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RESUMO

Introducéo: Recentemente, tem sido proposto o estudo de fatores progndsticos
em neoplasias precoces do trato gastrointestinal (TGI) submetidas a disseccéo
endoscopica da submucosa (DES) pesquisados por meio de estudos imuno-
histoquimicos, tais comoma invasao vascular sanguinea (CD 34) e linfatica (D2-
40), a superexpressdo da proteina Her-2/neu e a mensuracdo da atividade
proliferativa através da marcacdo imuno-histoquimica do Ki 67. Objetivos:
Nosso objetivo foi determinar o papel do estudo imuno-histoquimico no
estadiamento de espécimes de disseccdo endoscopica da submucosa:
analisando comparativamente a deteccdo de IVL e sanguinea (IVS), pela HE e
pela imuno-histoquimica (IHQ) com marcacao por D2-40 e CD34 em uma série
de produtos de DES, indice de proliferacdo celular com marcacao pelo Ki 67 e
superexpressdo da proteina Her-2/neu, e correlaciona-las com os demais
fatores progndsticos. Material e métodos: foi realizado estudo IHQ em cortes
seriados, utilizando os marcadores D2-40 (endotélio linfatico) e CD34 (pan-
endotelial) em 30 casos consecutivos de produtos de DES com diagnostico
histologico de carcinoma para avaliar a presenca de IVL e IVS. Também foram
utilizados os marcadores Ki 67 (proliferacdo celular) e Her-2/neu. Os resultados
obtidos pela anélise a IHQ foram comparados com a deteccédo de IVL e IVS pela
HE, e correlacionados com outros fatores progndsticos, assim como o indice de
proliferacdo celular e a superexpressdo do Her-2/neu. Resultados: A deteccao
de IVL foi consideravelmente maior que a de IVS. A presenca de IVL foi
detectada em 6/30 casos (20%) pela HE e em 9/30 casos (30%) pela IHQ. Dos 6
casos com IVL ao HE, 3 eram falso-positivos a IHQ. A IHQ detectou IVL em 6
casos que haviam sido considerados negativos ao HE. A IVS foi evidenciada em
5/30 casos (16,7%) pela HE e pela IHQ em apenas 1 caso (3,3%). Foram
identificados, pela analise a IHQ, 5 casos falso-positivos e 1 caso falso-negativo
para IVS. A comparacgdo entre a deteccdo de IVL e IVS por ambos os métodos
ndo mostrou diferenca significativa. A concordancia diagnostica entre o0s
métodos foi fraca para IVL (Kappa=0,211) e pobre para IVS (Kappa=0,167). O
fator clinico-patoldgico relacionado a presenca de IVL foi a profundidade do
tumor nas camadas ml (p=0,031) e m3 (p=0,047). Em contrapartida, todas as
variaveis analisadas nao mostraram correlacdo com a presenca de IVS. Quando
analisamos o indice de proliferacdo celular detectado pelo exame IHQ (Ki 67),
ndo identificamos relacdo estatisticamente significativa com as variaveis
analisadas. Todos 0s casos mostraram-se negativos para a superexpressao da
proteina Her-2/neu. Conclus&o: Nossos resultados indicaram que a analise



histopatolégica dos produtos de DES realizando exclusivamente a coloracao de
rotina HE, como usualmente ocorre, ndo permite a avaliacdo adequada da
presenca de IVS ou IVL. O presente estudo contribuiu para ampliar e refinar o
protocolo estabelecido uma vez que propde a inclusdo de estudos imuno-
histoquimicos para pesquisa de IVS e IVL (CD34 e D2-40), proliferacdo celular
(Ki 67) e superexpressao da proteina Her-2/neu. Desta forma séo fornecidas,
todas as informacdes atualmente possiveis que possam ser extraidas do
produto de DES aprimorando o estadiamento da neoplasia.

Palavras-chave: disseccdo endoscoOpica da submucosa, Invasdo vascular
linfatica, Invasdo vascular sanguinea, Imuno-histoquimica, CD34, D2-40, Ki 67,
Her-2/neu.



ABSTRACT

Introduction: Recently, it has been proposed the study of prognostic factors in
malignant neoplasms of the gastrointestinal tract (GIT) submitted to endoscopic
submucosal dissection (ESD) investigated by immunohistochemical studies,
such as lymphatic (D2-40) and blood vascular invasion (CD 34), overexpression
of Her-2/neu protein and measurement of proliferative activity by
immunohistochemical staining of Ki 67. Objective: Our objective was to
determine the role of immunohistochemical study in the staging of specimens of
endoscopic submucosal dissection: analysis comparing the detection of BVI and
LVI , the HE and immunohistochemistry (IHC) with dialing D2-40 and CD34 in a
series of DES products, with cell proliferation by Ki 67 labeling and Her-2/neu
protein overexpression, and correlate them with other prognostic factors.
Material and Methods: The study was performed IHC in serial sections, using
markers D2-40 (lymphatic endothelium) and CD34 (pan-endothelial) in 30
consecutive cases of DES products with histological diagnosis of carcinoma to
assess the presence of LVI and BVI . We also used markers Ki 67 (cell
proliferation) and Her-2/neu. The results obtained by the analysis were compared
with IHC detection of LVI and BVI by HE, and correlated with other prognostic
factors, as well as the rate of cell proliferation and overexpression of Her-2/neu.
Results: Detection of LVI was considerably higher than that of IVS. The
presence of IVL was detected in 6/30 cases (20%) and by HE in 9/30 cases
(30%) by IHC. Of the 6 cases with LVI HE, 3 were false positives at IHC. The LVI
IHC detected 6 cases that were considered negative for HE. The BVI was
observed in 5/30 cases (16.7%) by HE and IHC in only 1 case (3.3%). Were
identified by analyzing the IHC, 5 false-positive and 1 false-negative for IVS. The
comparison between the detection of LVI and BVI by both methods showed no
significant difference. The diagnostic agreement between methods was weak for
LVI (Kappa = 0.211) and poor for BVI (Kappa = 0.167). The clinicopathological
factors related to the presence of LVI was the depth of tumor layers ml (p =
0.031) and m3 (p = 0.047). In contrast, all other variables showed no correlation
with the presence of IVS. When analyzing the rate of cell proliferation detected
by immunohistochemical examination (Ki 67), we did not identify a statistically
significant relationship with the variables analyzed. All cases proved negative for
overexpression of Her-2/neu protein. Conclusion: Our results indicated that the
histopathological analysis of DES products exclusively performing routine HE
staining, as usually happens, does not allow the proper evaluation of the
presence of LVI or BVI. This study helped to extend and refine the established



protocol as proposing the inclusion of immunohistochemical studies researching
for BVI and LVI (CD34 and D2-40), cell proliferation (Ki 67) and Her-2/neu
overexpression of the protein. This way is submitted, all information currently
possible that could be extracted from the product DES improving the staging of
the neoplasm.

Keywords: endoscopic submucosal dissection, vascular invasion, lymphatic
invasion vascular blood, Immunohistochemistry, CD34, D2-40, Ki 67, Her-2/neu.
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1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa

As neoplasias malignas do trato gastrointestinal (TGI) figuram entre as
neoplasias viscerais mais prevalentes, exibindo altas taxas de morbidade e
mortalidade. As estatisticas recentes revelam o seguinte panorama: o carcinoma
gastrico (CG) é a quarta neoplasia mais frequente e a segunda maior causa de
morte por cancer; o carcinoma colorretal (CCR) é o terceiro mais frequente e o
quarto em mortalidade, enquanto o carcinoma do es6fago (CE) ocupa a oitava
posicdo em incidéncia e a sexta em mortalidade, como podemos observar na
figura 1 (WHO, 2008).

Breast

Frostate
Lung
Colorectum
Cervix uter
Stomach
Liver
Corpus uteri
Oesophagus
Owary
Bladder

Mon-Hodgkin lvmphoma

Leukasmia

Hidney
M Incidence
Pancreas W Mortality
0 10 20 30 40

ASRE (W) rate per 100,000

Figura 1 — Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais prevalentes no mundo em
ambos os sexos. Fonte: Globocan, 2008 (IARC) - Section of Cancer Information (28/10/2012)
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Observa-se, contudo, que a incidéncia destas neoplasias tem exibido
tendéncia ao declinio nos Ultimos decénios, notadamente nos paises
desenvolvidos. Tal fato é atribuido, dentre outros fatores, as medidas de
rastreamento da populacéo e aos novos métodos de abordagem propedéutica e

terapéutica destas neoplasias em sua fase precoce (FUJISHIRO, 2008).

Estudos epidemioldogicos mostram que essa tendéncia de melhoria €
menos pronunciada no Brasil, onde atualmente ainda se registram altas taxas de
incidéncia destas neoplasias. O CG é a quarta neoplasia mais frequente no sexo
masculino e a sexta no feminino; o CCR é a terceira no sexo masculino e no
sexo feminino; o CE € a sexta entre os homens e nao figura entre as dez

neoplasias mais incidentes entre as mulheres (Figura 2) (INCA, 2010).

Localizacdo primaria  casos novos  percentual Localizacdo primadria £3505 Novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Mama Feminina 52.680 27,9%
Tragees, Bmgﬂfﬂ'féz 17.210 88% Homens  Muheres ColodoUtero 750 9%
Colon e Reto 14.180 7,3% Q Colon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12,670 6,5% Glandula Tireoide 10590 5,6%
CavidadeOral 9,990 5,1% TGOS gy 5
Pulmdo

Esofago 7.770 4,0% Estomago 7420 3,9%
Bexiga 6,210 3,2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6,110 3,1% : Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% : Sistema Nervoso Central 4,450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%

Figura 2 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2012 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Estimativa 2012: incidéncia de
cancer no Brasil (INCA) (28/10/2012)

Ressalta-se ainda que, em paises como o Brasil, as neoplasias
gastrointestinais sdo frequentemente diagnosticadas em fases avancadas,
requerendo abordagens terapéuticas mais agressivas e radicais como a

resseccao cirargica do 6rgédo e quimioterapia adjuvante (FUJISHIRO, 2008).
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Segundo as Estimativas de Incidéncia de Céancer no Brasil para o ano de
2012, publicadas pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA) estdo previstos
10.420 casos de CE, 20.090 de CG e 30.140 de CCR (INCA, 2010).

A endoscopia digestiva € o método de rastreamento mais eficaz para
deteccdo de carcinomas do TGl e de suas lesdes precursoras. Este método
diagnostico apresentou avancos notaveis nos ultimos 20 anos, com o0
desenvolvimento da capacidade técnica dos endoscopistas em reconhecer as
neoplasias em estagio precoce, fendbmeno apoiado na constante incorporacao
de novas técnicas voltadas para a deteccdo e o manejo destes tumores (REPICI
et al., 2010).

A resseccdo endoscoépica de neoplasias precoces do TGI tem sido cada
vez mais aplicada, em casos selecionados, como alternativa aos procedimentos
cirdrgicos mais invasivos, visando preservar o 6rgdo e a qualidade de vida do
paciente. Existem duas técnicas de resseccdo endoscoOpica de neoplasia
denominadas, respectivamente, ressec¢do endoscoOpica da mucosa (REM) e
disseccao endoscopica da submucosa (DES), referidas respectivamente pelas
siglas em inglés como EMR (Endoscopic Mucosal Resection) e ESD
(Endoscopic Submucosal Dissection) (LI et al., 2007). A REM, também
conhecida como mucosectomia, consiste na injecdo submucosa de solucéo
salina para elevacdo do tumor seguida de sua resseccdo com alca de
polipectomia, podendo ser auxiliada por outros acessorios tais como método de
ligadura elastica ou de aspiracdo por cap. A desvantagem da REM é que
quando a lesdo-alvo é maior que 1 cm, torna-se dificil a remoc¢édo em bloco do
tumor com margem de seguranca, o que resulta na retirada de multiplos
fragmentos da lesédo, técnica conhecida como mucosectomia a piece-meal. A
técnica de DES foi desenvolvida no Japédo ha cerca de 10 anos com 0 objetivo
de permitir a resseccdo em monobloco de lesfes neoplasicas de tamanho
superior a 2 cm. As vantagens principais da DES séo a producdo de espécime
em monobloco mais adequado para avaliacdo histologica, e do ponto de vista
clinico a obtencdo de resseccao local de maior potencial curativo, com maior
margem de seguranca 0 que resulta em menor taxa de recorréncia (LI et al.,
2007).
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Entretanto, a resseccdo endoscopica € um procedimento que, por sua
natureza, ndo possibilita a retirada e tampouco a avaliacdo histopatolégica de
linfonodos locorregionais. Desta forma, o estadiamento linfonodal é realizado
com meétodos de imagem e caso sejam identificados linfonodos suspeitos de
invasdo neopldsica h& contraindicagcdo para execucdo do procedimento
endoscopico (FUJISHIRO, 2008).

