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RESUMO: Das variaveis anatomopatolégicas relacionadas ao prognostico de enfermos com cancer colorretal, a invasio neural
ainda se encontra pouco estudada. Objetivo: Verificar se ainvasdo neural no cancer colorretal estadios B e C de Dukes pode ser
considerada como fator prognéstico independente. M étodo: Foram estudados 97 doentes operados com intencdo curativa e
seguidos por periodo minimo de cinco anos. Excluiram-se doentes que receberam tratamento adjuvante. Os espécimes cir Ur gicos
foram corados por hematoxilina-eosina e imunoistoquimica para pesquisa da proteina S-100, com o intuito de se comparar a
fidedignidade das técnicas em detectar invasdo neural, sendo analisadas compar ativamente: acuracia, especificidade, sensibili-
dade e valores preditivos positivo e negativo. A comparagao entre a incidéncia de invasdo neural com relacao a recidiva foi
realizada, empregando-seotestedo qui-quadrado. A sobrevida e sobrevidalivrededoencgaforam estudadaspor analiseunivariada,.
Estabeleceu-se nivel designificancia de 5% (p £ 0,05) paratodos ostestes adotados. Resultados: A técnica da HE apresentou fraca
habilidade em detectar a invasdo neural, nao sendo adequada para esta andlise em doentes portadores de cancer colorretal. As
curvasdesobrevidaesobrevidalivrededoenca dosenfermosportador esdeinvasio neur al, pesquisada por meio daimunocolor agéo
para proteina S-100 sdo significativamente piores, identificando aquela caracteristica histolégica como valor prognostico inde-
pendente (p = 0,0003 e p = 0,0002, respectivamente). A ocorréncia de recidiva tumoral foi significativamente maior nos doentes
que apresentavam invasao neural (p = 0,0010). Conclusdo: Osresultados do presente estudo permitem concluir que, nos doentes
portadores de cancer colorretal, a deteccdo da invasdo neural pela pesquisa imunoistoquimica da proteina S-100 demonstrou ser
variavel independente, acrescentando informagdes prognosticas adicionais nos doentes classificados nos estadios B, C e C2 das
classificacBes de Dukes e Astler-Coller, respectivamente.

Descritores: Neoplasias. Neoplasias Colorretais. Proteina S 100. |munohistoquimica. Progndstico.
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INTRODUCAO

Nos Estados Unidos, o cancer colorretal (CCR)
representa a segunda causa de morte por neoplasia
entre os homens e a terceira entre as mulherest. Os
indices de mortalidade vém se alterando |entamente,
nao obstante os recentes avangos obtidos no diagndsti-
co precoce e tratamento®. No Brasil, a evolucéo do
CCR tem apresentado comportamento similar, sendo,
atualmente, a quinta causamais comum de morterela-
cionada ao cancer e, & semelhanca de outros paises,
suaincidénciavem aumentando em comparagdo a ou-
tros tipos de tumores que acometem o aparel ho diges-
tivod4,

A variabilidade dos comportamentos clinico e
biol6gico do CCR tem suscitado grande interesse pelo
estudo de fatores que possam estar associados a pro-
gresséo da neoplasia e, consegientemente, ao prog-
nostico dadoenca®®. O conhecimento do maior nime-
ro de variéveis diretamente rel acionadas ao prognosti-
co da enfermidade torna-se necessario com o objetivo
detentar identificar os doentes que realmente poderéo
se beneficiar do tratamento complementar. Estudos
tentando correlacionar variaveis clinicas, bioldgicas,
histopatol 6gicas e mol ecul ares ao progndstico do CCR,
tém sido publicados, mas seus resultados sdo intrigan-
tesemuitas vezes conflituosos”®. Assim, o diagnéstico
precoce, *° a idade, ** localizagdo da neoplasia, *?
graduacéo histologica, * grau de penetracdo na
parede intestinal, ** comprometimento linfonodal, 1516
producao de muco pela neoplasia, antigeno
carcinoembrionério, ¥°eainvasdo venosaeneura , 0%
sdo as variaveis maisfrequentemente estudadas, como
fatores relacionados ao progndstico da doenca. Ape-
sar da importéncia de todos esses fatores, 0 compro-
metimento parietal elinfonodal continuam representando
aprincipal base de predicdo dasobrevidaecritério para
instituicdo daterapia adjuvante 4.

Numerosas tentativas foram realizadas com o
intuito de discriminar o poder progndstico independen-
te das principais variaveis relacionadas ao CCR % %,
O consenso dessas publicagdes revela que os fatores
que apresentam associagOes mais fortes com a evolu-
¢do0 dos doentes sdo: profundidade de infiltragdo do
tumor na parede intestinal, o comprometimento
linfonodal, a presenca de metéstases e a graduagdo
histol 6gica da neoplasia ?* %, Entretanto, as tentativas
de avaliagdo prognostica apresentam a grave limita-
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¢do de restringirem-se a observacao de um registro
microscopi co momentaneo damorfologiatumoral, ndo
fornecendo informagdes sobre o real comportamento
biol6gico do tumor, o qual se encontrarelacionado aos
mecani smos intrinsecos de funcionamento das células
componentes daguel e tecido 2. Recentemente, com a
melhor compreensao das alteracGes genéticas envol-
vidas na carcinogénese colorretal, a pesquisadeinsta
bilidades de cromossomos e genes, bem como as alte-
racOes da expressdo tecidual de proteinas por eles co-
dificadas vém tornando atraente a possibilidade do
emprego de marcadores moleculares como variaveis
potencialmente validas para melhor compreensao do
prognostico do CCR. %24 Com o advento dos métodos
de andlise indireta da expressdo de genes, pela
deteccdo tecidual das proteinas por eles codificadas
com técnicas imunoistogquimicas, uma nova dimensdo
no estudo da carcinogénese colorretal foi conquistada.
A possibilidade de deteccao tecidual de antigenosrela-
cionados ao desenvolvimento, crescimento e dissemi-
nacéo do tumor permite avaliar a importancia deles
como fatores relacionados ao progndstico da enfermi-
daje 23, 24.

