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RESUMO

BASTOS JUNIOR, Cesar de Souza. Contribuicdo de caracteristicas
morfoldégicas e imuno-histoquimicas para o diagndstico de lesdes
serrilhadas colorretais. Rio de Janeiro, 2021. Tese (Doutorado em
Medicina- Anatomia Patologica) - Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

INTRODUCAOQO: Nos ultimos 30 anos houve grande evolugdo no conhecimento das
lesbes serrilhadas colorretais e sua relacdo com vias moleculares recentemente
descritas. A despeito de recente atualizacdo dos critérios morfolégicos e mudancas
de nomenclatura, o diagndstico das lesBes serrilhadas sésseis (LSS) ainda
permanece um desafio diagndstico, justificando a investigacdo de métodos
adicionais que possam contribuir na sua utilizacdo. OBJETIVOS: Aplicar a
classificagdo da OMS de 2019 a uma amostra de lesdes serrilhadas colorretais com
base em suas caracteristicas diagnésticas, morfoldégicas e imuno-histoquimicas;
correlacionar as caracteristicas morfolégicas e os padrbes da expressdo dos
anticorpos ANXA10, MUC1, BRAF, MLH1 e Ki-67, com os diagnosticos das lesdes
serrilhadas colorretais da amostra; propor a utilizagdo de um escore para 0
diagnostico de lesbes serrilhadas sésseis; e comparar 0s adenomas convencionais
com as lesbes serrilhadas em relacdo as caracteristicas diagndésticas, clinico-
epidemioldgicas, morfolégicas e imuno-histoquimicas. MATERIAL E METODOS:
Foram analisados 172 polipos colorretais (serrilhados e convencionais) e verificadas
caracteristicas morfolégicas de acordo com a nova classificacdo da OMS e
expressdo imuno-histoquimica de BRAF, ANXA10, MLH1l, MUC1l e Ki-67.
RESULTADOS: Foram identificados 108 polipos serrilhados e 64 adenomas
convencionais (AC). A maior parte dos polipos serrilhados ocorreu em pacientes
entre 50 e 70 anos (p = 0,016) e 50% das LSS foi identificada em cdlon direito
(p<0,0001). Em relacédo as alteracdes morfologicas a presenca de dilatacdo da base,
irregularidade de criptas e serrilhamento luminal distal foram as caracteristicas mais
frequentes em LSS. Eosinofilia citoplasmatica, ndcleos alongados ou “penciloides” e
criptas ectopicas foram as principais caracteristicas de adenomas serrilhados
tradicionais. Expressdo de BRAF foi observada em cerca de 57,1% dos pdlipos
hiperplasicos (PH) e 79,2 % das LSS, 54,8% dos PH e 89,6% das LSS mostrou
positividade para ANXA10 e nenhuma expressao foi observada em AC (p<0,0001).
Localizagdo em colon direito, expressdo de BRAF e ANXA10 mostraram aumento de
chances de diagndstico de LSS (OR: 9,6; OR: 5,0 e OR: 24,2 - p=0,0005, 0,006 e
0,0002), o que permitiu a elaborac&o de escore com valores de 0 a 9 e, sensibilidade
e especificidade, de 66,67% e 83,33%, quando considerado 4 como ponto de corte.
CONCLUSAOQ: O serrilhamento luminal distal e a irregularidade de 03 ou mais
criptas, foram as caracteristicas mais frequentes em LSS. A maioria dos PH mostrou
serrilhamento em terco proximal, sem irregularidade de criptas. Expressdo de BRAF
foi mais frequente em PH e LSS e, a maioria das LSS exibiu expressdo de ANXA10,
acima de 50%. A utilizacdo de BRAF e ANXA10, junto com a localizacdo da leséo
pode constituir ferramenta adicional para o diagnéstico de lesdes serrilhadas.

Palavras-Chave: Lesbes serrilhadas, adenomas convencionais, intestino grosso,
morfologia, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

BASTOS JUNIOR, Cesar de Souza. Contribuicdo de caracteristicas
morfoldégicas e imuno-histoquimicas para o diagndstico de lesdes
serrilhadas colorretais. Rio de Janeiro, 2021. Tese (Doutorado em
Medicina- Anatomia Patologica) - Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

INTRODUCTION: In the past 30 years, there has been an increase in knowledge of
serrated lesions of colorectum and their relationship with recently described
molecular pathways. Despite the recent update of morphological criteria and
nomenclature changes, the diagnosis of serrated lesions remains a challenge, what
justifies the investigation of additional tools that can contribute to the diagnostic.
OBJECTIVES: To apply the 2019 WHO classification to a sample of colorectal
serrated lesions based on diagnostic, morphological and immunohistochemical
characteristics; correlate morphological characteristics and patterns of expression of
ANXA10, MUC1, BRAF, MLH1 and Ki-67, with the diagnoses of colorectal serrated
lesions in the sample; to propose the use of a score to be applied to the diagnostic of
sessile serrated lesions; and to compare conventional adenomas with serrated
lesions in relation to diagnostic, clinical-epidemiological, morphological and
immunohistochemical characteristics. MATERIAL AND METHODS: 172 colorectal
polyps (serrated and conventional) were analyzed, and morphological characteristics
were verified according to the new WHO classification and immunohistochemical
expression of BRAF, ANXA10, MLH1, MUC1 and Ki-67. RESULTS: It were
identified 108 serrated polyps and 64 conventional adenomas (CA). Most of the
serrated polyps occurred in patients between 50 and 70 years (p = 0.016) and 50%
of the sessile serrated lesions (SSL) was identified in the right colon (p<0.0001).
Regarding morphological alterations, the presence of base crypt dilation, crypt
irregularity and distal luminal serration were the most frequent characteristics in SSL.
Cytoplasmic eosinophilia, pencilated nuclei and ectopic crypts were the main
characteristics of traditional serrated adenomas. BRAF expression was observed in
about 57.1% of hyperplastic polyps (HP) and 79.2% of SSL, 54.8% of HP and 89.6%
of SSL showed positivity for ANXA10 and no expression was observed in CA
(p<0.0001). Localization in the right colon, BRAF and ANXA10 expression showed
increased chances of the diagnostic of a SSL (OR: 9.6; OR: 5.0 and OR: 24.2 -
p=0.0005, 0.006 and 0.0002), which allowed the elaboration of a score with values
from 0 to 9 and sensitivity and specificity of 66.67% and 83.33%, when considered 4
as a cutoff point. CONCLUSION: Distal luminal serration and irregularity of 03 or
more crypts were the most frequent characteristics in SSL. The majority of PH
showed serration in the proximal third, without crypt irregularity. BRAF expression
was more frequent in HP and SSL and most SSL exhibited ANXA10 expression
above 50%. The use of BRAF and ANXAL1O, together with the location of the lesion,
may be an additional tool for the diagnosis of serrated lesions.

Keywords: Serrated lesions, conventional adenomas, large intestine, morphology,
immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os carcinomas colorretais (CCR) séo a neoplasia maligna gastrointestinal
mais comum no mundo, com cerca de 150.000 novos casos por ano nos Estados
Unidos, correspondendo a cerca de 52.000 mortes anualmente e representando
aproximadamente 15% de todas as mortes relacionadas ao cancer (. No Brasil,
estimam-se 40.990 novos casos anualmente, sendo 20.520 homens e 20.470
mulheres e correspondendo, a cerca de 20.578 mortes por ano, das quais 10.191

na populacdo masculina e 10.385 entre as mulheres @.

O pico de incidéncia desta lesdo encontra-se entre as idades de 60 e 70
anos, com apenas 20% destes ocorrendo abaixo de 50 anos. Fatores de risco
relacionados a esta condicéo incluem dieta rica em gordura animal, estilo de vida

sedentéario e a coexisténcia de doenca intestinal inflamatéria, dentre outros .

O surgimento dos CCR encontra-se relacionado a combinacdo de uma
série de eventos moleculares que incluem anormalidades genéticas e
epigenéticas. Tradicionalmente descreviam-se pelo menos duas vias genéticas
distintas; a primeira delas a via APC/ beta-catenina, associada a ativacéo da via
Wingless (WNT) e da classica sequéncia adenoma-adenocarcinoma e, no outro
extremo, a via da instabilidade microssatélite (MSI), associada a defeitos nos
genes do emparelhamento errdbneo (mismatch repair gens, MMR). Ambas as vias
envolvem o acumulo sequencial de multiplas mutacdes. Os genes e 0s
mecanismos pelos quais as mutacdes ocorrem sdo diferentes entre si; além
disso, eventos epigenéticos contribuem para a progressao tumoral em ambas as
vias, sendo o mais comum o silenciamento de genes induzidos por metilagédo .

Até recentemente a classificacdo das lesGes precursoras dos CCR se
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limitava ao diagndstico de adenomas e, outros tipos de poélipos como os pélipos
hiperplasicos eram considerados desprovidos de risco de malignidade. No inicio
dos anos 90 foram descritas lesbes com caracteristicas morfologicas e
moleculares intermediarias entre as duas vias acima descritas, até entdo
prototipos dos modelos de carcinogénese M. Em 1990 foi descrita por Longacre-
Fenoglio, uma espécie de variante intermediaria entre estas duas lesdes
anteriormente citadas (adenomas e polipos hiperplasicos), inicialmente chamada
de “Pdlipo misto hiperplasico-adenomatoso / Adenoma Serrilhado”, com
caracteristicas semelhantes aos pélipos hiperplasicos. Estas lesdes, que
apresentavam arquitetura serrilhada das luzes das glandulas, além de poderem
exibir alteracbes displasicas, como as vistas em adenomas tradicionais,
trouxeram a possibilidade da existéncia de um subgrupo de lesdes

adenomatosas, com potenciais distintos de comportamento e evolugéo ©).

Nas ultimas décadas, com o refinamento das técnicas moleculares e o
avanco na compreensao das caracteristicas morfolégicas, imuno-histoquimicas
e moleculares dos poélipos serrilhados, foi possivel a classificacdo pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) destas les6es como pélipos hiperplasicos
(lesbes caracterizadas pela presenca de serrilhamento luminal de suas criptas
restritas até seus dois tercos proximais e, atualmente classificados como poélipos
hiperplasicos microvesiculares — PHMV e ricos em células caliciformes -
PHRCC), adenomas serrilhados sésseis com ou sem displasia (caracterizados
pela presenca de serrilhamento em toda a extensao da luz glandular, associado
a dilatacéo de sua base e irregularidade arquitetural, atualmente denominadas

de lesbes serrilhadas sésseis), adenomas serrilhados tradicionais (polipos de
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padrao arquitetural viloso, com eosinofilia citoplasmatica, nucleos alongados e
formacdo de pequenas criptas ndo conectadas a membrana basal, denominadas
criptas ectopicas) e polipos mistos (leses com caracteristicas intermediarias
entre os diagnosticos anteriores), utilizando-se critérios mais estruturados e
menos subjetivos 4. Além disso, teve inicio a caracterizacdo de uma via
alternativa de carcinogénese para estas lesfes, a chamada via serrilhada, com
base em caracteristicas moleculares e de comportamento proprias, com
implicacbes no progndéstico e que demandam uma sistematica de vigilancia
especifica. Alie-se a este fato, a crescente preocupacdo com a reprodutibilidade
dos critérios utilizados para diagnostico histopatolégico destas lesdes, bem como

as estratégias de deteccdo e acompanhamento endoscépico ©).

Muitas publica¢cées vém discutindo a adaptacao por parte dos patologistas
a estes novos conhecimentos, somado a importancia de caracterizagdo de um
perfil molecular que possa contribuir para uma melhor padronizagdo do
diagnostico destas lesdes ©). A multiplicidade de terminologias utilizadas nas
dltimas décadas, algumas vezes confusas, compromete ndo apenas a avaliacdo
da reprodutibilidade diagnostica, como a concordancia interobservador. Muito
embora as primeiras descri¢cdes dos polipos serrilhados datem de 1990, ou seja,
h& 30 anos e, figurem nas trés ultimas publicacdes da OMS, os niveis descritos
de discordancia diagnostica variam de 30 a 80%, conforme os principais estudos
©®). Este é um dado alarmante e reflete ndo apenas a necessidade de se
investigar dentro de cada instituicdo os seus percentuais de concordancia, bem
como buscar formas de uniformizar critérios e reduzir sua subjetividade,

objetivando melhor qualidade diagndstica.
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O reconhecimento do papel das lesGes serrilhadas na carcinogénese
colorretal e suas implicacdes no rastreio, acompanhamento e tratamento destas
lesbes € uma realidade. Todavia, estes novos conhecimentos encontram-se
limitados, dada a dificuldade atual em se definir e, de forma mais importante,
reproduzir 0s principais critérios microscopicos de forma que isso represente
uma melhora na concordancia entre os médicos patologistas ©®).

Apesar de todo o avanco no conhecimento da biologia molecular e das
vias de carcinogénese destas lesdes, até hoje ndo existe um consenso sobre 0
uso de um ou mais marcadores (imuno-histoquimicos ou moleculares) que
exercam papel definidor no diagndstico desta condicdo. Estudos com anticorpos
nao utilizados na rotina diaria de imuno-histoquimica, como anti B-raf proto-
oncogen, serine/threonine kinase (BRAF) e Anexina A10 (ANXA10), assim como
métodos moleculares ndo frequentemente disponiveis na rotina diaria (por
exemplo, a pesquisa de metilacdo), tém sido fruto de investigacdo nos ultimos
anos e carecem de mais estudos .

E fundamental também que se criem ferramentas diagndsticas que
possam levar em consideracdo quais dos critérios ja descritos apresentam
melhor desempenho no diagnostico, assim como maior capacidade de
compreensao e reproducdo por parte do patologista, de modo a exercer papel
decisivo na conclusdo diagnéstica. Torna-se importante, portanto, a continua
investigagcdo das caracteristicas morfoldgicas e moleculares das lesbes desta
via, 0 seu papel na progressao destas lesdes neoplasicas, bem como avaliar a

contribui¢cdo destes dados na melhoria da acuracia diagnoéstica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 VIAS MOLECULARES DA CARCINOGENESE COLORRETAL.

2.1.1 Via da sequéncia classica adenoma-adenocarcinoma

Esta é a via preferencial de surgimento dos carcinomas colorretais,
correspondendo a cerca de 90% dos carcinomas desta localizagdo, de uma

maneira geral, e a cerca de 80% dos tumores de célon esporadicos 4,

O processo tem inicio com a mutacdo do gene APC (Polipose
Adenomatosa Familiar - Adenomatous Poliposis Coli), um regulador do gene da
beta-catenina, que por sua vez € um componente da via de sinalizacdo WNT.
Para que a APC perca a sua funcdo, ambas as cOpias deste gene precisam ser
inativadas, seja por mutacao ou por eventos epigenéticos. Os defeitos no gene
APC podem ocorrer através da aquisicdo de mutacées somaticas, como ocorrem
nos canceres esporadicos, ou mutacfes de linhagens germinativas herdadas,
como na Sindrome da Polipose Adenomatosa Familial, representando o
“primeiro evento”, seguido da metilagdo dos alelos normais do gene, dando inicio
a perda da funcao deste gene. O produto da transcricdo deste gene, a proteina
APC, normalmente se liga e promove a degradacéo da beta-catenina que, livre
do estimulo supressor da proteina APC passa a se acumular no nucleo, onde
ativa a transcricdo de genes tais como Myelocytomatosis Avian Virus Gene

(MYC) e Ciclina D1, responsaveis por promover a proliferacédo celular @47,

Segue-se a este fendbmeno, o acumulo de muta¢des adicionais, incluindo
as mutacdes ativadoras de proto-oncogenes, como o Kirsten Rat Sarcoma Viral

Oncogene Homolog (KRAS), responsavel pelo aumento da atividade proliferativa



23

e inibicdo da apoptose. A mutacdo do KRAS é considerada um fenébmeno tardio,
presente em apenas 10% dos adenomas menores que 1,0 cm, porém detectada
em 50% dos adenomas acima deste tamanho e em 50% dos carcinomas
invasivos. Sdo também observadas mutacdes em genes supressores tumorais,
como SMAD Family Member (SMAD2 e SMAD4), efetores da via de sinalizacéo
do Transforming Growth Factor Beta (TGF-), implicada na inibicdo do ciclo
celular; a perda da funcdo destes genes propicia o estimulo a atividade

proliferativa celular @4,

Outro gene supressor tumoral comumente implicado nesta via é o p53,
apresentando mutacdo em 70 a 80% dos carcinomas colorretais, mas raro nos
adenomas, sugerindo que tal mutagéo seja um fenémeno tardio no processo de
carcinogénese. A perda de funcéo deste e de outros genes supressores tumorais
€ normalmente causada por dele¢cdes com perda da heterozigosidade (LOH- loss
of heterozygosity), ressaltando que a instabilidade cromossdmica € a marca da
via APC/beta-catenina. Esta mutacdo, quando geneticamente herdada,
encontra-se implicada no surgimento da Sindrome de Polipose Adenomatosa

Familiar (PAF) em até 70% dos casos 48),

De forma alternativa, sdo também observadas metilagbes em regides
conhecidas como Cytosine Guanine Islands - CpG (uma regiao 5’ contendo uma
sequéncia citosina-guanina de alguns genes e que inclui um local de promogéao
e inicio da transcrigdo). A metilacéo € a adicdo de um grupamento metila (CH3)
ao nucleotideo de citosina em um dinucleotideo CG (citosina-guanina),
ocorrendo na regido promotora do gene como um mecanismo fisioldgico, que

regula a expressao génica sem alterar a sequéncia do DNA (Desoxyribonucleic
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Acid), denominada alteracéo epigenética. Quando a metilagdo aberrante do DNA
resulta em silenciamento da transcricdo de genes supressores tumorais, pode
ocorrer o estimulo ao crescimento neoplasico. Adicionalmente, cerca de 10%
dos casos de Polipose Adenomatosa Familial (PAF) mostram-se relacionados a
mutacdes no gene de reparo da MutY Human DNA Glycosylase (DNA MUTYH),

relacionado a via do emparelhamento errdneo do DNA 49,

2.1.2 Via do emparelhamento erréneo — instabilidade microssatélite

A perda da funcdo de genes responsaveis pelo reparo do
emparelhamento errbneo do DNA encontra-se implicada nesta via de
carcinogénese colorretal. Os genes mais comumente afetados sdo MLH1 (mutL
homolog 1) e MSH2, (mutS homolog 2), além dos genes MSH6 (mutS homolog
6), PMS2 (postmeiotic segregation increased 2) e PMS1 (postmeiotic
segregation increased 1), que sao responsaveis pela deteccdo, excisdo e

reparos do DNA durante a replicagdo “9).

O protétipo desta via é a Sindrome de Lynch ou de Cancer Colorretal Nao-
Polipose Hereditario (CCNPH), descrita inicialmente em grupos familiares de
ocorréncia de cancer em diversas localizagées como intestino grosso e delgado,
endométrio, estbmago, ovario, ureteres, cérebro, trato hepatobiliar e pele, sendo
0S tumores colorretais de ocorréncia em faixas etarias mais jovens e
frequentemente localizados no célon ascendente ®). Nesta condicéo, o paciente
apresenta mutacdo herdada em um dos alelos dos genes do reparo do
emparelhamento erréneo (MMR, do inglés mismatch repair), sendo o segundo

alelo mutado ou epigeneticamente silenciado, levando ao acumulo de mutacdes
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em taxas até 1000 vezes acima do normal, principalmente em regides contendo

sequéncias repetidas de DNA referidas como “microssatélites” (.

O DNA humano possui cerca de 50.000 a 100.000 destas regides de
microssatélites, que séo predispostas a se expandirem durante a replicacdo do
DNA, representando o local mais frequente para a ocorréncia de mutagées no
CCNPH “8), Embora estas mutacGes sejam geralmente silenciosas devido a sua
frequente ocorréncia em regides nao-codificantes do DNA, alguns
microssatélites se localizam em porcdes codificantes ou promotoras de genes
envolvidos na regulacéo do crescimento celular, como os do receptor de TGF-f3
tipo Il e da proteina pro-apoptoética BCL-2 Associated X Protein Gene (BAX),
determinando crescimento celular descontrolado ou sobrevivéncia de clones
celulares com graves anormalidades genéticas. Esta condicdo é conhecida
como instabilidade microssatélite (MSI- microsatellite instability) e a ocorréncia

de carcinomas colorretais por esta via possui uma frequéncia de 15 a 30% 10,

MutacBes no oncogene BRAF e o silenciamento de diferentes grupos de
genes devido a hipermetilacdo de regides CpG também sdo comumente
encontradas em céanceres que se desenvolvem através de um padrdo de
emparelhamento errbneo do DNA. Todavia, ndo necessariamente estas
alteracdes encontram-se relacionadas a aquisicao hereditaria de mutacdo nos
genes MLH1, MSH2 e nos demais, conforme descrito na CCNPH. Em contraste,
mutacbes do KRAS e p53 ndo sao detectadas nestes grupos de tumores,
mostrando um perfil molecular caracteristico de combinacdo de instabilidade
microssatélite (MSI), mutacdo do BRAF e metilacdo de genes especificos como

MLH1, p16 e O-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) ©),
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Tais neoplasias até recentemente eram descritas dentro da via do
emparelhamento errbneo; entretanto, com o avanco no conhecimento da
biologia molecular destas lesdes, foi possivel identificar que as mesmas exibiam
um perfil molecular especifico e que, muito embora estivessem relacionadas a
MSI, apresentavam uma espécie de assinatura genética propria e exibiam um
fendtipo caracterizado morfologicamente pelo aspecto serrilhado de suas luzes,

dentre outras caracteristicas arquiteturais mais especificas 10,

Além desse padréo, foi identificado ainda um grupo de tumores mostrando
mutacdes do KRAS, associados a hipermetilacdo das regides CpG (descritas
como um fenotipo CIMP+, CpG Island Methylator Phenotype), porém sem
instabilidade microssatélite; tais tumores ndo ou raramente apresentavam
mutacdes no BRAF e p53. Por sua vez, tumores apresentando mutacao no p53,

s&o mais comumente encontrados na auséncia de hipermetilagéo CpG (CIMP -)

(10),

Estas lesGes, com perfis moleculares distintos dos protétipos descritos
nas vias APC- beta-catenina e da Instabilidade Microssatélite, exibiam padrdo
morfolégico com arquitetura séssil e serrilhamento de suas luzes glandulares.
Tal padrdo morfolégico foi descrito primeiramente por Longacre e Fenoglio ) em
1990 e aprimorado por Torlakovic e Snover 1Y em 1996, e estas lesdes,
passaram a ser descritas como “Adenomas Serrilhados Sésseis” (SSA Sessile
Serrated Adenomas). A multiplicidade de novas classificagdes destas lesdes que
surgiram posteriormente, associadas as novas informacgfes a respeito do
comportamento biolégico e tratamentos, foram revistas ao longo das ultimas

décadas, passando a compor a Via Serrilhada de Carcinogénese (12,
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2.1.3 Via serrilhada.

Atualmente acredita-se que existam pelo menos cinco a seis vias
moleculares que se sobrepdem para o surgimento dos CCR @3, sendo que entre
70 a 80% destas lesdes ocorram de forma esporadica e dentre as demais,
encontram-se algumas que sdo geneticamente determinadas ou hereditarias (4.
Dentro do grupo de carcinomas colorretais com base genética ou hereditaria,
incluem-se a Sindrome de Lynch e a Polipose Adenomatosa Familial e suas
variantes, correspondendo a cerca de 3 e 1% cada, respectivamente. O grupo
restante de casos, correspondendo a cerca de 16 %, compreende casos com
uma certa tendéncia de agregacao familiar e com caracteristicas morfolégicas e

moleculares distintas (21,

A visdo mais recente das vias de desenvolvimento dos carcinomas
colorretais (CCR) considera trés mecanismos basicos para o surgimento destas
lesBes: a instabilidade cromossémica (IC), a hipermetilacdo de genes nas
regides CpG determinando um fenétipo especifico (CIMP) e a instabilidade
microssatélite (MSI), conforme anteriormente explicado. Hoje se considera que
estas vias mais do que caminhos distintos, representem na realidade areas de
sobreposicao, determinando assinaturas genéticas proprias para cada subtipo
molecular de CCR ©:9), A figura 1, abaixo, reline a visdo atual a respeito das vias

de carcinogénese e 0s aspectos moleculares mais sedimentados, até entéo.
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Via Convencional Via Serrilhada Via da Instabilidade
Microssatélite

ucosa Normal
| ' e ! !