A classificagdo TNM do American Joint Committee on Cancer/Union
Internationale Contre le Cancer (AJCC/UICC) é a mais utilizada para o
estadiamento dos pacientes com neoplasias de origem epitelial (SOBIN e
WITTEKIND, 2002). Baseia-se na avaliacdo clinica e patoldgica da profundidade
da invasao tumoral (T), da presenca de metastases linfonodais (N) ou de
metastases a distancia (M) (AALTONEN et al., 2000). O progndéstico das
neoplasias do TGl baseia-se, essencialmente, na profundidade da invasao

tumoral e na presenca de metastases linfonodais (PRENZEL et al., 2012).

No que diz respeito a profundidade da invasdo tumoral, com base na
classificacdo TNM de tumores malignos, os carcinomas T1 sdo subclassificados
em Tla (invasdo limitada a mucosa) e 1b (submucosa). Ademais, os carcinomas
Tla sao subdivididos em ml (epitélio), m2 (lamina propria) e m3 (muscular da
mucosa). Os carcinomas submucosos T1b s&o subdivididos em Sm1 (invaséo do
terco superior da submucosa), Sm2 (invasdo do terco médio) e Sm3 (invasédo do
terco inferior) (PRENZEL et al., 2012). Nas pecas de ressecc¢ao endoscopica nao é
possivel dividir os carciomas T1lb em Sm1, Sm2 e Sm3 visto que, frequentemente,
nas pecas somente um segmento da submucosa € amostrado. Portanto, a
divisdo Sm1l e Sm2 nestes espécimes obedece mensuracdo micrométrica da
extensdo da profundidade tumoral e o ponto de corte varia de acordo com o
orgao estudado (CE - 200y, CG - 500, CCR - 1000u) (PRENZEL et al., 2012).

Quanto a presenca de metastases linfonodais, estudos anteriores
demonstraram que a presenca de émbolos neoplasicos vasculares, quer seja em
vasos linfaticos (Invasdo Vascular Linfatica - IVL) ou sanguineos (Invasédo Vascular
Sanguinea - IVS), é considerada fator preditivo positivo para a ocorréncia de
invasdo neoplasica em linfonodos (PANTEL e BRAKENHOFF, 2004).



24

Portanto, para que se possa prescindir da linfadenectomia como
usualmente ocorre nos casos submetidos & REM ou DES, € necessario excluir,
com alguma seguranca a presenca de IVL ou IVS no tumor primario ao exame
histopatolégico (HYUNG et al., 2004; LI et al., 2007; LEE et al., 2010).

A presenca de IVS e IVL pode ser avaliada diretamente nos cortes
histologicos de tecidos pela coloracdo de rotina hematoxilina-eosina (HE)
(WEIDNER et al., 1991; AMIOKA et al., 2002; HE et al., 2002; DING et al.,
2006). Esta avaliacdo, porém, pode ser feita com maior precisdo por meio da
utilizacdo de marcadores imuno-histoquimicos para o endotélio vascular de
vasos sanguineos e linfaticos (CD 34) e exclusivamente de vasos linfaticos (D2-
40) (DU et al., 2003; PRADEEP et al., 2005).

A resseccao endoscopica de neoplasias precoces do TGI, quer seja na
camada mucosa ou na submucosa, é um procedimento relativamente recente
que requer infraestrutura e treinamento especializado do endoscopista. Esta
técnica é executada em larga escala em paises orientais, como o Japao, ha
mais de dois decénios. No ocidente, mesmo em paises desenvolvidos, ainda
sdo poucos os servicos de endoscopia aptos a realizar estes procedimentos, em
particular a DES (PRADEEP et al., 2005).

Poucos estudos se propuseram a identificar fatores que possam predizer
a ocorréncia de metéastases linfonodais em séries de tumores ressecados por
DES. Como a realizacdo de DES para resseccdo de lesdes precoces vem se
tornando procedimento rotineiro para o tratamento das neoplasias precoces do
TGI, é crucial realizar andlise histopatolégica minuciosa e acurada destes
especimens, a fim de determinar, com precisdo, os fatores de risco para
metastase linfonodal e outros fatores progndsticos (HA et al., 2007; CHOI et al.,
2008; HUH et al., 2010; LEE et al., 2010).

Embora o sistema de estadiamento TNM seja essencial na definicdo do
progndéstico e na avaliacdo do beneficio da terapia adjuvante, tem se tornado
cada vez mais necessaria a utilizagdo de outros recursos tais como
biomarcadores para auxiliar na orientacdo do tratamento clinico dos pacientes

pos-resseccao endoscopica da neoplasia (PRENZEL et al., 2012).
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Recentemente, tem sido proposto o estudo de outros fatores prognésticos
pesquisados por meio de estudos imuno-histoquimicos, tais como a
superexpressao da proteina Her-2/neu (OCHS et al.,, 2004; PARK et al., 2006;
PARK et al.,, 2007; KUWABARA et al., 2009) e a mensuracdo da atividade
proliferativa por meio da marcacdo imuno-histoquimica do Ki 67 (JOO et al.,
2006).

1.2 Objetivos

e Avaliar a IVS por células neoplasicas nos vasos sanguineos em

produtos de DES por meio da marcacéo, a IHQ, pelo CD34;

e Avaliar a IVL por células neoplasicas nos vasos linfaticos em produtos

de DES por meio da marcacgdao, a IHQ, pelo D2-40;

e Analisar comparativamente a deteccéo de IVL e IVS em produtos de
DES pelos métodos de coloracédo de rotina (HE) e IHQ (CD34 e D2-
40);

e Avaliar o indice de proliferacdo tumoral por meio da marcacédo a IHQ

pelo Ki-67 em produtos de DES;

e Avaliar a superexpressdo da proteina Her-2/neu por meio de imuno-

histoquimica em produtos de DES;

e Correlacionar a presenca de IVL, IVS, indice de proliferacdo tumoral e
expressao do Her-2/neu com as caracteristicas anatomopatolégicas

destas neoplasias precoces do TGI.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Disseccédo Endoscopica da Submucosa (DES)

2.1.1 Aspectos gerais

A DES é uma nova técnica terapéutica endoluminal que envolve o uso de
dispositivos de corte para permitir a maior resseccao do tecido acima da camada
muscular prépria (FUJISHIRO, 2008; ANG et al., 2010).

A técnica é realizada em quatro etapas: 1) delimitacdo das bordas da
lesdo observando-se margem de 2 a 5 mm; 2) injecdo de fluido na camada
submucosa para elevar a lesdo a ser ressecada, destacando-a da camada
muscular prépria; 3) incisdo da mucosa ao redor da lesdo respeitando-se a
margem demarcada e 4) dissecc¢éo do tecido conjuntivo da submucosa abaixo
da lesdo como observado na figura 3 (FUJISHIRO, 2008; ANG et al., 2010).

lesion
@
M —=

SM—
MP—=

c

Figura 3 — Etapas da DES (ARANTES et al., 2012).
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As principais vantagens desta técnica, em comparacdo com a REM sé&o:
maior controle do tamanho e forma da ressecc¢éo, possibilidade de resseccéo
em bloco, mesmo para lesbes maiores que 2 cm, e resseccao de lesdes
ulceradas ou com fibrose. Ademais, a DES possibilita a retirada de espécime de
melhor qualidade para avaliagdo histopatolégica e apresenta menores indices
de recorréncia local (HAMANAKA e GOTODA, 2005; FUJISHIRO, 2008).

A indicagao para realizacdo da DES, em cada caso, leva em consideragao
dois aspectos principais: as caracteristicas da lesdo a ser abordada e o risco de
metastase linfonodal além, evidentemente, do preparo técnico do endoscopista
para executar o procedimento. Como regra geral, a DES deve ser adotada
naqueles tumores que tenham baixo risco de metéstase linfonodal, ou seja nos
tumores bem diferenciados restritos a camada mucosa (CE até M2, CG e CCR
até M3). Nagueles casos em que existe microinfiltracdo focal da submucosa até
5001 no CG e até 1000u no CCR o risco de metéastase linfonodal ainda situa-se

préximo a zero e a DES pode ser recomendada (FUJISHIRO, 2008).

A profundidade da invasdo é subclassificada em trés niveis (Figura 4):
intra-epitelial (m1), até a lamina propria (m2) e invasdo da muscular da mucosa
(m3). Nos pacientes nos quais a neoplasia invade a porgdo superficial da
submucosa, a profundidade de invasdo é definida como Sml, sendo o limite
maximo de invasao da submucosa que caracteriza Sm1 variavel de acordo com
o 6rgdo (REPICI et al., 2010).

ml m3 sm2

m?2 sml sm3
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Figura 4 — Niveis de profundidade de invasé@o na parede do eséfago. (REPICI et al., 2010)
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A avaliagdo anatomo-patoldgica dos espécimes obtidos por DES
compreende obrigatoriamente a andlise dos seguintes itens: dimensdes da
lesdo, tipo histologico e grau de diferenciacdo da neoplasia, profundidade da
invasao, presenca de émbolos de células neoplasicas em vasos sanguineos e
linfaticos e o estado das margens de resseccéo laterais e profunda (FUJISHIRO,
2008).

Esta avaliacdo quando feita de maneira completa possibilita o diagndstico
mais acurado e fornece bases para a definicdo do progndéstico e das medidas
terapéuticas subsequentes (HAMANAKA e GOTODA, 2005).

No entanto, € essencial que a resseccao dos espécimes seja feita em
monobloco uma vez que a resseccdo fragmentada ou em piece-meal torna

inviavel a avaliagcdo adequada de todos estes itens (FUJISHIRO, 2008).

A DES também pode ser indicada na abordagem de lesdes recorrentes,
considerando-se o0s riscos de complicacfes associadas, caso sejam observados
todos os critérios previamente definidos para indicacdo deste procedimento
(FUJISHIRO, 2008).

Os casos de neoplasias com alta probabilidade de ocorréncia de
metastases linfonodais, infiltracdo das camadas mais profundas da submucosa
ou falha na tentativa de remocao completa por DES devem ser submetidos a
avaliacdo para resseccdo cirargica do 6rgdo e das cadeias de linfonodos
(FUJISHIRO, 2008; REPICI et al., 2010).

2.1.2 Relagéo entre a profundidade da infiltrag&o tumoral na parede do

TGl e incidéncia de metastases linfonodais

As neoplasias malignas de origem epitelial ou carcinomas dos diferentes
segmentos do TGI como esb6fago, estdbmago, célon e reto apresentam em geral
comportamento bioldégico agressivo e, consequentemente, tendéncia a invasao
vascular linfatica e sanguinea e metastases para cadeias de linfonodos
regionais e a distancia (FUJISHIRO, 2008).

Contudo em neoplasias precoces, ou seja, restritas até a camada

submucosa destes orgaos, o risco de metastases linfonodais tende a ser menor
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com taxas de incidéncia varidveis de acordo com alguns fatores como: tamanho
da lesdo, medida da profundidade da invaséo, grau de diferenciagdo tumoral,
presenca de embolizacédo vascular e ulceracdo (FUJISHIRO, 2008; REPICI et
al., 2010; PARK et al., 2011).

O carcinoma gastrico precoce, sem invasdo vascular linfatica, apresenta
pouca probabilidade de metastases linfonodais nas seguintes apresentacoes: a)
adenocarcinoma bem diferenciado intramucoso, sem ulceragéo; b) adenocarcinoma
bem diferenciado intramucoso <3cm, com Ulcera; ¢) adenocarcinoma intramucoso
indiferenciado <2cm, sem Ulcera; d) adenocarcinoma com minima invasdo da
submucosa (sml ou 500um a partir da muscular da mucosa) e <3cm
(FUJISHIRO, 2008; ABE et al., 2012).

A incidéncia de metastases linfonodais para lesdes confinadas a mucosa
e submucosa do estbmago pode variar, respectivamente, de 0% a 3% e 9 a 19%
(CHAVES et al., 2010). O carcinoma de células escamosas do es6fago quando
restrito a lamina propria (m2) representa pouco risco de metastases linfonodais.
A invasdo da muscular da mucosa (m3) esta associada a uma taxa de incidéncia
de metastases linfonodais de 9,3% enquanto que na presenca de invasao
submucosa minima (sml ou <200um abaixo da muscular da mucosa) esta taxa
aumenta para 19,6% (FUJISHIRO, 2008; REPICI et al., 2010).

O carcinoma colorretal intramucoso ou com invasao submucosa minima
(sm1 ou <1000um), sem invasao vascular linfatica, apresenta risco irrelevante
de metastase linfonodal (0%) (FUJISHIRO, 2008; SAITO et al., 2010).

