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RESUMO

No mundo, a cada ano sédo diagnosticados cerca de 1.200.000 casos de cancer
colorretal. Pacientes com doenca em estagio inicial, sem linfonodo metastatico,
evoluem com recorréncia ou recidiva do tumor em até um quarto dos casos, por
provavel subestadiamento. O objetivo € pesquisar sobre linfonodo-sentinela em
pacientes com adenocarcinoma de célon, comparando as técnicas in vivo e ex
vivo utilizadas na sua identificacdo, e detalhar o exame anatomopatolégico com
multisseccdo e imunoistoquimica desses linfonodos. Foram estudados 33
pacientes submetidos a cirurgia oncoldgica curativa. O marcador utilizado para
identificacdo de linfonodo-sentinela foi o corante azul patente. Em 18 deles o
corante foi injetado in vivo na subserosa peritumoral e em 15 foi injetado ex vivo
na submucosa peritumoral. A identificagdo visual de linfonodo-sentinela com o
corante foi possivel in vivo em 72,2% e ex vivo em 33,3% dos pacientes. Na
andlise histopatologica de rotina, a sensibilidade para deteccdo de metéstases
nos linfonodos-sentinela foi de 66,7% in vivo e de 100% ex vivo; e o falso-
negativo foi de 33,3% no grupo in vivo e zero no grupo ex vivo. Entre os pacientes
sem metastases pelo exame histopatolégico de rotina com hematoxilina-eosina, o
exame com multissecgdo e imunoistoquimica dos linfonodos-sentinela
diagnosticou metastase em um (9%) individuo do grupo in vivo e em um (14,3%)
do grupo ex vivo, sendo considerados reestadiamentos. Concluiu-se que na
identificacdo de linfonodo-sentinela a pesquisa in vivo obteve melhores resultados
que a ex vivo. O diagnostico de metastases pela histopatologia de rotina foi
proporcionalmente o0 mesmo nos linfonodos-sentinela e nos ndo sentinela. As
técnicas anatomopatolégicas de multisseccdo e imunoistoquimica aprimoraram o
estadiamento dos tumores em relacéo ao exame histopatologico de rotina.

Palavras-chave: Linfonodo-sentinela. Ex vivo. In vivo. Céancer colorretal.
Metastases.



ABSTRACT

Each year, approximately 1,200,000 cases of colorectal cancer are diagnosed
worldwide. Patients with early-stage disease, without lymph node metastatic,
evolve with tumor recurrence or relapse in up to a quarter of cases, likely due to
understaging. The objective is to research sentinel lymph nodes in patients with
colon adenocarcinomas, comparing in vivo and ex vivo techniques used in their
identification, and to detail anatomical-pathological examination, with multisection
and immunohistochemistry, of these Ilymph nodes. Thirty-three patients
undergoing curative cancer surgery were studied. The marker used to identify
sentinel lymph nodes was patent blue dye. In 18 of these patients, the dye was
injected in vivo into the peritumoral subserosa, while with 15 patients, it was
injected ex vivo into the peritumoral submucosa. The visual identification of
sentinel lymph nodes with the dye was possible in 72.2% of the in vivo cases, and
in 33.3% of the ex vivo cases. In routine histopathological analysis, the sensitivity
for detection of metastases in sentinel lymph nodes was 66.7% in vivo, and 100%
ex vivo, false-negatives were 33.3% for the in vivo group, and zero ex vivo. Among
patients without metastases by routine histopathological examination with
hematoxylin-eosin, examination with multisection and immunohistochemistry of
sentinel lymph nodes diagnosed metastases in one (9%) subject from the in vivo
group and in one subject (14.3%) from the ex vivo group, leading to a
consideration of restaging. We conclude that in the identification of sentinel lymph
nodes, in vivo research yielded better results than the ex vivo approach. The
diagnosis of metastases by routine histopathology was proportionally the same in
sentinel and non-sentinel lymph nodes. The antomical-pathological techniques of
multisection and immunohistochemistry improved the staging of tumors, compared
to routine histopathological examination.

Keywords: sentinel lymph node. Ex vivo. In vivo. Colorectal cancer. Metastases.
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O céncer colorretal tem incidéncia mundial de 1,2 milhdo de casos ao ano
e no Brasil é de aproximadamente 26.000 casos, segundo dados da Organizacéo
Mundial da Saude (WHO, 2008; INCA, 2012). Nos tumores colorretais a principal
via de disseminacdo é a linfatica. Assim, tanto o estadiamento quanto o
prognostico do paciente baseiam-se, também, no acometimento linfonodal. Dessa
forma, o tratamento cirdrgico consiste em remover em bloco a neoplasia com
margens amplas e o mesentério que contém o tecido linfatico (GORDON et al.,
1999).

O aprimoramento das técnicas de diagndéstico de metastase linfonodal tem
importancia para o tratamento adequado do paciente com cancer colorretal. Nos
casos em que sdo diagnosticadas metastases linfaticas, a quimioterapia
adjuvante aumenta a sobrevida e o tempo livre de doenca (WOLMARK et al.,
1996). Quando ocorre falha desse diagnostico, os pacientes sao considerados
estadio inicial e, a luz do conhecimento atual, ndo h& indicacdo de terapia
adjuvante. Nesses casos, a incidéncia de Obito em cinco anos devido a
recorréncia local do tumor ou metastase a distancia ocorre em até 25% dos
pacientes (SAHA et al., 2004a).

O linfonodo-sentinela é definido como o primeiro a receber drenagem
linfatica do tumor e o mais provavel de conter metastases (MORTON et al., 1992).
A pesquisa desse linfonodo é rotina no tratamento do cancer de mama e do
melanoma, entretanto, para outros tumores esse método ainda carece de
estudos. Nos tumores colorretais, a técnica in vivo é factivel e muito utilizada
(BRAAT et al., 2005), mas ha menos experiéncia com a técnica ex vivo (WONG et
al., 2001). No Brasil, ainda ndo h& publicacdo sobre o método ex vivo, sendo esse
um dos motivos deste estudo.

A falha no estadiamento estimulou-nos a realizar pesquisas sobre
identificagdo e estudo pormenorizado dos linfonodos mais provaveis de conter
metastases, denominados sentinela. Dessa forma, decidimos comparar as
técnicas de identificagdo de linfonodo-sentinela in vivo e ex vivo e aprofundar em
pesquisas relacionadas ao diagnostico das metastases linfonodais utilizando
histopatologia de rotina, multisseccdo e imunoistoquimica, com possibilidade de
estadiamento mais confiavel e de tratamento mais adequado, com vista ao

aumento do indice de cura dos pacientes.
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Comparar as técnicas de identificacdo de linfonodo-sentinela in vivo e ex
vivo em pacientes com adenocarcinoma de coélon.

Comparar a incidéncia de metastase entre os linfonodos-sentinela e néo
sentinela pela histopatologia de rotina.

Verificar a importancia das técnicas de multissec¢do e imunoistoquimica nos

linfonodos-sentinela para o estadiamento dos tumores.
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3.1 Histdrico da pesquisa sobre linfonodo-sentinela no cancer intestinal

Braithwaite (1923) foi pioneiro em realizar mapeamento linfatico, por meio
da injecdo de corante indigo carmim no intestino. Na década de 1950, a baixa
toxicidade do corante vital injetado nas proximidades do tumor foi citada nos
trabalhos desenvolvidos por Weinberg et al. (1951) e Cohn, Leon e Strug (1958).

Joosten et al. (1999) e Saha et al. (2000; 2004b) identificaram linfonodo-
sentinela mediante a injecdo subserosa do corante azul no intraoperatério de
tumores intestinais.

Pacientes com tumores de colon foram avaliados por Nastro et al. (2002),
que excluiram os localizados no reto, pelas dificuldades de injecdo da substancia
marcadora na pelve e de identificacado dos linfonodos no mesorreto.

Em revisdo do Colégio Americano de Cirurgides sobre cirurgia oncoldgica,
Lafreniere (2004) afirmou que a pesquisa de linfonodo-sentinela era realidade nos
melanomas e canceres de mama e perspectiva para as neoplasias intestinais.

Utilizando o corante linfazurim e o colbide radioativo, Saha et al. (2004a)
estudaram 209 pacientes com tumores colorretais. Ressaltaram que 23% dos
pacientes classificados como linfonodos sem metastases (T3,NO) morrem pela
doencga, provavelmente devido ao subestadiamento.

