
evidenciamos que, embora nao significativa, a menor
expressdo da isoforma v6 CD44 teve uma associacao
préxima com a histologia do adenocarcinoma nao puro
(p=0,06), infiltrado linfocitario moderado/alto (p=0,06),
mas uma associacdo significativa com infiltrado
neutrofilico moderado/alto (p=0,04) e leve desmoplasia
(p=0,01) (Tabela 4). A expressao de bax foi associada
com histologia pura de adenocarcinoma (p=0,002) e
infittracdo neutrofilica ausente/discreta (p=0,03) (Tabela 4).

Sobrevida especifica do cancer

O seguimento médio foi de 61,1 meses
[amplitude O (mortalidade pds-operatéria) a 290
meses], e a taxa de perda de seguimento foi de
7,9%. Quando avaliada a evolucao dos grupos,
as taxas de mortalidade pds-operatéria nos
grupos pT3 LA, pT3 FP e pT3 M1 foram 10%,
15,9% e 14,8% (p=0,30), respectivamente. A
duracdo do acompanhamento foi maior para
pacientes com pT3 LA (média de 89,1 meses)
guando comparados aos pacientes com pT3 FP
(75,4 meses) e pT3 M1 (média de 13,1 meses)
(p<0,001).

As taxas de sobrevida especificas para
cancer aos 60 e 120 meses foram de 79,9% e
67%, respectivamente, em pacientes com tumores
pT3 LA; no grupo padrao, as taxas respectivas
foram de 75,6 e 75,6%. Nenhum paciente com
doenca metastatica ainda estava vivo aos 60
meses (p<0,001) (Figura 2). Quando a sobrevida
em pacientes com tumores pT3 LA foi comparada
exclusivamente com pacientes-padrao pT3 (FP),
nao houve diferenca significativa com (Figura 2a;
p=0,66) e sem (Figura 2b) a avaliacdo do 6bito no
pos-operatorio.

(a) (b)
1,0 1,0
.]I
osf 1 n=27 i
;!!
06| !.I
I 1
I
1
) 0,4 = '.I
Q 'I’

[ 1'-, _G':l:p(:A i | Grupo
0,2 X —_—— it 0,2 'II i
T 1 n=27 —— T 3 3 ——rTs W

| 1_.|. _I n=23
00 Il_.l 1 0.0 A 1 2 1, A L

i
o 30 60 S0 120

Tempo (meses) p<0.001

i
[ 30 60 S0 120

Tempo (meses) p<0,001

Figura 2. Sobrevida especifica de cdncer em pacientes com adenocarcinoma colénico pT3.
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DISCUSSAO

Os tumores colorretais do LA compreendem
5,5% a 22% de todos os casos'. Apesar do progresso
na quimioterapia e radioterapia, a cirurgia ainda é
o melhor tratamento para os tumores colorretais
LA"78 Resseccoes incluindo estruturas e/ou 6rgaos
que possuem aderéncias macroscopicas sao
consideradas ampliadas ou resseccdes em bloco em
um estadio, que é um tratamento curativo para este
tipo de tumor, com taxas de sobrevida de 39,2% a
80,7% em cinco anos'#>6&131521 “am contraste com
a previsdo de sobrevivéncia de meses na presenca
de doenca irressecavel?. A resseccao multivisceral
oferece a melhor possibilidade de sobrevida no
longo prazo na resseccao RO®, mas pacientes com
resseccao incompleta (resseccao R1 e R2) ou doenca
|imitada2,6,9,18,22-24.

A cirurgia laparoscopica nao altera a sobrevida?*2°,

metastatica tém  sobrevida

As caracteristicas que determinam massa
palpavel, doenca limitada e baixo comprometimento
dos linfonodos™ sao consideradas causadas pelos
diferentes perfis bioldgicos desses tumores*.
A maioria dos estudos de caso-controle que avaliam
a importancia da cirurgia estendida é limitada a
sobrevida’ 182223,

Quando as caracteristicas patolégicas dos pacientes

caracteristicas relacionadas a
submetidos a resseccao classica e multiorganica
foram avaliadas, os tumores LA foram maiores e
associados a um aumento significativo da infiltracao
perineural; entretanto, foi observado viés de
selecdo nesses estudos.

O estadiamento TNM classifica os tumores
pT4 como aqueles que sao macroscopicamente
aderidos a outros 6rgdos ou estruturas, mas nenhum
tumor esta presente na aderéncia. Microscopicamente,
a classificacdo deve ser pT3 na 62 edicdo e baseia-se
na profundidade da invasao da parede na 72 edicao.