2.1.3 Critérios de cura

A DES pode ser considerada curativa quando os seguintes critérios forem
observados ao exame histopatologico do espécime: neoplasia epitelial bem ou
moderadamente diferenciada; margens laterais e profunda livres da neoplasia e
auséncia de invasdo vascular sanguinea e linfatica. Estes critérios de avaliagcédo
servem como parametro para a previsdo do risco de ocorréncia de metastases
linfonodais (ANG et al., 2010).
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2.1.4 Complicacdes

Dentre as complicacdes relacionadas a DES destacam-se a perfuracdo da
parede do 6rgdo durante o procedimento que, segundo relatos, pode ocorrer em
torno de 4% dos casos e a ocorréncia de hemorragia tardia com uma taxa de
incidéncia de até 7% (HAMANAKA e GOTODA, 2005; ANG et al., 2010; ABE et
al., 2012).

2.2 Novos parametros progndésticos na avaliacdo de produtos de DES

2.2.1 Importancia prognoésticada IVL e IVS

As pesquisas atuais se concentram em revelar novos indicadores capazes
de predizer o comportamento biolégico das neoplasias e o progndéstico dos

pacientes ainda nas fases iniciais da doenca.

Numerosos estudos relatam fatores de risco para metastases linfonodais
nos carcinomas do trato gastrointestinal (MAEHARA et al., 1992; FOLLI et al.,
2001; AN et al., 2007; KWEE e KWEE, 2008; MORITA et al., 2009).

A IVL é considerada um fator preditivo da ocorréncia de metastases
linfonodais em diversas neoplasias malignas, como o carcinoma mamario
(TEZUKA et al., 2007), carcinomas de células renais (ISHIKAWA et al., 2007),
adenocarcinoma colorretal (ISHII et al., 2009) e adenocarcinoma prostatico
(ROMA et al., 2006). A IVL ou IVS pelas células tumorais é um fator de risco
para a disseminacdo neoplasica via rede linfatica e sanguinea (PANTEL e
BRAKENHOFF, 2004).

A presenca de IVL detectada no tumor primario se correlaciona com a
presenca de metastases linfonodais e também é considerada fator progndéstico
independente, segundo estudos de analise multivariada (TALAMONTI et al.,
2003; NAKAMURA et al., 2006; SAKO et al., 2006).

A presenca de IVL também indica evolucdo desfavoravel mesmo nos

pacientes livres de metastases linfonodais clinicamente evidentes (pNO) conforme
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descrito em algumas neoplasias como nos carcinoma mamario e gastrico
(ARNAOUT-ALKARAIN et al., 2007; LEE et al., 2007; ICHIKAWA et al., 2009).

A avaliagcdo de IVL ou IVS no tumor primério ao exame histopatolégico é
um dos parametros morfolégicos mais significativos para o planejamento de
abordagens terapéuticas complementares, especialmente nos casos especificos
de tumores precoce tratados por resseccdo endoscopica (GOTODA et al., 2001;
LI et al., 2008).

2.2.2 Métodos de avaliacdo de IVL e IVS

A invasdo vascular pelas células neoplasicas pode ser avaliada nas regifes
peritumorais e intratumorais, utilizando-se coloracéo de rotina pela Hematoxilina e
Eosina (HE) e método imuno-histoquimico (IHQ) com marcadores que

apresentem especificidade para o endotélio sanguineo e linfatico.

A pesquisa de IVS e IVL tumoral na pratica da patologia cirargica tem sido
feita habitualmente por meio do exame microscépico de cortes histolégicos da
lesdo tumoral corados pela coloracdo HE. Alguns estudos analisam a presenca
de IVS e IVL como fator progndstico nos carcinomas do TGl utilizando apenas
esta coloracdo (GOTODA et al., 2001; TALAMONTI et al., 2003; AN et al., 2007,
LI et al., 2008; LIU et al., 2008; SHEN et al., 2009). Entretanto, a precisdo das
informacBes obtidas pelo método HE na pesquisa de IVS e IVL é limitada,
devido as dificuldades inerentes a sua interpretacéo.

Geralmente, a IVL é identificada com base na histologia convencional
com coloracdo pela HE, e o seu diagnostico feito pela presenca de émbolo
tumoral no interior de vasos revestidos por camada Unica de células endoteliais,
sem conteudo de hemécias (YONEMURA et al., 2006).

Os critérios disponiveis para o diagndéstico histolégico de invaséo
angiolinfatica na histologia convencional com coloracdo pelo HE incluem:
presenca de células tumorais dentro de um espaco vascular, hemacias vizinhas
as células tumorais, identificacdo de células endoteliais revestindo o espaco,
presenca de lamina elastica circundante ao tumor e fixacdo de células do tumor
a parede vascular (HARRIS et al., 2008).
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Entretanto, a obliteracdo completa do Iidmen vascular por células
neoplasicas pode ndo ser visivel ao HE e ndo ser diagnosticada como IVL. Por
outro lado, artefatos de retracdo devido a fixacdo do tecido, que circundam
agregados de células tumorais, podem ser inadvertidamente considerados como
IVL verdadeira. O diagndstico de invasao vascular feito ao HE revela falta de
especificidade em alguns aspectos, como na incapacidade de distinguir
corretamente vasos linfaticos de vasos sanguineos (SAKO et al., 2006; Van Den
EYNDEN et al., 2006).

Estudos que abordam a variabilidade inter-observador na avaliacdo de
IVL e IVS no CCR revelam baixa concordancia entre os patologistas no
diagnéstico de IVL e IVS quando se utiliza o método de coloracdo de rotina pela
HE (HARRIS et al., 2008).

2.2.3 Perspectivas da aplicacdo do método IHQ na deteccéo de IVS e IVL

Recentemente, registra-se na literatura grande progresso na aplicacdo
dos estudos de IHQ na andlise de IVS e IVL, com o surgimento de novos

marcadores especificos para o endotélio linfatico (JI, 2006).

A invasdo linfatica pelas células neoplasicas, avaliada apenas pela
coloracdo de rotina, pode gerar tanto resultados falso-positivos quanto falso-
negativos (SAKO et al., 2006; YONEMURA et al., 2006).

O anticorpo monoclonal D2-40 foi reconhecido inicialmente como
marcador de um gene oncofetal presente nas células germinativas fetais
(MARKS et al., 1999). Esse marcador é capaz de detectar especificamente o
endotélio dos vasos linfaticos (WANG et al., 2010; KAHN, MARKS, 2002). Ou
seja, a deteccdo pela IHQ com D2-40 é positiva apenas nos vasos linfaticos, e
negativa nos vasos sanguineos (ARIGAMI et al., 2005). Essa especificidade
permite utiliza-lo em estudos de invasdo vascular em diversas neoplasias e
distinguir IVL de IVS, com grande seguranca (Van Den EYNDEN et al., 2006;
MOHAMMED et al., 2007).

Entre os marcadores pan-endoteliais, 0 CD34 é amplamente utilizado em
diferentes estudos de angiogénese, sendo considerado atualmente o melhor

marcador vascular, quando comparado ao CD31 e ao Fator VIl (ELPEK et al.,
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2000; TENDERENDA et al.,, 2001). No entanto, estudos para avaliar invasao
vascular tumoral utilizando apenas o CD34, em detrimento a outros marcadores,
tém produzido resultados inconsistentes e incompletos. A principal restricdo a
sua utilizacdo como marcador isolado € o fato de ndo ser capaz de distinguir

vasos sanguineos de linfaticos (Van Den EYNDEN et al., 2006).

Quanto ao método de avaliacdo da invasdo de vasos linfaticos e/ou
sanguineos, a maioria dos autores relata maior deteccdo de émbolos
neoplasicos quando o método IHQ foi utilizado (ARIGAMI et al., 2005; SAKO et
al., 2006; HANAOKA et al., 2009; KIM et al., 2009; MORITA et al., 2009).

2.2.4 Expressdo da podoplanina(D2-40) como fator progndstico

isolado no carcinoma de células escamosas do es6fago

7z

Podoplanina, também denominada D2-40, €& uma glicoproteina
transmembrana pequena tipo mucina constituida de 162 aminoécidos,
amplamente expressa em varios tipos de células especializadas em todo o corpo
humano, como em podocitos glomerulares, osteoblastos e pneumdacitos tipo 1
(TONG et al., 2012; LIN et al., 2010).

A expressao da podoplanina foi também observada em algumas neoplasias
como mesoteliomas epitelioides, seminomas, hemangioblastomas, carcinomas
papiliferos de tireoide e nos tumores com diferenciacdo linfatica provavel,
incluindo sarcoma de Kaposi, linfangioma e angiossarcoma (LIN et al., 2010).

Algumas pesquisas apontaram a possivel relacdo entre a expressao da
podoplanina e nivel de invasao do tumor ou o risco de metastase. No entanto, a
funcdo molecular exata e mecanismo de expressdo da podoplanina em células
neoplasicas permanece incerta, e a relacdo entre a expressdo e o tempo de

sobrevida do paciente ainda é controversa (TONG et al., 2012).

O comportamento biolégico das células que superexpressam a
podoplanina tende a ser mais invasivo, o que poderia indicar a possivel relacao
entre a expressdo da podoplanina e maior agressividade do tumor, ocorréncia
de metastases, maior probabibilade de invasdo vasculo-linfatica e menor

resposta as drogas anti-neoplasicas (RAHADIANI et al., 2010).
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A correlacdo entre a marcacao da podoplanina e o prognéstico clinico é
controversa e pode variar de acordo com o 6rgdo estudado. A expressao da
podoplanina aparentemente confere pior prognostico para pacientes,
especialmente com céancer na cavidade oral, enquanto que, no cancer de
pulmédo e da regido cervical, verificou-se pior progndstico quando havia baixa
expressao desta glicoproteina (RAHADIANI et al., 2010).

2.2.5 Avaliacédo do indice de proliferacao celular

O Ki 67 € um antigeno nuclear presente nas células em proliferacdo e
ausente em células quiescentes. Tem expressdao em todas as fases do ciclo
celular, exceto GO e G1 precoce, e € usado como marcador para indicar a
atividade proliferativa dos tumores. Sua expressao € variavel durante o ciclo
celular e € aumentada em muitas neoplasias. Pode ser detectado em células de
proliferacdo nos tecidos, tanto congeladas ou embebidas em parafina (JOO et
al., 2006; LAZAR et al., 2010).

O indice de marcacao de Ki 67 tem significado prognéstico em diferentes
tipos de carcinomas. No cancer da mama, linfomas malignos e astrocitomas,
uma alta taxa de proliferacdo celular expressa pelo antigeno Ki 67 tem
significado prognostico (SALMINEN et al., 2005).

No carcinoma de células escamosas do eséfago o Ki 67 é particularmente
atil, também, para distinguir a neoplasia escamosa intraepitelial de baixo grau e
alto grau. Tal diferenciacdo € importante devido a diferencas terapéuticas entre
elas. A classificagdo de Vienna revista sugere resseccdo endoscopica ou
acompanhamento para as de baixo grau, e resseccédo endoscopica ou cirurgica
para as de alto grau, ambas dependendo do tamanho total da lesdo, idade do

paciente e comorbidades associadas (WANG et al., 2011).

O epitélio gastrico de revestimento epitelial, foveolar e glandular esta em
constante processo de renovacdo celular que depende essencialmente do
equilibrio entre proliferagdo celular e apoptose. A manutencdo deste equilibrio,
modulada por fatores promotores e inibidores, garante a integridade e

homeostase da mucosa gastrica (CABRAL, 2006).



35

Alguns estudos tém mostrado que a neoplasia gastrica tipo intestinal
apresenta indice de proliferacdo celular significativamente mais elevado. Outros,
no entanto, ndo demonstraram a existéncia de correlacdo entre a proliferacao
de células neoplasicas e tipo histolégico, de acordo com a classificacdo de
Lauren (LAZAR et al., 2010).

Embora em varios estudos tenha sido observada correlacdo significativa
entre a expressédo de Ki 67 e profundidade de invasdo do tumor, a maioria dos
autores ndo demonstra relacdo entre o indice de proliferacdo celular e os
fatores clinicos em cancer gastrico, como metastases linfonodais, invasdo da
serosa ou invasao vascular. No entanto, a IHQ para mensurar o indice de
proliferacdo celular € atil para a identificacdo de um grupo de pacientes com
tumores agressivos, com indicacdo de quimioterapia adjuvante pés-operatéria
(LAZAR et al., 2010).

No que diz respeito ao CCR foram relatadas observagfes contraditérias
sobre o papel prognéstico do Ki67. Alguns estudos indicam que o aumento da
expressdo do antigeno de proliferacdo indica melhor sobrevida em cancer de
reto e retosigmoide, devido sua alta sensibilidade a radioterapia (SALMINEN et
al., 2005; GURZU et al., 2007). No entanto, a maioria dos estudos mostra que
um alto indice de proliferacdo esta associado com pior prognéstico nos CCR
(HE et al., 2010).