Analogamente ainvasdo angiolinfatica, consi-
deradaimportante fator progndstico nos portadores de
CCR, ainvasao neura (IN) também tem sido aponta-
dacomo potencial fator preditivo. Estima-se que ain-
vasao dabainhanervosa por célul as neoplasicas possa
ocorrer em 14 a 32% dos doentes, quando avaliada por
meio de técnicas histol gicas convencionais, estando
associadaapior prognostico %27, Contudo, a deteccéo
daIN pelas técnicas de coloragdo convencionais é de
dificil interpretacéo, principalmente em areas onde o
crescimento neoplasico, o infiltrado inflamatério, a
necrose e afibrose peritumoral ateraram aarquitetura
da parede intestinal ?. O emprego de técnicas
imunoi stoquimicas possi bilitou maior precisdo naavali-
acdo do comprometimento nervoso. Estudos
comparativos entre técnicas convencionais e
imunoi stoquimicas parao diagndstico dalN encontra-
ram indices diagnosticos de 14% e 70% respectiva-
mente, aumentando consideravelmente a preciséo
diagnéstica, fazendo com que a UICC (International
Union Against Cancer) passasse a considera-la como
provavel fator progndstico .

No estudo da IN em doentes portadores de
cancer do aparelho digestivo, a pesguisa da expressao
tecidua daproteina S-100, por técnicaimunoistoquimica
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vém apresentando resultados promissores 2%, Toda-
via, foram poucos os estudos que avaliaram a expres-
sdo tecidual da proteina S-100, por meio de
imunoistoquimica, como metodol ogiaparaanalisar com
maior precisao, areal incidénciado comprometimento
nervoso nos doentes operados por CCR, relacionando-
a ao prognostico da doenca.

O objetivo do presente estudo foi avaliar alN
por meio da expressdo tecidual da proteina S-100 em
doentes portadores de CCR estadios B e C de Dukes
e verificar sua relacdo com aspectos prognésticos na
casuistica examinada.

METODO

Apbs aprovacio pelo Comité de Eticado Hos-
pital Sirio Libanés, foram analisados espécimes cir(r-
gicos com adenocarcinomacolorretal, incluidosem blo-
cos de parafina, de 122 doentes operados entre 1977 e
1990, por um unico cirurgido (RC). Incluiram-se no
estudo todos os enfermos operados com intencdo cu-
rativa que ndo apresentavam metastases (exceto
linfonodais), avaliados durante estadiamento préeintra-
operatério e seguidos por periodo minimo decinco anos
ou até arecidivadaneoplasia. Foram excluidos 25 ca-
sos, sendo cinco por seguimento incompleto, 17 por
doenca metastética ou previamente submetidos a tra-
tamento adjuvante no pré ou pds-operatorio, etrés pa-
cientesclassificados como estadio A de Dukes, por néo
constituirem subgrupo representativo para analise.
Dessaforma, aamostraficou restritaa 97 doentes (47
mulheres), com idades variando entre 25 e 84 anos,
portadores de adenocarcinomado colon e reto, classi-
ficados nos estadios B e C de Dukes. Apesar da clas-
sificaco de Dukes restringir-se aos tumores de reto,
no presente estudo foi também estendida as neoplasias
do célon, a semelhanca de trabal hos anteriores 82°,

As principais variaveis clinicas e histol 6gicas
estudadas foram: idade (maior ou menor que 60 anos),
sexo, localizagdo do tumor (reto ou cdlon), profundida-
dedeinvasdo daparede célica(DukeseAstler-Caller),
grau histol 6gico (pouco, moderadamente ou bem dife-
renciado), tipo histol égico (tubular, papilifero, mucinoso,
células em anel de sinete), forma de crescimento
tumoral (expansivo ouinfiltrativo), linfonodos (nimero
delinfonodos ressecados e comprometidos), infiltrado
inflamatdrio (discreto, moderado, extenso), fibrose (dis-
creta, moderada, extensa), necrose (ausente, focal,

282

difusa), evolugdo clinica (favoravel ou desfavoravel),
localizacdo darecidiva (loco-regional ou a distancia),
seguimento (em meses desde a cirurgia até a Ultima
revisdo clinica), tempo livre de doenca (em meses des-
deacirurgiaaté aidentificagdo darecidiva), tempo de
sobrevida em meses (desde a cirurgia até o 6bito pela
doenca).

As laminas foram confeccionadas em um
Unico laboratério e analisadas por patologista
experiente em neoplasias digestivas e em técnicas
imunoi stoquimicas. Naanalise histol 6gica, empregaram-
se doismétodos de col oragdo: hematoxilina-eosinando
acida e imunoistoquimico para pesquisa da proteina
S-100, utilizando-se com anticorpo primario antiproteina
S-100 (Dako CytomationO, Copenhagen, Dinamarca)
com atécnicado complexo avidina-biotina-peroxidase
(ABC-VectorO), segundo metodol ogia anteriormente
descrita.’®

Paraaandlise de aspectos anatomopatol 6gicos
adotou-seaclassificacéo proposta por Jasse Morson®,
estabel ecendo-se escala de valores com pontuacéo
especifica, classificando os doentes com CCR em qua
tro classes de gravidade crescente, considerando-se;
grau de penetracdo do tumor na parede intestinal, tipo
de crescimento tumoral (expansivo ouinfiltrativo), nd-
mero de linfonodos comprometidos e infiltrado infla-
matdrio (extenso ou discreto). Acrescentou-se a clas-
sificac&o apresencaou ndo de IN pesquisadapelapro-
teina S-100.