APC mutagdo APC mutagdo esporddica KRAS mutado BRAF mutado MSH2,6 — MLH1,3 - PMS 1,2
germinativa MGMT metilado ou ndo CIMP - / baixo CIMP alto mutagdo germinativa
AT / ATV KRAS mutado AST AST / LSS LSS
‘ CIMP - / baixo
Hipometilagdo
l vias Metilagdo
‘ Mutacdo Tp53 / ativagéo da via Wnt / ativacdo via MAPK Wnt/ MGMT MLH1
| [\ Mark pio
SMAD 4 1 l
AT / ATV ATV Serrilhado AST LSS
CIMP-/1C Displasia AG Displasia AG com displasia com displasia CIMP —/ Ms|
PAF APC mutante APC mutante APC selvagem APC selvagem APC selvagem Lynch
1-2% KRAS / BRAF selvagem KRAS mutante KRAS mutante BRAF mutante BRAF mutante 2-5%
CIMP — CIMP — / baixo CIMP baixo CIMP alto CIMP alto
Carcinoma MSE Carcinoma MSE Carcinoma MSE Carcinoma MSE Carcinoma MSI
50— 60% 20-25% 5% 5% 10-15%
| Tipo 4 - Progndstico Intermedidrio Tipo 3 — Prognéstico Ruim Tipo 2 — Pior Prognéstico Tipos 1 e 5— Melhor Prognéstico |

Figura 1: Resumo das correlacdes entre as alteragbes moleculares mais conhecidas, as vias de
carcinogénese descritas, os tipos moleculares de CCR descritos e os tipos de lesGes precursoras
relacionadas. CIMP - :auséncia de fenodtipo CIMP; MSE: microssatélite estavel; MSI:
microssatélite instavel; AT: adenoma tubular; ATV: adenoma tubulo-viloso; AST: adenoma
serrilhado tradicional; LSS: lesdo serrilhada séssil; IC: instabilidade cromoss6mica. Adaptado de
East JE e cols, Kim JH e cols e Bettington M ¢:43.74),

Acredita-se que até 85% dos CCR surjam através de instabilidade
cromossOmica. S&o tumores que mostram tipicamente aneuploidia do DNA, com
anormalidades nos cromossomos 5, 17 e 18 e, mutacdes no gene da APC, no
proto-oncogene KRAS e em genes supressores tumorais, como p53 e DCC,
conforme anteriormente demonstrado (!6). Esta é a via mais comum para o
surgimento de adenomas e CCR e, corresponde a entdo chamada via APC/beta-
catenina, sendo responsavel pela maioria dos CCR esporadicos e aqueles

relacionados a PAF ©,

Aproximadamente 15% dos CCR parecem surgir através da mutacdo ou
alteracdo epigenética (metilacdo) de importantes genes supressores tumorais ou
relacionados com o reparo do DNA; estes canceres tendem a apresentar DNA
diploide e séo associados a instabilidade microssatélite e/ou fendtipo de

hipermetilagdo 7).
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Conforme ja abordado anteriormente, a MSI envolve a inativacdo de
genes responsaveis pelo reparo do emparelhamento errbneo de genes durante
a transcricdo, levando principalmente a repeticdo de sequéncias de DNA néo-
codificante chamadas de microssatélites e que podem ocorrer de forma
geneticamente herdada, como na Sindrome Lynch (CCNPH) ou através da
metilacdo destes genes, principalmente MLH1 e MSH2, em suas regifes

promotoras (17,

Sendo assim, em um extremo, correspondendo a uma frequéncia de até
3% dos CCR temos a MSI geneticamente herdada (CCNPH) e o restante (cerca
de 12% dos CCR) correspondendo a uma rede de sobreposicoes de
mecanismos moleculares que envolvem principalmente a mutacdo do gene
BRAF, seguida da metilacdo de genes do emparelhamento erroneo (MMR),
particularmente MLH1, levando a um padrdo de instabilidade microssatélite
chamado fenétipo MSI-H (MSI high) e/ou metilacao de outros genes nas regiées

CpG, levando ao chamado fendtipo conhecido como CIMP (7. 18),

Protocolos para a pesquisa de MSI através da técnica do PCR (Protein
Chain Reaction) recomendam o uso dos seguintes marcadores: BAT25, BAT26,
D5S346, D2S123 e D17S250; se 2 ou mais marcadores forem anormais, os CCR
sdo considerados MSI-H (MSI High); se apenas um marcador for anormal, é
chamado de MSI-L (MSI low), enquanto, se nenhum marcador se mostra
alterado, os CCR s&o considerados MSI-estaveis ou MSS (MSI stable) 19,
Praticamente todos os canceres MSI-H podem ser identificados com o uso de
painel imuno-histoquimico utilizando-se os marcadores MLH1, MSH2, PMS2 e

MSH6 (7. 19),
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A identificacao do fendtipo MSI-H entre os CCR € importante ndo apenas
pela deteccdo precoce de pacientes portadores da Sindrome de Lynch, mas
também em relacdo ao prognostico e tratamento; dentre algumas diferencas,
CCR esporadicos MSI-H podem estar associados a maiores taxas de ocorréncia
de tumores metacrénicos, melhor progndstico e maior beneficio com uso de
quimioterapia em tumores estagio Il (sem metastase linfonodal), além da
possibilidade de tratamento de primeira linha com pembrolizumabe para tumores
metastaticos, assim como pacientes portadores de CCR com fendtipo MSS e
MSI-L, nos estagios | e Il, apresentam maior sobrevida, com uso de
quimioterapia com 5-fluorouracil ?%2Y, Todavia, os critérios de indicacdo de
pesquisa de MSI em CCR esporadicos ainda se encontram em debate, sendo
utilizadas informacdes sobre a localizacdo da leséo, historico familiar, idade e
alteracdes histopatoldgicas caracteristicas, como por exemplo presenca de
diferenciacdo mucinosa, infiltrado linféide intratumoral (> 2 linfécitos/campo
grande aumento), reacéo linfoide Crohn-like, dentre outras, para se indicar tais

andlises (20,

A metilacdo de determinados genes é caracteristica de neoplasias que
surgem no colon direito e apresentam um padrdo morfolégico compativel com
lesGes serrilhadas ©). Esta via, chamada também de via serrilhada, caracteriza-
se pela mutacdo na porcao promotora dos genes BRAF (predominantemente)
ou KRAS, com progressao do acumulo de alteracbes genéticas atraves da
metilacdo de genes supressores tumorais e de reparo do emparelhamento

erréneo (MMR), podendo ou nao cursar com instabilidade microssatélite ©®,



31

Esta € uma via que, embora relacionada aos pélipos serrilhados, possui
um padréo heterogéneo entre vias menores que se sobrepdem, algumas ainda
por serem definidas. E constituida por lesdes que apresentam caracteristicas
genéticas e morfologicas distintas, agrupando desde lesdes precursoras até
pouco tempo consideradas como sem qualquer relacdo com progressao para
malignidade, como os polipos hiperplasicos, até lesbes pouco frequentes e
potencialmente portadoras de displasia, como os adenomas serrilhados. Esta via
possui como o protétipo a chamada Sindrome da Polipose Serrilhada (SPS),

caracterizada por um numero elevado de lesdes serrilhadas no intestino grosso

(22).

Da mesma forma que a nomenclatura dos pdélipos serrilhados evoluiu ao
longo do tempo, o conhecimento da biologia molecular destas lesfes também
veio mostrando crescente acumulo de informagdes. A alteragdo molecular mais
caracteristica destas lesfes € a ativacdo da via MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase), que ocorre através da mutacdo do oncogene BRAF (mutacdo V600E) e
a hipermetilacdo de genes supressores tumorais (fenotipo CIMP +) e/ou do
reparo do emparelhamento errdneo (MSI) @3, Cerca de 80% a 90% das lesGes
serrilhadas sésseis (LSS) exibem mutagcdo do BRAF e esta caracteristica
também estd presente no polipo hiperplasico microvesicular (PHMV), o que

contribui para a teoria de uma origem comum ou evolucgdo entre estas lestes 4.

Além da mutacdo no BRAF, a via de sinalizagdo MAPK encontra-se
comumente alterada em CCR e lesfes precursoras através da mutacdo do gene
KRAS. Estas mutacfes sdo mutuamente excludentes e a mutacdo do BRAF

exibe grande especificidade para pdlipos serrilhados 4. Descreve-se esta
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mutacédo, por exemplo, em 62% das criptas ectopicas em lesdes serrilhadas, 70
a 76% dos PHMV, 61 a 100% das LSS e 64 a 100% dos LSS com displasia
citolégica ou cancer invasivo associado, sendo raro no PHRCC ?4), Por sua vez,
a mutacdo do KRAS foi descrita com uma frequéncia de 50% dos PHRCC,

sendo, porém, rara nos PHMV (%),

A via MAPK de sinalizagdo mostra-se ativada também nos Adenomas
Serrilhados Tradicionais (AST), porém a proporcao entre BRAF e KRAS varia
bastante em diferentes estudos, possivelmente relacionado a baixa frequéncia
deste tipo de lesdo, além das dificuldades de classificacdo. A frequéncia de
mutacédo do BRAF e do KRAS para AST varia, respectivamente, entre 27 e 55%

e de 29 a 46% (24.25),

Outro importante fenbmeno, que ocorre precocemente na via serrilhada,
€ a hipermetilacdo de regibes CpG do DNA, conhecida como CIMP. Este
representa a hipermetilagcdo de multiplas sequéncias de dinucleotideos citosina-
guanina (CpG), chamadas de regides ou ilhas CpG, frequentemente localizadas
nas regides promotoras do DNA onde, a hipermetilacdo aberrante promove o
silenciamento em cascata de toda uma sequéncia, com reducdo da expressao
génica. Os locais de hipermetilagdo podem ser os mais diversos e sdo alvos de

continua investigacéo acerca de seu papel na via serrilhada (526,

A hipermetilacdo de alguns genes especificos ocorre na maioria dos
CRC, mas o padréo global de metilacdo é que caracteriza alguns dos tumores
da via serrilhada como um fenétipo CIMP-H (CIMP High) ou CIMP+. Este padréo
pode ser detectado através da pesquisa de um painel de genes por graus de

metilagcdo através da técnica de Methylation-Specific Protein Chain Reaction
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(MS-PCR), como por exemplo: MLH1, MGMT (O6-methylguanine-DNA
methyltransferase), pl16, “methylated in tumor-1, 2 e 31”7 (MINT-1; MINTZ2;
MINT31), além o gene Adenomatous Poliposi Coli (APC), dentre outros (1518.26),
Os tumores CIMP-H apresentam também MSI por hipermetilacdo do gene MLH1,
correspondendo a cerca de 15% de todos os CRC e 4% dos canceres retais,
estando clinicamente associados com idade avancada, género feminino e

localizac&o do tumor mais proximal 19,

Mutacdes do BRAF estdo muito associadas com tumores CIMP+, ao
contrario do observado em tumores com mutacdo do KRAS (tumores
costumeiramente MSS) 19, As taxas de frequéncia de tumores CIMP+ nas
diversas lesdes serrilhadas costumam acompanhar a frequéncia de mutagcdes
do gene BRAF, e variam de 47 a 73% nos PHMV, 70 a 76% das LSS e 80% dos
LSS com displasia citolégica (LSS-CD), sugerindo que, da mesma forma que a
mutacdo do BRAF, seja um evento precoce no surgimento das lesbes
serrilhadas. Ha relato da deteccdo de metilacdo do DNA na mucosa normal de
intestinos de pacientes que apresentavam lesdes serrilhadas em outras

localizacgdes (20),

Com relacdo aos AST, existem poucos estudos abordando o CIMP, mas
descrevem-se frequéncias de até 79%, com taxas menores em AST, KRAS
mutados, do que aqueles com mutacdo no BRAF @4, Por sua vez, vale lembrar
gue o padrao CIMP+ pode ser visto em alguns adenomas convencionais,
contudo menos comumente que em LSS e ndao acompanhados de mutagcdes no

BRAF ou MSI ©@3),
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A hipermetilacdo da regido promotora do gene de reparo do
emparelhamento errbneo MLH-1 esta relacionada com o desenvolvimento de
MSI em CCR esporadicos, levando ao surgimento de CCR microssatélite-
instaveis (CCR-MSI). E um fendmeno considerado mais tardio na via serrilhada,
estando presente em praticamente todos os polipos serrilhados de pacientes que
apresentaram CCR-MSI. Existem, entretanto, LSS que evoluem para céancer
através de mutacdo do BRAF e hipermetilacdo (CIMP-H), para CCR

microssatélite-estaveis (CCR-MSS, microssatelite stable colorrectal carcinoma)

(10).

Um estudo de Renaud F e cols, descreveu a hipometilacdo (ao contrario
do padréao de hipermetilagdo, mais comumente descrito) do gene relacionado a
formacao da mucina Mucin 5AC Gene (MUC5AC) como um evento precoce no
surgimento de lesdes serrilhadas, particularmente PHMV e LSS, BRAF mutados,
CIMP+ ou MSI, podendo vir a ser um outro marcador que contribua para a

identificacdo de lesGes da via serrilhada (29,

Por sua vez, a importancia da via de sinalizacdo WNT e mutacao do p53
em lesdes serrilhadas, como visto nas lesbes adenomatosas convencionais, tem
sido alvo de debate, podendo ser importante a época do desenvolvimento da
displasia ?®, O WNT é uma proteina de ligacdo de receptores da membrana
celular cuja sinalizacao estabiliza o complexo de degradagcdo APC-Axina-GSK3b
(Glycogen Synthase Kinase 3 Beta Gene). Quando a APC ¢ silenciada através
de mutacéo, o fator de transcri¢cao beta-catenina deixa de ser degradado por este
complexo e passa a acumular-se no nudcleo, integrando-se com T cell-specific

transcription  factor/lymphoid enhancer-binding factorl (TCF/LEF) e
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determinando a transcricdo de potenciais alvos em cascata relacionados a
promocdo da oncogénese %%, O padrdo de expressdo imuno-histoquimica da
beta-catenina nas células da mucosa intestinal € de membrana, porém quando

ha mutacdo da APC a expresséao torna-se nuclear, indicando seu acumulo (19,

A expressdo andmala de beta-catenina tem sido descrita com frequéncia
em lesdes serrilhadas, sendo maior de acordo com a progressao tumoral,
embora o papel da ativacdo da via de sinalizacdo WNT ainda ndo esteja bem
definido para este tipo de lesdo (1926, Da mesma forma, esta via de sinalizac&do
pode também ser alterada por mutacdes e metilacdo de outros genes
participantes da via, além do APC. Estudos analisando a expressédo do BRAF e
da beta-catenina mostraram que ambas tendem a coexistir, com uma frequéncia
de acumulo de beta-catenina nuclear em até 90% dos tumores com mutag&o no
BRAF, particularmente LSS, LSS-CD e CCR @920 suygerindo que a via de
sinalizacdo WNT possua papel tanto na via serrilhada, quanto na via usual de
carcinogénese, através de metilacdo. Outros possiveis genes implicados, que
normalmente inibem a via WNT e podem apresentar-se metilados e inativados
em LSS, favorecendo o acumulo de beta-catenina nuclear sdo o Secreted
Frizzled-Related Protein (SFRP), o Caudal Type Homeobox 2 Gen (CDX2) e
Mutated In Colorectal Cancers Gene (MCC); todos mostram-se metilados em
LSS e ndo em PH, exceto o ultimo que ja aparece alterado epigeneticamente em

PH (25,

Por fim o p53, um gene supressor tumoral envolvido com a regulagéo do
ciclo celular e controle da apoptose, pode apresentar-se mutado, com acumulo

nuclear em algumas LSS e AST, principalmente em areas de displasia; esta é
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uma alteracdo comum em CCR e adenomas que surgem pela via convencional,
sendo incomum em lesdes da via serrilhada que apresentam mutacdes do
BRAF, CIMP ou MSI, mas mostra-se positivo em 50% dos canceres com
mutacdo do BRAF, CIMP+, MSS (sem metilacdo do MLH1). Possivelmente as
alteracdes dos genes do p53 e MLH1 séo eventos criticos que direcionam 0s
CCR para MSS ou MSI, respectivamente. De forma semelhante ao observado
na via WNT, a inativacao da via do p53 pode ocorrer ndo por mutacao do gene
do p53, mas por metilacdo do Insulin Like Growth Factor Binding Protein 7 Gene
(IGFBP7) @9, Kaji e cols, sugeriram que embora a metilacdo do MLH1 e do
IGFBP7 possam coexistir, a ordem de ocorréncia dos mesmos pode ser definitiva
para a histologia da lesdo, a primeira determinando lesdes do tipo LSS e a

segunda, relacionada ao surgimento de AST ©9),

Em suma, com relacdo aos LSS, a mutacdo do BRAF é fortemente
relacionada ao status CIPM-H em LSS ou CCR-MSI, sendo provavelmente a
mutacdo BRAF e o CIMP, os fenébmenos mais precoces, identificados em PHMV
e LSS sem displasia citologica. A perda da fun¢do do MLH1 através da metilacédo
de regifes promotoras deste gene parece ser um evento mais tardio, dado que
é identificado com maior frequéncia em LSS-CD, nas regides displasicas (19,
Acredita-se que exista na via serrilhada uma progresséo das lesdes a partir do
PHMV, para LSS e depois para LSS-CD até os CCR, caracterizada pela
aquisicdo de mutagdes no BRAF e aumento progressivo de CIMP e MSI; este
fendtipo molecular de metilacéao e instabilidade pode ser identificado inclusive na
mucosa intestinal desprovida de lesbes visiveis nestes pacientes, em cada

segmento, com tendéncia de aumentar em direcdo ao célon proximal (23,
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Por sua vez, em relacdo aos AST, a caracterizacdo molecular € menos
clara, em parte devido a sua baixa frequéncia, sendo, entretanto, descritas como
principais alteracdes a mutacéo do KRAS e a hipermetilacao da regido promotora
do gene MGMT, com uma frequéncia muito inferior de mutacdo do BRAF, em
comparacdo com os LSS 0, Com relacéo ao fenétipo de metilagdo CpG, podem
Oou ndo 0s apresentar, assim como ndo mostram metilacdo do MLH1, sendo,
portanto, microssatélite-estaveis (MSS). A hipermetilacdo do MGMT tem sido
observada tanto em lesdes fenétipos CIMP+ ou CIMP- ©3), Embora alguns PH,
particularmente o PHRCC, possam partilhar alteracées moleculares comuns aos
ASTs (por ex: mutacdes do KRAS e metilagdes do MGMT), a defini¢éo clara de

um precursor ainda esta por ser definida 3.

2.1.4 Papel de Biomarcadores na Via Serrilhada Colorretal

2.1.4.1 BRAF

O gene BRAF encontra-se mutado em uma grande variedade de
neoplasias, sendo responsavel pela transcricdo de uma serina-treonina quinase,
ativadora da via proteina-quinase mitdégeno ativada (MAPK). Em cerca de 95%
dos canceres encontra-se presente a mutacao V600E a qual, esta presente em
até 15% dos carcinomas colorretais e, comumente associada aos fenétipos
CIMP+ e MSI-H, usualmente através de mecanismos epigenéticos (metilacao)
(30),

Por outro lado, a presenca de mutacdo do BRAF n&o ocorre em casos
hereditarios de instabilidade microssatélite, como na Sindrome de Lynch, motivo

pelo qual a pesquisa de mutacdo do BRAF tem sido realizada em casos de
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carcinoma colorretal com fendtipo de instabilidade microssatélite, para separar
casos esporadicos de hereditarios 9.

Fazem parte da mesma via os genes KRAS e NRAS, cujas mutacfes
ativadoras constituem um potente efeito de cascata de sinalizacdo em outros
genes da mesma via, como o BRAF, o qual é responsavel pela ativacdo de
proteino-quinases mitdgeno ativadas - Mitogen-activated protein kinase kinase
(1,2) (MEK1 e MEK2), estimulando a atividade proliferativa e sobrevida celular;
todavia, a mutacao isolada do BRAF é suficiente para produzir sinalizacdo em
cascata, independente das vias regulatorias superiores. As mutacdes neste gene
parecem ser fenbmenos precoces na via serrilhada de carcinogénese, estando
presente em até 76% dos polipos hiperplasicos microvesiculares e entre 75 e
90% das lesoes serrilhadas sésseis G1).

Usualmente a expressdo da proteina BRAF com a mutacdo V600OE é
detectada por métodos moleculares (reacdo em cadeia de polimerase — PCR),
contudo esta avaliacdo pode ser feita através de método de imuno-histoquimica
através de anticorpo especifico para a mutacdo V600E (anticorpo BRAF VE1),
com valores de sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo de 96,1%,
94% e 89,1%, respectivamente 233  Adicionalmente, a mutacdo V600E é
mutuamente exclusiva em relacdo as mutacdes do gene KRAS (34.39),

O padréao de expressao imuno-histoquimica observado € descrito como
citoplasmatico, podendo variar de fraco a forte; adicionalmente pode ser
observada marcacdo nuclear, porém, que ndo deve ser considerada como

positiva, quando ndo associada a expressao citoplasmatica (32-34. 86),
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2.1.4.2 Anexina A10

Dentre 0s genes comumente expressos em polipos serrilhados,
descritos na literatura, 0 gene da Anexina A10 € um dos mais frequentemente
identificados ©®, O produto de sua expressdo € uma proteina ligante de
fosfolipideo, regulada por calcio, membro da familia das anexinas e envolvida
em processos de diferenciagdo, crescimento celular e apoptose ©7:38),

A Anexina A10 € expressa na mucosa gastrica (células foveolares e
glandulares de mucosa normal de antro e corpo) assim como em células de
glandulas de Briinner no duodeno e no urotélio da pelve renal #839), Todavia,
expressao aberrante desta proteina foi observada em mucosa metaplasica de
esofago de Barrett, além de canceres orais, pancreaticos e pulmonares 839,

Foi demonstrado em alguns estudos que a Anexina A10 pode ser um
marcador da via serrilhada, com aumento da expressdao em lesdes serrilhadas
sésseis (LSS) em comparacdo com a mucosa colonica normal e poélipos
hiperplasicos microvesiculares (PHMV) (39:40),

A sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de LSS em um dos
estudos foi de 73% e 95%, respectivamente “9, enquanto outro estudo
demonstrou valores de sensibilidade e especificidade para o diagndstico de
carcinomas colorretais com histologia serrilhada de 42% e 98%, respectivamente

(38),

O padrao de expressdo mais comumente descrito, considerado como
positivo, € marcacdo nuclear ou nuclear e citoplasmatica, preferencialmente
acima de 5% das células. A expressdo somente citoplasmatica deve ser

considerada como nédo especifica e ndo positiva (36:38),
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2.1.4.3 Ki-67

A expressao de Ki-67 relaciona-se com a atividade proliferativa, uma vez
gue é uma proteina presente em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase
GO, mostrando relacéo direta com a fracdo de crescimento de uma populacdo
celular “1),

Torlakovic e cols “2 descreveram a diferenca entre a distribuicdo das
areas proliferativas (Ki-67positivas) e diferenciadas (CK20 positivas) entre os
polipos serrilhados e nao-serrilhados do intestino grosso. Na mucosa normal e
de polipos hiperplasicos, tanto a porcdo proliferativa, quanto a diferenciada da
cripta, mostraram-se bem demarcadas com o uso do Ki-67 e da CK20, ou seja,
foi possivel identificar a positividade apenas para o Ki-67 no compartimento distal
das criptas (porcdo proliferativa) e apenas para CK20 nas por¢des mais
proximais, melhor diferenciadas, contendo células maduras, mucossecretoras.
Nas demais lesdes, observou-se um padrédo de distribuicdo irregular (lesées
serrilhadas sésseis), difuso (adenomas convencionais) ou ainda, restrito as
criptas ectopicas (adenomas serrilhados tradicionais), em se tratando da
expressdo nuclear do Ki-67; por sua vez, a expressao de CK20 demonstrou
caracteristicas morfolégicas proprias, muitas vezes analogas aos padrdes de
marcacdo do Ki-67, com expressdo preferencialmente na porcdo apical,
diferenciada, das criptas.