Ao contrario do que é observado em muitos tumores, no CCR o grau
histopatolégico isolado ndo caracteriza progndéstico do tumor. Em tumores neste
local, a apresentacédo de tumores de mesmo grau pode ser heterogénea quando
medida pela proliferacdo (SALMINEN et al., 2005).

A influéncia da taxa de proliferagdo celular tumoral na sobrevida dos
pacientes tem sido motivo de controvérsia podendo influenciar o curso clinico e
0 prognéstico do paciente (DUCHROW et al., 2003).
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2.2.6 Superexpresséo da proteina Her-2/neu

2.2.6.1 Aspectos gerais

A terapia molecular alvo no cancer do TGI tornou-se tema cada vez mais
popular ao longo dos ultimos anos. Em parte, isso € devido ao rapido avanco na
capacidade de caracterizar a biologia do tumor. Outra consideracdo € a nossa
incapacidade para prever a resposta de um tumor em particular para a terapia
neoadjuvante (THOMPSON et al., 2011). Her-2 é o protétipo de um alvo
terapéutico eficaz, sob a forma de um anticorpo monoclonal (trastuzumab) (YAN
et al., 2010).

Her-2/neu é um proto-oncogene localizado no cromossoma 17921 e um
membro da familia de receptor de fator de crescimento epidérmico humano
(EGFR). Ele codifica uma proteina transmembrana de 185 kDa, que exibe
atividade tirosina quinase e, por meio de dimerizagdo com outros membros da
familia, regula a transducdo do sinal em processos celulares, incluindo
proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (OCHS et al., 2004; PARK et
al., 2006; PARK et al., 2007; KUWABARA et al., 2009; XIE et al., 2009; SHAH e
CHEN, 2010; MOELANS et al., 2011).

Vérios estudos indicam um papel do Her-2 no desenvolvimento de varios
tipos de cancer humano. Her-2 é amplificado, e a expressdo da sua proteina
receptora é aumentada em cerca de 10%-20% dos carcinomas da mama
(MOELANS et al., 2011).

A amplificagdo e superexpressdo do Her-2/neu sao utilizados como
marcadores prognésticos e preditivos do cancer de mama e tém sido
observadas também em carcinomas de cdlon, bexiga, ovério, trompa de Fal6pio,
endométrio, pulméo, colo uterino, cabeca e pescoco, prostata, pancreas,
glandula salivar, es6fago e esttmago. Como marcador prognostico, Her-2/neu é
utilizado para prever o curso provavel da doenca. Como marcador preditivo,
Her-2/neu é utilizado para prever a resposta terapéutica do paciente a
quimioterapia e hormonioterapia adjuvantes e para selecionar pacientes para
receber a imunoterapia com o anticorpo monoclonal anti-Her-2/neu (OCHS et
al., 2004; PARK et al., 2006; PARK et al., 2007; MOELANS et al., 2011).
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Trastuzumab € um anticorpo monoclonal humanizado e recombinante
criado contra Her-2 que inibe a proliferagdo do tumor relacionada a ele. Tem
sido uma opcao terapéutica eficaz em pacientes com cancer de mama Her-2
positivo, precoce e metastasticos, e de estomago avancados (HOFMANN et al.,
2008; XIE et al., 2009).

2.2.6.2 Testes diagnosticos para detectar a amplificacdo e

superexpressao do Her-2/neu

O status do Her-2 é principalmente avaliado por IHQ, hibridizac&o in situ
por cromégeno (CISH) ou hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH)
(MOELANS et al., 2011).

Atualmente, o método mais comum para avaliar o status do Her-2/neu é
por meio da IHQ, que é uma técnica de rotina disponivel na maioria dos
laboratérios de patologia para detectar os niveis de expressao de proteina. O
sistema de pontuacdo €é baseado na intensidade de reatividade,
imunoreatividade da membrana completa ou incompleta e os percentuais de
células reativas (HOFMANN et al., 2008; MOELANS et al., 2011).

2.2.6.3 Aplicacdo no Cancer gastrico

Os dados relatados na literatura para a positividade do Her-2/neu no CG
variam de 7%-43%, com a maioria dos estudos demonstrando valores entre 15%
e 25%. O status Her2-positivo em CG parece estar associado com pior
prognostico, doenca mais agressiva, e menor sobrevida (RUSCHOFF et al.,
2010).

A primeira evidéncia sélida de que o status do Her-2 no CG pode ser
utilizado para orientar a terapéutica veio com o relatério do “Trastuzumab for
gastric cancer trial” (ToGA), que foi o primeiro estudo fase Ill, randomizado e
controlado para avaliar os efeitos da terapia alvo anti- her2 no carcinoma
gastrico avancado e adenocarcinoma de juncao es6fago-gastrica HER2-positivo
(HICKS e MILLER, 2011).
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O meétodo de escore do Her-2 dentro da fase experimental ToGA Il
baseou-se essencialmente em um estudo de validagdo separado (a chamada
pré-ToGA), onde a expressao da proteina por IHQ e hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH), foi correlacionada em uma série de 168 espécimes de
ressec¢do do cancer gastrico (BANG et al., 2010; RUSCHOFF et al., 2010;
MOELANS et al., 2011).

Em uma reunido de consenso internacional, modificagbes no sistema de
pontuacdo, previamente desenvolvido para carcinoma de mama, foram feitas
principalmente aceitando forte coloracdo incompleta membranosa (basolateral)
como positiva (3 +) e abolindo a area de 10% de corte para este grupo em
biopsias. A paciente foi considerada como tendo Her-2-positivo no CG com um
escore de IHC 3 + e / ou FISH-positivo, como observado na tabela 1 (HOFMANN
et al., 2008; RUSCHOFF et al., 2010; MOELANS et al., 2011).

Tabela 1 — Her-2 diagndstico em cancer gastrico, diferencas do cancer de mama
(RUSCHOFF et al., 2010)

Gastric cancer Breast cancer
IHC scoring Extent Biopsy specimens=35 Cells =10% (=30%)"
(Area Cut-off) Resection specimens: >10%
Circularity Mostly missing (often only lateral A must in [HC2+/3+
in IHC2+/3+)
(F)ISH analysis Cell number 20 cohesive tumor cells showing 20 cohesive tumor cells showing
highest gene count highest gene count
(add 20 new if ratio 1.8-2.2) (add 20 new if ratio 1.8-2.2)
Amplification Ratio=2.0 Ratio=2.0 (=2.2)*

HER2 positivity Tumor type About 30% of intestinal-type GC 15-25% of ductal type (G2/G3);
about 15% of mixed-type almost never in subtypes such
about 5% of diffuse type as lobular, medullar and ductal

(signet ring type typically negative) Gl
Tumor location About 30% at cardiac/ GE-junction No correlation
about 15% of gastric cancer
Patient selection FISH vs. IHC IHC more predictive than FISH: FISH/IHC equally predictive:

[HC primary test” FISH only if [HC2+

Como ja mencionado, a heterogeneidade da superexpressao de Her-2 &
um fendmeno frequente no CG. Portanto, biopsias gastricas, embora adequadas
para o diagndstico de carcinoma, ndo poderiam ser representativas de areas
superexpressas de Her-2. As diretrizes de pontuacdo propostas tentam
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minimizar este problema diferenciando critérios de interpretacdo entre
espécimes cirdrgicos e material de biopsia: um grupo de 5 células neoplésicas
seria suficiente, quando 3 + de intensidade de coloracédo, para julgar um caso
positivo na biépsia (ALBARELLO et al., 2011) (Tabela 2).

Tabela 2 — Her-2 - critérios de pontuacio para o cancer gastrico (RUSCHOFF,
2012)

Score  Surgical specimen-staining pattern Biopsy specimen-staining pattern HER2 overexpression
assessment

0 No reactivity or membranous reactivity in -~ No reactivity or no membranous reactivity in any Negative
<10% of tumor cells tumor cell

1+ Faint/barely perceptible membranous Tumor cell cluster with & faint/barely perceptible Negative
reactivity in >10% of tumor cells; cells membranous reactivity irrespective of percentage
are reactive only in part of their membrane  of tumor cells stained

2+ Weak to moderate complete, basolateral, Tumor cell cluster with & weak to moderate complete, — Equivocal
or lateral membranous reactivity in >10%  basolateral, or lateral membranous reactivity
of tumor cells irrespective of percentage of tumor cells stained

3+ Strong complete, basolateral, or lateral Tumor cell cluster with a strong complete, basolateral, — Positive
membranous reactivity in >10% of or lateral membranous reactivity irrespective of
tumor cells percentage of tumor cells stained

A superexpressao de Her-2/neu esta correlacionada com comportamento
biol6gico agressivo e de progndstico reservado, apesar de alguns resultados
contraditérios. No entanto, praticamente todos os estudos tém indicado que a
superexpressdao de Her-2 estd fortemente associada com tumores bem
diferenciados ou tipo intestinal de Lauren, que geralmente tém prognostico
melhor do que os tumores indiferenciados ou do tipo difuso de Lauren (KIM et
al., 2011; YAN et al., 2011; MOELANS et al., 2011).

2.2.6.4 Aplicacdo no Cancer de Esbéfago

Os dados sobre a superexpressédo de Her-2 em CE séo variaveis, com a
maioria dos estudos mostrando a superexpressdao em 9%-60% dos casos,

enquanto que outros relatos falharam em observar essa expressao. As
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diferencas entre as taxas de superexpressao relatadas podem depender do
estagio da doenca, tipo histoldégico (adenocarcinoma ou carcinoma de células
escamosas), método e interpretacdo dos resultados de IHQ (MOELANS et al.,
2010; WEI et al., 2007).

A superexpressado do Her-2 nos CE é avaliada usando o mesmo sistema
de pontuacao do CG (WElI et al., 2007).

Analises de subgrupos, de acordo com o tipo histolégico, mostraram que
a superexpressdo e amplificacdo do Her-2 teve maior influéncia sobre o
progndéstico em pacientes com CCE, quando comparado com adenocarcinoma.
Tem sido sugerido que a sobrevida menor em pacientes positivos para Her-2
com CCE, pode ser devida ao aumento da resisténcia a terapia com radiacao e

quimioterapia baseada em cisplatina (CHAN et al., 2012).

A relacdo entre a expressdo do Her-2 e prognostico de pacientes com o
cancer de es6fago ndo é clara. A superexpressao de Her-2 se correlaciona com
a invasdo tumoral e metastase linfonodal, e, assim, indicaria pior prognéstico
(MOELANS et al., 2010).

O trastuzumab prolonga a sobrevida de pacientes com cancer da mama
metastatico positivos para superexpressao do Her-2. Da mesma forma,
pacientes que apresentam positividade para a superexpressao do Her-2 em
CCE do esbéfago também poderiam ser beneficiados do uso do trastuzumab
(KUWABARA et al., 2009). No entanto, devido a frequéncia da superexpressao
de Her-2 no CE ser baixa e extremamente variavel, e sua relagdo com o
prognostico ndo ser clara, o uso deste receptor como alvo para o tratamento do
CE tem papel limitado (WEI et al., 2007, MOELANS et al., 2010).

2.2.6.5 Aplicagcao no Cancer colorretal

Os dados relatados na literaturam mostram positividade para Her-2 em
CCR variando de 0% a 80%. Embora Her-2 tenha sido postulada como
marcador de prognostico biolégico para o CCR, existem dados conflitantes
sobre a prevaléncia da superexpressdo, bem como sua relagdo com o
prognéstico (PARK et al., 2007; LI et al., 2011).
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DEMIRBAS et al. (2006) relataram associacéo entre a superexpressao do
Her-2/neu e tamanho do tumor (>5 cm), grau de diferenciacdo e invaséo
vascular e linfatica, sugerindo que a superexpressdo da proteina desempenha
papel importante na progressao do CCR e, sendo assim, considerada como

indicador de progndstico independente (LI et al., 2011).

Por outro lado, Jesus et al. (2005) relataram que a expressdo do Her-
2/neu nao foi correlacionada com o sexo, a idade, a diferenciacédo do tumor,
localizagdo do tumor primario e sobrevida global, indicando que a expressao nao
desempenharia papel importante no tratamento terapéutico do CCR (LI et al.,
2011).

H& varias razdes possiveis para discrepancias entre os estudos até o
momento. O motivo mais provavel para os resultados divergentes € a falta de
consenso do sistema de pontuacdo utilizado para avaliar a superexpressao da
proteina (LI et al., 2011).