Naandlise estatistica, afidedignidade dacolo-
racdo pela hematoxilina-eosina para confirmacdo da
IN, em relacdo ao método imunoi stoquimico para pes-
quisadaproteinaS-100, foi analisadaquanto aacuracia,
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo. A andlise das variaveis anatomopatol dgicas
e sobrevida foi feita pela apresentacdo das frequénci-
as e a porcentagem dos subtotais de sobrevidaem 5 e
10 anos, nas condigdes de invasdo neura presente ou
ausente.

Para andlise univariada, foram calculadas as
curvas de Kaplan-Meier para os tempos de sobrevida
e sobrevida livre para cada variavel considerada. A
significancia das diferencas entre as curvasfoi avalia-
da pelos testes de Cox-Mantel (L og-Rank) e Breslow.
A partir das variaveis que se mostraram estatistica-
mentesignificativasnaandlise univariada, realizou-se
a analise de regressdo multivariada pelo método de
Cox. Utilizou-se 0 model o passo a passo, inclusivo e
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condicional, tendo como critério de inclusdo p<0,05 e
de exclusdo p>0,10. Como todas as variaveis conside-
radas eram categoricas, elas foram codificadas por
contraste simples. Cada variavel foi comparada a ca-
tegoria que se mostrou de melhor prognéstico na an&
lise univariada. Na andlise da recidiva tumoral com a
condicdo de IN pelo tumor, considerando o caréter
qualitativo dasvariaveis correl acionadas, osresultados
foram avaliados pelo teste do c2. Para todos os testes
utilizados adotou-se nivel critico de 5% (p<0,05), em-
pregando-se o programa SPSS-13.

RESULTADOS
O Quadro 1 mostra a distribuicéo dos pacien-

tes segundo a localizag&o do tumor, classificacdo de
Dukes e IN.

A Figura 1 mostra, em um mesmo espécime,
a comparacdo entre os dois métodos de coloragéo.
Verifica-se que, enquanto o método convencional su-
gerealN, apesquisada proteina S-100 mostraa pre-
servacdo do nervo, tratando-se de resultado falso
positivo.

A Figura 2 mostra a comparagdo em um mes-
mo espécime entre as coloractes pela hematoxilina
€o0sinaeaimunoistoquimicaparaproteinaS-100. Pode-
se verificar que, enquanto a técnica convencional su-
gere a ndo existéncia de comprometimento neural, a
imunoistoguimicaconfirmaalN, tratando-se de resul -
tado fal so negativo.

O Quadro 2 mostra comparativamente, afide-
dignidade do método da Hematoxilina-eosina quando
comparado apesquisaimunoistoquimicadaproteinaS-
100 no diagnéstico da|N.

Quadro 1 - Distribuicdo dos doentes de acordo com a localizagdo do tumor, classificacdo de Dukes e

invasao neural.

L ocalizacao Classificacdo de Dukes Invasdo neural n
RETO B Presente 9
Ausente 22

C Presente 15

Ausente 10

COLON B Presente 12
Ausente 14

C Presente 7

Ausente 8

- 2k = 1 ~. -
B T A

Figura 1- A- Intestino grosso com cancer, corado pela hematoxilina-eosina. | dentifica-se tumor muco-secretor (TU), infiltrado inflamatério
(INF), e as setas indicam o nervo aparentemente invadido pelo tumor. FALSO POSITIVO PARA INVASAO NEURAL (40x). B- Mesmo
espécime, corado pela imunoistoquimica com a proteina S-100 observando-se o tumor (TU), infiltrado inflamatério (INF) e a exata

preservacdo do nervo (40x).
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Figura 2- A- Intestino grosso comcancer, oo[ado pela hematoxilina-eosina. I dentifica-setumor (TU), sema aparente ocorréncia deinvasio
neural. FALSO NEGATIVO PARATNVASAO NEURAL (100x). B- Mesmo corte detecido, corado pelaimunoistoquimica coma proteina
S-100 . O nervo corado em marrom apresenta nitida invasdo tumoral. INVASAO NEURAL POSI TIVA (100x).

Quadro 2 — Numero de casos com e sem invasdo neural pelos dois métodos de coloracéo.

Método de Coloracdo

CONDICAO Proteina S-100 Hematoxilina- Eosina
n n
COM invasdo neurd 43 22 21

(verdadeiramente positivaos) (fal sos negativos)

SEM invasédo neural 54 44 10
(verdadeiramente negativos) (falsos positivos)

A validade da coloragéo pela hematoxilina- com invasdo neura positiva e negativa, nos doentes
eosina para confirmagdo da N, em relagdo ao método estédios B e C de Dukes (Figuras 3 e 4).
imunoi stoquimico para pesquisadaproteinaS-100, de- Ao se considerar as curvas de sobrevida livre
monstrou acuracia de 68%, sensibilidade de 49%, de doenga, verificou-se que ndo havia diferencas
especificidade de 81%, valor preditivo positivo de 69% significantes nos doentes pertencentes aos estadios B1
evalor preditivo negativo de 69%. Taisresultados com- e B2 de Astler-Coller. Quando se considerou a
prometem avalidade do método dahematoxilina-eosina sobrevidalivre de doenca, verificou-se que as diferen-
em avaliar corretamente a IN. cas foram estatisticamente significantes nos doentes