Portanto, excluimos pacientes com tumores pT2
e, com base nessa condicdo, tentamos associar
condicbes clinicas e patoldgicas para entender
melhor os tumores LA, comparando formas clinicas
e patologicas distintas de pT3. Considerando que
0s tumores pT3 e pT4 LA possuem caracteristicas
semelhantes, com excecao da invasao de 6rgdos ou
estruturas e possiveis lesdes relacionadas a tumores
pT4 nao submetidos a resseccdes estendidas,
excluimos os tumores colénicos pT4. Carcinomas
pT4 do reto submetidos a tratamento neoadjuvante
podem impor um viés na avaliacdo patolégica
associada a alteragcdes nas caracteristicas imuno-
histoquimicas primarias, fato que nos levou a
excluir os adenocarcinomas retais. Por outro lado,
até 4,5% dos tumores LA sdo lesdes pT2'"61823.24
o que confirma a presenca de caracteristicas
clinicas e morfoldgicas distintas. Alguns tumores
nunca aderem a estruturas adjacentes, mas estdo
associados a metastases a distancia, fato que reforca
as diferentes caracteristicas do tumor LA e nos fez
avaliar trés formas clinicas distintas de tumores pT3.
Quando caracteristicas clinicas e
microscopicas foram avaliadas em tumores LA,
foram identificadas varias caracteristicas descritas
na literatura (Tabela 2)24>'3-'> Os tumores colonicos
LA tém uma leve tendéncia a ocorrer no sexo
masculino, o que nao foi observado nos tumores
do reto, onde as condicbes pélvicas tornam as
resseccoes estendidas mais faceis nas mulheres®.
O tempo entre o inicio dos sintomas e o inicio do
tratamento foi maior no grupo LA, o que indica
crescimento lento e baixo indice de metastase. Esta
clinicamente associado a queixas de perda de peso,
presenca de tumores palpaveis, baixos indices de
Karnofsky e baixos niveis de albumina e hemacias.
Todos esses achados sdo resultados de grandes
tamanhos tumorais’ e altos graus de consumpcao.
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A maioria dos tumores LA era
adenocarcinoma moderado e bem diferenciado
(76,7%), caracterizada pela auséncia de metastase
linfonodal (63,3%), auséncia de invasdo de vasos
sanguineos (96,7%), auséncia de invasdo perineural
(93,3%) e auséncia de invasao linfatica (73,3%), com
boa taxa de tumores mucinosos (20%). Esses achados
estao de acordo com varios autores, que observaram
poucas linfonodais'24>10.11.13-15.23,
reacoes inflamatorias peritumorais e auséncia de

metastases

invasao perineural, linfatica ou vascular’™® em tais
lesbes. Outro achado importante é a presenca de
infiltrados linfociticos moderados e graves (46,7 %),
principalmente difusos (72,5%). O papel dos infiltrados
linfociticos e neutrofilicos no controle local de
tumores ainda nao estd claro, embora alguns
estudos sugiram que essas caracteristicas levem a
um melhor controle imunolégico, resultando em
melhor progndstico’02¢,

Quando se comparam grupos estatisticamente,
se a diferenca ¢ muito pequena, geralmente é
necessario um grande nimero de pacientes. Grandes
diferencas podem ser observadas com um pequeno
numero de pacientes, como observado no presente
estudo. Pacientes com doenca metastatica, cujo
prognoéstico é conhecido como desfavoravel, e os
pacientes em diferentes estadios clinicos, tém um bom
prognostico, entdo usamos um modelo similar para
comparar as diferencas morfoldgicas entre os grupos,
observando, com um numero limitado de pacientes,
grandes diferencas morfoldgicas. Um conjunto de
caracteristicas diferentes foi observado em tumores
LA em comparacao com tumores M1, e o grupo FP
é um grupo intermedidrio entre os tumores LA e M1.
Lesbes M1 sdo geralmente adenocarcinomas puros e
apresentam maiores taxas de invasao sanguinea e
perineural, metastase linfonodal e invasao linfatica,
e menores taxas de infiltracdo linfocitaria. A tabela 3
mostra a relacdo entre essas variaveis na forma de
razdes de risco.