Foram analisados 25 trabalhos sobre linfonodo-sentinela e
adenocarcinoma colorretal, sendo que em 19 foi utilizado o corante como
marcador de linfonodos e em quatro o corante associado ao radiofarmaco e em
dois somente o radiofarmaco (DOEKHIE et al., 2005). Os autores afirmaram que o
meétodo era factivel, mas havia grande variacdo na técnica e na selecdo dos

doentes.

3.2 Pesquisa sobre linfonodo-sentinela no Brasil

A pesquisa de linfonodo-sentinela nos canceres de mama e melanomas é
rotina em nosso pais, sendo padronizada pelo Sistema Unico de Saude (SUS).
Sua aplicagédo possibilitou avancos no tratamento desses tumores, uma vez que
reduziu a radicalidade cirargica e manteve a eficacia.

Damin et al. (2003) identificaram linfonodo-sentinela inguinal mediante o

uso de corante azul e radiofarmaco em todos os 14 pacientes com carcinoma
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espinocelular de canal anal e um deles foi reestadiado ap6s multissecgcédo e
imunoistoquimica.

Linfonodo-sentinela foi identificado em tumores ginecoldgicos de colo
uterino em 92% de 56 pacientes estudados por Silva et al. (2005).

No Instituto Nacional do Céncer (INCA), no Brasil, Basilio e Fonseca
(2006) utilizaram corante azul patente e radiofarmaco injetados in vivo em
pacientes com cancer de colon. Houve 100% de sucesso na identificacdo dos
linfonodos-sentinela e 12,9% de reestadiamento por meio de imunoistoquimica.

Corante azul patente e radiofarmaco fitato marcado com tecnécio foram
empregados por Freitas et al. (2008) para identificacdo in vivo de linfonodo-
sentinela em pacientes submetidos a tratamento cirargico de adenocarcinoma de

coélon. Os resultados mostraram superioridade do radiofarmaco.

3.3 Pesquisa sobre linfonodo-sentinela ex vivo no cancer colorretal

Wong et al. (2001) foram os primeiros a realizar pesquisa de linfonodo-
sentinela ex vivo em pacientes com tumores intestinais. Consideraram o meétodo
factivel e conseguiram reestadiamento anatomopatoldgico em quatro (15%) dos
26 pacientes estudados. Autores canadenses realizaram pesquisa similar e
obtiveram resultados conclusivos em 88% dos casos, mas com alto indice de
falso-negativo nos tumores retais (FRITZGERALD et al.,, 2002). Outros
pesquisadores naquele mesmo pais estudaram 17 pacientes com tumores de
célon, com 94% de sucesso na identificacdo de linfonodo-sentinela e 12% de
reestadiamento anatomopatolégico (SMITH et al., 2006).

A técnica ex vivo € considerada alternativa por Bell et al. (2005), Demirbas
et al. (2004) e Smith et al. (2002; 2006), uma vez que ndo manipula o tumor no
intraoperatorio e pode reduzir a disseminacdo local. Essa abordagem, segundo
eles, ndo altera o ritmo da operacao e evita reacdes adversas aos marcadores,
mas o procedimento altera a fisiologia de progressao nos vasos linfaticos.

Estudo ex vivo foi realizado por Pocard et al. (2005) em 31 pacientes com
tumores apenas de reto, sendo a metade deles submetida a radioterapia preé-

operatoria. O linfonodo-sentinela foi identificado em 97% dos casos.
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A factibilidade da técnica ex vivo foi atestado por Yagci et al. (2006) ao
identificarem linfonodo-sentinela em 97% dos 47 pacientes com cancer colorretal.

Zaag et al. (2009) investigaram 132 pacientes com tumores intestinais por
meio da técnica ex vivo, sendo 32 com neoplasia retal. Os piores resultados
ocorreram em 13 pacientes com tumores de reto, nos quais nao foram
identificados linfonodos-sentinela, sendo que 11 destes tinham recebido
radioterapia antes da operacdo. Para os autores, o método € aplicavel nos

tumores de colon e menos confiavel nos tumores de reto.

3.4 Linfonodo-sentinela e micrometastases

Ota (2000) sugeriu que a pesquisa de linfonodo-sentinela pode ser de
grande valia para estadiamento mais confidvel nos pacientes com cancer de
colon. O avanco alcancado com essa técnica possibilita estadiamento mais
acurado do paciente (BENDAVID et al., 2002; BILCHICK et al. 2001; DAHL et al.,
2005; WATERS et al., 2000). Segundo Esser et al. (2001), ainda ha limitacdes no
exame microscopico quando a doenca metastatica é escassa, sendo necessaria a
imunoistoquimica.

O papel das micrometastases identificadas pela imunoistoquimica na
evolucdo da doenca e sobrevida dos individuos é questionado por Fazio et al.
(2006) e Sticca (2006), para os quais 0 exame deve ser realizado somente em
carater de pesquisa até que seja validado.

No cancer intestinal, o objetivo é estudar melhor os pacientes considerados
como estadio Il (auséncia de linfonodos metastaticos), uma vez que poderdo
beneficiar-se com terapia adjuvante caso a pesquisa de linfonodo-sentinela
indique reestadiamento (CODIGNOLA et al., 2005). O método ainda nao foi
validado, pelo fato de alguns trabalhos mostrarem alta porcentagem de falso-
negativo (metastases em linfonodos ndo sentinela). Autores holandeses
afirmaram que a realizacdo da imunoistoquimica contribui para as decisdes sobre
o tratamento do cancer colorretal (VAN DER ZAAG et al., 2010).



4 PACIENTES E METODO
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Este € um estudo prospectivo, descritivo e analitico sobre linfonodo-
sentinela em pacientes com adenocarcinoma de coélon. As operacbes foram
realizadas no periodo de abril de 2005 a abril de 2012, nas seguintes instituicdes:
Hospital Alberto Cavalcanti, que pertence a rede publica de saiude da Fundacgao
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), e Hospital da Policia Militar do
Estado de Minas Gerais, que atende policiais militares e seus dependentes.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
FHEMIG, pareceres numeros 290 e 87/08; Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Hospital da Policia Militar de Minas Gerais (COEP-HPM/MG),
parecer nimero 19; Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) pareceres numeros ETIC 168/06 e 282/08
(ANEXO A).

Os pacientes e/ou seus responsaveis foram informados e convidados a
participar da pesquisa, assinando o documento “Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido” apresentado pelo pesquisador no pré-operatorio (APENDICE A).

4.1 Pacientes

4.1.1 Avaliacao clinica e exames complementares

Os pacientes foram submetidos a seguinte propedéutica: exame clinico e
proctolégico; exames laboratoriais (hemograma, coagulograma, ionograma,
creatinina, antigeno carcinoembrionario); exames de imagem (radiografia ou
tomografia de térax, ultrassonografia ou tomografia abdominal, tomografia ou
ressonancia magnética pélvica); colonoscopia com bidpsia e avaliacdo clinica

segundo a classificacdo da American Society of Anestesiology (ASA, 1963).

4.1.2 Critérios de inclusdo e nao incluséao

Foram incluidos os pacientes com adenocarcinoma de célon, maiores de

21 anos de idade e que assinaram o termo de consentimento. Ndo foram
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incluidos aqueles com evidéncia de metastase a distancia e operacdes de

urgéncia.

4.1.3 Casuistica

A casuistica foi composta de 33 pacientes com adenocarcinoma de colon,
sendo 18 (54,5%) mulheres e 15 (45,5%) homens. A idade variou de 28 a 83

anos, média de 60,5 anos.

4.2 Constituicdo dos grupos

Os 33 pacientes foram submetidos ao tratamento cirdrgico para
adenocarcinoma de coélon e empregadas duas técnicas para a pesquisa do
linfonodo-sentinela em duas etapas sequenciais: na primeira, foram estudados 18
pacientes pela técnica in vivo e, na segunda, 15 pacientes pela técnica ex vivo.
Assim, foram constituidos dois grupos de pacientes, cujas caracteristicas estao
apresentadas no QUADRO 1.

QUADRO 1 - Caracteristicas dos pacientes dos dois grupos (n=33)

Grupos
Caracteristicas
invivo  exVvivo
n=18 n=15
Masculino: feminino 7:11 7:8
Média de idade dos pacientes 61 60
Tamanho do tumor * 4,5 (1,4) 5(0,5)
Localizacao do tumor
- Célon direito 08 12
- Colon transverso - 01
- Célon esquerdo 04 -
- Célon sigmadide 06 02
Estadiamento anatomopatoldgico
-1/ 11 07
- Il 07 08

* Média das medidas em centimetros (desvio-padrao)
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4.3 Marcador de linfonodos

O corante azul patente na concentracdo a 1% foi empregado como
marcador de linfonodos. A substancia foi fabricada pela Citopharma Ltda. (Belo
Horizonte — Minas Gerais), que é habilitada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA).

