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RESUMO

Haddad LBP. Expressdao de marcadores imunoistoquimicos de origem tecidual e de
carcinogénese nos adenocarcinomas tipo intestinal e pancreatobiliar da ampola de
Vater [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2009.
119p

INTRODUCAO: Os adenocarcinomas da ampola de Vater (AAV) sdo classificados
conforme a diferenciagdo histolégica em tipos pancreatobliliar e intestinal, com
comportamento bioldgico e progndstico diferentes. O objetivo deste estudo foi
determinar um painel imuno-histoquimico para a diferencia¢cdo do tipo histolégico
dos AAVs e analisar os fatores relacionados com a sobrevivéncia desses tumores em
uma série de pacientes submetidos a ressec¢dao do tumor com intengdo curativa.
METODO: Varidveis clinicas e histopatoldgicas foram analisadas para os tipos
intestinal e pancreatobiliar em 97 doentes submetidos a ressec¢do pancreatica por
AAV. A expressao de mucinas (MUC1, MUC2, MUC5AC, MUC6), citoqueratinas (CK7,
CK17, CK20), CD10, CDX2, p53, p16, Ki67, CEA, CA19-9, hMLH1, hMLH2 e hMSH6 foi
avaliada usando técnica de imunoistoquimica. RESULTADOS: Quarenta e trés casos
foram histologicamente classificados como tipo intestinal, 47 como tipo
pancreatobiliar e 7 em outros tipos, de acordo com a classificacdo de Albores-
Saavedra. O tipo intestinal apresentou expressao significativamente maior de MUC2
(74,4% vs 23,4%; p<0,001), CK20 (76,7% vs 29,8%; p <0,001), CDX2 (86% vs 21,3%;
p<0,001) e CD10 (81,4% vs 51,1%; p=0,002); enquanto MUC1 (53,5% vs 82,9%;
p=0,001) e CK7 (79,1% vs 95,7%; p=0,041) foram mais expressos nos
adenocarcinomas pancreatobiliares. Os marcadores imunoistoquimicos com maior
acuracia para determinacdo do tipo histolégico foram CDX2, MUC2 e CK20 (82,2%,
75,5% e 73,3% respectivamente). A positividade para p53, p16, Ki67, CEA e CA19-9
foram 36,1%, 30,9%, 37,1%, 79,4% e 88,6%, respectivamente, sem qualquer
diferenga significativa entre os tipos intestinal e pancreatobiliar. A perda de
expressao de pelo menos uma das proteinas hMLH1, hMLH2 e hMSH6 ocorreu em
13,4%, sem diferenca entre os tipos histolégicos. Em analise univarida, a
sobrevivéncia foi significativamente menor para o tipo histoldgico pancreaticobiliar
(p = 0,021), estadiamentos TNM mais avancados (p <0,001), neoplasias com
acometimento linfonodal (p <0,001) e invasdo linfatica (p=0,004). Em analise
multivariada, o acometimento linfonodal (p <0,001) e a invasdo linfatica (0,013)
foram fatores independentes de risco. CONCLUSAO: A express3o imunoistoquimica
de MUC1, MUC2 e CDX2 sao Uteis para a classificacdo dos AAVs em tipo intestinal e
pancreatobiliar. O tipo intestinal esteve associado a um melhor progndstico, mas
apenas o acometimento linfonodal e a invasdao linfatica foram fatores
independentes de risco.



Descritores: 1. Ampola hepatopancreatica, 2. Adenocarcinoma, 3.
Imunoistoquimica, 4. Cirurgia, 5. Prognéstico.



SUMMARY

Haddad LBP. Immunohistochemistry expression of tissue origin and carcinogenesis
markers in adenocarcinomas of intestinal and pancreaticobiliary types of Vater’s
ampolla [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S3o Paulo;
2009. 119p

The intestinal and pancreatobliliary types of histological Vater’s ampulla
adenocarcinoma present different biologic behavior and prognosis. The aim of the
present study was to determine the best immunohistochemical panel for tumor
classification and analyze the survival of these histological types in a series of
patients. Clinical and histopathologal variables were analyzed for each
pancreatobiliary and intestinal type differentiation in 97 resected ampullary
adenocarcinomas. The expression of mucins (MUC1, MUC2, MUC5AC, MUCS6),
cytokeratins (CK7, CK17, CK20), CD10, CDX2, p53, p16, Ki67, CEA, CA19-9, hMLH1,
hMLH2 and hMSH6 was evaluated by using immunohistochemistry. Forty three
Vater’s ampulla carcinomas were histologically classified into intestinal type, 47 into
pancreatobiliary type and 7 into other types, according to Albores-Saavedra
classification. The intestinal type had a significantly higher expression of MUC2
(74.4%vs23.4%. p<0.001), CK20 (76.7%vs29.8%p<0.001), CDX2 (86%vs21. 3%.
p<0.001) and CD10 (81.4%vs51.1%. p=0.002); while MUC1 (53.5%vs82.9%. p=0.001)
and CK7 (79.1%vs95.7%. p=0.041) were higher in pancreatobiliary
adenocarcinomas. The most accurate markers for the immunohistochemical
classification were CDX2, MUC2 and CK20 (82.2%. 75.5% and 73.3% respectively).
The positivity of p53, p16, Ki67, CEA and CA19-9 were 36.1%, 30.6%, 37.1%, 79%
and 88%, respectively without any significant difference between intestinal and
pancreatobiliary types. Loss of hMLH1, hMLH2 and hMSH6 proteins expression
occurred in 13.4% of Vater's adenocarcinoma, without difference between
intestinal and pancreaticobiliary types. Survival was significantly affected by
pancreaticobiliary type (p=0.021), tumor grade (p<0.001), nodal status (p<0.001)
and lymphatic invasion (p=0.004). Only regional lymph node involvement (p<0.001)
and lymphatic invasion (p=0.013) was independent risk factors for survival in a
multivariate analysis. In conclusion, the immunohistochemical expression of
apomucins MUC1, MUC2 and CDX2 are useful for the classification of ampullary
adenocarcinoma in intestinal and pancreaticobiliary types. Intestinal type was
associated with a better prognosis, but only lymph node status and lymphatic
invasion were independent risk factors.