Desta forma, na mucosa normal, foram descritos dois compartimentos
bem definidos, conforme explicado acima, um positivo para o Ki-67 e
correspondendo a porgéo basal, proliferativa das criptas e outro, mais proximal,
positivo para CK20, nas por¢des mais apicais das glandulas, porém distantes

(separados) entre si; ja os polipos hiperplasicos mostraram expansado e
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aproximacdo das duas areas, contudo bem definidas, estando a zona
proliferativa restrita a porcdo basal e com expressédo pelo Ki-67. As lesdes
serrilhadas sésseis exibiram irregularidade na distribuicdo das duas areas, com
deslocamento da zona proliferativa para por¢cbes mais apicais (Ki-67positivas) e
extensdo da area diferenciada (CK20 positivas), para as bases das criptas,
enguanto os adenomas serrilhados tradicionais exibiram positividade para Ki-67
restrita as criptas ectépicas. Nao foi observado um padrdo especifico para
adenomas convencionais, que comumente exibiram positividade difusa para o

marcador, porém com areas de auséncia de expressdo ‘2,

2.1.4.4 MLH-1

A presenca de fenétipo de metilacao (CIMP-H), particularmente do MLH-
1, é reconhecido como um marcador molecular da via serrilhada e um marco na
progresséo de lesGes serrilhadas sésseis “3).

O MLH-1 é um dos genes responsaveis pela prevencdo do
emparelhamento errébneo do DNA durante a divisao celular e o seu silenciamento
através de metilacdo de sua regido promotora € causa de instabilidade
microssatélite, relacionado a modificagdes importantes nas sequéncias de
microssatélites e, consequentemente ao surgimento de inimeras mutagdes “4.

A presenca de fenotipo MSI-H relacionado ao silenciamento do gene
MLH-1 mostra-se quase que invariavelmente relacionado ao surgimento de
displasia (LSS-CD) — as quais sao raramente diagnosticadas, muito
provavelmente, pela rapida progressdo para carcinoma, em virtude da alta

pressdo exercida pela carga mutacional relacionada a esta condigcdo “9.
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A presenca do estado CIMP-H mostrou em um estudo, correlagdo com
idade acima de 51 anos, localizacdo de lesdo em célon proximal e tamanho
acima de 5 mm, parecendo ser um fendbmeno mais tardio na via serrilhada de
carcinogénese e, subsequentemente, relacionado a progressao tumoral (46),

Conforme observado, a maioria das LSS-CD exibindo metilacdo do gene
MLH-1, mostra perda completa de expressao imuno-histoquimica nas criptas
displasicas, embora possa ser observada apenas perda parcial da expressao
deste marcador, particularmente relacionado a area de displasia. Desta forma, €
possivel que se identifiguem areas de perda focal da expressao, relacionadas

apenas aos nucleos das células mostrando alteracdes displasicas “447),

2.1.4.5 MUC-1

As mucinas englobam um grupo de diferentes glicoproteinas de alto
peso molecular produzidas por células epiteliais da mucosa gastrointestinal e os
genes relacionados a sua producéo sdo chamados de genes MUC (“9),

O gene Mucin 1 Gene (MUC-1) leva a producdo de uma proteina
transmembrana, raramente expressa na mucosa colorretal normal e pode estar
expressa em canceres colorretais “9). Outros tipos de mucinas como Mucin 6
Gene (MUC-6) e Mucin 5AC Gene (MUC5AC), que sdo mucinas do tipo gastrico,
também ndo expressos na mucosa colorretal normal e podem estar envolvidos
em estagios iniciais e finais da carcinogénese colorretal (0:51),

Um estudo apontou a expressao de MUC-1 em 23,3% dos polipos
colorretais de uma amostra, a maioria em adenomas convencionais (23,5%) e

rara em lesdes serrilhadas sésseis (7,8%), ndo tendo sido expresso em nenhum

polipo hiperplasico (p<0,0001) “8), Este padrdo de expressdo, sugere que 0
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MUC-1 possa, em conjunto com outros marcadores, contribuir na diferenciacao
entre os diferentes tipos de polipos colorretais, particularmente polipos

hiperplasicos pela auséncia de expressao deste marcador.

2.2 LESOES PRECURSORAS
Os palipos colorretais podem ser divididos, de uma maneira geral, entre
agueles pertencentes a via classica de carcinogénese (adenomas colorretais) e
os relacionados a via serrilhada (pdlipos hiperplasicos, lesbGes serrilhadas
sésseis com e sem displasia e adenomas serrilhados tradicionais, além de
variantes recentes descritas e ainda ndo bem estabelecidas) “+ 52 53 Os

préximos topicos abordardo caracteristicas morfologicas proprias destas lesdes.

2.2.1 Adenomas Convencionais

Os adenomas colorretais convencionais sdo neoplasia benignas (pré-
malignas) da mucosa intestinal, tendo como substrato molecular principal a
instabilidade cromossémica, resultante do acumulo de alteracdes génicas na via
WNT, gque se iniciam, em sua maioria, a partir da mutacdo APC-Beta catenina
(52).

O aumento da atividade proliferativa relacionada as mutagdes iniciais
determina as irregularidades celulares e arquiteturais que sao reconhecidas
como displasia convencional no nivel microscépico, sendo elas a hipercromasia
e pseudoestratificacao nuclear, o aumento do niumero de glandulas associada a
perda de estroma interglandular levando ao fendmeno conhecido como
“crowding”, a presencga de nucléolos evidentes, assim como mitoses e a redugao

da atividade mucossecretora das células ©¢2,
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Macroscopicamente podem se apresentar como lesdes elevadas
pediculadas ou de base séssil (alargada), ou ainda planas, levemente
sobrelevadas ou até deprimidas. Em termos microscopicos podem apresentar
arquitetura tubular ou vilositaria; dependendo do percentual apresentado de
formacdes tubulares ou vilosas, 0 adenoma pode ser classificado como tubular
(até 25% de Vvilosidades), viloso (acima de 75%) ou tubulo-vilosos
(compreendendo entre 25 a 75% de vilosidades) (%2,

A displasia presente neste tipo de lesdo pode ser dividida em baixo e
alto graus; sdo caracteristicas da displasia de alto grau maior complexidade e
irregularidade arquiteturais, acompanhadas de arquitetura cribriforme, necrose
intraluminal, perda de polaridade e estratificacdo nuclear, além de padrédo de

cromatina dispersa e figuras de mitose 2,

2.2.2 Classificacdo e Caracteristicas Morfoldégicas das Lesbes
Serrilhadas
2.2.2.1 pélipos hiperplasicos
Os poélipos hiperplasicos constituem o tipo de lesdo serrilhada mais
comumente observado 459, correspondendo a cerca de 24 a 42% de todos os
polipos intestinais e a cerca de 83 a 96% das lesdes serrilhadas 5455, S&o
normalmente pequenos, com menos de 5,0 mm e sésseis. Do ponto de vista
histolégico séo constituidos por glandulas exibindo epitélio colunar com células
caliciformes, criptas alongadas e dilatadas. Acredita-se que a inibicdo da
apoptose seja 0 mecanismo subjacente a formacéo destes pélipos, visto que
existe acumulo de células epiteliais por cripta, levando a um aspecto serrilhado

ou micropapilar nas luzes glandulares @9, Possuem criptas retificadas que se
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estendem simetricamente da superficie do polipo até a muscular da mucosa,
sem distorcdo arquitetural importante, com distensdo de suas luzes em sua
porcdo apical, maior do que em sua base, e sem padrdo de ramificacado

horizontal ou irregular.

7z

Da mesma forma, o padrao de serriihamento € mais pronunciado na
metade apical das criptas e em sua superficie 3. Além disso, a membrana
basal sob o epitélio mostra-se espessada. Alteracdes epiteliais reativas e figuras
mitoticas, com presenca de ndcleos ovais ou levemente alongados, sem
estratificacdo ou hipercromasia, podem ser caracteristicas proeminentes nas

bases das criptas, ndo devendo ser confundidas com displasia (19,

Atualmente reconhecem-se pelo menos dois tipos morfolégicos de pélipos
hiperplasicos, que parecem situar-se em posi¢des diferentes dentro da via das
lesBes serrilhadas. Dependendo do subtipo, o epitélio pode ser revestido por
varios tipos celulares, incluindo células mucinosas microvesiculares,

caliciformes, neuroenddcrinas e indiferenciadas 2.

O tipo histolégico mais comum é o pdlipo hiperplasico microvesicular
(PHMV), que exibe células epiteliais contendo muco, com células caliciformes
em menor numero, em comparagdo com as criptas normais; mostram
serrilhamento importante de suas luzes, principalmente em sua porcao apical.
Localizam-se mais frequentemente no colon esquerdo, sendo comuns no reto,
embora 10 a 15% destes possam estar localizados nos célons direito e

transverso (3,
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O segundo tipo corresponde a cerca de um terco do total, denominado
“rico em células caliciformes” (PHRCC) e exibe numerosas células com esta
caracteristica, sem células com mucina microvesicular, e com menor padrao de
serrilhamento apical. Este tipo € mais comumente encontrado no colon esquerdo
e reto. Curiosamente, o PHMV mais frequentemente demonstra mutacdées no
gene BRAF e, enquanto os PHRCC podem exibir mutacdes no gene KRAS, em
contraste com os PHMV, onde as mutacfes do BRAF séo vistas em 66 a 75%
dos casos, 0 que sugere que dentro da via serrilhada possam originar lesées

distintas e encontrar-se em diferentes caminhos 23,

De fato, na prética diaria ndo se recomenda a subclassificacdo dos pdlipos
hiperplasicos, exceto no contexto da Sindrome de Polipose Serrilhada (SPS) 3,
caracterizada pela combinacdo de PHMV e LSS em maior frequéncia e, em um

contexto que aparentemente esta relacionado com a via serrilhada 4.

Um terceiro tipo anteriormente descrito e raramente identificado, o tipo
“pobre em mucina” (PHPM), é caracterizado pela menor quantidade de mucina
microvesicular e células caliciformes, com maior atipia nuclear em células basais
(27): pouco se sabe sobre as caracteristicas moleculares relacionadas a este tipo,
e uma teoria era a de que correspondessem a PHMV com alteracBes epiteliais
reativas secundarias a inflamacéo 353, A edicdo de 2019 da publicacdo da
Organizacdo Mundial de Saude nédo considera mais o PHPM como um tipo em

particular 3,

2.2.2.2 lesOes serrilhadas sésseis

Com relacao as demais lesfes caracteristicas da via serrilhada, em 1990

Longacre e Fenoglio @ descreveram alguns pélipos de arquitetura serrilhada que
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apresentavam  caracteristicas morfolégicas comuns aos adenomas
convencionais a aos polipos hiperplasicos, passando a denomina-los polipos
mistos hiperplasicos/adenomatosos — adenomas serrilhados. Em 1996,
Torlakovic e cols (1 jdentificaram um outro grupo de lesdes serrilhadas, dentro
da Sindrome de Polipose Serrilhada (SPS), mostrando arquitetura anormal, com
displasia citolégica, tendo os definido como “Adenomas Serrilhados Sésseis
(SSAs, Sessile Serrated Adenoma)”, que atualmente sdo considerados lesdes

precursoras para CCR com MS| (19,

A prevaléncia dos SSA foi subestimada por anos, correspondendo desde
0,1% a 14,7 % de todos os polipos colorretais. A diferenciacdo destes dos
demais polipos e, dos adenomas convencionais, torna-se fundamental, a partir
da identificacdo de um perfil morfolégico e molecular préprio relacionado a via
serrilhada de carcinogénese, com carateristicas de progndstico,

acompanhamento e resposta a tratamento distintas dos CCR tradicionais 1.

Pela primeira vez, no ano 2000, a Organizacédo Mundial de Saude (OMS)
passa a descrever dois tipos principais de lesdes serrilhadas, os pélipos
hiperplasicos (metaplasicos) e adenomas serrilhados, além de pdélipos mistos
hiperplasicos / adenomatosos 1.

Em 2010, a Organizacdo Mundial de Satude (OMS)® classificou as lesGes
serrilhadas em trés principais categorias: a. polipos hiperplasicos tipicos,
englobando os subtipos PHMV, PHRCC e PHPM; b. adenomas serrilhados
sésseis, que nesta classificacdo passam a receber a denominagdo de
adenomas/polipos serrilhados sésseis (SSA/P, Sessile Serrated Adenoma /

Polyp), divididos entre aqueles com e sem displasia citolégica, podendo ainda a
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displasia ser caracterizada como convencional (semelhante aos adenomas
convencionais, ndo-serrilhados) e serrilhada, com caracteristicas histologicas

préoprias deste tipo de leséo e; c. adenomas serrilhados tradicionais (AST).

Em julho de 2019, a 52 Edicdo da publicacdo da OMS ©3 passa a
considerar 0s seguintes tipos histologicos: a. pélipos hiperplasicos
microvesiculares (PHMV) e rico em células caliciformes (PHRCC); b. lesdes
serrilhadas sésseis (LSS) categorizados como com e sem displasia, podendo
ainda a displasia ser caracterizada como convencional (semelhante aos
adenomas convencionais, nao-serrilhados) e serrilhada, com caracteristicas
histoldgicas proprias deste tipo de leséo ; c. adenomas serrilhados tradicionais
(AST); e d. polipos serrilhados néo-classificaveis, englobando lesdes com
caracteristicas intermediarias entre LSS e AST, bem como “adenomas tubulo-
vilosos serrilhados”. Esta ultima variavel aparentemente substitui a denominacao
anterior de “pdlipos mistos”. Denominacgdes semelhantes as que passaram a ser
utilizadas pela OMS em 2019, ja eram preconizadas pelo consenso britanico de
2017, que utilizavam as terminologias “pdlipo hiperplasico, lesbes serrilhadas
sésseis com e sem displasia, adenoma serrilhado tradicional e pdlipos mistos”
(15.62)

As LSS e AST, de uma maneira geral, ttm em comum a aparéncia
“‘denteada” das luzes de suas criptas. Costumeiramente mostram dimensdes

maiores do que dos PH e, em sua maioria, ocorrem no célon direito (LSS) ©5).

O diagnéstico é baseado principalmente no padrdo distorcido e
desorganizado das criptas, principalmente na porcdo basal, onde as LSS

mostram serrilhamento de toda extenséo da cripta, incluindo sua base, que se
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mostra dilatada e com ramificagdes horizontais formando um padréo do tipo “L”
ou “T invertido”, ou ainda descrito como um padrao “em bota”, diferentemente de
outras lesBes serrilhadas, incluindo o PH. Por esta razédo, é dificil a distincédo
entre PH, particularmente os PHMV, e LSS em bidpsias superficiais ou com
artefatos de diatermia, secundarios a resseccao endoscoépica, uma vez que a

analise da totalidade da superficie da cripta faz-se imprescindivel ¢7),

As criptas dos LSS tendem a se mostrar dispostas paralelamente a
muscular da mucosa e algumas vezes, mostrar herniacdo através da mesma,
sem representar invasdo. S&o revestidas por células colunares claras, com
citoplasma menos eosinofilico do que as observadas em AST. A presenca de
células mucinosas nas bases de suas criptas pode levar ao acimulo de muco e
dilatacdo de suas luzes, o que as diferencia substancialmente de PH, que

mostram luzes estreitas em suas bases, revestidas por células proliferativas (19,

Outro ponto importante de discussao é se as LSS sédo lesées que surgem
de novo ou se originam de PH, particularmente PHMV. A identificacdo de LSS
puras e as diferencas em suas localizac6es preferenciais (célon esquerdo para
PHMV e cdlon direito para LSS), suportam a primeira teoria acima. Entretanto, a
identificacdo frequente de areas de PHMV em LSS de grandes dimensoes,
associado a presenca de hipermetilacdo e mutacdes do BRAF vistos em cerca
de 66 a 75% dos PHMV, e em torno de 85% dos LSS, sugere que 0s LSS possam

ser de fato lesdes que representem formas avancadas de PHMV 4.

O critério para o diagndstico para as LSS definido pela OMS em 2010 era
a presenca de lesbes com as caracteristicas histopatologicas anteriormente

descritas (serrilhamento e dilatacdo em toda extensao da cripta, presenca de
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células mucinosas na base, ramificacao lateral ou horizontal em forma de “L”
etc.) em pelo menos trés criptas (ou duas criptas adjacentes) ). Entretanto, para
a Associacdo Americana de Gastroenterologia, bastava que estas alteracdes

fossem observadas em apenas uma cripta para o diagnostico 23,

Estas orientacfes diferentes para o diagndstico das lesfes serrilhadas
causam confusao e diferencas no percentual de identificacdo das mesmas,
contudo, acredita-se que cerca de 20 a 30% das lesGes anteriormente
classificadas como pdlipos hiperplasicos correspondam atualmente a LSS e
AST, conforme observado em estudos que visam a reclassificacao destas lesdes
(10.12.15) ' A partir da publicacdo de 2019, a OMS alterou o critério para “a presenca
de pelo menos uma cripta serrilhada contendo distor¢gdes arquiteturais
inequivocas (ndo sutis)” ®3; a implicacdo destas mudancas na concordancia

interobservador ainda esté por ser definida.

As LSS podem apresentar atipias nucleares e citoplasmaticas com
caracteristicas similares a displasia de baixo e alto grau observadas em
adenomas convencionais; nestas situacdes costuma-se identificar areas bem

definidas de displasia citoldgica em meio a um LSS sem displasia ©7).

Tém sido demostrado que estas areas de displasia quase sempre
mostram a perda de imunoexpressao do MHL1 devido a inativagdo do seu gene,
0 que ndo é uma caracteristica usual da via de carcinogénese adenoma-

adenocarcinoma, sendo mais comumente ligada a via de MSI (15),

Ao mesmo tempo, os focos de displasia retém o padrdao de mutacdo do

gene BRAF visto no restante do LSS. A identificacdo de displasia é considerada
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um marcador de risco para a progressao para CCR, tendo sido observado que
LSS que desenvolvem esta caracteristica mostram rapido aumento de tamanho
a observacdo endoscopica. Aléem disso, frequentemente identifica-se foco de
displasia em LSS que sofrem malignizacdo, embora seja pouco frequente a

identificacdo de LSS com displasia em polipos de individuos sem histdria de CCR

(15,23)

O tipo de displasia observada em LSS também pode ser variada, contudo
a importancia da diferenciacdo e de sua graduacao ainda é um ponto a ser
definido. O tipo mais comum, que € a displasia convencional (semelhante a dos
adenomas convencionais), é caracterizada pela presenca de células alongadas
com nucleos pseudoestratificados, alongados e hipercromaticos, citoplasma
anfofilico e numero aumentado de mitoses. Embora em adenomas
convencionais a graduacdo em baixo e alto grau seja realizada, ndo esta clara a
importancia de graduagédo nos LSS, sendo recomendado considerar lesdes com
displasia citolégica como um polipo de risco, com um manejo semelhante aos

adenomas de alto grau ©8),

Um segundo tipo de displasia, menos descrita e estudada, é a chamada
“displasia serrilhada”, raramente vista em LSS e mais comum em AST,
identificada como a proliferacdo de células atipicas com formato mais cuboidal
do que cilindrico, com citoplasma eosinofilico, nicleo aumentado de tamanho
com cromatina vesicular e nucléolo proeminente com numero aumentado de
mitoses; tal padrdo € considerado por alguns autores um marcador de

progressado tumoral 3.
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2.2.2.3 adenoma serrilhado tradicional

O terceiro tipo de Pdlipo Serrilhado corresponde ao Adenoma Serrilhado
Tradicional (AST). Este tipo de pdlipo normalmente mostra configuragéo exofitica
protuberante, padréo de arquitetura vilosa com extremidades arredondadas,
revestidas por grande numero de células colunares com citoplasma eosinofilico

e nlcleos alongados e pseudoestratificados ©9.

Um achado caracteristico € a presenca das chamadas “criptas
ectopicas”, que surgem perpendicularmente ao maior eixo de estruturas vilosas.
A formacéo de criptas ectopicas parece estar relacionada a perda de ancoragem

normal delas & muscular da mucosa €9,

Tanto a displasia do tipo convencional como a serrilhada podem ser
encontradas nos AST, entretanto discute-se se este padrdo nuclear com
citoplasma eosinéfilo de fato representa uma alteracdo displasica ou
metaplasica, uma vez que se mostra diferente do padréo citolégico e arquitetural

da displasia convencional. A prevaléncia geral deste tipo de lesdo é de 0,6%

(10,23)

Com a progressao neoplasica da lesdo, acredita-se que os AST
apresentem niveis crescentes de atipia citolégica previamente ao
desenvolvimento do carcinoma. N&o ha, entretanto, um consenso a respeito da
identificacdo e graduacdo da displasia em AST, sendo recomendavel a
graduacdo de modo semelhante a de adenomas convencionais (baixo e alto
grau) 3. Um estudo mostrou que 25% dos AST estudados apresentavam

displasia de alto grau e 8% foco de carcinoma intramucoso (2
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A displasia serrilhada de alto grau caracteriza-se pela presenca de
células com citoplasma acentuadamente eosinofilico (0 que por si ja é uma
caracteristica dos AST nao displasicos), associado a nucleo aumentado,
hipercromasia, estratificacdo nuclear e aumento da atividade mitética. O risco de

malignizacdo no AST e a rapidez de progressdo ainda estdo por ser definidos

@3),

O perfil molecular dos AST trata-se de um capitulo a parte, considerando
0 contexto das alteracfes caracteristicas da via serrilhada, apresentando grande
heterogeneidade, o que em parte pode ser atribuido a terminologia confusa das

lesdes serrilhadas em geral 3,

Algumas variantes morfolégicas deste tipo de lesdo foram descritas
como os Adenomas Serrilhados Tradicionais Planos e os “Ricos em Mucina”;
este Ultimo parece apresentar-se rico em células caliciformes e possuirem mais
frequentemente mutacdes do BRAF, do que KRAS, o que o torna um potencial

precursor de CCR BRAF+, usualmente de pior progndstico “4).

Os dados disponiveis até 0 momento sugerem que os AST nao facam
parte da mesma via relacionada as LSS com ou sem displasia citoldgica, ou pelo
menos, parte dos AST, visto que caracteristicamente ndo apresentam
hipermetilagdo do gene MLH1 e mutacdes do BRAF, podendo ainda abrigar

mutacdes do KRAS e p53 “4),

Os AST sao lesdes relativamente raras, correspondendo a cerca de 0,1
a 0,6% de todos os pdlipos e, localizando-se predominantemente no colon

esquerdo (outra diferenca com relacdo a LSS); mostram-se como lesfes sésseis,
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porém protuberantes e facilmente reconhecidas. Do ponto de vista histologico
podem ser mais facilmente confundidos com adenomas vilosos e, diante destas
controvérsias com relacdo a que tipo de via de carcinogénese pertencem,
acredita-se que sejam mais bem conduzidas, em termos de acompanhamento e

tratamento, como adenomas tubulares de mesmo tamanho 19,

2.2.2.4 polipos serrilhados néo classificaveis

Esta € uma categoria introduzida na ultima classificacdo da OMS, com a
finalidade de incluir polipos serrilhados onde seja dificil a distingcéo,
principalmente entre AST e LSS com displasia. S&o incluidos neste grupo
entidades recentemente descritas, como 0 adenoma tubulo-viloso serrilhado e o
adenoma serrilhado superficial “453), Possivelmente, dada a incerteza das
caracteristicas proprias deste grupo de lesdes, ndo foram descritos, nesta

edicdo, os critérios microscopicos para esta categoria 43,

2.2.3 Caracteristicas ColonoscoOpicas Observadas em Les8es
Serrilhadas Colorretais.

Os polipos serrilhados, particularmente as LSS costumam apresentar
morfologia mais plana, o que pode levar a uma maior dificuldade de detecgéo na
colonoscopia por profissionais menos treinados, resultando em menor
sensibilidade. Ainda assim, a colonoscopia ¢tica ainda € o melhor método para
deteccéo de pélipos serrilhados 6),

Em relacdo as classificacdes endoscopicas de Paris (relacionada a
morfologia e elevacéo da leséo em relacdo a mucosa) e Kudo (considerando a
visualizacdo da arquitetura das criptas mucosa), a grande maioria das lesdes

serrilhadas sdo planas ou minimamente elevadas (Paris lla) e com padréo de
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criptas estrelar, ou tipo Il de Kudo, cujo uso da cromoendoscopia pode facilitar a

sua visualizagcdo (56:79),

O quadro 1, abaixo, exemplifica os padrbes

colonoscopicos principais das classificacdes de Paris e Kudo.