A Tabela 1 mostra as varidvel's estudadas que com estadio C1 e C2 daclassificagdo deAstler-Coller.
apresentaram significancia estatistica, 0s aspectos, o (Figuras5e6)
tempo médio de sobrevida (meses) em cinco anos, e a Com base nos critérios de Jass e Morson (nU-
significanciaestatisticapor meio daandlise univariada. mero de pacientes, casos de ébito pela doenca,

A Tabela 2 mostra as variavel's estudadas que sobrevida com e sem evidéncia da doenca, bitos por
apresentaram significancia estatistica, os aspectos, o outras causas e asobrevidaem cinco e 10 anos), acres-
tempo médio de sobrevidalivre dadoenga (meses) em centando-se apenas a separagao de acordo com a pre-
cinco anos, e a significancia estatistica por meio da senca ou auséncia de IN, a mesma metodologia pro-

andliseunivariada. posta pel osautoresfoi reproduzida. Osresultados des-
Ao seconsiderar as curvas de sobrevida, apli- sa analise encontram-se reproduzidos na Tabela 3.
cando-se o teste de Cox-Mantel verificou-se que ha- A partir dos testes de Cox-Mantel e Breslow,

via diferenca significante, comparando-se os doentes selecionaram-se as categorias de variaveis que se
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Tabela 1 - Variaveis significantes, aspectos, tempo médio de sobrevida em cinco anos e resultados da
analise univariada.

Variavel Aspecto Sobrevida em 5 anos Log-Rank Breslow
(meses = 1.C. 95%)
Dukes B 84+ 4
C 69+ 9 0,0064*  0,0140*
Astler Coller Bl 86+ 6
B2 0+ 6
C1 70+ 8 0,0092*  0,0299*
Cc2 50+ 20
Tipo detumor Papilifero 70+ 12
Tubular 84+ 4
Mucinoso 57+ 19 0,0000*  0,0000*
Anel de sinete 0x O
Invasdo neural (S-100) Positiva 59+ 8
Negativa M+ 3 0,0000*  0,0000*
N° de linfonodos comprometidos <3 83+ 4
=ou>3 68+ 9 0,0196*  0,0335*
% de linfonodos comprometidos < 20% 84+ 4
= ou> 20% 65+ 10 0,0217*  0,0335*
mostraram de mel hor prognéstico. O resultado daan& De modo semelhante ao se analisar o resulta-

lisemultivariadadefatores prognosticos parasobrevida, do daandlise multivariadadosfatores progndsticos para
pelo método de Cox demonstrou que a classificagao asobrevidalivre de doenca, foi possivel verificar quea
de Dukes (p= 0,0169) e aIN, quando analisadas pela IN analisada pela pesqui saimunoistoquimicada prote-
técnicaimunoistoquimica (p=0,0003), revelaram-sefa ina S-100 (p=0,0002) também se revelou fator prog-
tores progndsti cos independentes. nostico independente.

Tabela 2 - Variaveis significantes, aspectos, tempo médio de sobrevida livre da doencga e resultados da
analise univariada.

Variavel Aspecto Sobrevida em 5 anos Log-Rank Breslow
(meses + 1.C. 95%)

Sexo Masculino 68+ 7

Feminino 42+ 7 0,0249*  0,0683
Dukes B 61+ 6

C 48+ 8 0,0289**  0,0220*
Astler-Coller Bl 56+ 8

B2 68+ 10

Cl 53+ 8 0,0154*  0,0158*

Cc2 17+ 15
Invasdo neura (S-100) Positiva 39+ 7

Negativa 68+ 6 0,0002*  0,0001*
Porcentagem de linfonodos comprometidos < 20% 59+ 6

= ou > 20% 46+ 10 0,0612 0,0324*
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Figura 3—Sobrevidarelacionada a Dukes B einvasio neural pela
pesquisa imunoistoquimica da proteina S-100.
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Figura 4 — Sobrevida relacionada a Dukes C e invasio neural
pela pesquisa imunoi stoquimica da proteina S-100.

A Tabela4 mostra os resultados da ocorréncia
de recidiva da doenca tumoral, como um todo, inde-
pendente do local, contraa presencaou ndo dalN pela
neoplasia.

DISCUSSAO

O conhecimento do maior nimero de vari&
veis diretamente rel acionadas ao prognostico do CCR
torna-se necessario com o objetivo de se identificar
mai's precisamente os doentes que realmente poderéo
se beneficiar do emprego do tratamento complemen-
tar >6. A ressecgdo cirlrgica continua sendo a mais
efetiva modalidade terapéutica parao CCR *. A cura
e prazos maislongos de sobrevida podem ser alcanca-
dos somente nos doentes submetidos a cirurgia com
carater curativo. Excegdes sdo 0s poucos enfermos
com CCR em estagio precoce nos quais a destruicéo
tumoral pode ser alcancada somente por radio ou
radioguimioterapia. Nos pacientes com doencaresidu-
a conhecida, o progndéstico é relativamente uniforme
e influenciado por limitado nimero de fatores e, em
consequiéncia, o reconhecimento deles tera pouca ou
nenhuma influéncia nas acdes terapéuticas. Em con-
traste, nos enfermos em que se realizou a ressec¢éo
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Figura5—Sobrevidalivre de doengarelacionada a Astler-Coller C1
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Figura 6 —Sobrevidalivre dedoencarelacionada a Astler-Coller C2
einvasdo neural pela pesquisa imunoistoquimica da proteina S-100.

completa do tumor, existe amplo espectro relativo a
suaevolugdo clinica. Neste grupo, diversos fatoresin-
fluenciam o progndstico, tornando-se fundamental de-
finir os doentes de ato risco nos quais tratamentos
adjuvantes e neoadjuvantes poderiam ser considera-
dos.