Portanto, ainda ndao ha, na literatura, consenso sobre o uso do

trastuzumab em pacientes com CCR.
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3. METODO

3.1 Selecédo dos casos

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) — Protocolo No. 0310.0.203.000-
11 (Anexo 1). Trata-se de estudo transversal de uma série de espécimes obtidos
por DES de 30 pacientes com neoplasias do TGI, submetidos a este
procedimento no Setor de Endoscopia do Instituto Alfa de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas (HC) / UFMG.

A selecdo dos casos foi realizada inicialmente a partir da analise
retrospectiva de 18 laudos do arquivo do Laboratério de Anatomia Patolégica do
Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG), HC/UFMG no periodo de 2008 a 2010

e acrescida de 12 casos colhidos prospectivamente em 2011 e 2012.

A avaliacdo anatomopatolégica foi feita de acordo com protocolo
desenvolvido para este estudo com o objetivo de padronizar as anélises macro e
microscoOpicas de todos os espécimes obtidos por DES realizadas em pacientes
com cancer precoce do TGI (Anexo 2).

Os espécimes de resseccdo endoscoOpica foram estirados e fixados
adequadamente com alfinete em placa de isopor pelo endoscopista assistente
logo apos o procedimento endoscopico. Todas as amostras retiradas das pecas
de DES para o estudo histopatoldgico, haviam sido fixadas em placa de isopor
com alfinetes, imersa em frasco em formol P.A. a 10% e processadas no
laboratério, estando incluidas em blocos de parafina. Durante a realizacdo da
macroscopia foi realizada a marcagdo da face cruenta do espécime com tinta
nanquim, cortes seriados de 2mm de espessura e todo o material foi submetido

a processamento histologico.

Os critérios para a inclusédo no estudo foram:
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e Dados clinicos e amostras representativas de tumor disponiveis em
blocos de parafina no arquivo do Laboratorio de Anatomia Patolégica
do Instituto Alfa de Gastroenterologia, HC/UFMG

e Casos com laminas e blocos de parafina disponiveis para reavaliacdo
e em bom estado de conservacao;

e Produtos de DES com resultado anatomopatolégico de neoplasia

maligna do TGl.

Os casos cujas amostras remanescentes nos blocos de parafina,
arquivados no Servico de Anatomia Patologica do IAG do HC/UFMG, foram
insuficientes para representacdo adequada das lesdes neoplasicas nos estudos
a IHQ com os marcadores propostos ou que nao tinham representacdo de

neoplasia maligna foram excluidos do estudo.

Os dados clinico-patolégicos como género, idade dos pacientes ao
diagnéstico e topografia do tumor foram obtidos a partir do banco de dados e da
revisdo dos laudos anatomopatolégicos.

3.2 Estudos morfol6égicos dos tumores primarios

Foi realizada revisdo histopatologica das laminas coradas em HE, com
amostras significativas da neoplasia provenientes dos blocos de parafina
disponiveis. As caracteristicas gerais do tumor primario analisadas foram: a
classificagdo histolégica do tumor segundo a OMS, o grau histolégico de
diferenciacéo, a classificacdo do tipo, margens laterais e profundas, IVS e IVL e
a profundidade do tumor.

3.3 Estudo imuno-histoquimico
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A selecdo dos blocos para estudo IHQ foi feita apdés a revisdo
histopatolégica das laminas coradas pelo HE dos casos em estudo. Com base
nessa revisdo, foram escolhidas aquelas laminas representativas das areas
tumorais mais preservadas e com a maior concentracdo de vasos. A partir dos
blocos de parafina correspondentes foram realizados cortes histologicos
seriados de 4 um de espessura que foram colocados sobre laminas silanizadas.
Os cortes histologicos foram entdo desparafinizados e desidratados por

tratamento em xilol e alcool.

Foram utilizados anticorpos monoclonais D2-40 (marcador especifico do
endotélio linfatico), CD34 (marcador pan-endotelial), Ki 67 (marcador de

proliferagéo celular) e Her-2/neu, detalhados no quadro 1.

Quadro 1 — Anticorpos utilizados no estudo imuno-histoquimico.

N
ANTICORPO CLONE  TIPO DILUICAQ ﬁﬁﬁg‘éﬁ?&? FABRICANTE
Ki-67 MIB1 Monoclonal  1:100 EDTA(ph=9) Dako, US
D2-40 D2-40 Moriocloral.  “4:40 Citrato (ph=6)  Dako, US
CD34 QBEND/10 Monoclonal  1:20 EDTA (ph=9) Biogenex, US

Her-2/neu CB11 Monoclonal 1200 e Novocasstra, UK

A técnica IHQ utilizada foi do polimero com amplificacdo de acordo com o
método preconizado pelo Manual de Imuno-Histoquimica da Sociedade
Brasileira de Patologia (SBP) (ALVES et al., 1999).

Todas as laminas foram submetidas ao pré-tratamento em solucao
tampédo a 98°C em panela a vapor por 20 minutos, para recuperacao antigénica,
exceto as cujo anticorpo a ser pesquisado fosse o Her-2/neu. Foram realizados
bloqueios da peroxidase enddgena, por 15 minutos cada. Os anticorpos
primarios D2-40, CD34, Ki 67 e Her-2/neu foram incubados por 30 minutos em

temperatura ambiente.

A revelacdo das laminas foi feita pela diaminobenzidina (DAB). A
coloragdo de fundo foi feita com hematoxilina de Harris. Controles negativos
consistiram na substituicAo dos antissoros primarios por imunoglobulinas de

coelho ou cabra da mesma classe dos anticorpos primarios.
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3.4 Avaliagdo da invasé&o vascular

Em cada caso, foi analisado todo o corte histologico buscando ativamente
a identificacdo de IVL e IVS nas laminas do tumor primario coradas em HE e
pela IHQ. Essa avaliagdo foi realizada nas areas intratumorais e peritumorais
utilizando o aumento de 200x, com andlise separada e depois simultanea por
dois observadores em microscopio de dupla observacdo, sem conhecimento dos

dados clinico-patolégicos.

3.4.1 Avaliacao de invasao vascular pela coloracao de HE

A presenca de IVS ou IVL foi considerada apenas quando um émbolo de
células neoplasicas era claramente visualizado no interior de um limen vascular
revestido por endotélio evidente (Van Den EYNDEN et al., 2006).

N&o foi considerada como invasdo de vasos 0s ninhos de células
neoplasicas com artefato de retracdo, sem endotélio circunjacente evidente. A
IVS foi definida pela presenca de émbolos neoplasicos no lumen vascular
contendo hemacias, com ou sem musculo liso ao redor do endotélio. Para a
definicdo de IVL, os émbolos neoplasicos deveriam estar circundados por

endotélio evidente, sem hemacias ou musculo liso.

3.4.2 Avaliacao de invasao vascular pela coloracao de IHQ

Em cada caso, foram examinadas as laminas coradas pelos dois
marcadores imuno-histoquimicos (CD34 e D2-40), para avaliacdo da presenca de
IVL e IVS.

A IVS foi definida pela presenca de émbolos neopléasicos e heméacias no
limen vascular, com ou sem musculo liso ao redor do endotélio corado
positivamente para CD34. A IVS foi identificada quando a marcacao IHQ era
negativa para D2-40 e positiva para CD34, aliada a presenca de hemacias no
limen vascular. Para a definicdo de IVL, os émbolos neoplasicos deveriam ser
circundados por endotélio corado positivamente pelo D2-40, sem hemacias ou

musculo liso.
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3.5 Avaliacéo de indice de proliferacéo celular

Em cada caso foi analisado todo o corte histolégico buscando ativamente
a identificacdo da area tumoral com maior marcacéo pelo Ki 67 nas laminas do
tumor primario coradas pela IHQ. Apés a identificacdo destas areas a
mensuracao foi realizada utilizando o aumento de 400x, com analise simultdnea
por dois observadores em microscépio de dupla observacao, sem conhecimento
dos dados clinico-patolégicos.

3.6 Avaliacdo da superexpressédo do Her-2/neu

Em cada caso foi analisado todo o corte histolégico buscando ativamente
a identificacdo da area tumoral com marcacdo pelo Her-2/neu nas laminas do
tumor primério coradas pela IHQ. Essa avaliagdo foi realizada nas areas
intratumorais utilizando os aumentos de 50x, 100x e 400x com andlise
simultdnea por dois observadores em microscopio de dupla observacdo, sem

conhecimento dos dados clinico-patologicos.

3.7 Andlise estatistica

O banco de dados do estudo e todos os calculos estatisticos foram
realizados utilizando o programa estatistico SPSS Statistics 17.0 (SPSS, Inc,

Chicago, Ill). O valor de p considerado estatisticamente significativo foi de <0,05.

O coeficiente de Kappa de Cohen foi utilizado para verificar se a
concordancia entre os diferentes métodos de avaliagdo de invasao vascular
(IHQ e HE) foi puramente aleatéria (LANDIS e KOCH, 1977). O Quadro 2 revela
os valores do coeficiente de Kappa de acordo com a classificagcdo de Landis &
Koch. Para analisar a associacdo entre as variaveis categoricas (como a
presenca de IVS ou IVL, profundidade do tumor), o teste Qui-quadrado foi

aplicado.
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Quadro 2 — Resultados dos coeficientes de concordancia de Kappa de acordo
com a classificacao de Landis & Koch. FONTE: Landis e Koch (1977).

Valor do coeficiente de Kappa

Classificacdo da concordancia segundo
Landis & Koch

<0,20 Pobre
0,21a0,40 Fraca
0,41 a 0,60 Moderada
0,61 a0,80 Boa

> 0,80 Muito boa
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da amostra

4.1.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas dos casos

Todos os pacientes (30) foram submetidos a DES. A idade dos pacientes,
por ocasido do procedimento, variou entre 44 e 84 anos, sendo a média de
65,73 anos e o desvio-padréo 12,43. A mediana foi igual a 67,5 anos (Figura 5).

IDADE

57 Mean = 65,73
Stol. Dev. = 12,434
=30

Frequency

o T T T T T T
40 a0 5] 7o G0 a0

IDADE

Figura 5 — Média de idade dos pacientes.

Dezenove pacientes (63,3%) eram do sexo masculino e onze do sexo
feminino (36,7 %). Todos os tumores eram precoces, a maioria intramucosos (25
casos). A maioria dos tumores estava localizada na regido do eséfago (18
casos, 60,0%).



49

4.1.2 Revisao histopatolégica

A revisdo histopatologica dos 30 casos em estudo mostrou a seguinte
distribuicdo segundo a classificacdo da OMS: 16 casos de carcinoma de células
escamosas (53,3%), 13 adenocarcinomas (43,3%) e 1 carcinoma de células em

anel de sinete (3,3%).

Em relacdo a profundidade de invaséo na parede do 6rgédo 8 casos (26,7%)
atingiam a camada mucosa ao nivel ml(intra-epitelial), 8 (26,7%) m2 (lamina
prépria), 9 (30%) a muscular da mucosa (m3), 4 (13,3%) alcancavam a camada

submucosa em seu terco superior (sml) e 1 (3,3%) em seu terco médio (Sm2).

Quanto ao grau de diferenciacao, 5 casos (16,7%) eram bem diferenciados,
25 (83,3%) moderadamente diferenciados e nenhum foi classificado como pouco
diferenciado. As caracteristicas clinico-patoldgicas da amostra estao representadas

na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patolégicas da amostra

Dados clinicos-patolégicos N= 30 (100%)
Género

Masculino 19 (63,3)

Feminino 11 (36,7)
Topografia

Esbéfago 18 (60)

Estébmago 8 (26,7)

Reto 2 (6,7)

Colon 2 (6,7)
Tipo histolégico da OMS

Carcinoma de células escamosas 16 (53,3)

Adenocarcinoma 13 (43,3)

Carcinoma de células em anel de sinete 1(3,3)
Profundidade de invaséo

M1 8 (26,7)

M2 8 (26,7)

M3 9 (30,0)

Sml 4 (13,3)

Sm2 1(3,3)
Grau de diferenciacao

Bem diferenciados 5 (16,7)

Moderadamente diferenciados 25 (83,3)

Pouco diferenciados 0 (0)




50

4.2 Avaliacado de invasao vascular linfatica e sanguinea

4.2.1 Avaliacdo da invasdo vascular sanguinea e linfatica pelos
métodos de coloragédo de rotina (HE) e imuno-histoquimico

O endotélio dos vasos linfaticos foi delineado em marrom pelo marcador
D2-40 a coloracdo IHQ. A IVL foi claramente demonstrada a IHQ, em
comparacdo com a coloracdo por HE. O marcador CD34 foi positivo no endotélio
de vasos sanguineos e linfaticos, colorindo o contorno dos vasos em marrom. A
IVS foi identificada quando a marcacgéo IHQ era negativa para D2-40 e positiva
para CD34, aliada a presenca de hemacias no lumen vascular (Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografias de invasédo vascular linfatica e sanguinea detectadas pela
HE (seta) e IHQ. A: IVL HE (x400). B: IVL Marcagdo por D2-40 (x400). C: IVS
Marcacéo por CD34 (x400).
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A deteccéo de IVL foi consideravelmente maior que a de IVS. A presenca
de IVL foi detectada em 6/30 casos (20%) pela HE e em 9/30 casos (30%) pela
IHQ (Tabela 4). A IVS foi evidenciada em 5/30 casos (16,7%) pela HE e pela
IHQ em apenas 1 caso (3,3%) (Tabela 5).