Quadro 1: Resumo das Classificagdes Endoscopicas de Paris e Kudo ©8),

Paris Kudo

Ip Pediculado I Redondo (normal)

Isp | Subpediculado Il Asteroide ou Estrelar

Is Séssil llls | Tubular ou redondo (luzes
menores que o tipo 1)

lla Levemente elevado lIL | Tubular ou redondo (luzes
maiores que o tipo |)

lIb Completamente plano 1\ Dendritico ou Giriforme

lic Levemente deprimido Vi Irregular (porém com tamanhos
dos tipos llIs, llIL e V)

[l Escavado Vn Nao estruturado (muito

irregular)

Fonte: Adaptado de Tanaka S e cols @),

2.3 A EVOLUCAO DAS CLASSIFICACOES DA ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE

De acordo com a classificacdo da OMS 2019, as lesdes serrilhadas

intestinais, sdo classificadas em PH, LSS, LSS-CD, AST e adenomas serrilhados

nao classificaveis 3. A nomenclatura destas lesGes passou por mudancgas nas

classificacdes e critérios diagndsticos nas Ultimas trés décadas, recebendo

denominacbes diferentes como polipo misto hiperplasico-adenomatoso,

adenoma serrilhado, pélipo/adenoma serrilhado etc. 5361, Os quadros 2 e 3

trazem as classificagcbes dos polipos serrilhados dos ultimos 20 anos e as

principais diferengas histologicas entre os diferentes tipos de pdlipos serrilhados.

A figura 2 ressalta caracteristicas morfologicas importantes de LSS e AST.
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Quadro 2: Evolucéo na classificacdo dos polipos serrilhados.

Publicacdes da OMS

OMS 2000 6V

OMS 2010 ©

OMS 2019 3

a. Pdlipos
hiperplasicos
(metaplasicos);

b. Adenomas
serrilhados;

C. Podlipos mistos
hiperplasicos /
adenomatosos.

Pdlipos hiperplasicos
(microvesiculares, ricos
em células caliciformes e
pobres em mucina);
Polipo/Adenoma
Serrilhado Séssil com e
sem displasia citolégica;
Adenoma serrilhado
tradicional.

Pdlipos mistos.

. Pdlipos

hiperplasicos
(microvesiculares,
ricos em células
caliciformes);

Lesao serrilhada
séssil;

Leséao serrilhada
séssil com displasia;
Adenoma serrilhado
tradicional.
Adenoma serrilhado
nao classificavel.

Figura 2: (A) Leséo Serrilhada Séssil, com caracteristica ramificacéo lateral da base
da cripta (seta) (100 X / 400 uym); (B) Adenoma Serrilhado Tradicional, com padrdo
de serrilhamento fendiforme (“slit like”), ressaltado pelo circulo (40X / 300 pm).
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Quadro 3: Tipos de pdlipos serrilhados e suas caracteristicas histoldgicas.

Tipos de lesBes
serrilhadas

Caracteristicas
histoldgicas principais

Caracteristicas
histol6gicas menos

frequentes

Pélipos hiperplasicos

Zona  proliferativa
confinada a base da

cripta;
Serrilhamento mais
pronunciado na

metade superior da
cripta;

Criptas lineares e
retas sem distor¢ao;
Diferentes tipos de
células de
revestimento
epitelial, de acordo
com o tipo de pdlipo.

Espessamento
mucoso localizado;
Ramificacao
individual pode
ocorrer;

Nucleos pequenos,
redondo a ovais e
basais.

Adenoma serrilhado

tradicional

Citoplasma
eosinofilico e
nucleos alongados;
Formacéao de criptas
ectopicas;
Arquitetura vilosa.
Serrilhamento em
fenda (slit like).

Forma plana do AST
apresenta pouca ou
nenhuma cripta
ectopica;

Células caliciformes
esparsas, porém,

abundantes na
forma rica em
mucina;

Em até 50% dos
casos, um outro

componente
serrilhado precursor
pode ser
identificado.
Leséao serrilhada Séssil Criptas com Células

dilatacdo microvesiculares e

assimétrica e/ou caliciformes;

ramificadas; Zona proliferativa na

Serrilhamento
presente em toda a
extensdo da cripta,
incluindo a base;
Extensédo horizontal
da base da cripta em
“T, L ou J invertido”;

Herniacao das
criptas através da
muscular da

mucosa.

porcdo média da
cripta.

Néao
necessariamente
apresentam
displasia  (apenas
cerca de 5% séo
lesBes com
displasia).
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2.4 REPRODUTIBILIDADE DOS CRITERIOS DIAGNOSTICOS E
CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR

A literatura destaca uma grande dificuldade por parte dos patologistas na
adocao e interpretacdo dos critérios até entao existentes para a classificagéo das
lesdes serrilhadas (276569, Parte desta dificuldade provavelmente esta
relacionada as diferentes denominac¢des aplicadas ao longo deste periodo, bem
como a subijetividade e o “peso” dos critérios histologicos aplicados. Ademais,
existem ainda peculiaridades de cada tipo de po6lipo, que levam a confusdo com
um ou mais de um tipo histolégico (ndo necessariamente apenas com polipos
serrilhados).

Um ponto importante a ser discutido é que os principais estudos que
abordam esta questdo, levam em consideragéo o percentual de reclassificacao
de podlipos hiperpldsicos em adenomas serrilhados, pélipos mistos,
pélipos/adenoma serrilhados sésseis e adenomas serrilhados tradicionais, ou
ainda a concordancia inter e/ou intra-observador através do célculo do
coeficiente kappa, com base nas classificacdes, denominacdes e critérios da
OMS de 2000 e 2010 ©5361) a depender da época do artigo.

Como exemplo, Rau e cols®”em 2014, descrevem um estudo com 200
pélipos (serrilhados e convencionais), onde 41 casos (20,5%) apresentaram
diagndsticos discordantes e que, a utilizacdo da classificacdo de 2010 da OMS®
- cujo critério minimo para o diagndéstico para pélipo/adenoma serrilhado era a
presenca das caracteristicas citologicas e arquiteturais descritas em pelo menos
2 criptas adjacentes (ou 3 ndo adjacentes), levou a uma reducao no diagndstico

de podlipos/adenomas serrilhados e um aumento no diagnostico de polipos
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hiperplasicos, em razdo de um critério mais rigido®”). Atualmente, com alteracéo
do critério para apenas 01 cripta contendo as alteracbes caracteristicas,
possivelmente deva haver mudancas nos padrbes de concordancia
interobservador, ndo tendo ainda, aparentemente, sido publicado estudo que
aborde esta questao.

Dentre os artigos pesquisados na literatura, um dos primeiros estudos
sobre o tema, foi realizado por Khalid e cols em 2009, utilizando uma casuistica
de 40 polipos hiperplasicos diagnosticados em 2001 por patologistas sem
experiéncia em patologia do trato gastrointestinal (TGI). A proposta do
trabalho foi a revisdo destes casos por 03 patologistas especializados em
patologia do TGl em 2007, a luz dos conhecimentos daquela época. Os autores
demonstraram que cerca de 30 a 85% (dentre os 03 avaliadores) dos polipos
hiperplasicos foram reclassificados como adenomas serrilhados, resultando em
um kappa de 0,16 (concordancia minima ou fraca).

Gill e cols ™), em 2013 realizaram um estudo de revisao e reclassificacéo
de casos diagnosticados como pélipos hiperplasicos do colon direito de 2009 a
2012 utilizando, contudo, os critérios de recomendacdo da Associacao
Americana de Gastroenterologia, descritos em Rex e cols®®, (minimo de 01
cripta contendo as alteracBes histolégicas caracteristicas), critério atualmente
adotado na classificacdo de 2019 da OMS®3), O resultado encontrado foi uma
faixa percentual de reclassificacdo de 30 a 64% (em média 42%, ao longo dos 4
anos) dos casos, principalmente para o diagnéstico de Pdlipo/Adenoma
Serrilhado Séssil; como exemplo, no ano de 2009, ndo havia registro de
diagnéstico de nenhum podlipo/adenoma serrilhado séssil e 66 diagndsticos de

polipos hiperplasicos em célon direito; destes, 30% dos casos foram



60

reclassificados como podlipos/adenomas e 1% como adenomas serrilhados
tradicionais. Por sua vez, o percentual de reclassificacdo dos polipos/adenomas
serrilhados sésseis foi observado em torno de 5% dos casos, sugerindo que a
maior dificuldade resida na diferenciacdo destas lesbes dos polipos
hiperplasicos.

Wong e cols®, em 2009, descreveram concordancia geral entre
observadores de seu estudo de 42% e coeficiente kappa de 0,49 (moderada),
considerando todos os tipos de lesdo, e 0,38 (razoavel) para adenomas
serrilhados e 0,53 (moderada) para polipos hiperplasicos. Todavia, este estudo
nao faz distincdo entre adenomas serrilhados tradicionais e poélipos/adenomas
serrilhados sésseis.

Em comparacdo com o estudo anterior, Farris e cols®® em 2008,
apresentaram uma concordancia interobservador quase perfeita (k > 0,80) para
o diagnostico de adenoma serrilhado tradicional, contudo néo incluindo em sua
casuistica lesées com diagnostico de adenoma convencional ou pélipo misto, o
que provavelmente reduziu a possibilidade de discordancia entre o0s
observadores; foram obtidos ainda valores de kappa para as demais categorias,
gue variaram entre 0,45 e 0,47 para Adenomas Serrilhados Sésseis, 0,42 a 0,52
para Podlipos Hiperplasicos e 0,46 a 0,58 para todas as lesdes em geral
(concordancia moderada).

Um dos mais citados trabalhos nos diferentes estudos sobre concordancia
interobservador para lesdes serrilhadas, foi o estudo de Glatz e cols®). Para
este estudo foi realizado um quiz via internet, com fotos de 20 lesGes e 168
observadores, em diferentes paises, no qual foram admitidos 04 diagnésticos

(pdlipos hiperplasicos, adenomas tubulo-vilosos, adenomas serrilhados sésseis
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e adenomas serrilhados tradicionais). Foi questionada quais as denominacgdes
mais utilizadas pelos participantes em seus paises, 0 que resultou em uma
miriade de mais de 19 terminologias diferentes utilizadas, dentre elas: polipo
serrilhado com proliferacdo anémala, adenoma serrilhado tradicional misto —
adenoma serrilhado séssil, pdélipo misto hiperplasico-adenomatoso, dentre
outras 9, Ressalte-se também deste estudo que o percentual médio de
concordancia foi de aproximadamente 48%, tendo sido os Adenomas
Serrilhados Sésseis mais confundidos com Pdlipos Hiperplasicos e Adenomas
Serrilhados Tradicionais e, os Adenomas Serrilhados Tradicionais mais
confundidos com adenomas tubulo-vilosos. Chama a atencdo que 9,4% dos
participantes da pesquisa alegaram nunca terem utilizado a terminologia
adenoma serrilhado para diagndstico.

Outros dois estudos trazem dados importantes sobre os niveis de
concordancia interobservador em diferentes séries. Um deles, de Rau e cols(®?),
um estudo de 2014 com 200 lesbes, com diagndsticos de adenomas
convencionais, serrilhados, polipos hiperplasicos e mistos. A concordancia
interobservador geral foi moderada a boa (kappa entre 0,56 e 0,68) para o
diagnéstico geral dos pélipos, porém a analise da concordancia entre o uso dos
critérios citolégicos e arquiteturais para o diagndéstico, apresentaram grandes
variacfes e baixos niveis de concordancia, principalmente entre adenomas
serrilhados sésseis (SSA) e adenomas serrilhados tradicionais (AST), dentre
eles a inversao (kappa 0,25) e dilatacao de criptas (0,38), formacgéo de criptas
ectdpicas (0,25) e citoplasma eosinofilico (0,06). Foram ainda calculadas as

variacbes nos diagnosticos em diferentes cenéarios, a saber. A (antes da
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divulgacao dos critérios para diagnostico), B (apos a divulgacdo de idade, sexo
e localizacao das lesfes) e C (apods a divulgacdo de consenso dos critérios).

O estudo acima chama ainda a atencdo para a maior mudanca observada
nos diagnosticos de adenomas serrilhados sésseis e polipos hiperplasicos,
principalmente apds a divulgacao de critérios histopatologicos de consenso para
a classificacdo das lesdes e, uma dificuldade dos patologistas de aplicarem
critérios semiquantitativos, fatos estes ja abordados em outros estudos, onde a
utilizacdo de critérios como uma ou duas criptas para o diagnostico, parecem
apresentar expressiva modificacdo em tendéncia de um ou outro diagndstico
(67,71).

Por fim, o estudo de Ensari e cols®®, em 2012, com uma amostra de 70
casos e realizada em duas etapas, uma antes de discussdo de consenso e a
segunda, apos definicdo de critérios com base na classificacdo da OMS de 2010
(6), alcancou-se uma concordancia de 0,318 e 0,557 (fraca a moderada),
respectivamente. Chama a atencdo que, apos a definicdo dos critérios, a
concordancia dos valores de kappa para os diagnosticos de poélipo hiperplasico,
adenoma serrilhado séssil e adenoma serrilhado tradicional, aumentaram de
0,415, 0,301 e 0,433 para 0,977, 0,912 e 0,845, respectivamente; contudo, a
persisténcia do kappa global como 0,557, possivelmente deveu-se a fraquissima
concordancia na categoria de poélipos mistos (0,158), que inclusive reduziu apés
a divulgacdo dos critérios. Além disso, é flagrante que ndo foram introduzidos
nesta casuistica os adenomas convencionais, 0S quais podem ndo sO
representar uma dificuldade de diagnoéstico com adenomas serrilhados
tradicionais e com os pélipos mistos (interpretados neste estudo como

equivalentes aos adenomas serrilhados sésseis com displasia).
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Este estudo®® também avaliou a concordancia entre os critérios
histopatoldgicos, semelhantemente ao estudo de Rau e cols®”), tendo sido
identificados como critérios com maiores niveis de concordancia, o serrilhamento
de criptas superficiais (k = 0,97), serrilhamento epitelial superficial (k = 0,83),
mitoses na porc¢ao basal (k = 0,79), células caliciformes nas criptas superficiais
(k =0,77), dilatac&do na porcao superficial das criptas (k = 0,72) e etc. Os critérios
com maior capacidade de discriminagéo para cada categoria diagnostica foram:
serrilhamento, dilatacdo e células caliciformes nas criptas superficiais em polipos
hiperplasicos; serrilhamento, dilatacdo horizontal de criptas basais e nucleos
vesiculosos com nucléolos em adenomas serrilhados sésseis e; a presenca de
criptas ectopicas, eosinofilia citoplasmatica, pseudoestratificacao, hipercromasia
e alongamento nuclear nos adenomas serrilhados tradicionais. Assim, sugere-
se gue critérios arquiteturais apresentem maior capacidade discriminatoria para
polipos hiperplasicos e adenomas serrilhados sésseis e, critérios citolégicos
apresentem maior peso no diagndéstico de adenomas serrilhados tradicionais.

O quadro 4 abaixo retine os principais trabalhos na literatura voltados
para a concordancia interobservador em relacdo ao diagnostico de pélipos
serrilhados. De uma maneira geral, a maioria dos estudos demonstrou
concordancias muito fracas a regular, com poucos estudos evidenciando boa
concordancia 65707274 Desta forma, mostra-se necessaria a reavaliacdo dos
critérios morfolégicos para a classificacdo dos polipos serrilhados, bem como a
contribuicdo dos marcadores imuno-histoquimicos no diagnostico destas lesfes
e 0 possivel aumento na reprodutibilidade destes critérios e da concordancia

interobservador.
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Quadro 4: Niveis de concordancia interobservador em diferentes estudos.

Autores Numero de casos  Concordancia Interobservador
Baldin e cols n=310 (PH/ASS/AC) Muito fraca
2015 (72)
Rau e cols 2014 n=200 Regular a boa
67) (PH/ ASS/AST/AC/
OL/ PM)
Gill e cols 2013 n=797 (PH/ ASS) 30 a 64% PH reclassificados
(14) como LSS, periodo de 04 anos
(kappa néo calculado)
Ensari e cols n=70 (PH/ ASS Boa (geral)e Muito boa para PH,
2012(6) /AST/PM) SSA e AST
Gunia e cols 2011 n=19 (ASS/AST/ Pl) Fraca a regular
(73)
Bustamante- n=195 (PH/ ASS) Muito fraca
Balen e cols 2009
(74)
Wong e cols 2009 n=60 (PH/ ASS Fraca
(%) /PM/AC/ Outras
Lesbes)
Khalid e cols n=40 (PH/AST) Muito fraca
2009 9
Farris e cols 2008 n=185 (PH/ ASS Boa
() /AST)

PH — Pdlipo hiperplasico; ASS — Adenoma Serrilhado Séssil; AST — Adenoma Serrilhado
Tradicional; AC — Adenoma Convencional; Pl: Pélipos inflamatérios; PM: Pélipos mistos;
OL: Outras lesoes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

1) Aplicar a classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude de 2019 a uma
amostra de lesdes serrilhadas colorretais e analisar suas caracteristicas

diagnésticas, clinico-epidemiologicas, morfologicas e imuno-histoquimicas.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1) Correlacionar as caracteristicas morfolégicas estudadas com os
diferentes tipos de lesdes serrilhadas colorretais.

2) Correlacionar os padrdes de expressdo a imuno-histoquimica dos
anticorpos anti: BRAF, Anexina A10, MUC1, MLH1 e Ki-67 com as lesdes
serrilhadas colorretais.

3) Propor a utilizacdo de um escore que possa ser aplicado no diagnéstico
das lesbes serrilhadas sésseis.

4) Comparar os adenomas convencionais com as lesées serrilhadas em
relacdo as caracteristicas diagndsticas, clinico-epidemiolégicas, morfoldgicas e

imuno-histoquimicas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 SELECAO DA AMOSTRA

Foram estudados polipos de intestino grosso (adenomas convencionais
e polipos serrilhados colorretais - pdlipos hiperplasicos, lesGes serrilhadas
sésseis com e sem displasia e adenoma serrilhados tradicionais) de pacientes
submetidos a bidpsia ou ressecc¢éo, durante os anos de 2015 a 2019 (05 anos).
As amostras estudadas foram provenientes do Servigo de Patologia do Hospital

Naval Marcilio Dias.

Foi realizada pesquisa em prontuério informatizado para cada paciente
incluido no estudo, referente a idade, sexo, tipos de pdlipos colorretais excisados
e suas respectivas localizagdes (topografia). Das amostras selecionadas,
laminas contendo cortes histolégicos corados pelo método de Hematoxilina e
Eosina foram revistas por 03 médicos patologistas visando classificar os p6lipos
colorretais (lesdes serrilhadas e adenomas convencionais) de acordo com 0s

critérios da OMS 2019 53),

Durante o desenvolvimento do estudo, foi necessaria a revisdo das
laminas coradas pelo método da Hematoxilina e Eosina. O estudo, iniciado em
2018, teve como a primeira selecdo 243 casos, anteriormente a revisao das
laminas, diagnosticados entre 2015 a 2018, apenas com base nos diagndsticos
dos laudos anatomopatologicos. Esta casuistica inicial era composta por 144
adenomas convencionais (59%), 85 pdlipos hiperplasicos (35%) e somente 14
polipos serrilhados, considerando os diagndésticos de polipo misto hiperplasico-
adenomatoso, adenoma serrilhado, pélipo/adenoma serrilhado séssil e adenoma

serrilhado tradicional (6%).
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Diante da situacdo anteriormente apresentada, houve necessidade de
aumentar a casuistica, principalmente para se alcancar um numero de lesdes
serrilhadas sésseis e adenomas serrilhados tradicionais, que permitissem a
execucdo do estudo; partiu-se, portanto, de um total 1248 casos de lesdes
descritas e biopsiadas como pélipos no periodo inicialmente estudado (2015 a
2018), das quais apenas 445 dispunham de laminas em arquivo para revisao.
ApoOs a revisdo, foi observada uma baixa concordancia com os diagndésticos
inicialmente dados, permanecendo na casuistica 90 adenomas convencionais
(90% de resultados concordantes com o diagnéstico inicial), 50 polipos
hiperplasicos (34% de concordancia) e, ainda, as mesmas 14 lesbes serrilhadas
sésseis iniciais (7% de concordancia, em um total de 195 lesdes com este

diagnostico!).

Com o advento da nova classificacdo da OMS de 201963 foi realizado
novo levantamento de casos, utilizando-se 0s novos critérios para a
reclassificacdo, estendendo-se o estudo para amostras do ano de 2019,
elevando-se para um total de 511 casos, dos quais 261 lesdes foram
diagnosticadas dentro das denominacdes historicamente utilizadas para o
denominacdo de lesBes serrilhadas sésseis (poélipo misto hiperplasico-
adenomatoso, adenoma serrilhado, pélipo/adenoma serrilhado séssil e adenoma
serrilhado tradicional), totalizando 80 lesdes, com 31% de concordancia com o
diagnéstico inicial, apos revisdo em consenso pelos 03 pesquisadores. Deste
levantamento inicial portanto, 220 casos foram mantidos (considerando os ja
concordantes 50 pélipos hiperplasicos, 90 adenomas convencionais e 80 polipos

serrilhados-néo PH e, ap0s a etapa de separacdo dos blocos de parafina para
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analise, apenas 172 casos permaneceram no estudo, elegiveis para a realizacao

das técnicas de imuno-histoquimica.

4.2 CRITERIO DE INCLUSAO

Foram considerados critérios de inclusdo, amostras provenientes de
bidpsias ou resseccao de polipos colorretais com os diagnosticos de adenoma
convencional (tubular, viloso ou tubulo-viloso), polipo hiperplasico, pélipo misto
hiperplasico — adenomatoso, adenoma serrilhado, pélipo/adenoma serrilhado
séssil, lesdo serrilhada séssil (com ou sem displasia) e adenoma serrilhado
tradicional, baseado nos novos critérios da OMS ©3), provenientes de pacientes

de ambos os sexos, acima de 18 anos.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusado considerados foram a auséncia de material no
bloco de parafina suficiente para a realizacdo de estudo imuno-histoquimico,
além de amostras exibindo autdlise, artefatos de natureza técnica ou orientacéao

inadequada da amostra no bloco de parafina.

4.4 VARIAVEIS DIAGNOSTICAS E CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

Foram consideradas como variaveis diagnosticas e clinico-
epidemioldgicas aquelas relacionadas ao diagnostico, localizagéo e distribuicédo
da leséo dentro da populagcédo estudada. Desta forma, foram pesquisados o
diagnostico da lesédo, a faixa etaria (idade) dos individuos, a localizagédo
(topografia) da lesé@o no intestino e o sexo dos pacientes.

Em relacdo ao diagnoéstico foi utilizada a classificacao atual da OMS, de
2019 ©3, tendo sido considerados os seguintes diagndsticos: adenoma

convencional, pélipo hiperplasico (microvesicular e rico em células caliciformes),
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lesé@o serrilhada séssil (com e sem displasia) e adenoma serrilhado tradicional.

As caracteristicas morfolégicas consideradas para cada diagndstico, a partir da

classificagdo acima referida 3, encontram-se descritas no quadro 5, abaixo:

Quadro 5: Caracteristicas morfologicas em relacao aos diagndsticos.

Diagnosticos

Caracteristicas morfologicas

Pdlipos hiperplasicos

e Serrilhamento mais pronunciado na
metade superior da cripta;

e Zona proliferativa confinada a base
da cripta;

e Criptas lineares e retas sem
irregularidade arquitetural ou
distorcao; e

e Presenca de células do tipo
microvesicular ou caliciforme no
revestimento das criptas.

Lesdes Serrilhadas Sésseis

e Irregularidade arquitetural
inequivoca, presente em pelo
menos uma das criptas,
caracterizada por serrilhamento
presente em toda a extensdo da
cripta;

e Dilatacdo e extensdo horizontal da
base da cripta em “T, L ou J
invertido”; Criptas com dilatagao
assimétrica e/ou ramificadas; e

e Herniacdo das criptas através da
muscular da mucosa.

Adenoma Serrilhado Tradicional

e Citoplasma eosinofilico;

e NUcleos alongados;

e Formacéo de criptas ectopicas;
Arquitetura vilosa; e

e Serrilhamento em fenda (“slit like”)

Adenoma Convencional

e Criptas apresentando formacéo
tubular e/ou vilosa,;

e Pseudoestratificacdo nuclear,

e Proliferacao de criptas com reducéo
do cérion inter-glandular
(“crowding”);

e Displasia convencional ou
serrilhada
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Para a avaliacdo da idade foram consideradas 03 faixas etérias:
menores de 50 anos, entre 50 e 70 anos e maiores de 70 anos de idade; a
literatura mostra que a maior parte dos polipos colorretais ocorre acima dos 50
anos e os carcinomas colorretais na faixa entre 60 e 70 anos (%3, raz&o pela
qual foram escolhidas as 03 faixas etarias em questao.

Para a variavel sexo foram considerados sexo biolégico masculino e
feminino e, para a avaliacao da topografia os seguintes segmentos do intestino
grosso foram assim estudados: ceco, coOlon ascendente e colon transverso

(colon direito) e, célon descendente, sigmoide e reto (célon esquerdo).