4.4 |dentificacao de linfonodo-sentinela

Os pacientes dos dois grupos foram submetidos a: anestesia geral,
antissepsia e colocacdo de campos cirurgicos, laparotomia mediana, exploracéo
da cavidade abdominal e identificagdo do tumor. Em cada grupo o procedimento
foi realizado como descrito a seguir:

Grupo in vivo - apés a identificacdo do tumor na cavidade abdominal, foi
realizada injecdo de 1 mL do corante azul patente a 1% na subserosa do
intestino, cerca de 1 cm da borda do tumor, empregando-se seringa de 1 mL e
agulha de 13 x 4,5 mm. O volume do corante foi dividido igualmente em quatro
partes e aplicado nos quatro pontos cardeais adjacentes ao tumor (FIG. 1).

FIGURA 1 - Fotografia digital mostrando a injecao
do corante azul patente na subserosa

intestinal peritumoral, in vivo
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Depois de cinco minutos, identificaram-se os primeiros linfonodos corados
de azul no mesentério, considerados linfonodos-sentinela (FIG. 2), que foram

marcados com fio cirdrgico.

FIGURA 2 - Fotografia digital do mesentério
intestinal, identificando-se vaso linfatico
(seta branca) e linfonodos-sentinela
(setas pretas) corados pelo azul patente

in vivo

Foi realizada a colectomia parcial incluindo o mesentério, revisada a
cavidade abdominal e laparorrafia. A peca cirargica removida foi colocada em
mesa auxiliar para a dissecagdo dos linfonodos. Todos os linfonodos-sentinela
marcados com fios cirargicos foram removidos do mesentério e enviados
separadamente em frascos numerados, juntamente com a peca cirurgica, para o

servico de anatomia patoldgica.

Grupo ex vivo - concluida a colectomia, a peca cirdrgica contendo o tumor
e 0 mesentério foi colocada em uma mesa auxiliar para iniciar a pesquisa do
linfonodo-sentinela. Inicialmente, foi realizada colotomia, identificado o tumor e
injetado 1 mL do corante azul patente a 1% na submucosa peritumoral cerca de 1
cm da borda do tumor, cujo volume foi dividido igualmente em quatro partes e
aplicado nos quatro pontos cardeais em torno da lesédo, empregando-se seringa
de 1 mL e agulha de 13 x 4,5 mm (FIG. 3).



FIGURA 3 — Fotografia digital do colon aberto,
identificando-se 0s pontos de inje¢cao

do corante azul patente na submucosa

peritumoral (setas)
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Em seguida, procedeu-se a massagem peritumoral durante cinco minutos

para difusdo do corante pelas vias linfaticas. Identificaram-se por visdo direta os

primeiros linfonodos azuis no mesentério, considerados linfonodos-sentinela, que

foram marcados com fio cirurgico (FIG. 4).

FIGURA 4 - Fotografia digital do mesentério
intestinal com identificacdo dos
linfonodos-sentinela corados pelo
azul patente (setas) ex vivo
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Todos os linfonodos-sentinela do mesentério marcados com fios cirlrgicos
foram dissecados, removidos e enviados separadamente em frascos numerados

para o servico de anatomia patoldgica, juntamente com a peca cirurgica (FIG. 5).

FIGURA 5 - Fotografia digital dos linfonodos-sentinela do
mesentério intestinal dissecados da peca cirurgica,

marcados com fios cirargicos

4.5 Exame anatomopatoldgico

O exame histopatolégico de rotina foi realizado em todos os linfonodos,
sentinela e ndo sentinela. Os linfonodos foram incluidos em blocos de parafina
cortados com microtomo com espessura de 2-3 um, colocados em laminas,
corados com hematoxilina-eosina e examinados a microscopia de luz.

Nos linfonodos-sentinela nos quais nao foram encontradas células
neoplasicas pela histologia de rotina, foi aplicada a técnica de multisseccéao, que
consistiu na realizacado de multiplos cortes escalonados em intervalos de 2-3 mm,
do linfonodo incluido no bloco de parafina. Esses tecidos foram colocados em
laminas e corados com hematoxilina-eosina, para o exame a microscopia de luz
(FIG. 6).
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FIGURA 6 — Fotografia digital das laminas resultantes da

multissecc¢do de um linfonodo-sentinela

Nos linfonodos-sentinela nos quais ndo foram encontradas células
neoplasicas pela histologia de rotina também se realizou a pesquisa
imunoistoquimica utilizando-se citoqueratinas AE1/AE3 (Biogenex ®). As fases do
processo foram: corte escalonado do linfonodo a cada intervalo de 50 micra,
imunoperoxidase; estreptavidina; biotina supersensitivo depois da reativacao
antigénica induzida pelo calor com tampéo &cido -etilenodiamino-tetracético
(EDTA) acompanhado de coloracdes de controle (FIG. 7).

FIGURA 7 — Fotomicrografia de lamina identificando-se
célula tumoral (seta) isolada no linfonodo-

sentinela depois da imunoistoquimica.
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4.6 Estadiamento anatomopatoldgico dos tumores de c6lon

Para o estadiamento foram seguidos os critérios anatomopatolégicos de
tumor-linfonodo-metastase (TNM) (EDGE et al., 2010), quais sejam:
e T representa a invasao do tumor na parede do colon
0 - sem evidéncia de tumor primario;
is - in situ — invasao intraepitelial ou da lamina propria;
1 - neoplasia invade a camada submucosa;
2 - sejainvade a camada muscular propria;
3 -todas as camadas da parede intestinal afetadas;
4 - acometendo Orgaos adjacentes.
¢ N define a invasao linfonodal
0 - auséncia de metastases linfonodais;
1 - quando um a trés linfonodos estao acometidos;
2 - quando mais de quatro linfonodos apresentam metastases.
e M define a presencga de metastase em Orgaos ou estruturas distantes
0 - ausente;
1 - presente.

O estadiamento TNM:
e Estadio 0 = Tis, NO, MO;
e estadiol =T1ou T2, NO, MO;
e estadio Il = T3 ou T4, NO, MO;
e estadio lll = qualquer T, N1 ou N2, MO;
e estadio IV = qualquer T, qualquer N, M 1.

4.7 Variaveis estudadas e analise estatistica

O programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) foi utilizado
para realizacao dos célculos.
Na identificacdo dos linfonodos pelo azul patente, foi medida a tendéncia

central (média) e calculada a disperséao pelo desvio padréao (DP).
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Para comparacao entre proporc¢oes, foi empregado o teste do qui-quadrado
e considerado o valor de p<0,05 como limiar de significAncia estatistica. E,
quando houve casela com valor esperado abaixo de cinco foi usado o teste exato
de Fisher.

No estudo de validade foram calculados sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia, com 0s respectivos
intervalos de confianca a 95% (método de Fleiss quadratico).

A sensibilidade foi determinada pela identificacdo de metastases nos
linfonodos-sentinela. O resultado falso-negativo significou que n&o houve
metéstases nos linfonodos-sentinela, mas elas ocorreram nos linfonodos nao

sentinela.



5 RESULTADOS
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5.1 Identificacdo de linfonodos pelo corante azul patente

Grupo in vivo - nos 18 participantes foram isolados 238 linfonodos, média
de 13,2 (DP=5,1) por paciente. O corante azul patente identificou linfonodo-
sentinela em 13 (72,2%) individuos. Foram identificados 29 linfonodos-sentinela,
média de 2,2 (DP=1,4) por paciente (TAB. 6 — APENDICE B).

Grupo ex vivo - nos 15 patrticipantes foram isolados 215 linfonodos, média
de 14,3 (DP=4,4) por paciente. O corante azul patente identificou linfonodo-
sentinela em 5 (33,3%) individuos. Foram detectados 11 linfonodos-sentinela,
média de 2,2 (DP=2,7) por paciente (TAB. 7 — APENDICE B).

5.2 Identificacdo de linfonodo-sentinela e exame histopatoldgico

Grupo in vivo - entre os 29 linfonodos-sentinela identificados pelo corante
azul patente, o exame histopatolégico de rotina com hematoxilina-eosina
diagnosticou metastases em quatro (13,8%) e nos outros 25 (86,2%) auséncia de
metastases. Dos 209 linfonodos ndo sentinela, 24 (11,5%) continham metastases
e 185 (88,5%) estavam livres delas. Portanto, a existéncia de metastases foi
proporcionalmente semelhante nos linfonodos-sentinela e ndo sentinela e nao
apresentou diferenca (p=0,88) (TAB. 1).