Tabela 4 — Avaliagdo da invasédo vascular linfatica (IVL) pelos métodos de HE e

IHQ

IVL - HE
: — Total
Negativo Positivo
IVL - IHQ Negativo 18,0 3,0 21,0
Positivo 6,0 3,0 9,0
Total 24,0 6,0 30,0

Tabela 5 — Avaliacdo da invasao vascular sanguinea (IVS) pelos métodos de HE
e IHQ.

IVS — HE
: = Total
Negativo Positivo
Negativo 24,0 5,0 29,0
IVS — IHQ -
Positivo 1,0 0,0 1,0
Total 25,0 5,0 30,0

4.2.2 Comparacdo da eficacia dos meétodos de HE e IHQ na

identificagcdo de invaséo vascular

A comparacao entre a capacidade de deteccdo de invasao vascular pelos
meétodos de coloracdo pela HE e pela IHQ mostrou algumas diferencas. Em
relacdo a IVL, nado foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
valores encontrados (p=0,232). A presenca de IVS detectada pela IHQ foi menor
que a da HE (p=0,272). O coeficiente de Kappa para a concordancia diagnostica
entre ambos os métodos foi fraco para IVL (Kappa=0,211) e pobre para a IVS
(Kappa=0,167) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparacédo entre a concordancia diagndstica na deteccao de IVL e
IVS pela HE e pela IHQ

Avaliacao Avaliacéo a

Parametros 20 HE IHO Valor dep Kappa
Presenca de IVL 6 9

_ 0,232 0,211
Auséncia de IVL 24 21
Presenca de IVS 5 1

. 0,272 0,167
Auséncia de IVS 25 29

A analise da figura 7 mostra comparativamente a deteccdo de IVL pela
HE e a IHQ. Dentre os 6 casos com IVL detectada ao HE, 3 casos (50 %) nao
foram confirmados a IHQ. Em contrapartida, observamos IVL a IHQ em 6 casos
(25% dos casos negativos), que nao haviam sido previamente detectados pela

HE ao exame histopatoldgico.

COLORACAO -
HE COLORACAOIHQ
(pacientes) (pacientes)
~ Negativos=3
INVASAO Positivos=6
VASCULAR Positivos=3

LINFATICA

Negativos=18
Negativos=24
Positivos=6

Figura 7 — Comparacdo da eficacia entre HE e IHQ como métodos diagndsticos na
deteccdo de invasao vascular linfatica (IVL) em 30 casos de DES.
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A figura 8 representa a avaliacdo comparativa da deteccao de IVS pelos
métodos HE e IHQ. Foram detectados 5 casos de IVS ao HE, dos quais 5
(100%) nédo foram confirmados pela IHQ. Dentre os casos negativos ao HE, 1

caso de IVS (4%) foi identificado a IHQ.

COLORACAO HE COLORAGAO IHQ
(pacientes) (pacientes)
Negativos=5
INVASAO Positivos=5
VASCULAR Positivos=0
SANGUINEA

Negativos=24
Negativos=25
Positivos=1

Figura 8 — Comparacéo da eficacia entre HE e IHQ como métodos diagndsticos na
deteccao de invasao vascular sanguinea (IVS) em 30 casos de DES.
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Alguns exemplos de IVL ndo detectadas ao exame histopatoldgico
convencional (HE) estdo demonstrados na figura 9, bem como um caso em que

a IVL detectada ao HE nao foi confirmada pelo exame IHQ.

Figura 9 — Fotomicrografias de invasdo vascular linfatica detectada apenas pela IHQ e
de falsa invasédo vascular diagnosticada ao HE. A e B: IVL Marcacgéo por D2-40 (x400);
C: Falsa IVL HE (x400); D: Falsa IVL Marcacao por D2-40 (x400).
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4.2.3 Correlagcdo entre variaveis clinico-patolégicas e invaséo

vascular linfatica e sanguinea detectadas pela IHQ

A andlise de IVL detectada pelo exame IHQ, demonstrou relacdo

estatisticamente significativa com a profundidade do tumor nas camadas ml

(p=0,031) e m3 (p=0,047), quando comparadas com o0s demais niveis de

profundidade tumoral.

Néao foi observada correlacédo significativa entre a presenca de IVL e as

seguintes variaveis: género, topografia e tipo histolégico do tumor, assim como

grau de diferenciagédo. Os dados estdo demonstrados na tabela 7.

Tabela 7 — Correlacdo entre os parametros clinico-patolégicos e a presenca de

IVL detectada a IHQ

Parametros IVL (D2-40)
Negativo (%) Positivo (%) Valor de P
Género
Masculino 14 (73,69) 5(26,3)
. 0,563
Feminino 7 (63,6) 4 (36,4
Profundidade do tumor
M1 8 (100) 0(0) 0,031
M2 7 (87.,5) 1(12,5) 0,221
M3 4 (44,5) 5 (55,5) 0,047
SM1 2 (50) 2 (50) 0,366
SM2 0(0) 1(100) 0,129
Tipo histoldgico da OMS
Carcinomade células escamosas 12 (75) 4(25) 0,539
Adenocarcinoma 8(61,5) 5(38,5) 0,394
Anelde sinete 1 (100) 0(0) 0,522
Topografia do tumor
Esofago 14 (78) 4(22,2) 0,394
Estémago 4 (50) 4 (50) 0,160
Coldn 1 (50) 1(50) 0,539
Reto 2 (100) 0(0) 0,355
Grau de diferencia¢ido
Bem diferenciado 4 (80) 1(20) 0,822
Moderadamente diferenciado 17(68)

Pouco diferenciado

8(32) 0,608
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Em relacdo a presenca de IVS, todas as varidveis analisadas néo
mostraram correlacdo com a presenca de IVS. Os dados estdo demonstrados na
tabela 8.

Tabela 8 — Correlagédo entre os parametros clinico-patoldgicos e a presenca de
IVS detectada a IHQ

Parametros VS (CD 34)
Negativo (%) Positivo (%) Valorde P
Género
Masculino 19 (100) 0(0)
- 0,054
Feminino 10 (90,9) 1(9,1)
Profundidade do tumor
M1 7 (87,5) 1(12,5) 0,457
M2 8 (100) 0(0) 0,395
M3 9 (100) 0(0) 0,539
SM1 4 (100) 0(0) 0,581
SM2 1(100) 0(0) 0,795
Tipo histolégico da OMS
Carcinomade células 15 (93,75) 1(6,25) 0,925
escamosas
Adenocarcinoma 13 (100) 0(0) 0,850
Anel de sinete 1 (100) 0(0) 0,795
Topografia do tumor
Esofago 17(94,45) 1(5,55) 0,850
Estémago 8 (100) 0(0) 0,457
Colon 2 (100) 0(0) 0,708
Reto 2 (100) 0(0) 0,708
Grau de diferenciacao
Bem diferenciado 4 (80) 0(0) 0,122
Moderadamente diferenciado 24 (96) 1(4) 0,203

Pouco diferenciado - - -
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4.3 Avaliacdo do indice de proliferacédo celular

A analise do indice de proliferacdo celular detectada pelo exame IHQ (Ki
67), ndo demonstrou relacdo estatisticamente significativa com as variaveis
analisadas. No entanto observa-se um indice de proliferacdo celular maior nos
tumores que atingem a muscular da mucosa com uma média de 71,11% de
positividade para o Ki 67, quando comparados aos demais niveis de

profundidade tumoral analisados.

Quanto ao tipo histolégico, os adenocarcinomas apresentaram um indice
de proliferacdo tumoral maior, em média 65,38% de positividade para o Ki 67,
quando comparados aos demais tipos histolégicos (Figura 10). Os tumores
moderadamente diferenciados apresentaram uma média de 60,0% de

positividade para o Ki 67 e os bem diferenciados uma média de 52,50%.

Figura 10 — Fotomicrografias do indice de proliferacdo celular, por meio da marcacéo
pelo Ki 67. A: Adenocarcinoma (x50) e B: Carcinoma de células escamosas (x50).
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Quanto a topografia, os tumores localizados no reto apresentaram maior
indice de proliferacdo celular, média de 70%, quando comparados as demais

topografias. Os dados encontram- se na tabela 9.

Tabela 9 — Correlagdo entre os parametros clinico-patolégicos e a média do
indice de proliferacao celular detectada a IHQ

Para Ki 67
arametros Ki 67 % Valor de P
Género
Masculino 58,95
Feminino 56,36 0,626
Profundidade do tumor
M1 57,5 0,872
M2 48,75 0,263
M3 71,11 0,053
SM1 50 0,489
SMmi2 50 0,733
Tipo histolégico da OMS
Carcinomade células escamosas 52,5 0,214
Adenocarcinoma 65,38 0,167
Carcinomade células em anel de sinete 50 0,733
Topografia do tumor
Es6fago 56,11 0,482
Estémago 65 0,391
Colon 35 0,145
Reto 70 0,512
Grau de diferenciagao
Bem diferenciado 52,50 0,527
Moderadamente diferenciado 60 0,245

Pouco diferenciado - -
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4.4 Avaliacdo da superexpressdo da proteina Her-2/neu

Todos 0s casos mostraram-se negativos para a superexpressdo da

proteina Her-2/neu (Figura 11).

Figura 11 — Fotomicrografias do Her-2/neu. A: Adenocarcinoma (x400) e B: Carcinoma
de células escamosas (x400).
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5 DISCUSSAO

Este trabalho foi norteado pelo propdsito de aprimorar o estudo
anatomopatoldgico das neoplasias epiteliais precoces do TGl em espécimes
obtidos por DES.

No Brasil existem poucos servicos de endoscopia especializados, com

profissionais capacitados a realizar a DES.

Dentre as vantagens da DES evidencia-se a sua importancia em
proporcionar um espécime ressecado em monobloco de boa qualidade que
permita a avaliacdo anatomopatolégica adequada dos seguintes fatores:
dimensdes da lesdo, tipo histologico e grau de diferenciacdo da neoplasia,
profundidade de invaséo, presenca de émbolos de células neoplasicas em vasos
sanguineos e linfaticos e o status das margens cirargicas de ressecc¢ao laterais e

profunda.

A avaliacdo conjunta destes fatores possibilita o diagnostico mais preciso
da neoplasia além de melhor definicdo do progndstico e de condutas terapéuticas.

Além do mais, o produto de DES por ser um monobloco de dimensdes
consideraveis permite a realizacdo de cortes histoldgicos suficientes para
estudos imuno-histoquimicos com ampla gama de marcadores ja conhecidos,
como aqueles utilizados neste estudo, e possibilita a expansédo futura para
estudos adicionais de biologia molecular destas neoplasias, incluindo suas

bases genéticas.

Usualmente os espécimes sédo enviados ao laboratério de anatomia
patologica onde sé&o analisados de acordo com os procedimentos habituais da

patologia cirdrgica, via de regra, utilizando-se a coloracao de rotina pela HE.

Neste estudo foi introduzido padréo de avaliacdo anatomopatolégica mais
apurado realizada mediante protocolo especifico, desenvolvido para esta
pesquisa, por membros dos Servicos de Endoscopia e Anatomia Patologica do
Instituto ALFA de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG. A

importancia deste protocolo surgiu da necessidade de uniformizar as
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abordagens macroscépica e microscopica dos produtos de DES e padronizar o
laudo anatomopatolégico final. Portanto a utilizacdo deste protocolo serviu como
guia para analise e registro padronizado e sistematizado das caracteristicas
gerais das neoplasias precoces do TGI tais como: tipo histolégico, grau de

diferenciagéo e profundidade de invaséo.

Ademais, na analise histopatologica dos espécimes de DES é crucial

definir a existéncia ou auséncia de IVL ou IVS.

Portanto, nos 30 casos que compdem a casuistica deste trabalho,
adicionamos ao estudo histopatolégico padronizado ao HE o método IHQ, para
analise com maior sensibilidade e especificidade, de parametros de importante
significado prognéstico e determinantes na definicdo da conduta pés DES. Para
tal incorporamos ao protocolo a utilizacdo de marcadores para deteccao de IVL
e IVS (CD34 e D2-40), proliferacdo celular (Ki 67) e expressdo do Her-2/neu.
Todas as laminas obtidas dos 30 casos neste estudo coradas pela HE e IHQ

foram analisadas por trés observadores.