Os fatores progndésticos servem para muitos
propésitos. Sao utilizados paramelhor compreenséo da
historianatural do cancer, para a predi¢do dos resulta-
dos dos procedimentos terapéuticos, para identificar
grupos homogéneos de enfermos, para comparar re-
sultados de diferentestratamentos, paraidentificar gru-
pos de doentes com evolugéo desfavoravel eno plane-
jamento de estratégias de seguimento clinico-cirtrgico
%, A utilizagdo de fatores prognésticos também permi-
teaindividualizagao de tratamentos, reservando a es-
tratégiamais agressivaparadoentescom variaveismais
adversas e 0 tratamento menos agressivo para aquel es
com fatores prognésticos favoraveis. A melhoria da
acurécia prognosti ca poderiatambém contribuir parao
alivio das incertezas dos portadores de CCR, melho-
rando aspectos humanos e psicol 6gicos relacionados
aos cuidados médicos di spensados.

Os fatores prognosticos podem ser divididos
em trés grupos distintos: os rel acionados ao doente, 0s
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Tabela 3 — Resultados da aplicacdo da metodologia de Jass e Morson (1987) quanto a variaveis
anatomopatol dgicas, 6bitos e sobrevida dos pacientes com e sem invasao neural.

Grupos Invasao n Obitos SOBREVIDA Obitos por SOBREVIDA
neural pela doenca n outras causas (%)
Com Sem 5 anos 10 anos
doenca doenca
I Presente 16 5 2 9 - 7 5
Ausente 26 3 5 15 3 15 10
I Presente 8 3 2 2 1 5 -
Ausente 10 1 1 7 1 8 2
11 Presente 4 2 1 - 1 3 -
Ausente 14 2 4 8 - 1 2
v Presente 15 10 2 2 1 5 -
Ausente 4 - 1 2 1 4 -
Sub-totais Presente 43 20 7 13 3 20 (46,51%) 5 (11,62%)
Ausente %! 6 1 32 5 33 (70,37%) 14 (25,92%)
Total 97 26 18 45 8 58 19

n = ndmero de doentes.

relacionados ao tumor e aquel es rel acionados ao trata-
mento. Os fatores relacionados aos doentes ndo estéo
ainda total mente estudados, porém, quando investiga-
dos, tém se mostrado de grande influéncia na evolu-
¢&0, sendo, portanto, essenciais na avaliagdo prognos-
tica**. Os fatores relacionados ao tumor incluem ca-
racteristicas conhecidas, tais como a classificagéo do
tumor primério, tipo egrau histol 6gico, comprometimen-
to linfonodal e presenca de metéastases. Fatores inclu-
indo receptores hormonais, marcadores biogquimicos,
expressao de oncogenes, expressao de antigenos rela-
cionados e, maisrecentemente, marcadores moleculares
do processo de carcinogénese, tém sido amplamente
estudados *. Com relacdo ao impacto dos fatores re-
lacionados ao tratamento instituido, € aceito que o pro-
cedimento terapéutico ira influenciar a evolucéo da
doenga, sendo particularmente verdadeiro quando se

sabe que a escolha do tratamento cirdrgico constitui-
senaprimeiraop¢do paraaabordagem do CCR, acres-
cido do fato de que osfatores progndsticos, encontram
no exame do espécime cirdrgico, extenso campo de
pesquisa.

O estudo da IN como fator relacionado ao
prognéstico do CCR, diferentemente da invaséo
vascular, ndo tem merecido destaque naliteratura, sendo
mencionada apenas como provavel varidvel aser con-
siderada. Todavia, trabalhos vém chamando atencéo
paraalN como potencial fator preditivo, com base no
estudo realizado pela técnica da hematoxilina-eosina
%21 Egtatécnica, pelafatade acuidade em identificar
0 comprometimento neural, é cada vez mais questio-
nada*. Bellis et al. ° publicaram estudo comparativo
entre a técnica da hematoxilina-eosina e a
imunoi stoquimi ca para pesquisada expressdo tecidual

Tabela 4 — Incidéncia da invasao neural com relacdo a recidiva total e resultado estatistico.

Invasdo Neural

Recidiva Positiva Negativa Total (%)
Presente 28 17 45 (46,39%)
Ausente 15 37 52 (53,61%)
Totdl 43 54 97

Teste ¢2, p= 0,0010*
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da proteina S-100, analisando, sob o prisma
histopatolégico, alN em espécimes de CCR. Mostra-
ram de forma inequivoca, a superioridade da técnica
imunoi stoguimica paraproteina S-100 sobre o método
dahematoxilina-eosinanaidentificacdo dalN. Outros
estudos comparando as duas técnicas, haavaliagdo da
IN em doentes com cancer gastrico, demonstraram que
aimunoi stoquimicapoderiaser consideradacomo “ pa-
drdo ouro” para aidentificagdo do comprometimento
nervoso *. Tais aspectos também foram encontrados
no presente estudo, constatando-se que a pesquisa da
IN pelahematoxilina-eosinaapresentou acuracia, sen-
sibilidade, valor preditivo positivo evalor preditivo ne-
gativo criticavels, tornando-a passivel de exageradas
faixas de erro diagnostico. Estas observacfes suge-
rem que, quando se desgja estudar alN no CCR com
maior precisdo, torna-se recomendavel 0 emprego de
técnicasimunoistoquimicas.