TABELA 1 — Acometimento dos linfonodos nas 18 pecas cirurgicas de cancer
de célon pela histopatologia de rotina com hematoxilina-eosina

- grupo in vivo (n=238 linfonodos)

Linfonodos Metastase (+) Metastase (-) Total
Sentinela 4 (13,8%) 25 (86,2%) 29 (100,0%)
N&o sentinela 24 (11,5%) 185 (88,5%) 209 (100,0%)

Total 28 210 238

(+) = positivo para metastase; (-) = negativo para metastase; p=0,88.

Considerando o estudo de validade, nos 13 pacientes cujo corante azul
patente identificou linfonodos-sentinela, o exame histopatologico de rotina

diagnosticou metastase em trés (23%) — pacientes numeros 5, 9 e 12. Destes, em
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um (33,3%) as metastases encontravam-se exclusivamente nos linfonodos-
sentinela, em um (33,3%) as metastases foram constatadas tanto no sentinela
quanto no ndo sentinela e em um (33,3%) elas foram detectadas em linfonodos
nao sentinela, sendo que este representa o falso-negativo. Nos outros 10
pacientes, apesar de terem sido identificados linfonodos-sentinela, ndo foram
diagnosticadas metastases.

Dessa forma, o resultado do exame histopatologico dos linfonodos-
sentinela e ndo sentinela nos 13 pacientes do grupo in vivo, nos quais foi possivel
identificar linfonodos-sentinela, foi o seguinte: sensibilidade 66,7% (intervalo de
confianga — IC 95% - 12,5% a 98,2%); especificidade 90% (IC 95% - 54,1% a
99,5%); valor preditivo positivo 66,7% (IC 95% - 12,5% a 98,2%); valor preditivo
negativo 90,0% (IC 95% - 54,1% a 99,5%) e acuracia 84,6% (IC 95% - 53,7% a
97,3%) (TAB. 2).

TABELA 2 — Exame histopatologico dos linfonodos em pacientes com cancer
de colon, nos quais foram identificados linfonodos-sentinela -

grupo in vivo (n=13 pacientes)

Linfonodos Com Sem Total
Metastase Metastase
Sentinela 2 1 3
N&o sentinela 1 9 10
Total 3 10 13

Grupo ex vivo - entre os 11 linfonodos-sentinela identificados pelo corante
azul patente, o exame histopatolégico de rotina com hematoxilina-eosina
diagnosticou metastases em um (9%) e nos outros 10 (91%) ndo foram
encontrados sinais de metastases. Dos 204 linfonodos ndo sentinela, 19 (9,3%)
continham metastases e 185 (90,7%) estavam livres delas. Portanto, a existéncia
de metéastases foi proporcionalmente semelhante nos linfonodos-sentinela e néo
sentinela (p=1,00) (TAB. 3).
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TABELA 3 — Acometimento dos linfonodos nas 15 pecas cirargicas de cancer
de colon pelo exame histopatoldgico de rotina com hematoxilina-
eosina - grupo ex vivo (n=215 linfonodos)

Linfonodos Metastase (+) Metastase (-) Total
Sentinela 1 (9,0%) 10 (91,0%) 11 (100,0%)
N&o sentinela 19 (9,3%) 185 (90,7%) 204 (100,0%)

Total 20 195 215

(+) = positivo para metéastase; (-) = negativo para metastase; p=1,00 (teste exato de Fisher).

Com base no estudo de validade, nos cinco pacientes do grupo ex Vvivo,
cujo corante azul patente identificou linfonodos-sentinela, o0 exame histopatolégico
de rotina diagnosticou metastase em um (20%) — paciente numero 14 - e nele
foram detectadas metastases tanto no sentinela quanto no nao sentinela,
portanto, sem falso-negativo. Nos outros quatro pacientes, apesar de terem sido
identificados linfonodos-sentinela, ndo foram diagnosticadas metastases.

Dessa forma, o resultado da histopatologia dos linfonodos-sentinela e néo
sentinela nos cinco pacientes do grupo ex vivo, nos quais foi possivel a
identificacdo de linfonodos-sentinela, foi o seguinte: sensibilidade 100% (IC 95% -
5,5% a 100,0%); especificidade 100% (IC 95% - 39,6% a 100,0%); valor preditivo
positivo 100% (IC 95% - 5,5% a 100,0%); valor preditivo negativo 100,0% (IC 95%
- 39,6% a 100,0%) e acuracia 100,0% (IC 95% - 46,3% a 100,0%) (TAB. 4).

TABELA 4 — Exame histopatologico dos linfonodos em pacientes com cancer
de célon, nos quais foram identificados linfonodos-sentinela —

grupo ex vivo (n=5 pacientes)

Linfonodos Com Sem Total
Metéstase Metéstase
Sentinela 1 0
N&o sentinela 0 4 4

Total 1 4 5
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5.3 Estadiamento anatomopatolégico antes e depois de aplicadas técnicas

de multisseccdo e imunoistoquimica nos linfonodos-sentinela

Grupo in vivo - 0 exame histopatologico de rotina em todos os linfonodos
dos 18 pacientes ndo diagnosticou metastase em 11 (61,1%), portanto, eles foram
considerados estadio NO. Nos outros sete (38,9%) foram diagnosticadas
metastases, sendo classificados no estadio N+.

Dessa forma, o estadiamento (TNM) inicial da amostra desse grupo foi:

e NO =11 pacientes (61,1%);
e N+ =07 pacientes (38,9%).

Dos 11 pacientes sem metastase nos linfonodos-sentinela pelo exame
histolégico de rotina, as técnicas de multisseccdo e imunoistoquimica
diagnosticaram metastase em um (9%), que representa o reestadiamento final
desse grupo:

e NO =10 pacientes (55,5%);
e N+ =08 pacientes (44,5%).

Grupo ex vivo - 0 exame histopatologico de rotina em todos os linfonodos
dos 15 pacientes ndo diagnosticou metastase em sete (46,7%), logo, eles foram
considerados estadio NO. Nos outros oito (53,3%) foram diagnosticadas
metastases, sendo classificados no estadio N+.

Dessa forma, o estadiamento (TNM) inicial da amostra desse grupo foi:

e NO =7 pacientes (46,7%);
e N+ =8 pacientes (53,3%).

Dos sete pacientes sem metastase nos linfonodos-sentinela pelo exame
histolégico de rotina, as técnicas de multisseccdo e imunoistoquimica
diagnosticaram metastase em um (14,3%), que representa o reestadiamento final
desse grupo:

e NO = 6 pacientes (40%);
e N+ =9 pacientes (60%).



38

5.4 Resultados entre 0s grupos in vivo e ex vivo

A identificacdo de linfonodo-sentinela ocorreu em 72,2% dos pacientes do
grupo in vivo e 33,3% no grupo ex vivo. A média de linfonodos-sentinela por
paciente foi 2,2 (DP=1,4) no grupo in vivo e 2,2 (DP=2,7) no grupo ex vivo.

No diagndstico de metastases pelo estudo anatomopatolégico de rotina, a
acuracia foi de 84,6% no grupo in vivo e 100% no grupo ex vivo. A sensibilidade
foi de 69,2% no grupo in vivo e 100% no grupo ex vivo. Falso-negativo foi de
33,3% no grupo in vivo e 0% Nno grupo ex Vivo.

O reestadiamento depois da multisseccdo e imunoistoquimica nos
linfonodos-sentinela ocorreu em 9% no grupo in vivo e em 14,3% Nno grupo ex vivo
(TAB. 5).

TABELA 5 — Resultados da identificacdo de linfonodo-sentinela por meio do
corante azul patente, e do estudo histopatologico entre os grupos de

pacientes in vivo e ex vivo

Grupo de Meédiade Pacientes AcurdciaSensibilidade Falso- Reestadia-
pacientes LS por comLS negativo mento
paciente identificado
pelo

corante

Invivo 22+14  13/18 11/13 2/3 1/3 1/11
(72,2%) (84,6%)  (66,7%)  (33,3%)  (9%)

Exvivo 2,2+2,7 5/15 5/5 1/1 0/1 1/7
(33,3%)  (100%) (100%) (0%)  (14,3%)

LS = linfonodo-sentinela
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Os marcadores de linfonodos s&o substancias que possuem tropismo pelas
vias linfaticas quando injetados na regido peritumoral no intraoperatorio (in vivo)
ou imediatamente ap6s a remocdo do tumor da cavidade abdominal (ex vivo).
Essas substancias progridem pelos vasos linfaticos e sdo apreendidos pelos
macrofagos no interior dos linfonodos, onde permanecem por periodo que varia
de minutos (corantes) a horas (radiofarmacos) e assim possibilitam a identificacédo
dos primeiros nodos marcados, denominados linfonodos-sentinela. A identificacédo
€ visual com os corantes, sendo a cor azul a op¢ao na quase totalidade dos casos
e, entre eles, os mais utilizados sao linfazurim, azul patente, azul de metileno ou
azul de Evans. Quanto aos farmacos radioativos, sdo empregados enxofre,
albumina sérica e fitato marcados com tecnécio (SPRUNG; TULLY; ZISER, 2003).