4.5 ESTUDO MORFOLOGICO

O diagndstico anatomopatologico de polipos serrilhados depende de
uma série de caracteristicas morfolégicas, citolégicas e arquiteturais, descritas
ao longo dos ultimos 30 anos (3211.5361) sendo algumas de carater qualitativo
(por exemplo, presenca ou néo de displasia e de qual tipo) e outras quantitativas
ou semi-quantitativas (nimero de glandulas exibindo distorcdo arquitetural) e,
além destas, o emprego do estudo imuno-histoquimico, de maneira qualitativa
ou semi-quantitativa, avaliando a expressao (ou sua auséncia) de proteinas
relacionadas ao processo de carcinogénese colorretal.

Para a avaliacdo de algumas variaveis foram utilizados critérios mais
subjetivos, como por exemplo, dilatacdo da base discreta, prolongamento
horizontal discreto e arquitetura vilosa focal; nestes casos, a caracteristica
analisada foi observada em ndo mais que uma ou duas areas em todo o

espécime analisado.
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A irregularidade de cripta foi considerada como uma variavel semi-
quantitativa, variando de 0 (nenhuma), 01, 02 até 03 ou mais criptas, para
avaliacao do numero de glandulas exibindo as alteracGes caracteristicas de LSS,
como tortuosidade, serrilhamento luminal completo e etc., conforme a OMS 2019
(53).

Em relacdo ao serrilhamento luminal, € importante ressaltar foi avaliado
de acordo com a extensdo da tortuosidade interna da luz, que muitas vezes
assume aspecto “estrelado” em cortes histolégicos transversais e que, a
extensdo quando restrita ao terco apical em corte longitudinal da cripta, foi
considerado como serrilhamento “proximal” e, quando alcancou a totalidade da
extensdo da luz glandular ou sua porgao distal, foi considerado como “distal ou
completo”; por fim, quando o padrao do serriihamento, ao invés de “estrelado”,
mostrou padrao “em fenda” ou “slit like”, proprio de AST, passou a receber a
denominacao de serrilhamento luminal “slit like”. Demais variaveis morfolégicas
e seus padrdes de avaliacdo, sdo melhor descritos nos topicos subsequentes,
acompanhados de figuras.

As variaveis morfologicas foram divididas em variaveis citologicas e
arquiteturais e variaveis imuno-histoquimicas. Foram consideradas as seguintes
variaveis citolégicas e arquiteturais e com base nas descricdes prévias das
lesbes, foram divididas em 03 grupos, levando em consideracdo as
caracteristicas descritas na 52 edicdo da classificacdo da OMS, de 2019 43

1. aquelas mais relacionadas as lesfes serrilhadas sésseis e polipos
hiperplasicos (irregularidade de cripta, dilatacdo da base da cripta,
prolongamento horizontal, serrilhamento luminal, herniacdo submucosa, tipo

celular predominante);
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2. as caracteristicas proprias de adenomas serrilhados tradicionais
(eosinofilia citoplasmatica, nucleos alongados ou “pencilados” e criptas
ectopicas) e;

3. aguelas mais comumente observadas nos adenomas convencionais
(displasia, estratificacdo nuclear, arquitetura vilosa, “crowding”).

As variaveis imuno-histoquimicas consideradas foram os padrbes de
expressao nas amostras para BRAF, Anexina A10, Ki-67, MLH-1 e MUC-1, cujos

critérios de andlise serdo descritos nos proximos topicos.

4.6 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Foi realizado estudo imuno-histoquimico no Laboratério de Pesquisa do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da UFRJ e utilizados os

anticorpos abaixo, em suas respectivas diluicdes, conforme o quadro 6.

Quadro 6: Anticorpos primarios utilizados.

Anticorpo |[Clone |Controles utilizados |Fabricante Diluicao
BRAF VE1 Melanoma contendo | Spring™ Bioscience, |1:750
mutacdo V600E Pleasanton, CA
hMLH1 G168- |Mucosa intestinal BD Biosciences, 1:200
15 Franklin Lakes, NJ
Adenocarcinoma Santa Cruz
MUC1 JC8 intestinal Biotechnology, Dallas, | 1:200
TX, USA
Ki-67 MIB-1 |Linfonodo Dako 1:300
NBP1- |Mucosa gastrica Novus, Littleton, CO
Anexina 90156 1:3000
Al10
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4.6.1 Técnica Imuno-histoquimica.

Para a realizacdo da técnica imuno-histoquimica foram realizados cortes
histologicos com espessura de 3 um, contendo até 10 amostras (a depender dos
tamanhos dos espécimes) por lamina com carga e submetidos ao seguinte

protocolo:

1. As laminas contendo cortes histologicos de 3 um foram acondicionadas em
estufa a 60°C por 120 minutos, em seguida desparafinizadas em 4 banhos de
xilol e &lcool (100%, 100%, 70% e 50%) e, lavadas em agua corrente e agua
destilada por 10 minutos.

2. Foi realizada a etapa de recuperacdo antigénica em tampao Citrato de Sodio
10 mM, pH 6,0 a 98°C em calor imido por 20 minutos.

3. ApOs recuperacao as respectivas laminas foram retiradas do calor e apos
atingirem temperatura ambiente foram lavadas em agua corrente por 10 minutos,
seguida de 4gua destilada e acondicionadas em tampao de lavagem (Tris-HCI,
pH 7,6), por 5 minutos duas vezes a temperatura ambiente.

4. Em seguida os cortes foram isolados e submetidos ao bloqueio de peroxidase
endogena pelo peroxido de hidrogénio 0,03% (NovoLink Max Polymer Detection
System — Leica), por 10 minutos em camara umida.

5. ApGs este periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente por 10
minutos, agua destilada e acondicionadas em tampao de lavagem (Tris-HCI, pH
7,6), por 5 minutos duas vezes a temperatura ambiente.

6. Os cortes foram submetidos a bloqueio de proteina (NovoLink Max Polymer
Detection System — Leica), por 10 minutos em camara Umida a temperatura

ambiente.
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7. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, agua destilada
e acondicionadas em tampao de lavagem (Tris-HCI, pH 7,6), por 5 minutos duas
vezes a temperatura ambiente.

8. Em seguida, as laminas foram acondicionadas em camara Umida e os cortes
incubados com 100 pL de anticorpo primario conforme diluicdes descritas no
quadro 5, acima, seguido de incubacédo overnight, a 4°-8°C.

9. No dia seguinte as laminas foram retiradas da geladeira e apds atingirem
temperatura ambiente, foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, agua
destilada e acondicionadas em tampéao de lavagem (Tris-HCI, pH 7,6), por 5
minutos duas vezes a temperatura ambiente.

10. Em seguida os cortes foram incubados em camara umida com Post Primary
Block (NovoLink Max Polymer Detection System — Leica) por 30 minutos e apés,
lavados em agua corrente por 10 minutos, agua destilada e acondicionadas em
tampéo de lavagem (Tris-HCI, pH 7,6), por 5 minutos, duas vezes, a temperatura
ambiente.

11. Realizou-se a incubacédo dos cortes com anticorpo secundario Polymer
(NovoLink Max Polymer Detection System — Leica) por 30 minutos.

12. A sequir, as laminas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, agua
destilada e acondicionadas em tampéo de lavagem (Tris-HCI, pH 7,6), por 5
minutos, duas vezes, a temperatura ambiente.

13. Para revelacao foi utilizado o cromogeno DAB, diluicdo 50:1000uL (NovoLink
Max Polymer Detection System — Leica), 100uL por 3 minutos, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz.

14. Realizada lavagem em &gua corrente e agua destilada, por 10 minutos e,

contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.
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15. Realizada nova lavagem em agua corrente e agua destilada.

16. Finalmente, as laminas foram desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool (50%, 70%, 100% e 100%), clarificadas em xilol (4 trocas) e montadas,
sobrepostas por laminulas de vidro, com meio de montagem de goma de Damar,

diluida em xileno.

4.6.2 Padrdoes de imunomarcacgao.

4.6.2.1 BRAF

A avaliacdo de expressdo imuno-histoquimica foi realizada de forma
qualitativa, com base na intensidade de marcacé&o, tendo sido considerada como
negativa (auséncia completa de marcacao) ou positiva (fraca, moderada ou forte,
de acordo com a intensidade de marcacao citoplasmatica). A presenca de
marcacdo nuclear isolada, ndo foi considerada como positiva, conforme

preconizado em estudos prévios (32-34),

4.6.2.2 Anexina A10

A avaliacdo de expressédo imuno-histoquimica foi realizada de forma semi-
quantitativa, utilizando-se pontos de corte em percentual estimado do nimero de
células mostrando marcacdo citoplasmatica e nuclear. S&o identificados em
estudos anteriores (48:49.63.64) pontos de corte diferentes contudo, de uma maneira
geral, sdo consideradas positivas a expressao acima de 5% das células e, dentre
0S casos positivos, aplica-se a diferenciacéo entre agueles com menos e mais

de 50% de células marcadas. Desta forma, no presente estudo foram
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considerados como negativos casos com menos de 5% das células marcadas e,
separados 0s casos positivos com até 50% de células marcadas e acima de
50%.
4.6.2.3 Ki-67

A avaliacdo da expressao de Ki-67 foi realizada de forma qualitativa, tendo
sido considerados os padrfes de distribuicdo da expressao em diferentes polipos
colorretais (serrilhados e convencionais), conforme descrito por Torlakovic e cols
(42), Desta forma foram considerados como positivos casos com expressio
nuclear do marcador, distribuidos em quatro categorias de expressao nuclear do
marcador: basal (restrita a porcdo basal das criptas), irregular (localizacdo da
marcacao em diferentes areas das criptas, porém ndo em sua totalidade), difusa
(marcacéo na totalidade ou quase totalidade das criptas) e em criptas ectopicas
(marcacdo restrita, em sua maioria, as diminutas criptas ndo ancoradas a

membrana basal).

4.6.2.4 MLH-1

A avaliacdo da expressdo do MLH-1 foi feita de modo qualitativo tendo
sido considerado como positivo quando observada qualquer expressao nuclear
do marcador, com positividade do controle interno (mucosa intestinal normal e
células inflamatérias do estroma) e negativo, quando ha perda total da expressao
nas células de interesse, com manutencgéo da expressdo em células do controle
interno, com base no preconizado em protocolo do Colégio Americano de
Patologistas ("®). Casos com positividade extensa e areas focais de perda

expressao, foram considerados como “perda focal’.
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4.6.2.5 MUC-1

A analise deste marcador foi realizada de forma qualitativa, tendo sido
considerados trés padrbes de expressdo: negativo (auséncia completa de
marcacao citoplasmatica), positivo focal (marcacdo apenas em areas focais do
citoplasma, de diferentes células) e positivo difuso (marcacdo de numerosas

células).

4.7 ORGANIZACAO DOS DADOS

Os dados obtidos com a quantificacdo de todas as variaveis estudadas,

foram organizados em planilhas elaboradas com o software Excel®.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva apresentou na forma de tabelas os dados observados,
expressos pela frequéncia (n) e percentual (%) para as variaveis categoricas
(qualitativos) e pela média, desvio padréo, mediana, minimo e maximo para a
variavel idade, quando analisada como uma variavel continua.

A andlise inferencial foi composta pelos seguintes métodos: a associagcao
entre os diagnosticos e as variaveis clinico-epidemiologicas, morfolégicas e
imuno-histoquimicas foi analisada pelo teste exato de Fisher e, pelo teste de
Kruskal-Wallis, para a variavel idade, quando analisada de forma continua; para
a exploracao de associacao entre multiplas variaveis independentes, candidatas
a predizerem o diagnostico de Lesao Serrilhada Séssil, utilizou-se a analise por
regressao logistica mudltipla (stepwise). O coeficiente beta representou a
magnitude da associagao e a proporcionalidade entre os seus diferentes valores
e, para todas as variaveis incluidas no modelo, foi utilizado como valor de base

para a elaboracdo do escore. Os valores de Odds ratio (OR), sensibilidade e
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especificidade para o diagnéstico de Lesdes Serrilhadas Sésseis foram
calculados considerando um intervalo de confianca de 95% e valor de p inferior
a 0,05.

Adicionalmente foi utilizada para definicdo do ponto de corte do escore, a
analise pela curva ROC. A adequacao do modelo ajustado foi avaliada através
do Teste de Hosmer-Lemeshow. O critério de determinacédo de significancia
adotado foi o nivel de 5%. A analise estatistica foi processada pelo software

estatistico SPSS®, versao 13. 0 (1 Sep 2004)

4.9 ASPECTOS ETICOS

O projeto desta tese foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Naval Marcilio Dias e aprovado sob a numeracdo CAAE
54933216.7.3001.5256 (ANEXO A). Esta tese fundamenta-se nos principios
éticos da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, sendo
respeitados os principios de privacidade e confidencialidade dos dados. Foi
solicitada e autorizada a isencéo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) aos pacientes, visto que foram utilizadas no estudo amostras teciduais
ja coletadas para o diagnéstico. Assegura-se que a confidencialidade sera
mantida, garantindo o anonimato do paciente. Por oportuno, 0s autores
comprometeram-se a divulgar todos os resultados desta pesquisa, sendo eles

compativeis ou ndo com os objetivos tracados no projeto.
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5 RESULTADOS

5.1 FREQUENCIA DAS VARIAVEIS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS.

5.1.1 Distribuicédo dos casos por diagnoéstico

Dentre os 172 casos incluidos no estudo, 64 (38%) corresponderam a
adenomas convencionais e 108 (62%) a polipos serrilhados agrupados, incluindo
pélipos hiperplasicos, lesdes serrilhadas sésseis e adenomas serrilhados
tradicionais. Os diagnosticos mais frequentes foram os de adenoma tubular
(28%), seguido por polipo hiperplasico microvesicular (23%) e leséo serrilhada
séssil (22%). Nao foram identificados pdlipos serrilhados nao-classificaveis na
amostra; demais diagndésticos mostraram distribuicdo conforme a tabela 1

abaixo:

Tabela 1: Distribuicdo dos casos por diagndstico principal.

Distribuicdo por Diagnéstico

Frequéncia Percentual (%)
PH MV 40 23%
PH RCC 2 1%
LSS 38 22%
LSS CD 10 6%
AST 18 10%
AT 49 28%
ATV 15 9%
Total 172 100

PH MV — Pdlipo hiperplasico microvesicular; PH RCC — Pdélipo hiperplasico rico em células
caliciformes; LSS — Lesé&o serrilhada séssil; LSS CD — Les&o serrilhada séssil com displasia; AT

— Adenoma tubular; ATV — Adenoma tubulo-viloso; AST — Adenoma serrilhado tradicional.

As figuras 3 até 8 retratam exemplos dos principais tipos de lesdes

estudadas.
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Figura 3: Adenoma convencional. Sado observadas glandulas de padréo tubular,

em sua maioria, com discreta formacao de vilos, células caracterizadas pela

pseudoestratificacdo nuclear e células do tipo caliciforme, repletas de mucina.

Hematoxilina e Eosina (100 X / 200 um).
BRIV s T

Figura 4: Polipo hiperplasico microvesicular. As glandulas mostram arquitetura
de padréo tubular, com serrilhamento luminal. As células que revestem as
glandulas mostram pequenas vesiculas contendo mucina (microvesiculas).
Hematoxilina e Eosina (100 X / 200 um).
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Figura 5: Pdlipo hiperplasico rico em células caliciformes, exibindo serrilhamento
discreto e restrito a porcao superficial das criptas. Hematoxilina e Eosina (100 X/
200 pm).

Figura 6: Lesao serrilhada séssil. Observa-se serrilhamento em toda extensdo
de criptas, que mostram marcada irregularidade arquitetural e luzes dilatadas em
suas bases. Hematoxilina e Eosina (100 X / 300 pm).
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Figura 7: Lesdo serrilhada séssil com displasia serrilhada, caracterizada por
citoplasma eosinofilico, nucleos redondos e com cromatina mais clara.
Hematoxilina e Eosina (400 X / 200 um).

Figura 8: Adenoma serrilhado tradicional. Lesdo caracterizada pela formacgéo de
projegdes viliformes, serrilhamento “em fendas” e eosinofilia citoplasmatica. No
recorte circular, a direita, é possivel ver estas duas ultimas caracteristicas em
maior detalhe. Hematoxilina e Eosina (100 X / 700 um).
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5.1.2 Distribuicdo dos casos por idade, sexo e topografia e a correlacao
com os diagnosticos da amostra.

A distribuicdo por idade variou entre 24 e 83 anos, tendo sido a média de
65,9 anos, com a mediana de 67 anos e desvio-padrao de 8,96. Dentre 0s casos
analisados, a maioria dos casos, 116 (67,4%) situou-se na faixa entre 50 e 70
anos, 50 casos (29,1%) foram observados em pessoas acima de 70 anos e,
somente 6 casos (3,5%) em individuos com menos de 50 anos. Foi observada
uma variacdo na média de idade de 63,31 até 67,83 anos (polipo hiperplasico e
adenoma serrilhado tradicional; p=0,018), conforme a tabela 2. Ja, quando
separadas por faixas etarias de até 50 anos, entre 50 e 70 e acima de 70 anos,
foi observado para todas as lesbes que a faixa entre 50 e 70 anos abrigava a
maior parte dos casos (67,4% dos casos; p = 0,016).

Tabela 2: Correlacdo entre a média e mediana das idades observadas (variavel

continua) e os diagnadsticos.

Idade X Diagnésticos

Pélipo Lesdo Serrilhada Adenoma Serrilhado Adenoma

Idade . . . .. . .
Hiperplasico Séssil Tradicional Convencional
Média 63,31 64,85 67,83 67,92
(Cl: 60,42 - 66,20) (Cl: 62,21-67,49) (Cl:63,99-71,67) (Cl: 65,77 - 70,07)

Mediana 63,5 63 68,5 69
Desvio 9,26 9,09 7,73 8,61
padrao
Total 42 (24,4 %) 48 (27,9 %) 18 (10,5%) 18 (10,5%)

Teste de Kruskal Wallis p=0,018

Com relacdo a distribuicdo dos casos por sexo, 47,7% (82) da amostra
era de pacientes do sexo masculino e 52,3% (90) do sexo feminino.

A distribuicdo dos diagnésticos em relagdo ao sexo mostrou um
predominio de casos no sexo feminino, quando relacionado aos diagndsticos de
polipo hiperplasico (52,4%) e leséo serrilhada séssil (62,5%), porém a diferenca
nao se mostrou significativa (p=0,298).

A localizacdo de maior frequéncia das lesdes foi em célon sigmoide
(26,2%), seguida de colon ascendente (22,1%), célon descendente (19,2%), reto
(15,1%), cdélon transverso (12,2%) e ceco (5,2%).

Considerando os segmentos intestinais do ceco, célon ascendente e

transverso como colon direito e, célon descendente, sigmoide e reto como colon
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esquerdo, a distribuicdo dos casos se da em, aproximadamente, 60% dos casos
(104) no colon esquerdo e, 40% no colon direito (68).

Ainda em relacdo a topografia, identificou-se maior frequéncia de
localizacéo das lesGes em colon esquerdo (60,5%), porém, em relacéo as lesdes
acometendo colon direito observou-se predominancia dos adenomas
convencionais (59,4%) e das lesdes serrilhadas sésseis (50,0%), diferenca bem
expressiva em relacdo aos polipos hiperplasicos (9,5%) e adenomas serrilhados
tradicionais (39,5%), estatisticamente significativa (p<0,0001).

As correlacdes entre variaveis clinico-epidemioldgicas (sexo, idade e
topografia) encontram-se descritas na tabela 3, abaixo:

Tabela 3. Correlacé@o entre variaveis clinico-epidemiologicas e diagnoésticos.

Variavel Categoria PH LSS AST AC p valor @
n % N % n % n %

Sexo Masculino 20 476 18 37,5 11 61,12 33 51,5 0,298
Feminino 22 524 30 625 7 38,9 31 485
Abaixo 50 anos 2 4.8 1 2,1 1 5,6 2 31

Idade E”trgrfgsa7o 34 8 37 771 9 50 36 563 0,016
Acimade 70 anos 6 143 10 20,8 8 44,4 26 40,6

Topografia Célon direito 4 9,5 24 50 2 11,1 38 59,4 <0,0001

Célon esquerdo 38 90,5 24 50 16 88,9 26 40,6

PH — Pdlipo hiperplasico; LSS — Leséo serrilhada séssil; AST — Adenoma Serrilhado Tradicional
e AC — Adenoma Convencional. 2 Teste Exato de Fisher

5.2 FREQUENCIA E CORRELACAO DAS VARIAVEIS MORFOLOGICAS.

Neste tdpico serdo descritas as frequéncias das principais variaveis
morfolégicas (citologicas, arquiteturais e imuno-histoquimicas) e a correlacéo

com os diagnésticos da amostra.

5.2.1 Variaveis citologicas e arquiteturais e correlagdo com o diagnostico.
A grande maioria das lesGes estudadas (69,8%) nao apresentou qualquer
evidéncia de irregularidade de cripta, porém quando presente, foi identificada em
pelo menos trés criptas, em 22,1% da amostra. As figuras 9 e 10, abaixo, ilustram
exemplos considerados, pelos 03 pesquisadores, em consenso, COMO

“irregularidade arquitetural inequivoca”.
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Figura 9: Serrilhamento luminal. Observamos tortuosidade de criptas com luzes
serrilhadas em toda a sua extensdo. Hematoxilina e Eosina (200 X /200 um).

Figura 10: Irregularidade de criptas. Presenca de numerosas criptas de
tamanhos e formatos diferentes entre si. Hematoxilina e Eosina (100 X / 500

Mm).

Os maiores percentuais identificados, dentro de cada variavel analisada
foram: serrilhamento luminal proximal (29,7%), irregularidade acima de 03
criptas (22,1%), prolongamento horizontal (15,2%) e dilatacdo da base (13,4%).
Demais frequéncias das variaveis categéricas morfolégicas estudadas,
encontram-se dispostas na tabela 4, abaixo e, exemplificadas nas figuras 11 a
17.



Tabela 4: Distribuicdo das variaveis morfoldégicas na amostra.
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Variavel Categoria n %
Nenhuma 120 69,8

Irregularidade de Cripta Uma cr.lpta 6 3,5
2 a 3 criptas 8 4,7
Acima de 03 criptas 38 22,1
Ausente 140 81,4

Dilatacdo da Base Discreto 9 5,2
Frequente 23 13,4
Ausente 146 84,9

Prolongamento horizontal Discreto 13 7,6
Frequente 13 7,6
Ausente 60 34,9
. . Proximal 51 29,7
Serrilhamento Luminal Distal / Completo 42 24.4
Fendiforme (“Slit Like”) 19 11,0
Herniacdo Submucosa Ausente 166 96,5
¢ Presente 6 3,5
_ . Microvesicular 88 51,2
Tipo Celular Predominante Caliciforme 84 48.8
. ~ Ausente 89 51,7
Estratificacdo Nuclear Presente 83 48.3
Ausente 134 77,9

Arquitetura Vilosa Focal 8 4,7
Frequente 30 17,4
“crowding” Ausente 95 55,2
g Presente 77 44,8
. . . L. Ausente 153 89,0
Eosinofilia Citoplasmatica Presente 19 110
. « : ” Ausente 151 87,8
Nucleos “Pencilados Presente 21 122
. , . Ausente 154 89,5
Criptas Ectopicas Presente 18 10,5
Displasia Negativo para displasia 81 47,1
Displasia convencional 82 47,7

Displasia serrilhada 9 5,2
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Figura 11: Dilatagdo das bases das criptas. Observam-se criptas com
dilatacédo de suas luzes, em toda sua extenséao, principalmente em suas bases
— setas azuis (HE/ 40X / 700um).

Figura 12: Prolongamento horizontal. Observam-se criptas com irregularidade
arquitetural, mostrando prolongamento lateral de suas luzes de diferentes
formas. As setas azuis mostram um padrao que se assemelha a uma letra “T”
invertida, enquanto a seta amarela mostra um padréo em “J” ou “em bota”. A
seta verde ressalta uma bifurcacao da base da cripta (HE/ 400X / 300um).
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Figura 13: Herniagcdo submucosa. A figura mostra areas onde a terminagéo
das criptas irregulares, com serrilhamento em toda sua extenséo, se insinuam
por entre as fibras da muscular da mucosa (HE/ 400X / 300um).

Figura 14: Serrilhamento luminal proeminente, com predominancia de células
do tipo microvesicular (contendo microvesiculas de mucina). As glandulas
possuem também marcante irregularidade de seus contornos (HE/ 200X /

300pm).
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Figura 15: Glandulas exibindo arquitetura vilosa, em adenoma tubulo-viloso,
convencional. E possivel observar neste aumento, a caracteristica de
arquitetura vilosa relacionada a formacdo de projecbes digitiformes da
mucosa, as quais denominamos vilosidades e é uma condicdo comum em
adenomas convencionais tubulo-vilosos e vilosos, além de adenomas
serrilhados tradicionais (HE/ 100X / 400um).