Tem sido demonstrado quetumores colorretais
com IN possuem crescimento infiltrativo, apresentam
maior possibilidade de disseminagdo linfonodal e en-
contram-se associados a estédios mais avancados da
doenca . Tumores com IN também mostram maiores
indicesderecidivae pior progndstico *. Dessamanei-
ra, apesquisarotineiradalN pode revelar-se um fator
atil adicional na avaliacdo da malignidade do CCR.
Contudo, poucos autores avaliaram a IN como fator
progndstico independente quanto a sobrevida e ao in-
tervalo livre de doenga no CCR®.

Na presente casuistica, a andlise univariada
permitiu calcular a sobrevida (em meses), conforme
asvariaveis consideradas, possibilitando determinar o
grau de significancia estatistica para cada uma delas.
Para cada graduagdo de uma mesmavariével, foi cal-
culada a sobrevida. Verificou-se que apenas seis entre
as rel acionadas apresentavam importancia significati-
va: classificagdo de Dukes, Astler-Coller, tipo
histolégico, IN estudada pela expressdo tecidual da
proteina S-100, nimero de linfonodos comprometidos
e aporcentagem de linfonodos comprometidos em re-
lacdo a0 numero total dissecado. Assim sendo, a
sobrevidamédiaapresentou variacdo significativanes-
tas seis variaveis, segundo os testes de Cox-Mantel e
Breslow.

Quando se calculou asobrevidalivre de doen-
¢a (em meses), conforme as variaveis consideradas,
determinando o grau de significancia de cada umade-
las, verificou-se que cinco apresentavam importancia
sgnificativa: sexo, classificagdo de Dukes, Astler-Coller,
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IN estudada pela expressdo tecidual daproteinaS-100
e a porcentagem de linfonodos comprometidos. Cabe
destacar também que na andlise da variavel sexo, re-
ferente ao aspecto masculino, mostrou-se marginal men-
te significante pel o teste de Breslow, tendo ocorrido o
mesmo resultado para 0 quesito porcentagem de
linfonodos comprometidos, neste caso com a andlise
realizada pelo teste de Cox-Mantel.

A partir das varidveis que mostraram melhor
significado prognostico na analise univariada, foram
sel ecionadas agquel as que serviram pararealizar o mo-
delo passo apasso, com critérios deinclusao condicio-
nal, que nortearam a realizacdo das regressoes
multivariadas, para andise da sobrevida e sobrevida
livre de doenga. As curvas de sobrevida sempre foram
relacionadas com avariavel IN determinada pela pes-
quisa da proteina S-100. Quando a sobrevidafoi rela-
cionada a categoria Dukes B, e a presenca ou ndo de
IN detectada pelo método da proteina S-100, verifi-
cou-se que as curvas de sobrevida foram estatistica-
mente diferentes, com prejuizo para os doentes com
IN positiva (p = 0,0213). O mesmo aspecto foi obser-
vado quando se consideraram os enfermos classifica-
dos no estadio C de Dukes (p = 0,0007).

Quando se estudou a sobrevida livre de doen-
¢a, relacionada as categorias Astler-Coller B1 e B2
contraalN pelaproteina S-100, ndo se observou dife-
renca significante. No entanto, quando foram analisa-
dos os doentes nos estadios C1 e C2 de Astler-Coller,
com IN positiva ou negativa, verificou-se que as cur-
vas foram estatisticamente diferentes (p = 0,0014 e p
=0,0177, respectivamente), evidenciando evolugdo pior
para os doentes que apresentavam IN positiva pela
pesquisa da proteina S-100. Desse modo, foi possivel
dispor de um conjunto deinformacdes que colocaalN
como fator relacionado ao pior progndstico, em véarias
insténcias daandlise, evidenciando comportamento de
maior agressividade tumoral no CCR.

Examinando a literatura, observa-se evidente
dificuldade nacorrelagéo einterpretagdo dasvariaveis
prognésticasem relagdo ao cancer em gerd, pelaimensa
gama de fatores envolvidos, relacionados ao doente,
tumor e terapéutica. Assim, com objetivo de realizar
andlisemais|ucidaentrevariaveis anatomopatol 6gicas
e sobrevida de pacientes com CCR, submetidos a ci-
rurgiacom intencéo curativa, Jasse Morson, em 1987,
3 criaram uma tabela de pontuac&o, baseada em oito
diferentes variaveis anatomopatol 4gicas submetidas a
regressdo multivariada. Finalmente, selecionaram quatro
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delas para, de acordo com a gradacdo das mesmas,
formular tabelas de pontuaco para posterior agrupa-
mento dos doentes em quatro classes crescentes de
gravidade. O agrupamento permite estudar o nimero
de 6bitos por outras causas, a sobrevida com e sem
recidivadadoencae, finalmente, a sobrevidanos peri-
odos de cinco e 10 anos. As variaveis selecionadas
pelos autores foram: grau de infiltragdo da parede in-
testind, infiltrado inflamatério peritumoral, tipo decres-
cimento do tumor e nimero delinfonodos comprometi-
dos.