Neste trabalho, o grupo de 30 pacientes estudados refletiu o perfil
geralmente descrito na literatura para as neoplasias epiteliais do TGl quanto as
seguintes caracteristicas: a maioria dos pacientes era do sexo masculino

(63,3%) e com média de idade de 66 anos.

A andlise da distribuicdo topografica das neoplasias de nossa amostra
revelou que em 18 pacientes elas se localizavam no esbéfago (60,0%), em 8
(26,7%) no estdmago, em 2 no colén (6,7%) e em 2 no reto (6,7%). O
predominio de casos de DES do es6fago poderia ser explicado, em parte, pela
maior indicagdo deste procedimento para abordagem das neoplasias precoces
uma vez que a resseccao cirargica do 6rgdo apresenta altas taxas de morbidade
e mortalidade. Além disso, foi desenvolvido no IAG, estudo de rastreamento de
neoplasia superficial de células escamosas de es6fago em populacdo de alto
risco por meio da endoscopia digestiva transnasal e cromoendoscopia digital
(ARANTES, 2011).

A presenca de émbolos de células neoplasicas em vasos linfaticos e
sanguineos (IVL e IVS) tem sido demonstrada nas neoplasias epiteliais malignas

em diversos estudos notadamente nos carcinomas de origem mamaria, colorretal
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e gastrica (MAEHARA et al., 1995; SETALA et al., 1996; HYUNG et al., 2004;
NASU et al., 2006; TEZUKA et al., 2007; ISHII et al., 2009; KAMATA et al., 2009;
MORITA et al., 2009). Alguns destes estudos utilizaram métodos de coloracéo
pela HE e IHQ com marcadores especificos para células endoteliais e revelaram
maior taxa de deteccao de IVL a IHQ quando comparada ao HE (ARIGAMI et al.,
2005; SAKO et al., 2006; YONEMURA et al., 2006).

Em nosso estudo a pesquisa de invasdo vascular por células neoplasicas
no tumor primario foi realizada inicialmente ao HE, e posteriormente pelo método
IHQ, em cortes histolégicos seriados e sequenciais, utilizando a combinacéo de
dois marcadores: um deles pan-endotelial (CD34) e outro especifico para o

endotélio de vasos linfaticos (D2-40) para distinguir IVL de IVS.

Em relacdo a pesquisa de IVL, a utilizacdo dos métodos de coloracdo de
rotina pelo HE e IHQ, permitiu a comparacdo da efichcia entre ambos,
demonstrando que a deteccdo de IVL foi maior quando utilizado o método
imuno-histoquimico . A presenca de IVL foi detectada em 6 casos ao HE e em 9
casos pela IHQ. Este resultado € corroborado por diversos estudos registrados
na literatura reforcando assim a importancia do papel da IHQ na analise da
invasdo vascular em neoplasias avancada e precoces (ARIGAMI et al., 2005;
SAKO et al., 2006; YONEMURA et al., 2006; GRESTA, 2010). Esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa (p=0,232). Porém, quando avaliamos a
tabela de qui-quadrado 2x2, observamos que, embora a pesquisa de IVL ao HE
tenha sido positiva em 06 casos, em apenas 03 deles esta observacdo se
confirmou a IHQ. Deste modo percebemos que os 03 casos restantes, que
haviam sido classificados como positivos para IVL ao HE, eram portanto casos
falso-positivos. Em contrapartida, a andlise ao HE falhou em identificar 06 casos
de IVL, que a IHQ revelaram-se positivos. Se estes 06 casos ndo tivessem sido
submetidos a pesquisa de IVL a IHQ n&o seria possivel identifica-los como falso-
negativos. Estes resultados geraram um coeficiente de concordancia muito
baixo (Kappa=0,211) devido ao fato de que muitos casos foram falso-positivos e

falso-negativos.

E importante ressaltar que, na pratica rotineira do patologista, a analise

histopatoldégica das laminas coradas pelo HE, com o intuito de detectar IVL, esta
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sujeita a esses equivocos. Utilizando apenas esta coloracdo de rotina, o
patologista pode ndo ser capaz de distinguir artefatos de retragcdo ao redor de
agrupamentos de células ou glandulas neoplasicas de invasdo vascular
verdadeira. Esta dificuldade se verifica também em casos onde os émbolos
neoplasicos preenchem totalmente o lumen vascular, impossibilitando a sua
identificacdo sem a marcacao especifica do endotélio linfatico. Além do mais,
resultados falso-positivos para IVL podem ocorrer também gquando a presenca
de IVS for interpretada erroneamente como IVL ao HE. Essas discrepancias
foram também observadas em outras séries de estudos, enfocando
principalmente carcinomas géstricos (ARIGAMI et al., 2005; SAKO et al., 2006;
YONEMURA et al., 2006; GRESTA, 2010).

A presenca de IVL no tumor primario tem sido considerada fator de risco
independente para a ocorréncia de metastases linfonodais em diversos tipos de
neoplasia, sendo portanto, fendmeno essencial para a ocorréncia de metastases
linfonodais (PANTEL, BRAKENHOFF, 2004).

by

Em relacdo a avaliacdo de IVS nos cortes histologicos corados pelo
método de rotina HE, obtivemos 05 casos positivos. Porém a pesquisa a IHQ
nao confirmou a positividade observada ao HE em nenhum destes casos.
Portanto estes 05 casos correspondem a resultados falso-positivos para IVS ao
HE. Em contrapartida, dentre 25 casos considerados negativos para IVS ao
exame convencional pela HE, quando submetidos a IHQ, identificamos 01 caso
positivo para IVS, evidenciando-se assim um caso falso-negativo ao HE. Apesar
da evidente discordancia entre os achados ao HE e a IHQ em 06 casos (20%)
da amostra ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,272). Esse
viés poderia ser atribuido ao fato de que dentre estes casos alguns possam ter
sido erroneamente interpretados como IVS ao invés de IVL ou mesmo tratarem-
se de retracdo tecidual em torno de células neoplasicas na avaliacdo ao HE,
uma vez que esta coloracdo nao possibilita a distincdo adequada entre estes
fatores em todos os casos (Van Den EYNDEN et al., 2006).

Contudo o coeficiente de concordancia Kappa entre ambos os métodos
foi de apenas 0,167, evidenciando assim o grau de concordancia pobre entre o
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HE e a IHQ para pesquisa de IVS. Este resultado poderia ser justificado pelo
expressivo niumero de casos falso-positivos (5 em 30 casos).

A presengca de IVS nao se correlacionou com nenhuma das
caracteristicas clinico-patolégicas da neoplasia.

A IVL e IVS sdo parametros a serem analisados sistematicamente ao
exame histopatoldégico devido ao seu importante significado progndstico e
determinante na escolha da terapéutica complementar apés a DES. Portanto,
devem ser avaliados pelos métodos mais sensiveis e especificos disponiveis e

incorporados ao protocolo do exame histopatoldgico de rotina.

Nossos resultados mostram que a aplicacdo do método IHQ utilizando os
dois marcadores combinados (CD34 e D2-40) é superior na deteccdo de IVL e
IVS, quando comparada a coloracdo de rotina pela HE, podendo ser de grande
valor na pratica clinica, especialmente nos casos de neoplasias precoces
retiradas por DES onde ndo € possivel determinar o estadiamento linfonodal.
Esta informacdo € ainda mais relevante quando existe invasdo da camada
muscular da mucosa ou do ter¢o superficial da camada submucosa (sml) nos
produtos de DES do eso6fago, visto que a coexisténcia de IVS ou IVL nesta
situacdo eleva de forma significativa o risco de metastase linfonodal (19,6%)
(FUJISHIRO, 2008; REPICI et al., 2010).

A analise da profundidade da invasdo tumoral na parede dos 6rgdos
mostrou que a maioria de neoplasias precoces do TGI abordadas neste estudo
eram tumores intramucosos (83,3%) e submucosos superficiais (13,3%)
demonstrando, portanto, que praticamente todos o0s casos preenchiam os
critérios preconizados para indicacdo da DES. Somente um caso (3,4%) atingia
o terco médio da camada submucosa (Sm2) o que foi evidenciado apenas a

analise histopatoldgica.

E interessante assinalar que, em nosso estudo, obtivemos correlagéo
estatisticamente significativa entre a profundidade de invasao tumoral (m1 e m3)

e a presenca de invasao vascular linfatica (p=0,031 e p=0,047).

De modo geral acredita-se que nos casos de carcinomas precoces, ha
menor probabilidade de ocorréncia de invasao neoplasica em vasos sanguineos

e linfaticos. Entretanto, estudos sobre a densidade da rede linfatica na parede
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dos 6rgdos do TGI, em especial na parede gastrica normal, atestam que a
concentragdo de vasos linfaticos é consideravelmente maior na muscular da
mucosa, camada que pode estar infiltrada nas neoplasias chamadas precoces
(SAKO et al., 2006). Estes estudos corroboram o resultado estatisticamente
significativo que obtivemos entre a correlacdo da profundidade da invasédo

tumoral e IVL na camada m3.

A correlacéo estatisticamente significativa de profundidade de invasao
tumoral na camada m1 e IVL deve-se ao fato de néo ter casos positivos para IVL
nesta camada por tratarem-se de neoplasias restritas ao epitélio (in situ).

A correlagdo entre proliferag@o celular, avaliada neste estudo a IHQ com
o marcador Ki 67, e profundidade de invasao tumoral mostrou que as neoplasias
gue se encontravam nas camadas m1l e m3 apresentaram 0s maiores indices de
proliferacéo celular (57,5% e 71,1%), quando comparadas as demais camadas.
Este resultado paradoxal pode ser explicado porque 25 dos 30 casos estudados
eram representados por neoplasias intramucosas (83,3%) contra apenas 5

casos nos quais a neoplasia atingia a camada submucosa (16,7%).

A analise da superexpressdo da proteina Her-2/neu a IHQ revelou-se
negativa em todos os 30 casos do nosso estudo. Este resultado era esperado ja
gue nossa casuistica € composta exclusivamente por neoplasias precoces do
TGI e ndo por neoplasias avancadas que, por apresentarem maior agressividade
exibem, com maior frequéncia, a superexpressao desta proteina. Entretanto,
resolvemos incluir a pesquisa da superexpressdo da proteina Her-2/neu neste
estudo porque, até o presente momento, ndo ha, na literatura, relatos de séries
de casos de neoplasias precoces do TGI, submetidas a DES, nos quais esta
pesquisa tenha sido feita.

Ainda ndo estd completamente esclarecida, nos trabalhos publicados na
literatura, a relacdo entre a superexpressdo do Her-2 e o prognéstico de
pacientes com carcinoma de es6fago. Tem sido sugerido que pacientes com
carcinoma de células escamosas esofagicas, positivos para Her-2 apresentem
menor taxa de sobrevida porque estes tumores tem, de modo geral, maior
resisténcia a terapia com radiacdo e quimioterapia baseada em cisplatina

(CHAN et al., 2012). Portanto, o uso deste receptor como alvo terapéutico para o
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tratamento do carcinoma de es6fago tem papel limitado devido aos seguintes
fatores: a frequéncia da superexpressao de Her-2 no cancer esofagico ser baixa
e extremamente variavel e sua relacdo com o progndstico néo ser ainda definida
(WEI et al., 2007; MOELANS et al., 2011).

Estudo anterior demonstrou que em relacdo CG o status Her2-positivo
parece estar associado a pior prognostico, evolucdo mais agressiva e, portanto,
menor sobrevida (RUSCHOFF et al., 2010). Esta observacdo justificaria, pelo
menos em parte, o resultado obtido em nosso estudo: os 08 casos de carcinoma

gastrico foram negativos por se tratarem de neoplasias precoces.

No que diz respeito ao carcinoma colorretal, embora Her-2 tenha sido
postulado como marcador de progndstico biolégico, existem dados conflitantes
sobre a prevaléncia da superexpressao desta proteina, bem como sua relacao
com o prognéstico (PARK et al., 2007; LI et al.,, 2011). Em nosso estudo nos
quatro casos de carcinoma colorretal analisados n&o observamos a

superexpressao de Her-2/neu.

Compete ao endoscopista selecionar adequadamete o caso em que a
DES esteja bem indicada ap6s efetuar estadiamento pré-operatorio minucioso.
Durante o procedimento de resseccdo, € crucial estudar bem a lesdo com
recursos de cromoscopia e magnificacdo e definir os seus limites, bem como
delinear a margem de resseccao. O endoscopista deve realizar e técnica com
esmero, evitando coagulacdo excessiva, bem como fragmentacédo do espécime,
e respeitando-se as margens de resseccdo. Finalmente, apds a extracdo da
peca, é fundamental que a mesma seja estirada em placa de isopor, fixada com
alfinetes, imersa em frasco proprio preenchido com solucéo de formalina a 10%

e enviada ao laboratério de anatomia patoldgica.