Figura 16: “Crowding” ou sobreposigéo glandular em adenoma convencional.
Glandulas mostrando a caracteristica que denominamos como “crowding” ou
sobreposicao, que representa a proximidade entre elas, com escasso cérion
interglandular, além de nudcleos pseudoestratificados. (HE/ 200X / 200um).
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aumento, o padrdo de serrilhamento fendiforme caracteristico dos adenomas
serrilhados tradicionais, além de eosinofilia citoplasmatica. (HE/ 400X /
200um). (B) Criptas ectopicas de pequeno tamanho, ndo ancoradas a
membrana basal, como se estivessem formando microcriptas. (HE/ 400X /
200um).

Com relacdo a displasia, quase metade dos casos nao apresentou
displasia (47,1%) ou apresentou displasia do tipo convencional (47,7%);
displasia serrilhada foi identificada em apenas 5,2% dos casos. Uma melhor
descricdo sobre as caracteristicas de cada tipo de displasia sera realizada
adiante. As figuras 18 e 19 mostram exemplos de displasia convencional e

serrilhada.
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Figura 18: Displasia do tipo convencional. Observa-se pseudoestratificagéo e
hipercromasia nuclear. Hematoxilina e Eosina. (100 X / 200 pm).

= M 2 = LU 1 ﬁ:"\ X A = R

Figura 19: Displasia do tipo serrilhada. Caracteriza-se por eosinofilia
citoplasmatica e nucleos arredondados com cromatina mais clara, em relagéo
a displasia convencional. Hematoxilina e Eosina (400 X /200 um).

As variaveis morfolégicas estudadas, conforme descrito anteriormente em
materiais e métodos, foram divididas em 03 grupos, sendo o grupo 1, composto
por aquelas mais relacionadas as lesGes serrilhadas sésseis e poélipos

hiperplasicos; o grupo 2 pelas caracteristicas proprias de adenomas serrilhados
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tradicionais e o grupo 3, por aquelas mais relacionadas aos adenomas
convencionais. Todas foram correlacionadas com os diagnésticos para que se
pudesse observar se havia diferenca estatisticamente significativa em sua
frequéncia nos casos estudados. As caracteristicas morfolégicas aqui abordadas
foram melhor descritas anteriormente, principalmente entre as paginas 43 a 53.
Optaremos por utilizar esta divisdo de maneira a estratificar melhor os dados

analisados.

5.2.2.1 grupo |. Variaveis morfolégicas mais relacionadas as lesdes serrilhadas
sésseis e polipos hiperplasicos (dilatacdo da base, irregularidade de cripta,
herniacdo submucosa, prolongamento horizontal, serrilhamento luminal, tipo
celular predominante).

Os achados com relacéo a estas variaveis encontram-se na tabela 5.

Tabela 5: Correlacéo entre variaveis clinico-epidemiolédgicas usuais em polipos
hiperplasicos e lesdes serrilhadas sésseis (grupo |) e diagnostico.

Variavel Categoria PH LSS AST AC p valor
n % n % n % n %
. _ Ausente 41 976 21 438 16 889 62 96,9
gg‘;‘tea@ao e Discreto 1 24 8 167 0 0 0O 0 0,0301
Frequente 0 0 19 396 2 111 2 3,1
Nenhuma 40 952 2 42 17 944 61 95,3
Irregularidade de Uma cripta 1 2,4 5 104 O 0 0 0 <
Cripta 2 a 3 criptas 1 24 7 146 0 0 0 0 0,0001
Acima de 03 criptas O 0 34 708 1 56 3 4,7
Herniagdo Ausente 42 100 42 87,5 18 100 64 100 <
Submucosa Presente 0 0 6 125 0 O 0 0 0,0001
Ausente 42 100 26 542 16 889 62 96,9
E;?i';’gr?tzrl“e”to Discreto O 0 10 208 1 56 2 31 0301
Frequente 0 0 12 25 1 56 0 0
Ausente 0 0 0 0 0 0 60 93,8
Serrilhamento Proximal 42 100 8 16,7 O 0 1 1,6 <
luminal Distal 0 0 40 813 0 O 3 4,7 0,0001
"Slit like" 0 0 0O 0 18 100 0 0
Tipo celular Microvesicular 40 952 48 100 O 0 0 0 <
predominante Caliciforme 2 48 0 0 18 100 64 100  0,0001

PH - pdlipo hiperplasico; LSS - lesao serrilhada séssil; AC — adenoma convencional; AST - adenoma

serrilhado tradicional. 2 Teste Exato de Fisher.
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E importante ressaltar que algumas variaveis apresentaram padrdes de
distribuicdo bem distintos, como por exemplo a dilatagéo da base; esta foi uma
caracteristica quase ndo observada em outras lesdes que ndo as lesdes
serrilhadas sésseis e, esteve presente nestas seja de forma discreta (16,7%) ou
frequente (39,6%), tendo sido pouco frequente nos PH e AST.

Fato semelhante foi observado com a caracteristica irregularidade de
cripta, aqui interpretada como padrao de “tortuosidade, crescimento assimétrico,
alteracao da zona proliferativa” da cripta, observado em uma, duas, trés ou mais
criptas. Nas outras lesfes, tal alteracdo quase nao foi observada (95,2%) ou até
mesmo foi ausente (94,4%), enquanto na LSS foi encontrada em 70,8% dos
casos, comprometendo mais de “3 criptas”.

Duas observagdes importantes devem ser feitas:

1. A observacéao de irregularidade de uma a trés criptas correspondeu a
cerca de 25% dos casos; e

2. Embora existam marcantes irregularidades arquiteturais em AST, estas
nao foram consideradas sob esta denominacgéo e sim, em separado, por tratar-
se de caracteristicas muito especificas e ndo as tradicionalmente descritas para
LSS, como veremos mais a frente ©3),

Herniacdo submucosa e prolongamento horizontal foram caracteristicas
observadas quase que exclusivamente em LSS embora, mesmo neste grupo,
nao tenha sido identificada com grande frequéncia, as quais estiveram presentes
em 12,5% e 45,8% dos casos de LSS, respectivamente.

As caracteristicas serrilhamento luminal e tipo celular predominante
apresentaram distribuicdes de acordo com diagnéstico, como por exemplo, o tipo
celular microvesicular esteve presente em 95,2% e 100% dos PH e LSS,
respectivamente, enquanto 100% dos AC apresentaram células caliciformes
como o tipo celular observado. Por sua vez, o padrao de serrilhamento luminal
proximal foi observado em 100% dos PH, serrilhamento distal (ou completo) em
81,3% das LSS e o padrao “slit like” ou fendiforme em 100% dos AST;
aproximadamente 93,8% dos AC ndo apresentou a caracteristica de
serrilhamento luminal.

A distribuicdo da correlacdo entre diagnosticos e este grupo de

caracteristicas morfolégicas mostrou-se significativa (p< 0,0001).
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5.2.2.2 grupo Il. Variaveis morfolégicas mais comumente observadas nos
adenomas convencionais (estratificacdo nuclear, displasia, “crowding” e
arquitetura vilosa).

Os achados com relagdo a estas variaveis encontram-se listados na
tabela 6.

Tabela 6: Correlacdo entre variaveis clinico-epidemiolégicas usuais em

adenomas convencionais (grupo Il) e diagnéstico.

Variavel Categoria PH LSS AST AC P a
valor
n % n % n % n %
Estratificacdo Ausente 42 100 38 79,2 9 50 0 0 <
nuclear Presente 0 0 10 208 9 50 64 100 0001
Ausente 42 100 38 79,2 1 5,6 0 0
Displasia Convencional 0 0 9 187 9 50 64 100 0301
Serrilhada 0 0 1 21 8 444 0 0 ’
. Ausente 42 100 41 854 10 55,6 2 3,1 <
"Crowding"
Presente 0 0 7 146 8 444 62 96,9 0,0001
Ausente 42 100 44 91,7 1 56 47 73,4
Arquitetura <
vilosa Focal 0 0 0 0 1 5,6 7 10,9 0,0001
Frequente 0 0 4 83 16 889 10 156

PH - pdlipo hiperpldsico; LSS - lesdo serrilhada séssil; AC — adenoma convencional; AST -
adenoma serrilhado tradicional. ? Teste Exato de Fisher

As variaveis deste grupo nao foram observadas em pdlipos hiperplasicos,
porém encontravam-se presente na quase totalidade ou maioria dos adenomas
convencionais, com exce¢ao da caracteristica “arquitetura vilosa”, que foi mais
frequente em adenomas serrilhados tradicionais (88,9 %), seguida de adenomas
convencionais (26,4%) (p < 0,0001).

5.2.2.3 grupo lll. Variaveis morfologicas proprias de adenomas serrilhados
tradicionais (eosinofilia citoplasméatica, ndcleos alongados ou “pencilados” e

criptas ectdpicas)

. Estas variaveis foram mais frequentemente observadas em adenomas
serrilhados tradicionais. A distribuicdo observada foi considerada significativa

(p<0,0001) e encontra-se na tabela 7.



95

Tabela 7: Correlacdo entre variaveis clinico-epidemiolégicas usuais em

adenomas serrilhados tradicionais (grupo lll) e diagndstico.

Variavel Categoria PH LSS AST AC Vaf(’)r .
n % n % n % n %
Eosinofilia Ausente 42 100 47 97,9 1 56 63 984 <
citoplasmatica Presente 0 0 1 21 17 94 1 16 00001
Nucleos Ausente 42 100 46 958 0 0 63 984 <
“pencilados” Presente 0 0 2 42 18 100 1 1,6 0,0001
Criptas Ausente 42 100 47 979 1 56 64 100 <
ectopicas Presente 0 0 1 21 17 944 0 o  0,0001

PH - pdlipo hiperpldsico; LSS - lesdo serrilhada séssil; AC — adenoma convencional; AST -
adenoma serrilhado tradicional. ? Teste Exato de Fisher

53 FREQUENCIA E CORRELACAO DAS VARIAVEIS IMUNO-

HISTOQUIMICAS COM O DIAGNOSTICO

5.3.1 Frequéncia e Correlagdo das Variaveis Imuno-histoquimicas.

A expressao do BRAF foi analisada de duas formas; inicialmente atribuiu-
se uma categorizacdo de acordo com a intensidade de marcacéao citoplasmatica
definidas como fraca, moderada e forte, tendo 61,6% dos casos negativos e, a
maior parte dos casos exibindo marcacgéao fraca (27,3%).

Como a maior parte das amostras exibiu marcagao fraca, os casos foram
agrupados como resultados positivos, independente da intensidade. Com isso,
o total de casos positivos passou a corresponder a 38,4% da amostra. As figuras
20 e 21 ilustram exemplos de polipos serrilhados positivos para BRAF, em seus
diferentes padrdes de expressao, conforme a intensidade.



Figura 20: Padrbes de expressdo do marcador BRAF. Positividade
citoplasmatica fraca. Observa-se ainda positividade nuclear, inespecifica.
(400X / 200pm).

Figura 21: Padrdes de expressdo do marcador BRAF. Positividade
citoplasmatica forte. Observa-se ainda marcacao nuclear inespecifica. (400X
/ 200pm).
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A expressdo do marcador Anexina A10 foi analisada considerando como
positiva, lesdo com mais de 5% de positividade citoplasmatica e nuclear *9), e os
casos separados em negativos ou até 5%, expresséao entre 6 e 50% e acima de
50% de positividade; destes, 45,3% dos casos foram positivos, com 16,3% dos
casos exibindo positividade acima de 50%. As figuras 22 e 23 mostram casos

positivos para este marcador, com expressao entre 6 e 50% e acima de 50%.

Figura 22: Padrbes de expressdo do marcador Anexina A10. Positividade em
cerca de 6 a 50% das glandulas (40X / 700um).

9w

Figura 23: Padrbes de expressao do marcador Anexina Al10. Positividade
nuclear e citoplasmatica, acima de 50% (200X / 300um).
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A analise do marcador Ki-67 mostrou o seguinte perfil de expressao:
28,5% (49) exibiram positividade basal; 23,8% (41) marcacéo irregular; 41,3%
(71), marcacao focal e, 6,4% (11), marcacdo em criptas ectépicas. As figuras 24

Figura 24: Padrbes de expressao do Ki-67. Positividade restrita a porcéo basal
das criptas. Este padrdo € comumente observado em pélipos hiperplasicos e
demarca a zona de atividade proliferativa da cripta (100X / 300um).
=
t

[P
%
b2,

Figura 25: Padrdes de expressao do Ki-67. Positividade irregular. Este padrao
lesbes serrilhadas sésseis e denota o

deslocamento da zona de atividade proliferativa da cripta para porcdes mais
proximais da cripta nestas lesées (200X / 200um).

€ comumente observado em
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Figura 26: Padrdes de expressdo do Ki-67. Positividade difusa. Este € o
padrdo observado em adenomas convencionais, refletindo o aumento da
atividade proliferativa em toda a cripta e, relacionada a displasia que se
observa nos nucleos das glandulas (200X / 200um).

Figura 27. Padrbes de expressdo do Ki-67. Positividade focal e esparsa,
sobretudo em criptas ectépicas, padrdo comumente observado em adenomas
serrilhados tradicionais. As setas ressaltam as areas positivas (200 X /

200um).
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A expressao de MUC-1 pelas diferentes lesdes estudadas foi também
avaliada em nosso trabalho. A maioria das amostras foram negativas 94,2%
(162), com apenas 1,7% (3) focalmente positivas para o marcador e 4,1% (7)
dos casos exibiu positividade difusa.

A analise imuno-histoquimica do MLH-1 demonstrou manutencdo da
expressdo da marcacdo (positividade difusa), em 93% (160) dos casos,
enquanto em 7% (12) dos casos, observou-se perda focal de expressao,
denotando baixa probabilidade de padrdo de instabilidade microssatélite na
casuistica estudada. A tabela 8 abaixo contém a distribuicdo com relacdo a

expressdo dos marcadores.

Tabela 8: Distribuicdo das variadveis imuno-histoquimicas na amostra.

Variavel Categoria n %
BRAF Negativo 106 61,6
(positivo ou negativo) Positivo 66 38,4
Negativo 106 61,6
BRAF Fraco 47 27,3
(intensidade de marcacéo) Moderado 17 9,9
Forte 2 1,2
Negativo a 5% 94 54,7
Anexina A (03 categorias) 6 a 50% 50 29,1
Acima de 50% 28 16,3
Negativo 162 94,2

MUC-1 Positivo focal 3 1,7
Positivo difuso 7 4.1
Basal 49 28,5
K67 Irrggular 41 23,8
Difuso 71 41,3

Criptas Ectopicas 11 6,4

MLH-1 Pe@a chal 12 7,0
Positivo difuso 160 93,0

5.3.2 Correlacéo das Variaveis Imuno-histoquimicas com o Diagnadstico.

5.3.2.1 BRAF e Anexina A10.
Em relacdo a expressdo de BRAF, a maioria dos casos mostrou-se
negativa (106 — 61,6%) para o marcador, entretanto alguns padrdes foram mais

caracteristicos. Dentre eles, 100% dos adenomas convencionais foram
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negativos para o BRAF; além disso, entre os diagndsticos de polipo hiperplasico
e lesdo serrilhada séssil, ambos apresentaram expressdo para BRAF, com
padrdo de expresséao fraca predominante, porém enquanto 57,1% dos polipos
hiperplasicos foi positivo para o marcador, foi observado algum padréo de
positividade para o BRAF em 79,2% das LSS. Apenas 22,2% dos AST
expressaram alguma positividade.

Por sua vez, a expressao de Anexina Al10 apresentou padrbes de
marcacdo mais caracteristicos; ndo houve nenhum caso de adenoma
convencional positivo para o marcador, assim como ndo houve nenhum caso de
PH com positividade acima de 50%, tendo este tipo de lesdo expressado
positividade entre 6 e 50% em 54,8% dos casos. Por outro lado, apenas 10,4%
das LSS foram negativas para o marcador e 50% das LSS mostraram
positividade acima de 50%. Dentre os AST, 66,6% das lesbes mostraram algum
grau de expressédo, a maioria (44,4%) entre 6 e 50%.

Tanto a andlise considerando 04 categorias (negativo, fraco, moderado e
acentuado), e 02 categorias (positivo ou negativo) para o BRAF, quanto para as
03 categorias de Anexina A10, mostraram diferenca estatisticamente

significativa (p<0,0001); o restante da distribuicdo encontra-se na tabela 9.

Tabela 9: Correlacdo entre a expressdao de BRAF e Anexina Al10 e os

diagnésticos.

Variavel Categoria PH LSS AST AC p valor
n % n % n % n %
Negatvo 18 429 10 20,8 14 77,8 64 100
Bm': Fraco 16 381 28 583 3 167 O 0 <
categorias) Moderado 8 19 9 188 O 0 0 0 0,0001
Forte 0o o0 1 21 1 56 0 0
BRAF Negatvo 18 429 10 208 14 77,8 64 100 -
(02 .
categorias) Positivo 24 571 38 792 4 222 0 o  0,0001
Negativo
AnexinaAL0  (até 5%) 19 452 5 104 6 333 64 100 _
(03 Enre6e50% 23 548 19 396 8 444 0 0 00001

categorias)
Acimade50% O 0 24 50 4 22,2 0 0

PH - pdlipo hiperplasico; LSS - lesdo serrilhada séssil; AC — adenoma convencional; AST -
adenoma serrilhado tradicional. ? Teste Exato de Fisher
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De acordo com o objetivo especifico de construgcdo de um escore com
capacidade de aplicagcdo diagnéstica, optou-se por analisar como se
comportavam os dados quando analisados apenas dentro do grupo das lesbes
da via serrilhada (pélipos hiperplasicos, lesdes serrilhadas sésseis e adenomas
serrilhados tradicionais), totalizando 108 lesdes. Historicamente, desde a
descricéo dos pdlipos serrilhados, o tipo de lesdo que costuma oferecer maior
dificuldade diagndstica, bem como possui maior numero de critérios
diagndsticos, inclusive modificados ao longo das 03 ultimas décadas, é o das
lesGes serrilhadas sésseis. Desta forma, procedeu-se a analise da correlacao
destes marcadores entre dois conjuntos agrupados (lesdo serrilhada séssil e
nao-lesao serrilhada séssil, este Ultimo compreendendo os polipos hiperplasicos
e adenoma serrilhados tradicionais da amostra), visando a construgdo de um
modelo de regressao logistica binaria.

Quando agrupados apenas os polipos serrilhados e analisando-se a
distribuicdo a partir do diagndstico de lesdo serrilhada séssil ou néo-lesédo
serrilhada séssil (ndo LSS), observou-se uma pequena diferenca na expressao
de BRAF no grupo das néo LSS (53,3 vs. 46,7% de casos positivos), contudo
com acentuacao da diferenca no grupo das LSS, alcancando 79,2% de casos
positivos (p=0,001). J& a expressao de Anexina A10, quando se agrupam 0S
diagndsticos, € negativa em 41,7% dos casos de ndo LSS, contra apenas 10,4%
(p<0,0001). A tabela 10 mostra esta distribuicao.

Tabela 10: Correlacdo entre a expressdao de BRAF e Anexina A10 entre os
pélipos serrilhados.

Variavel Categoria N&o LSS LSS Total
p valor 2
n % n % n %
BRAF Negativo 32 53,3 10 20,8 42 38,9 0,001
Positivo 28 46,7 38 79,2 66 61,1
Negativo até 5% 25 41,7 5 10,4 30 27,8
Anexina A10 Entre 6 e 50% 31 51,7 19 39,6 50 46,3 <0,0001
Acima de 50% 4 6,7 24 50 28 25,9
Total 60 55,5 48 44,5 108 100

LSS - lesdo serrilhada séssil. ? Teste Exato de Fisher
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5.3.2.2 Ki-67, MUC-1 e MLH-1.

A expressao do Ki-67 em correlacdo com os diagndsticos apresentou
praticamente um padrdo para cada um dos diagnosticos. Nos PH 95,2% exibiu
positividade na por¢cao basal das criptas, 100% dos AC exibiram positividade
difusa e, as LSS e os AST apresentaram padrao mais disperso, com marcacao
irregular em 77,1% das LSS e, focal e em criptas ectopicas em 61,1% dos AST.
As distribuicbes apresentadas foram estatisticamente significativas (p<0,0001).

A expressao de MUC-1, embora estatisticamente significativa (p<0,0002),
mostrou escassa positividade, em 16,7% das LSS, sendo negativa no restante.

Na amostra estudada nao identificamos nenhum caso com perda total da
expressdo de MLH-1 (portanto todos foram positivos, com baixa probabilidade
de fenétipo MSI-high pelo estudo imuno-histoquimico), com apenas 03 casos de
perda focal da expressao (02 LSS e 01 AST), nao significativa (p=0,107); como
existe descrigdo na literatura “4 de relacéo entre a perda de expresséo de MLH-
1 (ainda que focal) e o surgimento de displasia, foi analisada esta correlacéo. De
todo modo, apenas 03 casos de lesdes com displasia apresentaram perda focal
de expressao do MLH-1, sem significancia estatistica (p=0,248). O restante da

distribuicdo encontra-se na tabela 11.

Tabela 11: Correlagéo entre a expresséao de Ki-67 e MUC-1 com diagndsticos e
MLH-1, com diagnésticos e displasia.

Variavel Categoria  PH LSS AC  AsT | S>em ~ Com —p
displasia displasia valor
n % n % n % n % n % n %
Basal 40 952 9 188 0 0O 0O O
Irregular 1 24 37 7771 0 0 3 16,7 <
Ki-67 Difuso 1 24 2 42 64 100 4 2272 0,0001
Criptas o o 5 o 0 0 11 611
Ectopicas
Negativo 41 97,6 40 83,3 64 100 17 94,4
MUC-1 Positivo =
1 24 2 42 0 0 0 O 0,0002
Focal
Positivo v 5 6 125 0 0 1 56
Difuso
0,107
MLH-1 Perdafocal 0 0 2 42 0 O 1 56 0 O 3 33 x
PDoi?l'thgo 42 100 46 958 64 100 17 94,4 81 100 88 97 0,248¢

PH - pdlipo hiperplasico; LSS - lesdo serrilhada séssil; AC — adenoma convencional; AST -
adenoma serrilhado tradicional. ® Teste Exato de Fisher ° valor p MLH-1 x diagndsticos € valor p
MLH1 x displasia.
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5.4 REGRESSAO LOGISTICA E ELABORACAO DE ESCORE DIAGNOSTICO.

Apés a avaliacdo das variaveis cuja correlacdo com o diagnostico
apresentou diferenca significativa, estas foram analisadas entre si, para se testar
em um modelo de regressao logistica, quais destas atribuiriam maior chance de
predicdo dos diagnosticos das lesdes estudadas (analise multivariada). Apos a
aplicacdo de diferentes modelos, com inclusbes e retiradas de variaveis
(stepwise), 0 melhor modelo obtido para a criacdo do escore proposto foi aquele
gue manteve apenas as variaveis topografia (localizacdo da lesdo) e a expressao
dos marcadores BRAF e Anexina Al0, visando o diagndstico de Lesdes
Serrilhadas Sésseis (ndo LSS x LSS), utilizando-se um modelo de regresséo
logistica binaria.

As distribuicdes das demais variaveis analisadas clinico-epidemiolégicas,
morfolégicas e imuno-histoquimica ndo apresentaram qualidades estatisticas
suficientes para permanecerem no modelo de regresséao logistica, gerando erros
nos resultados apds a insercdo das mesmas, seja por se apresentarem muito
relacionadas a um tipo especifico de diagndstico ou por apresentarem baixa
frequéncia de apresentacdo, como foi o caso de alguns marcadores como o
MLH-1 e MUC-1. Maiores consideracdes sobre a limitacdo das variaveis nao
aproveitadas para a elaboracéo do escore serédo feitas no topico Discussao.

Os valores obtidos de coeficiente beta representaram a magnitude da
associacao e, a proporcionalidade entre os seus diferentes valores para todas
as variaveis incluidas no modelo, foi utilizado como valor de base para a
elaboracao do escore.

Por fim, foram calculados os valores de sensibilidade e especificidade
para o diagnostico de Lesbes Serrilhadas Sésseis, com a utilizacdo da curva
ROC, considerando um intervalo de confianca de 95% e valor de p< 0,05, e tendo
como pontos de corte para definir um caso como positivo ou negativo, a

pontuacao com base no escore proposto, apresentado pelas lesdes estudadas.
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5.4.1 Regresséo Logistica Binéaria e Escore Diagndéstico.