Neste estudo foi utilizado o corante azul patente para identificacdo de
linfonodo-sentinela em adenocarcinoma de célon, sem complica¢cbes. Entre os
marcadores de linfonodos, o corante tem sido utilizado pela maioria dos autores,
pois o radiofarmaco, apesar de mostrar superioridade em alguns casos, depende
de logistica complexa e adiciona custo de 600 ddlares a cada linfocintilografia
(FREITAS et al.,, 2008). Na Europa, usam-se mais comumente o corante azul
patente e os farmacos enxofre ou albumina marcados. Nos Estados Unidos, ha
preferéncia pelo linfazurim e pelo enxofre radioativo (NASTRO et al., 2002; SAHA
et al., 2004b). Autores que defendem a utilizagdo de corantes descrevem suas
principais vantagens, que sao execucdo simples e baixo custo. As provaveis
causas de piores resultados séo: falhas na injecéo; estadio avancado da leséo;
tipo histolégico mucinoso; localizacdo no reto; radioterapia prévia (BELL et al.,
2005; DEMIRBAS et al., 2004; SMITH et al., 2006; SOMMARIVA et al., 2010).

Na presente pesquisa, foi encontrada média global de 13,7 linfonodos por
paciente, sendo 13,2 no grupo colon in vivo e de 14,3 no grupo colon ex vivo.
Esse numero estd dentro do parametro recomendado, que € o exame de no
minimo 10 linfonodos para estadiamento confiavel (BENSON et al., 2004; ROSSI
et al., 2006). Na analise de cada grupo observa-se que no grupo in vivo, entre os
18 pacientes estudados, em quatro ndo foi possivel exame histopatoldgico de
pelo menos 10 linfonodos. Ja no grupo ex vivo, entre os 15 pacientes estudados,
em dois examinaram-se menos de 10 linfonodos.

A quantidade de linfonodos examinados é de grande importancia para o

estadiamento e influencia diretamente o tratamento e a sobrevida em cinco anos
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dos pacientes operados de adenocarcinoma de coélon, ou seja: 73% quando
menos de 10 linfonodos examinados; 80% quando 11-20 linfonodos examinados;
e 87% quando mais de 20 linfonodos analisados (WONG et al.,, 2004). O
American Joint Commitee on Cancer (AJCC) recomenda que pelo menos 7-14
linfonodos sejam examinados (GREENE et al.,, 2002). Braat et al. (2005)
analisaram 30 trabalhos sobre pesquisa de linfonodo-sentinela em tumores de
coélon e reto, totalizando 803 casos no periodo de 1999 a 2002. Salientaram que
quanto mais linfonodos dissecados e examinados, mais confiavel é o
estadiamento e, consequentemente, maior a sobrevida dos pacientes.

A localizagdo do tumor é outro fator importante na pesquisa de linfonodo-
sentinela. Neste trabalho, foram incluidos somente pacientes com tumores de
coélon, pois o tempo de metabolizacdo do corante é de apenas alguns minutos,
insuficiente para que haja visualizagao dos linfonodos-sentinela azuis na gordura
do mesorreto, que esta disposta de forma concéntrica na estreita pelve, com a
peca cirargica ainda dentro da cavidade abdominal (PARAMO et al., 2002).
Mesmo no célon, pode haver diferencas, pois Zuber et al. (2003) observaram que
nos tumores do colon sigmoide a identificagdo do linfonodo-sentinela foi melhor
gue nos colons direito e esquerdo, creditando esse fato a menor necessidade de
mobilizacdo do intestino durante a operagdo do sigmdide, o que poderia interferir
na drenagem linfatica e, assim, dificultar a identificacdo dos linfonodos.

Estudo clinico fase 2 desenvolvido nos Estados Unidos utilizou o corante
ex vivo em 58 pacientes com tumores de reto, sendo que 88% deles receberam
radio e quimioterapia neoadjuvantes. ldentificaram linfonodo-sentinela em 85%
dos casos, mas com 47% de falso-negativo. Nesses casos ndao houve beneficio
no estadiamento com multissec¢cdo e imunoistoquimica (FINAN et al., 2010).
Salienta-se, ainda, que os pacientes com tumores de reto geralmente recebem
quimioterapia + radioterapia pré-operatorias, o que contribui para piorar os indices
de sensibilidade e falso-negativo desse método. Ha consenso de que a pesquisa
de linfonodo-sentinela no reto € mais dificil, tanto para o pesquisador como para o
patologista (FINAN et al., 2010; SOMMARIVA et al., 2010; ZAAG et al., 2009).

Nesta pesquisa, foram comparados os métodos in vivo e ex vivo na
identificacdo de linfonodo-sentinela. Inicialmente, optou-se pela técnica in vivo,
pois a literatura apresentava numerosos trabalhos mostrando facil aprendizado,

enquanto a técnica ex vivo ainda era incipiente. Posteriormente, foi constituido
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outro grupo de pacientes e empregada a técnica ex vivo. O indice de sucesso foi
de 72,2% quando adotado o método in vivo e de 33,3% com o método ex vivo.
Em revisbes de trabalhos relevantes em que foram consideradas diferentes
técnicas, a identificacdo de linfonodo-sentinela variou de 71 a 100% (DE HAAS et
al., 2007; DESS GUETZ et al., 2007).

A maior parte dos trabalhos publicados utiliza injecdo subserosa dos
marcadores de linfonodos (corantes e/ou farmacos radioativos) no intraoperatorio
(DOEKHIE et al., 2005). Em alguns estudos, o procedimento foi realizado depois
de removida a peca cirurgica do abdome, com o argumento de evitar efeitos
indesejados dessas substancias ao individuo. A critica principal ao método ex vivo
€ que 0 exame nha peca cirdrgica pode nao reproduzir o comportamento fisioldgico
da progresséao do corante no ser vivo (BELL et al., 2005; DEMIRBAS et al., 2004;
SMITH et al., 2002; 2006).

Os pesquisadores que defendem a técnica ex vivo enumeram fatores
favoraveis adicionais, tais como: ndo aumenta o tempo operatorio; obedece ao
principio oncoldgico de manipulacdo minima do tumor; ndo acrescenta risco de
efeito adverso do marcador e ainda pode ser utilizado de forma complementar
quando ha falhas na técnica in vivo. Por outro lado, esses autores concordam que
0s resultados sdo piores com o0 meétodo ex vivo por provavel alteracdo na
drenagem linfatica fisiologica, com dificuldade de progressdo do marcador apos
ligadura dos vasos e remocdo da peca cirurgica (BELL et al., 2005; DEMIRBAS et
al., 2004; SMITH et al., 2006; SOMMARIVA et al., 2010).

Schaik et al. (2007) acompanharam 44 pacientes submetidos a injecéo de
corante ex vivo. Obtiveram éxito na identificagéo de linfonodo-sentinela em 96%
nos tumores de colon e 94% nos de reto. Park et al. (2009) compararam as
técnicas de injecdo in vivo com ex vivo em 69 pacientes distribuidos em dois
grupos com caracteristicas uniformes, alcancando bons resultados, com ligeira
vantagem do procedimento realizado ex vivo. Enfatizaram a simplicidade do
procedimento com possivel aplicabilidade na rotina, exceto pacientes com
tumores de reto médio e inferior. Sommariva et al. (2010) avaliaram, por meio de
analise multivariada, os fatores que poderiam acarretar piores resultados na
pesquisa de linfonodo-sentinela ex vivo. Verificaram que a localizag&o tumoral no
reto e o tipo histolégico mucinoso sdo variaveis independentes e aumentam 0s

indices de falso-negativos. Ceranic et al. (2010) identificaram linfonodo-sentinela
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ex vivo em 91% dos 45 pacientes e encontraram 33% desses linfonodos sem
células neoplasicas a histologia. Markl et al. (2010) realizaram pesquisa similar
acrescentando-se também injecdo intra-arterial do corante, com resultados
satisfatorios. Tuech et al. (2006), em pesquisa in vivo, repetiram a injecdo do
corante ex vivo para comparacado de resultados. As técnicas apresentaram
resultados semelhantes.