Nao existem estudos prévios que avaliem
a expressao de marcadores por imuno-histoquimica
em tumores LA. No presente estudo, objetivamos
avaliar potenciais marcadores relacionados a
proliferacdo/apoptose (p53, PCNA, bax, bcl-2)"° e
invasdo/migracao celular (catepsina B, galectina-3
e CD44v6)?°. No primeiro grupo, o PCNA é um
marcador de proliferacdo celular, o p53 estad
relacionado a divisao celular e estd associado
a mau prognoéstico, o bcl-2 tem atividade
antiapoptoética e o bax possui caracteristicas pro-
apoptoticas’™. Nao houve correlacdo prévia de
p53 ou PCNA com a forma clinica ou morfolégica
do tumor?’, o que foi confirmado no presente
estudo. Neste estudo, o pT3 LA apresentou
maior expressdao de PCNA, mas a diferenca entre
os grupos nao foi significativa. pT3 LA teve
menor expressao de bax (p=0,05) em contraste
com os tumores pT3 M1, em que a expressao
alta de bax pode ser correlacionada com menor
tamanho do tumor (Tabela 3) e histologia pura
(Tabela 4). A expressdo de bcl-2 ndo esteve
associada as formas clinicas e morfologicas dos
adenocarcinomas colorretais. Este achado esta de
acordo com os de outros autores, que consideram
o tamanho do tumor uma consequéncia direta
do equilibrio entre a proliferacdo e a apoptose,
enquanto a inibicao da apoptose pode contribuir
para o crescimento do tumor?82,

Durante o processo de invasdo/migracdo, as
células malignas interagem com a matriz extracelular,
movimentam-se, destroem a membrana extracelular,
entram na circulacdo e aderem a leitos capilares
distantes, onde invadem o endotélio e proliferam
como metastases. Neste contexto, a catepsina B,
galectina-3 e CD44v6 tém papéis importantes.
A galectina-3 é uma proteina transmembrana
regulacdo da
apoptose. A catepsina B é uma protease lisossomal

associada a adesdo celular e

gue atua na degradacdao da membrana basal.
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No cancer colorretal, a expressao da catepsina B
esta relacionada a mau prognoéstico®, e nenhuma
associacdo com o estadiamento foi observada®,
embora sua expressao tenha sido associada a presenca
de metastase hepatica®'. Esses achados estdo de
acordo com os resultados do presente estudo, mas
sem diferenca estatisticamente significativa. Niveis de
expressao maiores®? e menores®? foram observados,
0 que pode ser atribuido ao numero limitado
de casos no estudo ou aos critérios de selecdo
utilizados. A baixa expressao de CD44 esta associada
a ativacao de linfécitos, e a alta expressao esta
associada a um potencial metastatico®*. O CD44v6
é uma glicoproteina da membrana celular envolvida
nas interacoes célula-célula e célula-matriz, que afeta
0s processos de ativacdo e metastase de linfécitos.
Menor expressao de CD44v6 foi associada a tumores
maiores®>, menor metastase linfonodal e melhor
sobrevida®. A relacao entre a expressao de CD44v6 e
a presenca de metastases hepaticas mostrou resultados
conflitantes: uma associacdo®, uma relacdo inversa®
e uma falta de associacdo®3¢. As diferencas relatadas
na literatura podem ser explicadas pelo fato de que
sua presenca afeta apenas alguns clones®, porém
sao necessarios mais estudos para melhor avaliar essa
condicdo. Menor expressdo de CD44v6 foi associada
a tumores LA, e maior expressao foi associada com
a forma M1 (p=0,02). Avaliando nossos casos, a
menor expressao de CD44v6 foi associada a muitas
caracteristicas presentes nos tumores LA (Tabela 4),
fato que reforca caracteristicas bioldgicas distintas
das lesoes LA.

Vérios autores que compararam tumores
colorretais LA submetidos a resseccao completa (RO)
com tumores sem adesdo a 6rgaos e/ou estruturas que
foram submetidos a resseccao classica no mesmo estagio
observaram taxas de sobrevida semelhantes entre os
dois grupos™®?®. A alta mortalidade pos-operatéria
observada por meio de séries histéricas influenciou
negativamente os resultados das resseccées ampliadas™®,
mas esse achado foi homogéneo entre os grupos.

No presente estudo, as taxas de sobrevida em
pacientes com pT3 LA e FP foram semelhantes, e a
menor taxa de sobrevida foi esperada no grupo M1.

