PESQUISA IMUNOISTOQUIMICA COM PANCITOQUERATINAS
(AE1/AE3) DE METASTASES LINFONODAIS EM CADEIA LATERAL POS-
TRATAMENTO NEOADJUVANTE DE CARCINOMA (CA) DO RETO

EXTRAPERITONEAL LOCALMENTE AVANCADO

RESUMO

Em CA do reto localmente avancados e tratados com terapia neoadjuvante, ainda ha
controvérsias quanto a necessidade de se realizar a linfadenectomia pélvica lateral
(LPL). De acordo com trabalhos japoneses, a incidéncia de metastases em linfonodos
(LN) das cadeias laterais pode alcancar de 15% a 20% nos tumores Dukes C. Além
disso, metastases em cadeia lateral significam doenga sistémica, ndo mais passivel de
cura e sem indicacdo de cirurgia mais alargada. Com a andlise imunoistoquimica
associada as técnicas de multiplas secgdes, tem sido possivel diagnosticar metéstases
linfonodais ocultas em 9% a 54% dos casos histologicamente negativos a microscopia
convencional com coloragdo por hematoxilina e eosina (H-E). Os objetivos do
presente estudo foram verificar a freqiiéncia de LN peritumorais e de cadeia lateral
positivos, em espécimes cirargicos de pacientes com CA do reto, através de
microscopia convencional com H-E e pesquisa imunoistoquimica de pancitoqueratinas
(AE1/AE3). Foi realizado estudo retrospectivo de 15 pacientes com CA de reto
extraperitoneal localmente avancado, submetidos a retossigmoidectomia ou
amputacdo abdominoperineal do reto, com LPL associada a terapia neoadjuvante

(radio e quimioterapia pré-operatdrias). Todos os LN dissecados foram analisados em



H-E e através de imunoistoquimica (AE1/AE3). Dos 15 pacientes estudados, 2 (13%)
apresentavam metastases de CA em cadeia lateral identificadas ao H-E. A pesquisa
com AE1/AE3 identificou metéastases em mais 2 pacientes dos 13 restantes, um dos
quais nao apresentava neoplasia residual na pega cirtirgica. Apesar de casuistica ainda
pequena, defendemos a necessidade da LPL associada a pesquisa imunoistoquimica de
metéstases linfonodais em pacientes com CA do reto extraperitoneal localmente

avangado.

INTRODUCAO

Cerca de 945 mil casos novos de casos novos de cancer colorretal sdo registrados
anualmente no mundo. E a quarta causa mais comum de cincer no mundo e a segunda
em paises desenvolvidos. O prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado de
moderado a bom, sendo o segundo tipo de cancer mais prevalente no mundo (depois
do cancer de mama), com uma estimativa de 2,4 milhdes de pessoas vivas
diagnosticadas nos Ultimos cinco anos. A sobrevida média mundial estimada ¢ de
44%.

Nos EUA, o cancer colorretal (CaCR) continua a ser a segunda causa de morte
relacionada a cincer, mesmo levando-se em conta a quantidade de programas de
investigagdo em grande escala e também a existéncia de programas educacionais para
a sua detec¢do precoce. Sua sobrevida de cinco anos ¢ 61% nos EUA, 41% na Europa
e de cerca de 30% no Leste Europeu'.

A conduta e a estimativa de sobrevida no CaCR advém da extensdo da doenca a

ocasido do seu diagnostico inicial. O envolvimento regional linfonodal indica o



estddio da doenca, o progndstico € o possivel beneficio com a utilizagdo da
quimioterapia adjuvante. Assim, a adequada linfadenectomia ¢ fundamental para
orientar o tratamento e para definir, entdo, o progndstico destes pacientes. Ainda ha
controvérsias quanto ao numero minimo de linfonodos que devem ser dissecados
nestes casos. Tem-se preconizado, atualmente, um niimero que varia de seis (06) a
dezessete (17) linfonodos.

Muitos estudos tém sido feitos para se determinar o numero ideal de LN que seriam
necessarios para se estadiar adequadamente o cancer colorretal'™. Alguns relatos
sugerem que, em torno de seis (06) LN, sdo suficientes'* enquanto outros apontam
serem necessarios cerca de quinze (15) ou mais LN"*. Maurel ez a/'® mostraram que o
numero de LN examinados estd diretamente relacionado ao estadio da doenga. Além
disso, o tamanho dos LN dissecados parece também ter importancia. LN menores de
5mm também devem ser adequadamente examinados'”'®.

Desde o trabalho original de Dukes tem sido enfatizada a importincia do
comprometimento metastatico linfonodal' para estimativa do risco de recidiva local
(RL) no CaCR, que, sem davida, ¢ maior quando hi metastases linfonodais®® .
Bokey et al***® relataram RL de 2.5% para Dukes A, 6.5% para Dukes B, e 22.6%
para Dukes C e concluiram ser o envolvimento linfonodal o mais importante fator
preditivo para sua ocorréncia.