Neste estudo, uma das possibilidades esperadas seria mais concentracao
de metastases no linfonodos-sentinela, mas a incidéncia foi proporcionalmente a
mesma nos sentinelas e ndo sentinelas. Entre os grupos de pacientes,
considerando o diagnostico de metédstases nos linfonodos pelo exame
histopatoldgico de rotina, o indice de falso-negativo foi de 33,3% no grupo in vivo
e no grupo ex vivo foi zero. A sensibilidade foi 66,7% no grupo in vivo e 100% no
grupo ex vivo. Nos trabalhos de revisdo, a taxa global média de falso-negativo &
de 33%, variando de zero a 63%, enquanto a sensibilidade é de 40 a 100%
(DESS GUETZ et al.,, 2007, DOEKHIE et al., 2005; JOOSTEN et al., 1999;
KITAGAWA et al., 2002; TIFFET et al., 2007; TUECH et al., 2004).

Nos tumores de mama e melanomas, em que esse método é usado
rotineiramente, a sensibilidade média é de 80% e o falso-negativo de 8%. No
colon é pouco provavel que taxas como essas sejam alcancadas, pois 0s tumores
sdo de maior tamanho e a identificacdo dos linfonodos a palpacédo é mais dificil.
Diferentemente do que acontece com neoplasias de mama e melanoma, cuja
eficacia € mantida mesmo quando diminuida a radicalidade cirdrgica, no caso
especifico da pesquisa de linfonodo-sentinela para tumores de célon, o alto indice
de falso-negativo nédo interfere no resultado, visto que a linfadenectomia radical &
mantida, independentemente da presenca ou auséncia de metastases nos
linfonodos regionais.

Sabe-se que quanto mais avancado for o tumor, mais alto deverd ser o
indice de falso-negativo e menor a sensibilidade. Portanto, outra possivel
justificativa para tais resultados € que aproximadamente 45% dos pacientes dos
dois grupos encontravam-se no estadio Il (linfonodos com metastases) depois da
histopatologia de rotina com hematoxilina-eosina.

Neste estudo, em um paciente de cada grupo (9% in vivo e 14,3% ex vivo)
foi encontrada micrometastase no linfonodo-sentinela depois da realizagcdo de

técnicas de multisseccdo e imunoistoquimica. Outros autores mostraram
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reestadiamento com variacao de 4 a 50% (CODIGNOLA et al., 2005; DOEKHIE et
al., 2005; TUECH et al., 2004).

A avaliacdo correta de metastase linfonodal € importante, porque, quando
presentes, esses pacientes devem ser submetidos a quimioterapia, com
comprovada diminuicdo da recorréncia e aumento da sobrevida (GORDON et al.,
1999; WOLMARK et al., 1996). Wainstein, Barroso e Belfort (2004) sugerem que,
em vez de elevado numero de linfonodos examinados com poucos cortes a
microscopia, poderia ser realizado exame pormenorizado dos linfonodos mais
provaveis de conter metdstases. O empenho do patologista em examinar maior
namero possivel de linfonodos, incluindo técnicas de multisseccdes e
imunoistoquimica, aumentaria a sensibilidade do exame anatomopatologico e
promoveria estadiamento mais adequado do paciente. Acredita-se que menos de
0,5% do tecido removido seja alvo do exame histopatolégico de rotina, dai a
necessidade de serem repensados os cuidados e as técnicas de exames
anatomopatoldgicos nas neoplasias malignas de coélon (PARAF; SABOURIN;
TSCHMELITSCH, 2000).

Micrometatases sdo definidas como depdsitos isolados ou grupos de
células tumorais contidas nos linfonodos (HUVUS; HUTTER; BERG, 1971).
Segundo Cohen et al. (1998), o diagndstico de micrometases poderia significar
real beneficio da pesquisa de linfonodo-sentinela, pois a doenca é diagnosticada
quando as chances de proporcionar a cura com quimioterapia adjuvante seriam
maiores. Na busca do diagnéstico de micrometastases, Bembenek et al. (2005)
adicionaram exame histoldégico pormenorizado em todos os linfonodos, tanto
sentinela quanto ndo sentinela. Mas, por ser trabalhoso e de alto custo, tornou-se
inviavel para ser utilizado em todos os casos.

Quando diagnosticadas micrometastases, Bilchik et al. (2002), Bertoglio et
al. (2004) e Saha et al. (2006) consideram necessaria quimioterapia adjuvante.
Tuech et al. (2004) estudaram 14 trabalhos sobre o papel das micrometastases
no prognostico dos pacientes com adenocarcinoma de colon, sendo que em cinco
deles a concluséao foi de que houve beneficio com a quimioterapia e em oito ndo
se obteve vantagem. Diante disso, sdo necesséarios mais trabalhos para avaliar a
importancia das micrometastases na sobrevida dos pacientes, assim como 0

beneficio da quimioterapia adjuvante.
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Estudo sobre o impacto nos custos em salde na Holanda obteve economia
de um milhdo de Euros no ano de 2007, com a realizacdo de exame
histopatolégico pormenorizado nos linfonodos-sentinela, portanto, resultando em
estadiamento mais confiavel no cancer colorretal. Esse fato ocorreu porque 92
pacientes com classificacdo em estadio Il deixaram de receber quimioterapia
(VAN STEENBERGEN et al., 2009).

Fatores dificultadores na pesquisa de linfonodo-sentinela foram listados por
varios autores como responsaveis por falhas na pesquisa de linfonodo-sentinela:
experiéncia da equipe; reduzido nimero de pacientes avaliados; erros na técnica
de injecao; volume insuficiente de corante nos grandes tumores; obstrucdo
linfatica por células tumorais impedindo a progressdo dos marcadores (skip
metastasis); diferentes técnicas de identificacdo e de exame histopatologico dos
linfonodos (BERTAGNOLLI et al., 2004; BRAAT et al. 2005; PARAMO et al.,
2002; POCARD et al.,, 2006; READ; FLESHMAN; REDSTON et al., 2006;
STICCA, 2006). Além disso, foram relacionados possiveis efeitos colaterais
depois da utilizacdo do corante, tais como urticaria, urina azul e interferéncia na
leitura do oximetro (DOEKHIE et al., 2005). Neste estudo, dois pacientes do grupo
in vivo, um apresentou urina azul e em outro observou-se interferéncia na leitura
do oximetro.

Acredita-se que os trabalhos futuros serdo realizados com estratificacao
das amostras, iniciando pela selecéo dos pacientes com cancer de célon na sua
fase inicial e separados em subgrupos de acordo com a localizagdo topografica
dos tumores. Outra medida seria 0 aumento do volume do corante azul patente
injetado peritumoral de acordo com o tamanho do tumor, que poderia contribuir
para melhorar os indices de sucesso na identificacdo de linfonodos-sentinela.
Além disso, é necessaria a padronizacdo dos critérios de diagnostico de
metastases pelo exame histopatologico de rotina, uma vez que € inviavel a
realizacdo de multisseccdo e imunoistoquimica em todos os linfonodos
dissecados. Para a realizacdo desses exames sdo preparadas e examinadas
dezenas ou até centenas de laminas de cada paciente, o que demandaria tempo
excessivo e custo elevado. E necesséario, também, definir o papel das
micrometéastases linfonodais na evolugdo dos pacientes com adenocarcinoma de

colon.



7 CONCLUSOES
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Diante dos resultados da pesquisa sobre linfonodo-sentinela em pacientes com
adenocarcinoma de célon, foram observados:
e A técnica de identificacdo de linfonodo-sentinela in vivo foi superior a ex
Vivo.
e A incidéncia de metastase pelo exame histopatolégico de rotina foi
proporcionalmente semelhante nos linfonodos-sentinela e ndo sentinela.
e As técnicas de multisseccdo e imunoistoquimica aprimoraram o

estadiamento dos tumores em relacdo ao exame anatomopatologico de
rotina.
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ANEXO A - Pareceres éticos

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG)

FHEMIG

FUNDAGAQ HOSPITALAR DO
ESTADQ DE MINAS GERAIS

Parecer n° 290

interessados: Antonio Hilario Alves Freitas

Hospital: Hospital Alberto Cavalcanti

DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG (CEP-
FHEMIG) aprovou no dia 04 de abril de 2005 o projeto de pesquisa
intitulado « Pesquisa de linfonodo sentinela e estudo anatomo-
patolégico comparativo em pacientes com adnocarcinoma do
célon ». O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao CEP-
FHEMIG um ano apés o inicio do projeto.

| Lo bz b
Dr. Ro glﬁ'i'err&é‘ Queiroz da Costa Ribeiro
residente do CEP-FHEMIG



FEEfMIG

HOSPITALAR DO
) DE MINAS GERAIS

PARECER N°87/08

Registro CEP/FHEMIG: 87/08 (este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0282.0.203.287-08

Data: 06/10/08

Hospital Alberto Cavalcanti.