A analise pelo método da regressdo logistica possibilitou estimar a
“‘chance” de cada variavel estar associada ao diagndstico de uma Lesao
Serrilhada Séssil. Desta forma, com base nos valores de OR (Odds Ratio), seria
possivel inferir que a localizagdo de uma lesao em colon direito confira 9,6 “mais
chances” (p = 0,0005; IC 95% - 2,7 a 34,5) de se tratar de uma LSS, enquanto a
positividade para o Anexina A10 acima de 50%, corresponda a 24,2 “vezes”, o
risco do diagndstico ser uma LSS (p = 0,0002; IC 95% - 4,6 a 126,2).

Da mesma maneira, o parametro beta (B) nos permite inferir uma
proporcionalidade entre estes resultados; o menor resultado € o valor para a
variavel Anexina A10 de 0,76 que, em comparacdo com o valor para a variavel
BRAF (1,61), aproxima-se do dobro deste valor, correspondendo entdo em
escore a 2 x o valor da variavel mais baixa, portanto 2. Desta forma, os valores
das unidades para a elaboracdo de um escore simples para as variaveis foram:
localizacéo em colon direito (3), BRAF positivo (2), Anexina A10 entre 6 a 50%
(1) e Anexina A10 acima de 50% (4). A tabela 12 mostra o restante dos

resultados obtidos pela regresséao logistica.

Tabela 12: Modelo de regressao logistica baseado nas varidveis adequadas.

Variaveis Parametro Escore Erro Wald p OR I.C. para O.R.
(B) padrdo (95%)
Inferior Superior

Célon direito 2,26 3 0,6529 11,993 0,0005 9,6 2,7 34,5
BRAF positivo 1,61 2 0,5847 7,5512 0,0060 5,0 1,6 15,7
Anexina A10

entre 6 a 50% 0,76 1 0,6440 1,3745 0,0241 2,1 0,6 7,5
Anexina A10

acima de 50% 3,19 4 0,8431 14,275 0,0002 24,2 4,6 126,2

A adequacao do modelo ajustado foi avaliada pelo Teste de Hosmer-
Lemeshow que mostrou ser possivel, com este modelo, predizer 75,9% dos
diagnodsticos, cujas amostras de polipos serrilhados exibiram a seguinte

distribuicdo apos aplicacéo do escore simplificado, conforme a tabela 13 abaixo.
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Tabela 13: Aplicacdo do teste de Hosmer-Lemeshow para avaliacdo do modelo
de regresséo logistica.

Observado Predito

N3o LSS LSS Percentual Correto (%)
N&o LSS 105 23 83,3
Lesdo Serrilhada Séssil 26 95 66,7
Percentual Global 75,9

LSS - lesdo serrilhada séssil.

Uma vez atribuido um peso para cada uma das variaveis que mostraram
qualidades estatisticas para 0 modelo de regressdo logistica, foi possivel
elaborar um escore simplificado utilizando-se a soma destas caracteristicas
presentes, seja com relacdo a localizacéo da lesdo ou em relacdo a expressao
de BRAF e Anexina A10. Com base nos valores obtidos é possivel obter-se
valores de somatdérios que vao de 0 a 9 e, a aplicagdo do escore proposto na
amostra estudada, permite a estratificacdo das lesdes, em correlagdo com o

diagnéstico, conforme a tabela 14, abaixo.

Tabela 14: Distribuicdo dos poélipos serrilhados de acordo com a pontuacdo do
escore.

Distribuicdo por escore Nao LSS LSS Total
0 16 (26,7%) 0 16(14,8%)
1 10(16,7%) 1(2,1%) 11(10,2%)
2 8(13,3%) 2(4,2%) 10(9,3%)
3 16(26,7%) 13(27,1%) 29(26,9%)
4 6(10,0%) 6(12,5%) 12(26,9%)
5 1(1,7%) 1(2,1%) 2(1,9%)
6 3(5,0%) 11(22,9%) 14(13,0%)
7 0(0,0%) 1(2,1%) 1(0,9%)
9 0(0,0%) 13(27,1%) 13(12,0%)

Total 60 (55,6%) 48 (44,4%) 108

% por diagndstico Teste exato de Fisher p<0,0001

LSS - lesdo serrilhada séssil. Ndo LSS — Pélipos hiperplasicos e Adenomas Serrilhados Tradicionais
(ndo lesGes serrilhadas sésseis).

5.4.2 Avaliacdo do Ponto de Corte e Acuracia do Escore Simplificado.

Por fim, para a determinacdo do melhor ponto de corte do escore proposto
foi realizado o célculo da curva ROC que identificou area sob a curva de 0,863,

com significAncia estatistica (p<0,0001). A analise do grafico produzido pela
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curva ROC aponta que, para que um teste seja considerado com valores de
sensibilidade e especificidade adequados, ele deve estar acima da linha de base
(na cor verde) e, quanto mais préximo do quadrante superior esquerdo (ou mais
proximo do valor de 1), maior serdo a sensibilidade e especificidade do teste
diagnoéstico proposto. A figura 28 mostra o grafico relacionado ao escore

proposto, quando aplicado a amostra estudada.

CurvaROC
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Figura 28: Andlises da Curva ROC para calculo de sensibilidade e

especificidade.

Restava por fim definir, também a partir desta analise, os melhores valores
de sensibilidade e especificidade dentro dos valores atribuidos no escore, tendo
sido identificados os pontos de corte entre 3,5 (sensibilidade 67% e
especificidade 83%) e 4,5 (sensibilidade 54% e especificidade 93%). Como néo
foi possivel, com os valores obtidos, considerar casas decimais, 0 numero inteiro
entre estes dois valores seria o ponto de corte 4; o calculo de sensibilidade e
especificidade para este ponto de corte mostra sensibilidade de 66.7%,
especificidade de 83,3% e acuracia de 75,9%.

A tabela 15 mostra os resultados da analise da curva ROC e das medidas

de acuracia para o teste diagnéstico.
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Tabela 15: Valores de sensibilidade, especificidade e valores preditivos para o
diagnostico de LSS com uso do escore proposto.

Areasoba
curva Erro Padrao p IC 95%
Inferior  Superior
Escore 0,863 0,034 0,00000 0,797 0,929
Intervalos de
Ponto de Corte - 4 % Confianga (95%)
Sensibilidade 66.67% (52.54 -78.32)
Especificidade 83.33% (71.97-90.69)
Valor Preditivo Positivo 76.19% (61.47 - 86.52)
Valor Preditivo Negativo 75.76% (64.19 - 84.49)
Precisdo de Diagndstico 75.93% (67.06 - 83.01)
Cut-Offs Sensibilidade Especificidade
0,5 100% 27%
1,5 98% 43%
2,5 94% 57%
3,5 67% 83%
4,5 54% 93%
5,5 52% 95%
6,5 29% 100%
8 27% 100%

10 0% 100%
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6. DISCUSSAO

Atualmente, o melhor conhecimento da via envolvida no
desenvolvimento das lesdes serrilhadas colorretais, assim como a definicdo das
suas caracteristicas morfoldégicas e uma nova classificacdo destas lesdes
serrilhadas intestinais, em geral, nos tém permitido entender e diagnosticar estas
lesGes com maior propriedade 3,

Como ja mencionado, a sua prevaléncia ainda € subestimada, visto que
somente no inicio do atual século, a OMS descreveu os principais tipos de lesdes
serrilhadas. Desde entdo, em 2010 e 2019, novas lesbes foram categorizadas
como pertencentes a esta via, pela propria OMS. Conseguentemente, a sua
prevaléncia vem sendo subestimada.

Na amostra do presente estudo, as lesdes serrilhadas sésseis
corresponderam a 28%, das quais 6% eram LSS-CD, seguidas dos polipos
hiperplasicos (24%), e dos adenomas serrilhados tradicionais (10%), enquanto
os adenomas convencionais corresponderam a 37%; dentre todos os
diagnésticos, a frequéncia das LSS € a que mais se aproxima da observada na
populacao geral. Embora a frequéncia das LSS que compdem este estudo seja
similar a descrita por Pai,RK e cols ©3 (10 a 30%, em relacdo a todos os polipos
colorretais - serrilhados e convencionais) e por Sweetser S e cols ¢ (até 20%
dos podlipos), como houve uma maior selecdo de casos de pélipos serrilhados
para a execucado deste trabalho (ja descrito na secdo de materiais e métodos),
nossos dados de frequéncia ndo podem ser comparados aos de outros estudos

ou extrapolados para a populagao.
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Da mesma forma, o perfil do nosso estudo ndo nos permite comparacao
com a literatura quanto a frequéncia dos AST, cujos relatos sé&o proximos de 1%
(56,59)  enquanto, em nossa amostra os AST corresponderam a 10%.

Em relacao a distribuicdo por sexo e faixa etaria, nosso estudo mostrou
uma distribuicdo de idade que variou entre 24 e 83 anos, com média de 65,9
anos, mediana de 67 anos e desvio-padrao de 8,96.

Batts K (19 refere que as lesbes da via serrilhada apresentam maior
tendéncia de ocorrer em idades mais avancadas e em mulheres, principalmente
em colon proximal. Benttington M (/) refere, em sua casuistica, identificacdo de
polipos hiperplasicos de 54% em homens e 46% em mulheres, enquanto para
lesBes serrilhadas sésseis, observa-se discreta predilecdo pelo sexo feminino
(56%) em relacdo ao sexo masculino (44%). Em relacdo a idade, Rosty e cols
(24) acrescentam ainda que a identificacéo destas lesdes pode estar relacionada
a idade em que se inicia o rastreio colonoscopico de lesdes colorretais, o que
normalmente tem inicio acima dos 50 anos de idade. East e cols ® também
referem maior frequéncia na populacéo acima de 50 anos ou entre 50 e 75 anos,
em alguns estudos. Haque e cols ") descreve idade média de 62 anos para o
diagnéstico de LSS.

No presente estudo, separamos os individuos nas faixas etarias abaixo
de 50 anos, entre 50 e 70 anos e acima de 70 e a distribuicdo encontrada foi de
3,5%, 67,4% e 29,1%, respectivamente, confirmando a ocorréncia destas lesdes
em idades mais avancadas, particularmente a partir dos 50 anos, conforme
descrito nos estudos acima referidos ©157577)  Estes dados, quando

correlacionados com os diagnosticos mostrou predominio de todos na faixa
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etaria entre 50 e 70 anos, principalmente entre as lesdes serrilhadas sésseis
(77,1%), estatisticamente significativa (p=0,016).

Em relacdo a maior frequéncia na populacdo feminina nosso resultado
também acompanhou o descrito na literatura, conforme os estudos acima
apresentados &157577) com 47,7% (82) da amostra em individuos do sexo
masculino e 52,3% (90) do sexo feminino. Quando correlacionada, contudo, com
os diagnosticos, essa distribuicdo ndo mostrou significancia estatistica (p =
0,298).

Diversos autores referem a predilecdo de surgimento das lesGes
serrilhadas sésseis pela localizagdo em coélon proximal 15752453) com cerca de
70 a 80% das LSS surgindo em cdlon proximal, enquanto 75 a 90% dos polipos
hiperplasicos e cerca de 70% dos adenomas serrilhados tradicionais ocorrem em
colon distal e reto 3, Rex e cols 3 também descrevem frequéncias
semelhantes de distribuicdo de pdlipos serrilhados e, adicionalmente, referem
gue os adenomas convencionais podem ser identificados em todos os
segmentos colbnicos, com predilecdo das lesdes planas ou sésseis pelo colon
proximal e das lesdes pedunculadas pelo cdélon distal.

Em nosso estudo a localizacdo de maior frequéncia das lesdes foi em
coélon sigmoide (26,2%), seguida de colon ascendente (22,1%). Considerando os
segmentos colénicos como direito e esquerdo, 60% (104) dos casos localizava-
se em célon esquerdo e 40% (68) no colon direito. Ao correlacionarmos a
localizacdo com o diagndstico, observamos maior frequéncia de polipos
hiperplasicos e adenomas serrilhados tradicionais em célon esquerdo ou distal
(90,5% e 88,9%, respectivamente) e de adenomas convencionais pelo célon

direito ou proximal (59,4%), acompanhando os dados da literatura (363, A
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distribuicdo topogréafica (localizacdo) das lesbes serrilhadas em relacdo aos
diagnésticos mostrou-se estatisticamente significativa em nossa casuistica
(p<0,0001).

As lesdes serrilhadas sésseis em nossa casuistica apresentaram igual
distribuicdo em cdélons proximal e distal (50% cada), porém representando uma
propor¢cdo bem maior de lesées em colon proximal, quando comparados aos
polipos hiperplasicos e adenomas serrilhados tradicionais (9,5% e 11,1%,
respectivamente), conforme descrito na literatura (53:55.59),

Makinen e cols % descrevem que as LSS podem ser identificadas tanto
em colon distal como proximal, com leve predilecao pelo célon proximal. Ainda
sobre este ponto, particularmente, acreditamos que possa haver alguma relacéo
com a capacidade de identificacdo de lesbes serrilhadas em célon proximal,
conforme Sweetser e cols ® e Haque e cols /"), que descrevem que a deteccao
por colonoscopia de lesbes serrilhadas no colon proximal sdo operador
dependente, uma vez que elas se apresentam como lesdes planas, recobertas
por capa de muco, podendo passar facilmente despercebidas e negligenciadas
em mais de 50% dos casos.

Ao longo das ultimas décadas inUmeras caracteristicas morfologicas e,
posteriormente, imuno-histoquimicas e moleculares, vém sendo agregadas para
gue se possa estabelecer o diagndstico diferencial entre os polipos serrilhados,
uma vez que os estudos vém delineando os provaveis caminhos moleculares
dentro da via serrilhada e suas possibilidades de evolugao para o surgimento de
carcinomas colorretais.

Bettington e cols, East e cols e Kim e cols ® 4475  dentre tantos outros

autores propdéem caminhos moleculares distintos para cada tipo de pdélipo
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colorretal e suas correlagdes com tipos histologicos e moleculares de carcinomas
colorretais, como por exemplo, a proposta de que adenomas serrilhados
tradicionais distais e adenomas tubulo-vilosos serrilhados seriam precursores
dos carcinomas colorretais KRAS mutados, de pior prognostico, assim como
lesbes serrilhadas sésseis, com instabilidade microssatélite relacionadas a
metilacdo, CIMP+ e BRAF mutadas, seriam precursoras de carcinomas
colorretais serrilhados e de melhor progndstico. Na atualidade, as principais
ferramentas que dispomos na rotina diaria para diagnéstico sdo a avalicdo das
caracteristicas morfolégicas, o uso dos critérios definidos pela OMS ©3) e,
possivelmente, a utilizacdo adicional de critérios clinicos, imuno-histoquimicos e
moleculares.

No presente estudo foram analisadas a frequéncia de caracteristicas
morfologicas e suas correlacées com os diagndsticos de pélipos serrilhados e de
adenomas convencionais. Em relacdo as lesdes serrilhadas sésseis, 0
serrilhamento luminal distal, seguido da irregularidade de 03 ou mais criptas e a
dilatacdo frequente da base foram as caracteristicas mais observadas (81,3%,
70,8% e 39,6%, respectivamente), semelhante ao descrito por Rau e cols®”) e
Ensari e cols 9, e esta distribuicdo mostrou significancia estatistica (p<0,0001).
Inversamente, a presenca de serrilhamento luminal proximal foi observado em
100% dos pdlipos hiperplasicos e, em 95,2% destes ndo se observou
irregularidade de criptas, conforme também descritos nos estudos anteriores
(66,67)_

Rau e cols®) demonstraram baixos niveis de concordancia, para a
identificacéo dos critérios morfologicos inversao e dilatacao de criptas, formacao

de criptas ectopicas e citoplasma eosinofilico, contudo as caracteristicas mais
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identificadas para o diagnoéstico de adenomas serrilhados sésseis (hoje definidas
como LSS) foram prolongamento horizontal em “T” ou “L”, serrilhamento até a
porcdo basal, dilatacdo e inversdo de criptas. A presenca de displasia
convencional, tanto para lesdes serrilhadas sésseis, quanto para adenomas
convencionais, juntamente com pseudoestratificacdo nuclear e hipercromasia
foram as mais frequentemente observadas para este ultimo diagndstico,
enguanto para o diagnostico de adenoma serrilhado tradicional foi a formacao
de criptas ectopicas.

Chama a atencado que, apesar de apenas 10,4% das lesdes serrilhadas
sésseis terem apresentado irregularidade em apenas 01 cripta, conforme a nova
classificacdo da OMS ©3), A inclusdo desta categoria, juntamente com as lesées
com 02 a 03 criptas, permitiiam identificar 95,8% das lesGes da amostra
(considerando-se como suficiente a presenca de 01 cripta inequivoca como
ponto de corte), o que provavelmente implicaria em um aumento substancial na
sensibilidade para o diagnéstico. Estudos comparando o aumento na
sensibilidade e especificidade para o diagndstico com base nos novos critérios
da OMS deveréo ser realizados para que se possa fazer tal afirmacao.

Em relacdo aos adenomas serrilhados tradicionais de nossa casuistica,
a presenca de serrilhamento luminal fendiforme (“slit like”) e nucleos alongados
(“pencilados”) foram observados em 100% dos AST, seguidas da presenca de
criptas ectopicas e eosinofilia citoplasmatica (94,4%) cada, cuja distribuigdo
mostrou-se estatisticamente significativa (p<0,0001), semelhante ao observado
nos estudos acima referidos (6667,

Kim e cols “4 contudo ressaltam que, conforme a nova edicdo da OMS

(53), o diagndstico destas lesdes baseado exclusivamente na presenca de criptas
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ectdpicas, anteriormente consideradas patognomonicas do diagndstico de AST,
deve ser evitado, uma vez que elas podem ser também observadas em
adenomas tubulo-vilosos, adenomas vilosos e adenomas tubulo-vilosos
serrilhados.

Em nossa amostra, a caracteristica “arquitetura vilosa”, foi mais
frequente em adenomas serrilhados tradicionais (88,9 %), seguida de adenomas
convencionais (26,4%) (p < 0,0001). Embora este estudo possua uma selecao
maior de AST, conforme ja descrito na secdo materiais e métodos, esta
distribuicdo encontra-se de acordo com o descrito na literatura, uma vez que a
maioria dos AST apresentam estas caracteristicas e 0s adenomas
convencionais, por sua vez, em sua maioria (cerca de 50 a 70%) sé&o
representados pelo tipo tubular, cuja caracteristica € a exibicdo de menos de
25% de superficie vilosa em sua arquitetura 3,

E expressiva, ainda, a observacdo de que os adenomas convencionais
da amostra, expressam como principais caracteristicas morfolégicas a presenca
de estratificacdo nuclear, displasia e “crowding”, sendo identificadas em
respectivamente 100%, 100% e 96,9% dos casos. Todavia, caracteristicas mais
comumente descritas em lesdes serrilhadas 5%, como dilatacdo basal,
irregularidade de cripta e serrilhamento luminal, foram identificadas, ainda que
raramente, nos adenomas convencionais da amostra, correspondendo a 2%, 3%
e 4% dos casos, respectivamente.

Com relagdo a expressao dos marcadores imuno-histoquimicos, no que
concerne ao BRAF, os estudos referenciados em nosso trabalho, em sua maioria
(32,33,78,79) - definiram como positiva, a marcacdo em qualquer intensidade no

citoplasma, sem excluir a marcacdo fraca. Boulagnon e cols ©9, no entanto,
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referem que a marcacédo com o BRAF pode ser heterogénea, principalmente com
0 uso de anticorpos monoclonais purificados de camundongos, em comparacao
com o0 uso de sobrenadante de hibridoma de anticorpos monoclonais de
camundongos, que ndo apresentaram marcacgao fraca; neste estudo, o autor
considerou como positivo apenas marcacfes com intensidade a partir de
moderada, de modo a evitar falsos-positivos. De fato, em nossa amostra foi
identificado um elevado percentual de casos com marcacdo fraca, e apenas
11,1% dos casos com marcacdo moderada ou forte, o que pode ser um fator que
dificulte a concordancia interobservador e reprodutibilidade, em relacéo a este
marcador para as lesdes serrilhadas.

Foi identificado que, em nossa amostra, 38,4% dos pélipos estudados
apresentaram expressao citoplasmatica para BRAF. Destes, 57,1% dos polipos
hiperplasicos e 79,2% das lesfes serrilhadas sésseis foram positivas, enquanto
nenhum dos adenomas convencionais exibiu expresséo para este marcador e
0os AST exibiram positividade em somente 22,2% dos casos.

Kokenek-Unal TD e cols @9, por exemplo, identificou em sua amostra,
utilizando anticorpos anti-BRAF, positividade em 100% das LSS e 92,8% dos
AST, enquanto apenas 37% dos PH mostraram positividade, de fraca
intensidade, todos PHMV; estes resultados mostram um percentual maior de
positividade para o BRAF em pélipos serrilhados, em comparagdo com os dados
de nosso trabalho, com excecdo apenas dos adenomas convencionais que se
mostraram igualmente negativos, como em nossos casos.

Em nosso estudo, a maioria dos casos apresentou expressao fraca para
0 BRAF (27,3% dos casos e 58,3% das LSS, respectivamente). Por sua vez,

embora Kokenek-Unal TD e cols ® tenham demonstrado predominio de
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marcacdo moderada (48,78% dos casos, em relacdo a amostra e 66,66% das
LSS), o percentual de casos com intensidade fraca mostrou valor proximo
(36,58% dos casos), a maioria foi observada em PH (29,2% em relacdo a
amostra).

Mesteri e cols ("® propuseram o uso da avaliagdo da expressado imuno-
histoquimica com o anticorpo anti-BRAF (V600E) em polipos serrilhados
colorretais, tendo identificado, de maneira semelhante ao estudo anterior,
expressao citoplasméatica em 100% das lesdes serrilhadas sésseis , 94% dos
adenomas serrilhados tradicionais e 62% dos pélipos hiperplasicos. Nao foi
identificada expressdo em nenhum dos adenomas convencionais. Em
comparacao com nossos dados, embora o percentual de positividade em LSS
tenha sido menor, ainda assim, identificamos valores proximos ao deste estudo
(quase 80%); observou-se ainda grande diferenca, em relacdo aos PH e AST da
amostra.

Ja& em relacdo aos adenomas serrilhados tradicionais apesar de em
Mesteri e cols ® ter sido observada positividade em 94% das lesGes, nosso
estudo identificou apenas 22,2% de lesGes positivas para a expressao
citoplasmatica do BRAF, tendo sido a maioria de fraca intensidade. Mais adiante
abordaremos alguns estudos que, embora tenham utilizado metodologia
diferente da nossa para a pesquisa da mutacdo V600 (pesquisa por PCR),
apresentam algumas possiveis justificativas para o menor percentual de
expressao do BRAF em AST verificado em nosso estudo.

Em seu estudo, Fu e cols ®4 utilizando a metodologia por PCR para a
pesquisa da mutacdo V600OE do BRAF em AST, detectou apenas 29% de casos

positivos, de certa forma, semelhante ao encontrado em nosso estudo.
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Ja em Benttington e cols ©9), utilizando a mesma metodologia (PCR), o
percentual de casos de AST positivos para o BRAF foi de 67%, sendo mais
frequentes em lesdes localizadas em colon proximal (39%); em nosso estudo,
entretanto, apenas 02 lesdes (11,1%) eram de localizac&o proximal, o que pode
ser uma explicacao para o perfil de expressdo do BRAF observado em nossa
casuistica, caso exista alguma diferenca em termos de mecanismos de
carcinogénese entre AST de coélon proximal, comparadas as lesbes de célon
distal; além disso, a frequéncia deste tipo de lesdo é bem menor do que 0s
demais polipos serrilhados, o que limita avaliacdes mais conclusivas diante dos
diferentes resultados apresentados.

Em relacdo a concordancia entre a pesquisa do BRAF pela imuno-
histoquimica e por métodos moleculares, Rossle e cols 3 demonstraram que o
uso de anticorpo para andlise imuno-histoquimica para o BRAF alcanca
sensibilidade e especificidade de 100% e 95% quando utilizado para o
diagnéstico de carcinomas colorretais com a mutacdo V600E deste gene. Em
Kwon e cols @2, os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo para a analise do BRAF por estudo imuno-
histoquimico, em carcinomas colorretais foram 96.1%, 94%, 89.1% e 97.9%,
respectivamente.