Além da dissecagdo linfonodal adequada, ressalta-se atualmente a importancia do
tratamento radio-quimioterapico neoadjuvante na esterilizacdo de linfonodos
metastaticos. A terapia neoadjuvante associada a excisdo total do mesorreto tem

. A 26-28
proporcionado os melhores resultados para o controle local do cancer do reto™ ™.



A taxa de ocorréncia de metastases linfonodais parece ter relagdo com a invasao em
profundidade do tumor, e a resposta a terapia neoadjuvante. O risco da ocorréncia de
metdstase em LN na auséncia de tratamento neoadjuvante ¢ de 0% a 12% para
tumores T1, 12% a 28% para tumores T2 e 36% a 79% para os tumores T3/T4%,

Tendo em vista as limitagdes para a identificagdo de comprometimento metastatico
dos LN no CaCR, mesmo no estudo andtomo-patoldgico de espécimes ressecados, e
levando-se em conta que esse diagnostico pode indicar a quimioterapia adjuvante e
assim proporcionar melhor possibilidade de controle da doenga, algumas técnicas tém
sido desenvolvidas para a detec¢do de metastases sub-microscopicas por métodos
imunoistoquimicos. Isto permite o estadiamento mais preciso destes casos e, por

. . . , . 4-
conseguinte, melhor estimativa do seu prognéstico>*¢,

OBJETIVOS

Verificar a freqiiéncia de metéstases de adenocarcinoma para de LN peritumorais e de
cadeia lateral em espécimes cirtirgicos de pacientes portadores de cancer do reto
extraperitoneal, localmente avancado, submetidos a radioterapia e quimioterapia pré-
operatdrias, empregando-se a microscopia convencional com cortes seriados corados
em hematoxilina e eosina (H-E) e a utilizagdo de método imunoistoquimico com

pancitoqueratina (AE1/AE3).



MATERIAL E METODOS

Foram estudados quinze (15) pacientes com cancer do reto extraperitoneal, localmente
avancado, operados pelo Grupo de Coloproctologia, Disciplina de Moléstias do
Aparelho Digestivo, do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Como técnica cirurgica, foi
realizada a amputacdo abdomino-perineal do reto ou a retossigmoidectomia anterior
com reconstrucao colorretal distal ou coloanal. Realizou-se a dissecagdo linfonodal
completa tanto peritumoral como de cadeia lateral, uni ou bilateralmente.

Todos os pacientes foram submetidos a radioterapia pré-operatoria com 4500 Cy, de
forma fracionada em 20 aplicagdes (5 aplicagdes semanais, durante 4 semanas),
associada a quimioterapia com 5-FU e Leucovorin (5 aplicagdes, no inicio do
tratamento) e tratamento cirurgico entre a quarta e quinta semana apdos o término da
radioterapia.

Os espécimes cirurgicos foram avaliados por patologista do Laboratorio de Anatomia
Patologica do Gastrocentro, com estadiamento patologico segundo TNM?*’. Todos os
linfonodos dissecados (do mesocdlon e os enviados separadamente, inclusive os de
cadeia lateral) foram submetidos a cortes seriados em hematoxilina e eosina (H-E) ¢ a
estudo imunoistoquimico com pancitoqueratinas (AE1/AE3, DAKO, dilui¢do 1:50)
para pesquisa de metastases.

Foram avaliados sinais de involu¢do tumoral (completa ou parcial) através do exame

clinico (toque retal), endoscopico e também pelo exame anadtomo-patologico.



RESULTADOS

A amostra era composta por 15 pacientes, 9 do sexo masculino (60%) e 6 do sexo
feminino (40%), todos com adenocarcinoma de reto extraperitoneal, localmente
avancado, submetidos a radioterapia e quimioterapia pré-operatorias.

A idade média dos pacientes foi de 64,3 anos. Predominaram os adenocarcinomas
moderadamente diferenciados (n=14; 93%) e houve um (01) tnico caso de carcinoma
do tipo coldide.

Em 15 pacientes estudados, dissecaram-se 331 LN (média: 22 LN
dissecados/paciente), dos quais 258 LN eram peritumorais (77,9%; média: 17,2 LN
dissecados/paciente) e 73 nao peritumorais (22%; média: 4,8 LN dissecados/paciente).
Dentre os linfonodos ndo-peitumorais dissecados, incluem-se os linfonodos para-
iliacos, de fossas obturadoras (direita e esquerda), pré-adrticos e intercavoaorticos.
Pela técnica de cortes seriados corados em H-E, detectaram-se metastases em 21 dos
258 LN peritumorais (8,1%) e em 4 dos LN ndo peritumorais (1%, sendo 2 para-
iliacos e 2 de fossa obturadora), correspondendo estes ultimos a 2 dos 15 pacientes
estudados.