Pesquisadores Responsaveis: Tarcizo Afonso Nunes, Antonio Hilario Alves Freitas.

DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP/FHEMIG), aprovou no dia 04 de Setembro de 2008 o projeto de
pesquisa intitulado, « “Pesquisa de Linfonodo-Sentinela Ex Vivo em Adenocarcinoma Colorretal”.

Comunicamos a devolugdo do Protocolo de pesquisa pela CONEP em 24/09/2008 — registro de expediente —
25000.156619/2008-64, recebido no CEP em 01 de Outubro de 2008.

Esclarecemos que houve uma incorregdo no registro do documento Folha de Rosto. Nio se trata de projeto
da area tematica especial (‘NOVOS PROCEDIMENTOS’ — GRUPO I), mas sim, do GRUPO IL.3 (‘NOVOS
FARMACOS, VACINAS E TESTES DIAGNOSTICOS"). Este Comité excluiu da Folha de Rosto a drea
tematica especial “NOVOS PROCEDIMENTOS”.

Esclarecemos ainda que, a alteragdo nfo acarretara em nenhum prejuizo para a realizagio da pesquisa.

Relatorios parciais e finais devem ser encaminhados ao CEP/FHEMIG com um intervalo minimo de seis
meses (entre os relatdrios), a partir da data de inicio do estudo.

(o )
- \ . N A
?/ Inés Ferreira e Mello Teixeira Dias
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Y4eno = WWAKGES ~ 23,30 J AL L

Alameda Vereador Alvaro Celso 100 - Santa Efigénia - Belo Horizonte/MG
CEP: 30150-260 - Fone: 0(xx)31 3239-9500 - Fax: 0(xx)31 3239-9579
Site: http: //www.fhemig.mg.gov.br/  E-mail: fhemig@fhemig.mg.gov.br
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Comité de Etica em Pesquisa do Hospital (COEP) da
Policia Militar do Estado de Minas Gerais (HPM/MG)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS DO HOSPITAL DA
POLICIA MILITAR DE MINAS GERAIS (COEP-HPM/MG)

PARECER CONSUBSTANCIADO SOBRE PROJETO DE PESQUISA

Belo Horizonte, 28 de outubro de 2010.

PARECER N° 19.

Pesquisadores: TEN Anténio Hilario (HPM), Tarcizo Afonso Nunes (UFMG) e
Alberto Julius A. Wainstain (UFMG).

Titulo do Projeto: “Pesquisa de linfonodo-sentinela ex vivo em adenocarcinoma

colorretal”

Data de recebimento do Projeto pelo relator: 01 de outubro de 2010.

Apresentacao do Projeto de Pesquisa

Trata-se de estudo prospectivo, descritivo e analitico, envolvendo pegas cirlirgicas
de pacientes com adenocarcinoma de coélon e reto, sem evidéncia de doenca

avancgada localmente ou a distancia.
Quanto ao titulo: O titulo esta adequado e bastante objetivo.

Quanto a introdugao: O embasamento cientifico é satisfatorio, embora nao haja

descricao detalhada do fundamento teérico da pesquisa do linfonodo-sentinela.

Quanto aos objetivos:

O pesquisédor pretende avaliar a viabilidade e o indice de sucesso na identificacdo
ex vivo de linfonodo-sentinela nos pacientes com adenocarcinoma colorretal,
utilizando corante azul Batente como marcador de linfonodos. Nao havera grupos
comparativos.

Além disso, pretende verificar a presenga de metastase pela histologia de rotina nos

linfonodos-sentinela e ndo-sentinela; e também aplicar técnicas de multisseccio de



linfonodos e imunoistoquimica no linfonodo-sentinela, para melhorar o estadiamento

tumoral.

Quanto a justificativa:

O pesquisador consegue justificar de maneira satisfatoria a relevancia do estudo, ja

que:

O estudo dos linfonodos da pega cirlrgica de pacientes com cancer colorretal
é fundamental, pois, caso haja metastase linfatica, a complementagdo com
quimioterapia adjuvante aumenta a sobrevida global e livre de doenca.

Alem disso, 25% dos pacientes com adenocarcinoma colorretal considerados
como estadio inicial e sem linfonodos comprometidos a histologia de rotina
(portanto, sem indicagdo de quimioterapia adjuvante), evoluem para 6ébito em
até 5 anos por recidiva local ou metastase a distancia. Tal fato impde a
necessidade de identificar e examinar os linfonodos de forma mais
aprimorada, evitando-se o subestadiamento.

A técnica de pesquisa do linfonodo-sentinela € baseada na avaliagdo da
ordem de progressdo das células tumorais pelo sistema linfatico, com
identificacao do linfonodo-sentinela, que é considerado o primeiro a receber
drenagem linfatica do tumor e, desta forma, o mais provavel de conter
metastases. O método de exame habitual do linfonodo-sentinela utiliza
técnicas de multiseccdo e imunoistoquimica, que seriam inviaveis e de alto
custo para serem realizadas em todos os linfonodos dissecados. Neste
sentido, a pesquisa do linfonodo-sentinela tem como objetivo facilitar e
aumentar as chances de identificagdo destes linfonodos metastaticos pelo

patologista.

Quanto a hipétese: E apresentada a hipétese de que a utilizagdo do corante azul

patente, irljetado nas pecgas cirurgicas (ex vivo), permitird a localizagdo dos

linfonodos-sentinela, aumentado as chances de identificagcdo de metastases e

micrometastases linfonodais. .

Quanto a metodologia:

O local de pesquisa e a origem da amostra foram especificados (ambulatério

de coloproctologia e bloco cirdrgico do HPM).



- Os critérios de inclusdo e selegdo dos individuos candidatos ao estudo foram
bem definidos, assim como os critérios de exclusio.

- O plano de coleta de dados foi esclarecido. De acordo com a descrigéo, os
individuos serdo avaliados para inclusdo no estudo pelos oficiais
proctologistas do HPM.

- O tamanho da amostra foi especificado como sendo de 60 pacientes, com
previsao de término da coleta em 2012.

- A analise estatistica dos dados foi bem especificada no projeto.

Analise do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE):

- O termo estd de acordo com os principios da resolugdo 196/96 e principios
bioéticos.
- Os meios de contato com o pesquisador responsavel e com o COEP foram

especificados.

Resultado da Analise:

o Na&o ha evidéncia de conflitos de interesse

o O projeto descreve estudo com potencial relevancia clinica

Parecer Final: Aprovado

d DA H 0 Blong one
Elaine M do C Zanofta Dias de Souza, Maj PM QOS
Coordenadora COEP-HPM/MG
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Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n?. ETIC 0168/06

Interessado: Prof. Tarcizo Afonso Nunes
Departamento de Cirurgia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou,
ad referendum, no dia 11 de setembro de 2006, depois de atendidas
as solicitagbes de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado
"Pesquisa de linfonodo sentinela e estudo anatomo-patolégico
comparativo em pacientes com adenocarcinoma de célon” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do referido
projeto.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apoés o inicio do projeto.

’ r' ): TC »
Profa. Dra. rI;"EIengtie Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG



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

Parecer n2. ETIC 282/08

Interessado(a): Prof. Tarcizo Afonso Nunes
Departamento de Cirurgia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 19 de novembro de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Pesquisa
de linfonodo-sentinela ex vivo em adenocarcinoma colorretal” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apoés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

2 6 Noy. zuo8

\2,, MEDICINA

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 1l - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepidprpg.ufing.br
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR COMO PACIENTE EM

PESQUISA

Titulo: Pesquisa de linfonodo-sentinela em pacientes com adenocarcinoma

de colon
Investigador principal: Dr. Antbnio Hilario Alves Freitas
Rua Paracatu 838 — Sala 206, Belo Horizonte, MG
Tel.: (31) 3337 9988 9956 1363
Comité de Etica: COEP - UFMG

Av. Antdnio Carlos 6.627 — Unidade Administrativa Il
Campus Pampulha - Belo Horizonte, MG
Tel.: (31) 3499 4592

Ao assinar este documento vocé concorda em participar como paciente no
estudo citado acima. Todos 0s seus exames bem como seus prontuarios serao
mantidos confidenciais e vocé nado serd identificado de maneira escrita ou verbal
em nenhum trabalho, documento ou fotografia. Salvo quando haja
regulamentacdo de Orgdo governamental ou empresas envolvidas como
patrocinadoras dos custos. Estes terdo acesso aos dados clinicos, mas também
se comprometem a manter a confiabilidade.