A expressédo de Anexina A10 tem sido investigada por diversos autores
em PH, LSS e AST (337383940 A amostra do presente estudo mostrou
expressdo de ANXA10 em 54,8% dos pélipos hiperplasicos, com expressao em
50% ou menos das células. Ja a expressdo observada em LSS foi de 89,6% das
(a maioria - 50% - com marcagéo acima de 50% das células) e 66,6 % dos AST

(sendo 44,4% com 50% ou menos das células marcadas e, somente 22,2%
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acima de 50% de expressao). Estes achados sdo compativeis com os estudos
descritos na literatura ¢7:38),

Gonzalo e cols “9 demonstrou por meio de métodos de estudo de
comparacao gendmica e RT-PCR (reacéo de cadeia de polimerase, tempo real)
gue os principais genes expressos em PHMV e LSS, também estdo presentes
em vias de carcinogénese de neoplasias gastrointestinais, como carcinomas
pancreaticos, gastricos e colorretais de uma forma geral (Fatty Acid Binding
Protein 6 - FABP6, Anexina A10 - ANXA10, Trefoil Factor 2 - TFF2), sendo que
destes, apenas ANXA10 mostrou aumento de expressdo em relacdo a mucosa
normal, fenébmeno ndo observado em PHMV (p<0,0001).

O uso de anticorpos anti-ANXA10 no mesmo estudo anteriormente
referido 9, foi capaz de diagnosticar LSS com positividade acima de 50% das
células, com sensibilidade de 73% e especificidade de 95%; foi também descrito
gue a maioria dos PHMV positivos para o marcador, eram de localizacdo distal
e com maior expressao em sua porcao apical (dois tercos proximais), enquanto
para LSS, a expresséao foi maior em lesées proximais, com expressao em terco
distal das criptas.

Sajanti e cols ©8 descreveram, em uma amostra de 131 polipos
colorretais, positividade para ANXA10 em 100% das LSS, 63% dos PH, 54,5%
dos AST, 2% dos ATV e nenhum AT. Este estudo também investigou a
positividade de CCR para ANXA10 (por imuno-histoquimica) e BRAF V600E (por
RT-PCR), tendo identificado correlagéo entre as duas mutagdes identificadas,
com 64% de co-expressao destes marcadores, sugerindo uma convergéncia
com a via MAPK-ERK, além de descrever sensibilidade de 42% e especificidade

de 98% para expressao de ANXA10 em les6es com morfologia serrilhada.
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Em relacdo a distribuicdo da expressdo do marcador, Sajanti e cols (38
mostraram ainda que, as LSS exibiram positividade mais homogénea, com
expressdo média em 50% das células, enquanto demais polipos exibiram
expressdo mais heterogénea, com positividade média de 15% das células em
PH e 5% em AST e ATV, estes dados sdo semelhantes aos anteriormente
descritos, em nossa casuistica.

Bae J e cols 39 identificaram expressdo de ANXA10 em 5,6% de 1133
CCR estudados, além de correlacdo com fenétipos CIMP+ e MSI+ (p<0,0001).
Carole e cols @), por sua vez, descreveu a correlagdo entre positividade para
ANXA10 e risco aumentado (HR, hazard ratio, 2.7; p=0.048) de lesbes
metacronicas em colonoscopia de seguimento, particularmente em cdlon
proximal (HR=4.0; p=0.02).

A marcacdo dos polipos pelo Ki-67, na amostra estudada, mostrou
padrées de expressdo caracteristicos para cada diagnéstico; os polipos
hiperplasicos apresentaram expressao predominantemente restrita a zona
proliferativa basal (95,2%), as lesGes serrilhadas sésseis exibiram um padrdo
irregular de positividade, consistente com o deslocamento da zona proliferativa
para diferentes porcdes da cripta em 77,1% dos casos, enquanto os adenomas
serrilhados tradicionais, em 61,1% das lesdes exibiram positividade
caracteristica de criptas ectépicas. Os adenomas convencionais mostraram
padréo difuso de positividade.

Os achados acima descritos sdo semelhantes aos descritos por
Torlakovic e cols 2, cujo autora principal inseriu o termo adenoma serrilhado
em 1996 na literatura médica a partir da descricdo da Sindrome de Polipose

Serrilhada; neste artigo de 2008, o grupo teve como objetivo identificar
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alteracdes morfologicas que permitissem a discriminacdo entre os diagnoésticos
de podlipos hiperplasicos, lesdes serrilhadas sésseis e adenomas serrilhados
tradicionais com base em padrdes arquiteturais e de expressdo imuno-
histoquimica pelo Ki-67 e CK20. Embora os autores afirmassem nao ser possivel
a diferenciacdo dos pdlipos serrilhados apenas baseado nos padrbes de
expressdo destes marcadores, eles consideram que o uso dos mesmos pode
contribuir adicionalmente na diferenciacdo entre os tipos de lesdo e que, os
padrées de distribuicdo das células Ki-67 positivas nas criptas, foi o fator de
maior contribuicéo diagndstica (p< 0,0001).

De maneira semelhante ao descrito acima, os padrdes de expressao
apresentados pelos polipos colorretais de nossa amostra exibiram distribuicédo
estatisticamente significativa (p<0,0001) contudo, como cada padrdo
praticamente encontrava-se relacionado a um diagnostico e, em alguns casos,
nao foram observados nos demais tipos de lesao, tal quadro ndo apresentou
qualidades estatisticas, em um modelo de regressao logistica binaria, para ser
utilizado como parte de elaboracédo de um escore diagnadstico.

No que diz respeito a expressdo MUC-1 e MLH-1, nossa amostra
estudada ndo demonstrou resultados com maior contribuicdo para a
diferenciacéo entre os polipos serrilhados, uma vez que a grande maioria das
lesBes ndo apresentou expressao de MUC-1 em 94,2% dos casos e, 100% dos
polipos foram positivos para MLH-1, exceto por 03 casos de perda focal da
expressado, o que configura baixa probabilidade de instabilidade microssatélite.

Molai M e cols “® correlacionaram o padrdo de expressdo de mucinas
em polipos colorretais, com positividade de MUC-1 em 23,5% dos adenomas

convencionais, 7,8% das lesdes serrilhadas sésseis e negativo em todos os 36
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(7,9%) polipos hiperplasicos da casuistica (p=0,005). Todavia, nossa amostra
demonstrou positividade em 16,7% (08) das LSS, 2,4% (1) dos polipos
hiperplasicos e 5,6% (1) dos adenomas serrilhados tradicionais, ndo tendo sido
observado nenhum caso de adenoma convencional positivo, embora a
distribuicdo observada em nosso estudo tenha se mostrado estatisticamente
significativa (p<0,0002), ela difere substancialmente do estudo anteriormente
citado “®, merecendo mais andlises para uma conclusdo definitiva do papel
deste marcador. Ademais, a escassa quantidade de casos positivos, néo
permitiu a entrada desta variavel, apdés a regressao logistica, no escore
diagnéstico.

A relacédo entre instabilidade microssatélite e metilacdo do gene MLH1 é
amplamente descrita por varios autores e capitulos de livros de referéncia
(9.18,44,53.80) He and Cols (18 estimam que cerca de apenas 3% dos pélipos
serrilhados apresentem perda de expressdo do MLH-1 e, portanto, maior
probabilidade de instabilidade microssatélite. Kim J e cols “% descrevem a
relacdo entre perda (total) da expressédo de MLH-1 em pdlipos serrilhados com
displasia e, a possibilidade de identificacdo de perda focal de expressdo em
lesBes nao displasicas, podendo representar um sinal iminente do surgimento de
displasia.

Os casos de perda focal de expressdo do MLH-1 de nossa amostra sao
constituidos por 02 LSS-CD e 01 AST, contudo nem a correlagdo com o
diagnostico ou a correlagdo com displasia mostraram significancia estatistica
(p=0,107 e p=0,248, respectivamente).

Por fim, foi objetivo deste estudo a criacdo de um escore com base na

probabilidade de que uma ou mais das variaveis estudadas pudessem ser
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aplicadas como uma ferramenta para o diagnostico de lesdes serrilhadas
sésseis, uma vez que estas Sao as que mais apresentam critérios estritos para
o diagnostico, muitos deles diferentes, dependendo dos autores e dos
consensos internacionais 22353 e, a concordancia interobservador mostra-se
de fraca a moderada (6574:81.82),

Uma condicdo pouco abordada nos estudos de concordancia
interobservador e reclassificacdo dos pélipos serrilhados, mas frequente na
rotina do patologista, é a dificuldade que por vezes existe para se diferenciar um
polipo hiperplasico de uma leséo reacional. Uma possivel explicacdo poderia ser
a presenca de caracteristicas microscopicas de hiperplasia de criptas e aspecto
polipoide observado nas colonoscopias, em lesdes reacionais ou inflamatorias,
agindo como um fator de confuséo.

Outro dado que poderia justificar esta situacéo, seria a ainda falta de
reconhecimento por parte dos patologistas do potencial neoplasico de pélipos
hiperplasicos, como lesBes basicas da via serrilhada de carcinogénese, optando
por este diagnéstico no momento da avaliacdo de uma lesédo suspeita (tanto na
colonoscopia, quanto no exame microscopico), uma vez que possa considerar a
mesma como inofensiva ou sem potencial carcinogénico.

Os baixos indices de concordancia entre lesGes serrilhadas sésseis e
adenomas serrilhados tradicionais traz uma ideia do real problema no
diagndstico destas lesdes, que acabam sendo confundidas ndo apenas entre si,
mas também com lesdes que vao desde aquelas de carater reacional e pélipos
hiperplasicos, até os adenomas convencionais. Com relacdo aos primeiros, €
reconhecido que os pélipos hiperplasicos sao os principais simuladores de

lesBes serrilhadas e que, no passado, boa parte das lesfes serrilhadas sésseis
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acabava por receber os diagnosticos de polipos hiperplasicos ou polipos mistos
hiperplasicos-adenomatosos (¢7:6870.71)  Por sua vez, contudo, a diferenciacdo
diagnéstica entre adenomas convencionais (principalmente com lesdes
serrilhadas sésseis), ndo costuma oferecer grandes dificuldades, ndo havendo
muitos relatos na literatura pesquisada; uma observacéo entretanto, que merece
ser considerada, € a percepcao por parte dos patologistas de que os adenomas
serrilhados séo lesGes com displasia, sendo que na realidade, a presenca de
displasia (convencional ou serrilhada) nestas lesdes, é fenbmeno pouco
frequente, correspondendo, as lesGes com displasia a apenas cerca de 5% das
lesGes serrilhadas sésseis e menos de 0,04% de todos os palipos colorretais (7).

Ademais, é frequente a presenca de alteracdes hiperplasicas nas criptas
de adenomas convencionais, muitas vezes levando o patologista a utilizar a
terminologia prévia de pdlipo misto hiperplasico-adenomatoso. Esta
denominacédo, que ja ndo era mais prevista na classificacdo de 2010 da OMS
como um tipo especifico de lesdo serrilhada, aparentemente veio a ser
novamente considerada na nova classificacdo®®, “sob o guarda-chuva” da
terminologia de Adenoma Serrilhado Nao-Classificavel que, conforme a prépria
publicacao, contempla “pdlipos serrilhados displasicos com dificil distingao entre
adenomas serrilhados tradicionais e lesdes serrilhadas sésseis com displasia,
podendo ser incluidos neste grupo os recém descritos adenomas tubulo-vilosos
serrilhados”; a frequéncia e os critérios microscopicos minimos deste tipo de
leséo ainda nao foram definidos.

A definicdo de novos critérios para o diagnéstico de LSS a partir da

publicacdo de 2019 da OMS ®93), traz a necessidade de novos estudos avaliando
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a reclassificacao de polipos serrilhados, uma vez que os estudos anteriores na
literatura usam como base as defini¢des da edigcdo de 2010 ©,

No que diz respeito a utilizacdo de escores combinando variaveis
clinicas, morfolégicas e/ou imuno-histoquimicas para o diagnostico das lesdes
serrilhadas sésseis, até onde é de nosso conhecimento, ndo existe ainda um
estudo que tenha proposto tal objetivo.

Bouwens M e cols (83) foi o uUnico trabalho identificado em nosso
levantamento bibliografico que se propés a elaborar um escore utilizando
variaveis clinicas para predicdo da chance de deteccéo de pdlipos serrilhados,
de grandes dimensdes (acima de 6 mm), localizados em cdélon proximal ou
displasicos, utilizando um questionario individual, auto aplicado, para pacientes
da coorte de derivacado; a partir dos dados deste questionario, variaveis clinicas
reconhecidas como possiveis fatores de risco tal quais, obesidade (através do
indice de massa corporea — IMC), tabagismo, consumo de alcool e anti-
inflamato6rio n&o esterdides, além de dados demogréficos e histéria de
identificacdo de lesdo serrilhada séssil em colonoscopias prévias, foram
coletadas.

Da coorte de derivacao 2244 pacientes e, 2402 de uma segunda coorte
(de validacao) foram submetidos a colonoscopia. Fatores de risco independentes
identificados foram: idade acima de 50 anos (Odds Ratio — OR: 2.2; 95% de
intervalo de confianca (IC), 1.3-3.8; p = 0.004), histérico de polipos serrilhados
(OR: 2.6; 95% IC, 1.3-4.9; p= 0.005), tabagismo atual (OR: 2.2; 95% IC, 1.4—
3.6; p =0.001) e, uso nao-diario ou ndo uso de acido acetil-salicilico (AAS) (OR:

1.8;95% IC, 1.1-3.0; p = 0.016).
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Para validacéo do escore foi utilizada a soma dos valores arredondados
de OR; pacientes apresentando em seus questionarios valores maiores ou iguais
a 5, eram considerados de alto risco, associados a uma chance 3 vezes maior
de podlipos serrilhados grandes, com ou sem displasia, em célon direito, quando
comparados a pacientes com menos de 5 pontos, tendo sido considerados como
fatores de risco independentes, idade acima de 50 anos, historico pessoal de
polipo serrilhado prévio, tabagismo atual e ndo-uso ou uso nao diario de AAS.
Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados, usando como ponto
de corte, mais de 5 pontos, foi de 33,2% (95% IC, 27.0%—-40.0%) e 93.5% (95%
IC, 92.4%-94.5%), respectivamente.

Nosso trabalho identificou como uma maior probabilidade de diagndstico
de LSS, a partir da utilizacdo do parametro (valor) beta obtido através de
regressao logistica binaria multivariada, a localizacdo da lesdo em célon direito
(OR: 9,6, beta 2,26 — 3 pontos), BRAF positivo (OR: 5,0, beta 1,61 — 2 pontos),
a expressdo de ANXA10 positivo entre 6 e 50% (OR: 2,1, beta 0,76 — 1 ponto) e
ANXA10 positivo acima de 50% (OR: 24,2, beta 3,19 — 4 pontos), em um escore
qgue pode variar desde 0 a 9, onde 0 representa polipo colorretal sem nenhuma
das caracteristicas acima e 9, um pdlipo, localizado em coélon direito, BRAF
positivo e ANXA10 positivo acima de 50%.

A analise da Curva ROC e da area sob a curva estimaram o melhor ponto
de corte o valor de escore 4, para o diagnostico de leséo serrilhada séssil, com
valores de sensibilidade de 66.7%, especificidade de 83,3% e acuracia de
75,9%. Em ultima analise, isso significa dizer que, para a populagédo estudada
nesta amostra, as caracteristicas que mostraram maior correlacdo, ou ainda,

capacidade de predicdo do diagnostico de lesdo serrilhada séssil, seriam a
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localizagdo em colon direito e ANXAL1QO positivo acima de 50% (o que
corresponderia a um valor de 7 pelo escore proposto). De acordo com nossas
analises, lesbes com escore a partir de 7, ja permitiriam, portanto, afirmar um
diagnostico de LSS com 100% de especificidade.

Embora os valores de sensibilidade e especificidade obtidos com a
utilizacdo do escore elaborado a partir do presente estudo ndo permitam
considera-lo como um teste padréo ouro para o diagnoéstico de tais lesdes, esta
pode vir a ser uma ferramenta (til, adjuvante no processo de deciséo diagndstica
pelo médico patologista, aliado aos critérios ja estabelecidos e, recentemente
revistos, na ultima edicdo da OMS ©3),

Acreditamos que 0 escore neste estudo apresentado, assim como
qualquer outra avaliacdo por estudo imuno-histoquimico, represente método
complementar, ndo pretendendo de forma alguma sobrepor-se a analise
morfoloégica, mas sim representar a possibilidade de mais um fator adjuvante ao

diagnéstico.
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7. CONCLUSOES

e As caracteristicas mais observadas em lesdes serrilhadas sésseis foram
o serrilhamento luminal distal, seguido da irregularidade de 03 ou mais
criptas e a dilatacao frequente da base da cripta.

e Inversamente, a presenca de serrilhamento Iluminal proximal foi
observado em todos dos pdélipos hiperplasicos e, na grande maioria
destes, ndo se observou irregularidade de criptas.

e Apenas em uma pequena minoria das lesdes serrilhadas foi possivel
classifica-las como tal baseado na presenca de irregularidade em apenas
01 cripta, conforme os novos critérios da OMS contudo, a inclusédo desta
categoria, juntamente com lesdes com irregularidade em 02 a 03 criptas,
permitiu identificar a grande maioria das lesdes da amostra.

e A presenga de serrilhamento luminal “slit-like” (ou ramificagao de criptas)
e nucleos “pencilados” (alongados) foi observada em todos os AST,
seguidas da presenca de criptas ectépicas e eosinofilia citoplasmatica na
grande maioria dos casos.

e A expressdo de ANXA1O foi mais frequente em pdlipos hiperplasicos,
lesbes serrilhadas sésseis e adenomas serrilhados tracionais, contudo, a
maioria dos PH e AST expressou marcacao entre 6 a 50% das células,
engquanto a maioria das LSS exibiu acima de 50% das células positivas
para este marcador.

e Observou-se positividade para o BRAF na maioria dos PH e LSS e,

predominantemente de fraca intensidade.
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Tanto ANXA10 quanto BRAF néo foram expressos em nenhum adenoma
convencional da amostra.

A andlise do Ki-67 permitiu a observacao de padrdes mais caracteristicos
de expresséao para cada tipo de leséo, podendo ser empregado como um
dado a mais na investigacdo diagnostica em correlagdo com o tipo de
les&o suspeita. Todavia, nao foi observada capacidade de incluséo desta
variavel em escore diagndstico considerando a expressao do marcador.
O uso de MLH-1 e MUC-1 ndo contribuiu como parametro para
diagnéstico, uma vez que a grande maioria das lesdes serrilhadas e nao-
serrilhadas apresentou negatividade para MUC-1 e expressédo de MLH-1
(baixa probabilidade de instabilidade microssatélite).

Dentre todas as variaveis estudadas, a localizacdo em célon direito, a
expressdo de BRAF e de ANXA10 acima de 50% foram caracteristicas
observadas na maioria das lesbes serrilhadas sésseis e permitiu a
elaboracdo de um escore simplificado que, considerando como ponto de
corte o valor 4, levou a deteccéo de LSS com valores de sensibilidade de
66,7%, especificidade de 83,3% e acuracia de 75,9%.

Os adenomas convencionais expressaram mais comumente
caracteristicas como estratificacdo nuclear, presenca de displasia e de
“crowding”, além de ndo expressarem positividade para BRAF e ANXA10
em nenhum dos casos estudados. Caracteristicas proprias de polipos
serrilhados como serrilhamento luminal, dilatacdo da base da cripta e
irregularidade de cripta foram observadas em frequéncias muito

pequenas nos adenomas convencionais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Ao término deste trabalho foi possivel descrever em uma amostra de 172
polipos colorretais, a distribuicdo das principais lesbes de acordo com a
localizacéo no célon, a faixa etaria mais acometida e a distribuicdo de acordo
com o sexo. Além disso, com base na classificagcdo mais recente da OMS, foram
descritas as principais caracteristicas morfologicas e de expressdo dos
marcadores imuno-histoquimicos estudados, particularmente de dois
relacionados a via serrilhada, o BRAF e a Anexina A10. A partir das correlacdes
entre estas variaveis e 0s tipos de p6lipos colorretais, estabeleceu-se um escore
simplificado para o diagndéstico de lesbes serrilhadas sésseis, com 75,9% de
acurcia.

Ressalte-se ainda que, muito embora os objetivos principais do trabalho
estejam relacionados ao diagnéstico de pdlipos serrilhados e que, a elaboracao
do escore nao tenha contemplado os adenomas convencionais, € fato relevante
a auséncia de expressdo na amostra estudada em relagcdo aos marcadores
BRAF e Anexina A10. Assim, podemos inferir que, diante de lesBes exibindo
positividade para algum destes marcadores, o diagnéstico de adenoma
convencional pode ser facilmente descartado.

A maioria das variaveis morfolégicas, clinico-epidemioldgicas e algumas
variaveis imuno-histoquimicas ndo apresentaram qualidades estatisticas para a
formulacdo do escore, o que pode conferir uma menor aplicabilidade deste
método na rotina diaria, uma vez que demanda a utilizagdo de anticorpos nao
rotineiramente disponiveis comercialmente de rotina. Entretanto, tendo em vista

a frequéncia das lesbes serrilhadas e, por vezes, a sua dificuldade diagndstica,
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acreditamos que sejam razfes suficientes para que estes anticorpos sejam
adquiridos, mesmo porque, poderao auxiliar no diagnoéstico de outras condi¢cdes
gque também expressem estes marcadores.

As caracteristicas morfolégicas analisadas comportaram-se,
praticamente, como definidoras dos diferentes diagndsticos, como por exemplo,
a caracteristica de nucleos alongados ou “pencilados” em adenomas serrilhados
tradicionais; praticamente ndo houve identificacdo desta caracteristica nos
outros diagndsticos, o que impossibilitou a sua incluséo na elaboracéo do escore.
Muito embora esse seja um dado extremamente relevante em testes
diagnésticos, ou seja, quando as caracteristicas estudadas basicamente definem
um diagnostico, a sua avaliacdo utilizando meétodos de regressao logistica €
prejudicada, pois a concentracdo de determinada variavel explicativa em um so
diagnéstico (variavel resposta), ndo oferece boas qualidades estatisticas para o
modelo de regressao logistica, 0 que o leva a reduzir o nUmero de variaveis
explicativas, selecionando apenas as que mais contribuem para a explicacdo da
variavel resposta®?.

Por fim, é importante que futuramente os resultados obtidos nesta
pesquisa possam ser replicados em outros estudos, com uma coorte de
validacéo, diante das novas experiéncias que irdo surgir com a utilizacdo da nova
classificacdo da OMS na rotina diaria. Espera-se assim que seja possivel avaliar
melhor a sua reprodutibilidade e aplicabilidade, como uma estratégia adicional a
ser utilizada pelo patologista, nesta ja tdo ardua tarefa que envolve o diagndstico

histopatolégico dos pdlipos serrilhados colorretais.
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Abstract Introduction Colorectal carcinoma (CRC) is the most common gastrointestinal

Keywords

Sessile serrated lesion
serrated lesions
serrated adenoma
interobserver
concordance
reproducibility
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Introduction

neoplasm in the world, accounting for 15% of cancer-related deaths. This condition
is related to different molecular pathways, among them the recently described
serrated pathway, whose characteristic entities, serrated lesions, have undergone
important changes in their names and diagnostic criteria in the past thirty years. The
multiplicity of denominations and criteria over the last years may be responsible for the
low interobserver concordance (I0C) described in the literature.

Objectives The present study aims to describe the evolution in classification of
serrated lesions, based on the last three publications of the World Health Organization
(WHO) and the reproducibility of these criteria by pathologists, based on the
evaluation of the |10C.

Methods A search was conducted in the PubMed, ResearchGate and Portal Capes
databases, with the following terms: sessile serrated lesion; serrated lesions; serrated adenoma;
interobserver concordance; and reproducibility. Articles published since 1990 were researched.
Results and Discussion The classification of serrated lesions in the past thirty years
showed different denominations and diagnostic criteria. The reproducibility and 10C of
these criteria in the literature, based on the kappa coefficient, varied in most studies,
from very poor to moderate,

Conclusions Interobserver concordance and the reproducibility of microscopic criteria
may represent a limitation for the dlagnosls and appropriate management of these leslons. It
is necessary to investigate diagnostic tools to improve the performance of the pathologist's
evaluation, for better concordance, and, consequently, adequate diagnosis and treatment.

per year in the United States, ~ 52,000 deaths annually, and
15% of all cancer-related deaths.' The development of CRC

Colorectal carcinoma (CRC) is the most common gastroin-  is related to a combination of molecular events that include
testinal malignancy in the world, with ~ 150,000 new cases  genetic and epigenetic abnormalities, traditionally
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