No presente estudo, acrescentou-se a classi-
ficagdo proposta por Jass e Morson 2, aIN estudada
pelo método imunoistoquimico para pesquisa da ex-
pressdo tecidual da proteina S-100, dividindo os en-
fermos em dois grupos baseados na presenca ou au-
séncia de comprometimento nervoso. Ao analisar-se
a sobrevida em cinco e 10 anos nos doentes com e
sem IN foi possivel verificar que, ndo obstante os
doentes com IN positiva estivessem enquadrados em
uma classe da classificacdo de Jass e Morson® de
menor gravidade (Classe 1), ao final de 10 anos, dos
16 enfermos com IN positiva so cinco permaneciam
vivos, enquanto dos 26 enfermos em que n&o havia
IN, 10 permaneciam vivos. Nas outras trés classes
ndo existia um doente sequer com IN positiva que
permanecesse Vivo apds cinco anos de seguimento.
Ao analisar-se o grupo de pacientes em que ndo exis-
tia IN, avaliada pela expressdo tecidual da proteina
S-100, foi possivel acangar sobrevidaem 10 anos, se
bem que em pegueno nimero de doentes, tanto na
classe |1 quanto na classe I11. Cabe ressaltar que no
grupo em que ndo existialN, 14 enfermos pertencen-
tesasclasses|, Il elll, apresentaram sobrevida pro-
xima aos 10 anos de seguimento.

Estabel ecendo-se igual raciocinio para paci-
entes com IN, agrupados nas classes |1 e 11, obser-
varam-se 0ito casos de sobrevida em cinco anos, en-
guanto que, na classe |11 sem IN neoplésica, encon-
traram-se 19 doentes com sobrevida alcancada de
cinco anos. Como consequiéncia, as classes constitu-
idas de pacientes sem IN poderiam enriquecer o nu-
mero de casos com sobrevida de até 10 anos. Estas
conclusdes ndo puderam ser estendidas para os do-
entes com IN.

Finalmente, ao se concentrar a atencdo no
subtotal de sobrevidacom cinco e 10 anos nosdiferen-
tescasoscomesem N, verifica-se que, enquanto 46%
dos doentes (20/43) com IN alcancaram sobrevida de
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cinco anos, 0 mesmo periodo foi atingido por 70% dos
enfermos (38/54) sem infiltragdo nervosa. Quando se
considera prazo de 10 anos de sobrevida, as porcenta-
gens sdo 11% (5/43) e 25% (14/54), respectivamente,
para os doentes com e sem IN.

Considerando as variaveis que mostraram
melhor progndstico, sel ecionadas pel os testes de Cox-
Mantel e Breslow, foi possivel separar dois conjuntos
diferentes, paraserem submetidosaanalisemultivariada
de fatores prognésticos, para sobrevida e sobrevidali-
vre de doenca.

Asvaridveisincluidas naandlise multivariada
paraasobrevidaforam: classificagdo de Dukes, Astler-
Coller, IN pesquisada pela proteina S-100, nimero de
linfonodos, porcentagem delinfonodos comprometidos
pelo tumor e, finalmente o tipo do tumor. A andlise
multivariada no que concerne a sobrevida demonstrou
que a classificacdo de Dukes e a IN pesquisada pela
proteina S-100 constituiam-se fatores prognosticosin-
dependentes.

Na andlise multivariada de fatores prognosti-
cos para a sobrevida livre de doenca, utilizando-se os
Mesmos critérios, selecionaram-se as seguintes varia-
Veis que se mostraram mais favoraveis na anélise
univariada: sexo, classificacdo de Dukes, Astler-Coller,
porcentagem de linfonodos comprometidos, tipo detu-
mor e IN pesguisada pelaproteina S-100. Verificou-se
queavariavel sexo apresentou resultado com diferen-
cadesfavoravel para o sexo feminino, porém tal resul-
tado ndo é comparavel aliteratura. Comrelacéo aclas-
sificacéo de Astler-Coller, constatou-se que essa vari-
avel demonstrou significanciaestatisticae que o grupo
de doentes classificados como C2, contribuiu parain-
fluenciar o resultado daandlise multivariada. Quanto a
IN pesquisada pela expressao tecidual da proteina S-
100, aregressao multivariadatambém demonstrou tra-
tar-se de fator progndstico independente para a
sobrevidalivre da doenca.

Ao analisar-se a relacédo entre recidiva
neoplasicaealN, dos 97 doentes portadores de CCR,
operados com intencdo curativa, foi possivel obser-
var gue a doenga recidivou em 46,39% (45/97) dos
casos, sendo que em 19 sob o tipo loco-regional e nos
26 restantes como metastases a distancia. A analise
da presenca ou auséncia de recidiva tumoral como
um todo, contraalN, constata que este tipo de cruza-
mento de varidveis apresenta diferenca, estatistica-
mente significante (p = 0,0010). Tal achado é facil-
mente compreendido, pelo comportamento
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diametral mente oposto quanto aincidénciade recidi-
vas de acordo com a presenca ou ndo de IN pelo
tumor. Assim, quando ocorreu recidivatumoral quase
2/3 destes pacientes (28/45) apresentavam IN, en-
gquanto que dos 52 casos que néo apresentavam reci-
diva, menos de 1/3 destes (15/52) tinham infiltrac&o
nervosapelaneoplasia, situagdo estaconfirmadapelo
estudo estatistico.

Dos 45 casos com recidiva, 26 foram a ébito
(18 por metastases adistanciae oito por recidivaloco-
regional). Dos 19 casos restantes com recidivadado-
enca, ou seja, pacientes vivos com evidéncia da
neoplasia, 11 apresentaram recidiva loco-regional e
oito metastases a distancia. Cabe destacar que o
acompanhamento pds-operatdrio mostrou que, no pri-
meiro ano apos a intervengdo cirurgicainicial, todos
0s sete casos com recidivas eram portadores de IN
pelo tumor. Entre o primeiro e segundo ano pds-ope-
ratério, dos 13 casos com recidiva, 8 apresentavam
infiltracdo nervosa. Portanto, dos 20 enfermos que
apresentaram recidiva neopl asica nos dois primeiros
anos de seguimento 75% (15/20) possuiam compro-
metimento neural.