A resseccdo multivisceral estd associada
ao aumento da mortalidade pds-operatéria, mas a
sobrevida é semelhante a de uma resseccao padrao?4°.
Considerando-se a resseccado multivisceral como
grupo caso e a cirurgia convencional como grupo
controle, ndo encontramos estudo de caso-controle
pareado e, em geral, 0s grupos nao sao homogéneos'’4°,
Gezen et al. compararam a sobrevivéncia de cancer
colorretal em pacientes submetidos a uma resseccao
de um Unico 6rgao (n=264) com resseccao multivisceral
(n=90), observando nenhuma diferenca na sobrevida
mas houve diferencas relacionadas com estagios T,
N e M clinicos, e resseccoes R1 foram incluidas na
analise". Leijssen et al. compararam pacientes pT3/
pT4 (n=725) submetidos a resseccao nao multivisceral
e resseccao multivisceral. Pacientes com pT4
submetidos a resseccdo multivisceral tiveram a
mesma sobrevida que os pacientes com pT3 com
e sem resseccao multivisceral*’. Nakafusa et al.
compararam pacientes pT3 (n=270) com pacientes
pT3/pT4 (n=53) submetidos a resseccao multivisceral
e a sobrevida foi semelhante entre os grupos*.
Gebhartdt et al. compararam resseccao multivisceral
(n=140) com resseccado nao multivisceral (n=828),
observando sobrevida semelhante relacionada aos
estadios clinicos Il e llI?2. Lehnert et al. apresentaram o
melhor modelo, comparando pacientes submetidos a
resseccao RO, resseccdo convencional e multivisceral
para tumores pT3 e pT4, incluindo pacientes com
estadios clinicos Il, Ill e IV, mas ndo observaram
diferencas na sobrevida relacionada ao tipo
de cirurgia. Como o0s estudos anteriores nao
condiziam com 0s grupos, avaliamos apenas o0s
pacientes com pT3, na tentativa de comparar
caracteristicas patoldgicas. Nosso estudo avaliou
os tumores pT3 RO, e quando comparados FP e LA,
a sobrevida nao foi diferente entre esses grupos,
mas foi menor em pacientes com tumores pT3 M1.
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Incluimos e avaliamos pacientes com pT3 M1 com uma
expectativa de sobrevida menor, mas esse grupo nos
deu condicbes para comparar diferencas biolégicas
entre as trés formas, considerando as caracteristicas do
pT3 M1 associadas ao pior prognéstico.

Uma limitacdo do estudo é o recrutamento
de pacientes no longo prazo, mas tentamos minimizar
essas diferencas por meio da revisdo sistematica de
amostras por dois patologistas. Reacdes imuno-
histoquimicas foram realizadas em um estadio, o
método quantitativo foi utilizado, e cada patologista
realizou as contagens para marcadores especificos
para minimizar qualquer possivel viés no estudo.

A hipoexpressao das isoformas bax e
CD44v6 pode contribuir para o controle local e
ocorréncia de grandes tumores sem metastases
e para
que influencia o controle

infiltracdo linfocitica e neutrofilica, o

imunoldégico local.

ABSTRACT

Mais estudos com mais pacientes sao necessarios
para avaliar o tipo de resposta imune local em
tumores LA. Atualmente, faltam estudos que
investiguem essas possibilidades. Da mesma
forma, estudos utilizando tecnologia matricial
baseada em aspectos macroscopicos também
ajudarao a esclarecer as caracteristicas desses
tumores.

Com base na expressao clinica, patologica
e imuno-histoquimica, os tumores LA apresentam
muitas  "caracteristicas  biologicas"  diferentes
e o0s adenocarcinomas FP
apresentam caracteristicas intermediarias. As trés
principais apresentacdes clinicas e morfoldgicas

do adenocarcinoma do célon representam, assim,

dos tumores M1,

Esses achados destacam a
importancia de cirurgias estendidas para tumores
LA.

diferentes entidades.

Objective: to evaluate the clinical and pathological differences between locally advanced colonic adenocarcinomas (LACA)
with adhesions between adjacent organs or structures, and colonic adenocarcinomas with other clinical presentations.
Methods: we conducted a retrospective study from a convenience sample of patients with colonic adenocarcinoma,
pathological stage pT3, distributed according to clinical and pathological characteristics in three groups: locally advanced
tumors (LACA), pT3 tumors without adhesions or distant metastases (SF) and tumors with metastatic disease (M1). We
evaluated clinical and pathological characteristics and the expression of seven immunohistochemical markers related to
proliferation/apoptosis, cell invasion/migration and metastasis. Results: we studied 1071 patients: 30 LACA, 44 SF and
27 M1. Locally advanced tumors presented larger dimensions and were associated with increased lymphocyte infiltration
rates, lower levels of bax expression, and CD 44v6 when compared with SF and M1 groups. We observed significant
differences between LACA and M1 in relation to colonic location, histology, lymph node status and bax and CD44v6
expression. We found differences were observed between the three groups for tumor size and lymphocytic infiltrate.
Survival was similar in the LACA and SF groups (p=0.66) and was lower in the M1 group (p<0.001). Conclusion: the data
suggest that locally advanced colonic adenocarcinomas with adhesions between adjacent organs or structures represent

a distinct entity.

Keywords: Surgical Oncology. Cell Biology. Immunohistochemistry. Colorectal Neoplasms.
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