Quando se utilizou a pesquisa imunoistoquimica com pancitoqueratinas (AE1/AE3),
foram identificadas metastases em mais 2 LN de cadeia obturatéria direita,
correspondendo a 2 dos 13 pacientes, até entdo, com cadeia lateral livre de metastases
pela técnica convencional do H-E. Um (01) destes pacientes, inclusive, apresentava

involugdo tumoral completa do adenocarcinoma retal.



DISCUSSAO

E bem conhecido que aproximadamente metade dos pacientes com CaCR irdo morrer
no prazo de cinco anos apds a cirurgia, mesmo levando-se em conta todos os
progressos verificados na técnica operatoria e nos tratamentos neoadjuvantes e
adjuvantes. A presenca de metastase em linfonodos (LN) apods cirurgia curativa €
ainda um dos mais importantes fatores prognosticos nestas neoplasias’®. A sobrevida
em cinco anos para pacientes com dissemina¢do linfatica da doenca no momento da
cirurgia é em torno de 45% a 50%°. A sobrevida em 5 anos em pacientes sem
metastases linfonodais, por sua vez, se aproxima de 75 a 90%. Quimioterapia
adjuvante pode reduzir essa mortalidade em mais de 20% nesses pacientes de alto
risco'’. Cerca de 70 a 80% dos pacientes sem evidéncia de metastase em LN ao exame
microscopico convencional sdo considerados curados apos cinco anos de pOs-
operatorio®. Infelizmente, 20% a 30% dos pacientes classificados como estadio I e II
irdo apresentar recidiva da neoplasia e evoluir a 6bito em decorréncia da doenga
dentro desses cinco anos. Esse fato demonstra a falta de precisdo na avaliagdo atual
por estadios que ndo ¢ capaz de identificar, em alguns casos, a presenga de metastases
linfonodais’.

Os métodos convencionais para exame de metastases em LN de pacientes com CaCR
tém se mostrado limitados principalmente devido a um nimero insuficiente de LN
dissecados, a sua incompleta remog¢do cirGrgica ou ainda pela subamostragem
realizada pelo patologista a0 examinar a pega cirtrgica®>>>". Assim, quanto mais LN
sdo identificados, maior serd o numero de pacientes com possibilidade de serem

diagnosticados como pertencentes ao grupo de LN N(+). Cerca de 20% a 30% de



pacientes, inicialmente diagnosticados como LN negativos podem ser posteriormente
classificados como tendo metastases linfonodais, quando se utilizam métodos de
cortes seriados e imunoistoquimica na analise destes linfonodos®*°.

Também nao parece haver um consenso quanto ao numero ideal de cortes histoldgicos
(secgdes) a serem realizados nestes linfonodos dissecados. Poucas secgdes podem
deixar passar pequenos nichos de células tumorais. Multiplas secg¢des, portanto,
aumentam a chance de identificagdo tumoral, mas pode nao ser procedimento pratico,
quando muitos LN sdo examinados. Com a andlise imunoistoquimica associada as
técnicas de multiplas secgdes tém sido possivel diagnosticar metastases linfonodais
ocultas (micrometéstases, MM) em 9% a 54% dos casos histologicamente negativos a
microscopia convencional com coloragdo por H-E>®!M131618 “Alerm disso, técnicas
como PCR tem sido capazes de identificar um grupo de pacientes nao identificados
por nenhuma dessas outras técnicas acima descritas'>*.

E, portanto, de fundamental importancia, a realizagdo de novos métodos, para
identificacdo de metastases linfonodais nos casos de CaCR, tais como a multissec¢ao
e pesquisa imunoistoquimica de pancitoqueratinas (AE1/AE3), permitindo a indicacao

precisa de terapia adjuvante mais agressiva nos pacientes com linfonodos positivos,

. . 9
considerados de alto risco’.

CONCLUSAO

A dissecacdo do maior nimero possivel de linfonodos junto ao espécime cirtrgico,

aliada a sua avaliagdo mais detalhada através de multiplas seccdes e estudo



imunoistoquimico com AE1/AE3 parece aumentar acurdcia na identificacdo de
pacientes de alto risco, possiveis candidatos a terapia adjuvante mais agressiva.

Apesar de casuistica ainda pequena, os autores defendem a necessidade da LPL
associada a pesquisa imunoistoquimica de metéstases linfonodais em pacientes com CA
do reto extraperitoneal localmente avancado, ja que metéastases nesta cadeia foram
identificadas mesmo apos involucao completa da neoplasia primdria apds quimio €
radioterapia pré-operatdrias. Isto demonstra que, nestes casos, mesmo com a terapia
neoadjuvante, ndo parece ocorrer esterilizagdo completa dos linfonodos em cadeia

lateral.
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