Ao analisarem-se os Obitos por recidiva
tumoral, constata-se que nos dois primeiros anos de
seguimento ocorreram 16 mortes, sendo 13 em enfer-
mos com IN. Dos 16 6bhitos, 10 por metastases a dis-
tancia das quais em apenas um caso nao havia IN.
Quando se analisam os 9 enfermos com recidiva
neoplasica, ocorrida no terceiro ano pds-operatorio,
verificou-se que elas apresentavam maior prevaléncia
(6/9) nos doentes com IN detectada. Na andlise da
sobrevida a partir do quarto ano pds-operatorio, cons-
tatou-se que passou aexistir predominio dos enfermos
sem IN, havendo, num total de nove doentes, seis que
n&o apresentavam comprometimento neural. Dos qua-
tro obitos ocorridos no periodo, trés ocorreram por
metéstases a distancia e apenas um por recidivaloco-
regional. A partir do quarto ano pés-operatorio, houve
equilibrio entre aincidéncia de casos com e sem IN,
mas continuou predominando o nimero de enfermos
com metastases a distdncia, como forma de recidiva
da doenca, 0 que ocorreu em cinco casos de um total
de sete.

Estes achados demonstram que a recidiva da
doencafoi mais precoce e relacionadaamaior nimero
de mortes nos enfermos que apresentavam IN. A par-
tir dos resultados do presente estudo, pode-se inferir
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gue, na condi¢do clinica de recidiva neoplasica, nos
enfermos que apresentam IN, os tumores demonstra-
ram comportamento mais agressivo por reaparecerem
mais precocemente e encontrarem-se associados a
maiores indices de mortalidade.

Novas informagdes esclarecendo os mecanis-
mos genéticos envolvidos na carcinogénese do CCR
vém sendo obtidas, com abjetivo de propor terapias
neoadjuvantes, cirdrgicas ou adjuvantes, visando me-
lhorar a sobrevida dos doentes. Com a melhor com-
preensdo do papel desempenhado pelo maior nimero
de genes envolvidos na carcinogénese, por meio de
técnicas de microarrays, € possivel que se esteja en-
trando na era do estadiamento molecular do CCR.
Recentes estudos comparando o potencial de um gru-
po de genes em sobreviventes e ndo sobreviventes
portadores de CCR, com a efetividade de predicéo
prognéstica da classificagcdo de Dukes, demonstraram
resultados significativamente melhores para o
estadiamento genético®. Contudo, sdo técnicas onero-
sas, de dificil disponibilidade e ainda pouco emprega-
das napraticaclinica

Apesar detodo o0 avanco conquistado nos Ul ti-
mos anos, ainda ndo se conseguiu modificar arealida
de bidirecional em que vivem os doentes com CCR:
aqueles gque esperam viver e os destinados a morrer.
Somente com conhecimento do maior nimero de vari-
aveisrelacionadas ao progndstico do CCR, fidedignas
e passiveis de serem analisadas com metodologia
exeqivel e, se possivel, de baixo custo, poderdo mu-
dar-se os resultados atuais. Os resultados do presente
estudo permitem situar aandlise imunoistoquimicada
proteina S-100 na avaliacdo da IN em portadores de
CCR como uma metodologia que atende a esses
predicados.

CONCLUSOES

Nas condicfes do presente estudo, pode-se
concluir que o método dahematoxilina-eosinaapresenta
fraca habilidade naidentificagdo dalN. A IN demons-
trou ser fator prognostico independente nos doentes
portadores de CCR. A IN no CCR, detectada pelapes-
quisaimunoistoquimicada proteina S-100, acrescenta
informacdo progndstica quanto a sobrevida nos doen-
tes classificados nos estadios B e C de Dukes e
sobrevidalivre de doencanos doentes classificados nos
estadios C1 e C2 da classificagdo de Astler-Coller.
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ABSTRACT: Among the anatomopathological variables related to the prognosis for patients with colorectal cancer, neural
invasion remains little studied. Objective: To evaluate whether neural invasion in patients with colorectal cancer in Dukes
stages B and C could be considered to be an independent prognostic factor, by means of univariate and multivariate analysis.
Method: Ninety-seven patients who underwent operations with curative intent by the same surgical team were followed up for a
minimum period of fiveyearsand were studied. Patientswho received adjuvant treatment wer e excluded. The surgical specimens
were stained with hematoxylin-eosin (HE) and immunohistochemical techniques for S-100 protein analysis, with the aim of
comparing the two techniques for detecting neural invasion. Accuracy, specificity, sensitivity and positive and negative predictive
values were analyzed for HE in relation to S-100 protein. Comparison between the incidence of neural invasion and tumor
recurrence was made by using the chi-squared test. Survival and disease-free survival were studied by univariate analysis. A
significance level of 5% (p £ 0.05) was established for all the tests adopted. Results: The HE technique presented weak ability to
detect neural invasion and was inadequate for this analysisin colorectal cancer patients. The survival and disease-free survival
curves for patients with neural invasion, investigated by means of immunostaining for S-100 protein, were significantly wor se,
thusidentifying this histological characteristic as having independent prognostic value (p = 0.0003 and p = 0.0002, respectively).
There was significantly more tumor recurrence among patients who presented neural invasion (p = 0.0010). Conclusion: The
results from the present study allow the conclusion that, among colorectal cancer patients, neural invasion was shown to be an
independent variable that gave additional prognostic information regarding patients in stages B, C and C2 of the Dukes and
Astler-Coller classifications, respectively.

K ey words: Neoplasms. Colorectal Neoplasms. S 100 Protein. Immunohistochemistry. Prognosis.
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