Ressalta-se, ainda, que tdo importante quanto a atuacédo do endoscopista
na realizacdo da DES € o papel do patologista no manejo adequado dos
espécimes obtidos. A abordagem destes espécimes deve ser feita de maneira
sistematizada e padronizada segundo protocolo especifico e inclui todas as
etapas do exame anatomopatolégico macro e microscopico. Durante a
realizacdo da macroscopia o patologista deve fazer a marcacdo da face cruenta

com tinta nanquim, cortes seriados de 2mm de espessura e submeter todo o
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material para processamento histologico. Ao exame microscopico devem ser
avaliados, tipo histolégico e grau de diferenciacdo da neoplasia, profundidade da
invasdo tumoral, presenca de émbolos de células neoplasicas em vasos
sanguineos e linfaticos e o estado das margens de resseccao laterais e
profunda (FUJISHIRO, 2008).

Até o presente momento, ndo ha nenhuma modalidade de exame de
imagem capaz de avaliar adequadamente a presenca de metéstases linfonodais
nos carcinomas precoces do TGl.

Assim, quando estas neoplasias sdo submetidas a DES, o estadiamento
pelo sistema TNM, no que diz respeito ao N, fica comprometido uma vez que néo

pode ser realizado de forma absolutamente confiavel por métodos de imagem.

Nesses casos 0 estadiamento do linfonodo pode ser inferido pela
avaliacdo de alguns parametros ou fatores que estdo relacionadas a maior
ocorréncia de metastases linfonodais: tipo histolégioco da neoplasia,
profundidade da invasédo tumoral na parede do 6rgao, dimensdes da lesao, grau
de diferenciacdo e a presenca de IVL. Dentre estes fatores a presenca de IVL é
o fator preditivo mais significativo para a ocorréncia de metastases linfonodais
(AN et al., 2007).

Este estudo indica que a andlise histopatoldgica dos produtos de DES
realizando exclusivamente a coloracédo de rotina HE, como usualmente ocorre,

nao permite a avaliacdo adequada da presenca de IVS ou IVL.

A definicdo precisa de IVS ou IVL € um dado essencial para definir o
potencial curativo da DES em cada caso e direcionar a conduta subsequente que
poderd ser apenas o0 acompanhamento endoscOpico daqueles pacientes
considerados tratados curativamente ou mesmo o redirecionamento dos demais
pacientes para procedimentos terapéuticos complementares como quimioterapia,
radioterapia, linfadenectomia regional ou até mesmo ressecc¢ao cirurgica do 6rgao
(KIM et al., 2012).

O presente estudo contribuiu para ampliar e refinar o protocolo de
abordagem histopatologica dos produtos de DES, demonstrando a importancia
da inclusédo rotineira de estudos imuno-histoquimicos para pesquisa de IVS e

IVL (CD34 e D2-40) em adicdo ao estudo detalhado pela coloracdo HE. A
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pesquisa dos marcadores de proliferagdo celular (ki67) e superexpressao da
proteina Her-2/neu ndo se mostraram relevantes nesta série, sendo necessarios
maiores estudos para definir a real necessidade da pesquisa destes marcadores

neste contexto.

A avaliacdo histopatolégica conjunta ao HE e a IHQ com CD34 e D240
possibilita a obtencdo de todas as informacgdes cruciais que possam ser
extraidas do produto de DES resultando no aprimoramento do estadiamento da

neoplasia.
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6. CONCLUSOES

e A andlise macroscOpica e microscopica sistematizada dos espécimes
de DES feita mediante protocolo padronizado permite diagnéstico mais

aprimorado das neoplasias precoces do TGI.

e O aprimoramento do diagndstico nos espécimes de DES possibilita
melhor definicAo do prognédstico, constituindo uma das ferramentas

gue norteiam o acompanhamento e conduta pos-DES.

e A deteccdo de IVL e IVS, apresenta maior acuidade a IHQ quando

comparada a coloracao de rotina pelo HE.

e A evidéncia de IVL e IVS comprovada a IHQ, nos espécimes de DES,

pode indicar a necessidade de condutas terapéuticas complementares.

e A presenca de IVL se correlaciona com a profundidade de invasao
tumoral na parede dos 6rgados do TGI, em especial nas neoplasias que

atingem as camadas ml e m3.

e As neoplasias precoces do TGl restritas a mucosa submetidas a DES

ndo superexpressam a proteina Her-2/neu
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PERSPECTIVAS

Este trabalho de dissertacdo foi concluido, para efeito de defesa do
mestrado, incluindo-se os 30 primeiros casos consecutivos de DES realizados no
Servi¢o de Endoscopia do IAG/HC/UFMG.

Porém, o estudo tem se mantido em andamento uma vez que todos 0s
espécimes de DES, realizados apds o fechamento da presente casuistica,
continuam e continuardo sendo sistematicamente analisados, macro e
microscopicamente, no Servico de Anatomia Patoldégica do IAG/HC/UFMG,
mediante protocolo padronizado, exatamente como 0 proposto para este estudo.

O protocolo inclui a pesquisa de IVL e IVS e de proliferacado celular (Ki67) a IHQ.

Acreditamos que uma casuistica maior podera corroborar, ainda mais, 0s

resultados obtidos.

Além do mais, estudos clinicos poderiam ser conduzidos comparando o
tempo de sobrevida livre de doenca nos pacientes submetidos a DES, na
presenca e auséncia de IVL ou IVS comprovadas a IHQ. Outros estudos clinicos
poderiam ainda comparar o tempo de sobrevida dos pacientes submetidos a DES

com IVL e/ou IVS submetidos ou ndo a terapéutica complementar.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Aprovacao do trabalho pelo COEP - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0310.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral
Depto. de Anatomia Patolégica e Medicina Legal
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de setembro de 2011, apds atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Importancia do estudo
imuno-histoquimico no estadiamento das neoplasias precoces do
trato gastrointestinal submetidas a dissec¢io endoscépica da
submucosa (DES): andlise da invasdo vascular sanguinea e
linfatica, indice de proliferacdo celular e expressio celular e
expressdao do Her-2/neu e sua correlacio com caracteristicas
anatomo-patolégicas destas neoplasias” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto.

Profa--Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 1I - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 ~ BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufing.br




ANEXO 2 - Protocolo aplicado no estudo

PROTOCOLO DE PESQUISA Data

- Nome - N Bidpsia

- Idade - Sexo - Registro

- Biopsia prévia - N Endoscopia

- Amostra recebida com representacao até
tLamina propria t Muscular da mucosa
tSubmucosa t Muscular propria

- Topografia do tumor
tEstbmago tEso6fago t Duodeno
tColdn tReto t Outro

- Tipo Histoldgico

81

- Grau de Diferenciacéo
t Bem diferenciado tModeradamente diferenciado 1 Pouco diferenciado

- Tamanho do tumor

- Margens

- Lateral tpresente - Profunda tpresente

tausente tausente

- Invasao

- Perineural tpresente - Vascular sanguinea tpresente

tausente tausente
- Vascular Linfatica tpresente
tausente

- Medidas

- Espessura total do fragmento (EST)

- Profundidade do tumor (PT)

- Profundidade do tumor na mucosa (PTM)

- Menor margem cirargica (MMC)

- Maior dimensao do tumor (MDT)

- Medida endoscopica do espécime

- Marcadores Imuno-histoquimicos

- Her2 fpositivo - CD34 fpositivo
negativo t negativo

- D2-40 positivo - Ki67 falto
negativo t moderado

tbaixo



ANEXO 3 - Declaracéo de aprovacao

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av Prol Alfredo Halena f90/Mala S33
Belo Hoteanse - MG CEP 101 30- 100
[oeg (U511 3309 9041 FAX: (1) Mom Y61
ppnmedacimt i e

DECLARACAO

A Comissao Examinadora, abaixo assinada. composta pelos professores
doutores: Ménica Maria Demas Alvares Cabral, Vitor Nunes Arantes, Paulo
Roberto Savassi e Claudio Rolim Teixeira, aprovou a defesa da dissertagao
intitulada: “IMPORTANCIA DO ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO NO
ESTADIAMENTO DAS NEOPLASIAS PRECOCES DO TRATO
GASTROINTESTINASUBMETIDAS A DISSECCAO ENDOSCOPICA DA
SUBMUCOSA (DES): ANALISE DA INVASAO VASCULAR SANGUINES
E LINFATICA, INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO
DO HER-2/NEU E SUA CORRELACAO COM CARACTERISTICAS
ANATOMO-PATOLOGICAS DESTAS NEOPLASIAS” apresentada pela
mestranda NAYZE LUCENA SANGREMAN ALDEMAN, para obten¢ao do
titulo de Mestre em Patologia, pelo Programa de Pés-Graduagao em Patologia
- Area de Concentragdo em Patologia Investigativa, da Universidade Federal
de Minas Gerais, realizada em 30 de outubro de 2012.

Moo, QOO Cadong
Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral
Orientadora

/ ”
) 4 A\ y
, pm%l@i‘u&\es Arantes
Coorientador

-

A a3

Prof. Paulo Roberto Savassi Rocha

< .-
Prof, Clé,

dio Rolim Teixeira
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ANEXO 4 — Ata da defesa

FACULDADE OE MEDICINA z
CENTRO DE POS-GRADUACAQ
AY, Frof Alfiedo Batena V00 - sala 542

73 Balo frorannie - M- CFP 30 130.100
Fone (031 J405.9041  FAX: 1))y 34000840

PRI IREAR. TS UFANG

ATA DA DEFESA DE DISSERTAGAQ DE MESTRADC de NAYZE LUCENA SANGREMAN
ALDEMAN, n® de registro 2011655830 As quatorze horas do dia 30 de novembro de dois mil
e doze, reuniu-se no Instituto Aifa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da
UFMG, a Comissdc Examinagora de defesa de dissertagdo. Indicada pelo Colegiado do
Programa de Pés-Graduagéic em Patologia da UFMG, para julgar, em exama final, o trabalho
intitutade; “IMPORTANCIA DO ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO NO ESTADIAMENTO DAS
NEOPLASIAS PRECOCES DO TRATO GASTROINTESTINASUBMETIDAS A DISSECGAO
ENDOSCOPICA DA SUBMUCOSA (DES): ANALISE DA INVASAO VASCULAR SANGUINES
E LINFATICA, INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DO HER-2/NEU E
SUA CORRELAGAO COM CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS DESTAS
NEOPLASIAS" requisito final para a obtenglo do grau de Mestreé em Patologia. pelo Programa
de Pés-Graduagdo em Patologia da UFMG - Area de Concentragéo em Patologia Investigativa.
Aprindo a sesso, a Presidente da ComissBo, Profa Mébnica Mara Demas Alvares Cabral, apés
dar & conhecer a0s presentes 0 teor das normas regulamentaras do trabalho final passou a
palavra & candidata para spresentacds do seu trabalho Seguiu-se a arguigdc pelos
axaminadoras com 3 respectiva defesa d¢a candidata Logo apds, @ Comiss@o se reuniu sem a
presanga da candidata e do publico para julgamento e expedicéo do resultado final Foram

g

atripuldas as seguintes indicagdes
Prota. Monica Maria Demas Awvares CabraliOrientagora  Instituicle UFMG  Indicaco (i i
Prof Vitor Nunes Arantes/Coorientacor insttuicdo: UFMG  Indicagso = I #awr ik
Prot, Paulo Roberto Savassi Rocha Instituicho: UFMG  Inaicacsio Cpravedia
Prot, Claudic Rolim Texeira instituiclo: FUGAST  Ingcaclo: 47 e vAA

Pelas indicagbas. a candidata foi consideraca

O resultado final fol comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comissdo.
Nada mais havendo a tratar. 2 Presidente encerrou a reuniao e lavrou a presente ATA, que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora Belo
Horizonte, 30 de novembro de 2012

f . £ l'
Profa.MbniceMaﬂaDomnAlvaresCabﬂi AUGNAACey SAAYTE (L2 e

Prof. Vitor Nunes Arantes /5*3@-" AU
N A [
Prof Paulo Roberto Savassi Rocha bM[ [

A ———

L .
Prof. Claudic Rolim Teixeira ——m e e

Profa. Rosa Maria Estaves Arantes (Caordenadora) ~ $ -

Obs,; Este documanto ndo terd validade sem a assinatura ¢ carimbo do Coordenador.
Srola. muz E-M-':
vy Paologle
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