Vocé concorda que qualquer dano fisico ou psicolégico causado pelo
tratamento em questdo recebera atendimento clinico no hospital em que vocé foi
operado. Em nenhuma hipo6tese sera oferecida compensacao financeira.

Vocé esta ciente de que este € um estudo em que néo se pode predizer
sucesso ou beneficios diretos para os pacientes envolvidos.

Vocé concorda que leu todo este formulario e ouviu todas as explicacdes
sobre o estudo. Caso vocé nédo saiba ler, todas as informacdes foram lidas e
explicadas oralmente para vocé. Vocé recebeu uma copia deste formulario
independentemente do consentimento para participar deste estudo.

Vocé concorda que fez todas as perguntas que julgou necessario para
esclarecer suas duvidas e recebeu respostas para todas, ndo existindo questdes
pendentes.

Proposta do estudo

Vocé foi informado de que tem uma neoplasia de intestino grosso.

A principal via de disseminagdo da neoplasia intestinal € a linfatica, assim,
€ necessario um estadiamento preciso e confiavel dos linfonodos nos pacientes
operados. A deteccao dos linfonodos com metastase pode favorecer o tratamento
adjuvante, visando ao aumento da sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma
de colon.

Dados de literatura indicam que entre 20 e 25% dos pacientes operados
por esse motivo sdo classificados como ndo portadores de metastases nos
linfonodos, mas com exame mais pormenorizado sofrem modificacdo para o
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estadio com metastase. Diante desse quadro, o projeto propde um estudo com o
objetivo de avaliar a viabilidade da identificagdo de linfonodos-sentinela no
adenocarcinoma colorretal com a utilizacdo de corante, possibilitando exame
anatomopatologico de rotina e com multissec¢do e imunoistoquimica.

Descricao dos procedimentos

As cirurgias contardo com a participagcdo do investigador desse projeto. Nao
havera mudanca nos tempos da cirurgia. O procedimento cirargico é o seguinte:

- Laparotomia mediana e inventéario da cavidade abdominal;

- Mobilizagdo do colon, injecdo do corante azul (azul patente), na subserosa in
Vivo ou na submucosa ex vivo, do intestino.

- ApGs 5-10 min da injecao do azul, detecta-se o corante nos linfonodos sob visdo
direta.

- Prossegue-se a cirurgia de colectomia com linfadenectomia e retira-se a peca
cirurgica.

- Laparorrafia.

- A sequir, os nédulos sao removidos e processados para as andlises de anatomia
patoldgica.

- O estudo anatomopatolégico sera feito em laboratério de acordo com os trés
meétodos: rotina, multisseccao e imunoistoquimica.

Riscos

A injecdo do corante azul in vivo pode causar alteracbes na leitura do
oximetro de pulso durante a cirurgia. O anestesista deve estar informado. Podera
haver alteragdes na coloracdo da urina durante algumas horas. Reacdes alérgicas
sao raras.

Custos potenciais para vocé

Trata-se de um estudo investigacional, sem qualquer custo ao paciente
participante, com todas as despesas cobertas pelas instituicbes e profissionais
envolvidos.

Beneficios

Até o presente momento, ndo é possivel prever se vocé vai ou nao se
beneficiar de sua participacdo neste estudo. E mesmo que haja, € desconhecida
qual a magnitude desses beneficios. Se durante este estudo novas modalidades
de tratamento mostrarem-se melhor para o seu caso, este tratamento seré
interrompido e essas outras op¢des serdo discutidas com voceé.

Consentimento adicional para coleta e estudo de tecidos
Em adicdo, os investigadores podem também estudar exemplos do seu

tumor em pesquisas adicionais. Vocé concorda em né&o receber dinheiro ou
qualquer compensacao financeira pelo uso e estudo desses materiais bioldgicos.
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Desisténcia

Vocé ndo é obrigado a participar deste estudo. Se vocé decidir por nao
participar, a conducdo atual e futura de seu caso ndo sera prejudicada de maneira
alguma. Vocé nao sera punido nem perdera beneficios por ndo participar deste
estudo.

Caso vocé decida participar deste estudo, vocé podera a qualquer
momento desistir e cancelar seu termo de consentimento informado. Essa
decisédo nao afetara vocé, seus registros médicos ou sua relagdo com os médicos
ou instituicdes envolvidos.

Declaracao de participacao

Vocé atesta ter lido todo o texto acima, em todas as trés paginas e recebeu
respostas para todas as suas duvidas e vocé de livre e espontanea vontade
concorda em participar neste estudo. Assinando este termo, vocé recebera uma
copia.

Assinatura do participante Data
Assinatura do pesquisador Data
Testemunha 1 Data

Testemunha 2 Data
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APENDICE B - Tabelas de resultados

TABELA 6 - Resultado geral do estudo in vivo

Paciente Tamanho Localdo LNS Total Metas em /etas em Estadio MS IQ
do tumor tumor azul LN _NS(H-E) LNNS TNM
(cm) (H-E)
1- 6,5 direito 01 12 00/01 00/11 Il Negativa  Negativa
2- 5 sigmoide 00 14 00/00 01/14 1 NR NR
13- 55 direito 01 12 00/01 00/11 Il Negativa  Negativa
4- 7 direito 00 14 00/00 02/14 1 NR NR
5- 4 direito 03 09 03/03 00/06 1 NR NR
6- 5 ssquerdo 04 12 00/04 00/08 Il POSITIVA POSITIVA
7- 3,5 sigmoide 00 12 00/00 08/12 1 NR NR
8- 3,5 asquerdo 01 06 00/01 00/05 I Negativa  Negativa
19- 4 sigmoide 04 14 00/04 01/10 1 NR NR
10- 4 asquerdo 03 13 00/03 00/10 Il Negativa  Negativa
11- 4 sigmoide 02 15 00/02 00/13 Il Negativa  Negativa
12- 6 direito 02 15 01/02 05/13 1 NR NR
13- 2 direito 04 24 00/04 00/20 I Negativa  Negativa
14- 2 asquerdo 00 07 00/00 00/07 I NR NR
15- 4 direito 01 24 00/01 00/23 Il Negativa  Negativa
16- 4 sigmoide 02 04 00/02 00/02 Il Negativa  Negativa
17- 6 sigmoide 00 16 00/00 07/16 1 NR NR
18- 6 direito 01 15 00/01 00/14 Il Negativa  Negativa
Total 29 238 04/29 24/209
Legenda:

LN = linfonodo, LNS = linfonodo-sentinela, LNNS = linfonodo ndo sentinela; H-E = hematoxilina-eosina
(exame histolégico de rotina), MS = multissec¢éo de linfonodos. 1Q = imunoistoquimica de linfonodos, NR =
nao realizado. Azul = captante de corante.



TABELA 7 - Resultado geral do estudo ex vivo
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Paciente | Tamanho | Localdo | LNS | Total | Metas Metas | Estadio MS 1Q
do tumor tumor azul LN em em TNM
(cm) LNS LNNS
(HE) | (HE)
1- 11 direito 00 12 00/00 01/12 11 NR NR
2- 55 direito 02 19 00/02 00/17 Il POSITIVA POSITIVA
3- 4 sigmoide 06 15 00/06 00/09 I Negativa Negativa
4- 5 direito 00 14 00/00 01/14 I NR NR
5- 6 direito 00 08 00/00 01/08 11 NR NR
6- 4 direito 01 17 00/01 00/16 I Negativa Negativa
7- 55 sigmoide 00 15 00/00 00/15 Il NR NR
8- 4 direito 01 16 00/01 00/15 Il Negativa Negativa
9- 6,5 direito 00 15 00/00 00/15 Il NR NR
10- 6 direito 00 17 00/00 00/17 I NR NR
11- 3 direito 00 25 00/00 06/25 11 NR NR
12- 3 direito 00 12 00/00 03/12 11 NR NR
13- 5 direito 00 14 00/00 01/14 11 NR NR
14- 2,5 transverso 01 06 01/01 01/05 11 NR NR
15- 3,5 direito 00 10 00/00 05/10 11 NR NR
Total 11 215 01/11 19/204
Legenda:

LN = linfonodo, LNS = linfonodo-sentinela, LNNS = linfonodo ndo sentinela, H-E = hematoxilina-eosina
(exame histolégico de rotina), MS = multisseccdo de linfonodos, IQ = imunoistoquimica de linfonodos,
NR = nao realizado, Azul = captante de corante.
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