Keywords: 1. Hepatopancreatic ampulla, 2. Adenocarcinoma, 3.
Immunohistochemistry, 4. Surgery, 5. Prognosis.
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1. INTRODUCAO

A ampola de Vater é formada pela unido do ducto biliar comum e do ducto
pancreatico principal em sua desembocadura, na parede podstero-medial da
segunda por¢do duodenal. E uma estrutura anatdémica complexa, composta por
fibras musculares e elementos neuronais especiais que regulam, através do

esfincter de Oddi, o fluxo de bile e suco pancredtico para o trato digestivo (1, 2).

Os componentes da ampola de Vater sao a papila duodenal maior, o canal
comum, a porc¢do distal do colédoco e a porcdo distal do ducto pancredtico
principal. A papila duodenal é uma proje¢ao de mucosa do tipo intestinal através da
parede duodenal (3). As demais partes da ampola sdo revestidas por epitélio
simples mucinoso, como dos ductos pancreaticobiliares (4). Conseqlientemente, os
tumores ampulares podem se originar de 2 tipos diferentes de epitélio, o que pode

refletir em diferentes espectros histomorfolégicos destes tumores (5) (Figura 1).

As neoplasias originadas da ampola de Vater sdo raras. Sua incidéncia é
estimada em 5 a 7 casos por milhdo de habitantes ao ano (6). Representam 0,2%
das neoplasias do trato gastrointestinal (7) e 7 a 12% dos tumores periampulares
(8). E a segunda neoplasia mais frequente da regido periampular, apés os tumores
do pancreas (9). Apesar de pouco comuns, a ocorréncia de adenomas e carcinomas
nesta localizacdo é mais frequente que em todo o intestino delgado (10). Isto ocorre
provavelmente devido a exposicdo permanente da mucosa da ampola as secre¢des

do figado, vesicula biliar, pancreas e duodeno (10). O epitélio da ampola possui
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elementos protetores para essa agressdo, como a secrecdao de muco, além de
mecanismos de prevencao do refluxo do duodeno para o ducto pancreatico e ducto
biliar (11). A perda de fatores protetores pode estar relacionada com a

carcinogénese dos adenocarcinomas da ampola de Vater (AAVs).

Figura 1: Ampola de Vater e os diferente tipos de mucosa que podem originar neoplasia.
A; mucosa tipo intestinal, B; epitélio simples mucinoso biliar, C; epitélio simples mucinoso
pancreatico

Os pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater (AAV) apresentam
manifestacbes clinicas mais precoces e maior indice de ressecabilidade quando
comparados aos demais tumores periampulares(12). A sobrevivéncia apds
resseccdo é maior que do adenocarcinoma de pancreas e vias biliares, porém pior

que do adenocarcinoma de duodeno (12-18)
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Estudos histopatolégicos recentes comecaram a elucidar a patogénese dos
canceres da ampola de Vater. Kimura et al (19) foram os primeiros a diferenciar os
tipos pancreatobiliar (TPB) e intestinal (Tl) para os tumores ampulares. Albores-
Saavedra (20) classificou os tumores ampulares em 2 tipos principais,
pancreatobiliar e intestinal; e tipos “incomuns”, como os carcinomas com células
em anel de sinete e os carcinomas indiferenciados. Baseados na classificacdo de
Albores-Saavedra, uma série de estudos moleculares analisaram a histogénese e

tumorigénese dos carcinomas ampulares.

O tratamento com intencdo curativa dos AAVs é a duodenopancreatectomia
ou gastroduodenopancreatectomia, ambas as operacOes apresentando resultados
de sobrevivéncia semelhantes(21-23). Estas operagdes cirurgicas, inicialmente
descritas com alta morbimortalidade, atualmente apresentam indices de
mortalidade operatoéria de 1,5 a 2,5% nos centros especializados, porém ainda com

altos indices de complicagdes pds-operatorias (9, 24).

Os fatores mais frequentemente relacionados a melhor sobrevivéncia nos
pacientes com tumores da ampola de Valer sdo: a ressecabilidade com margens
livres e auséncia de linfonodos acometidos. Outros fatores como tamanho do
tumor, grau de diferenciacao histoldgica, estadiamento TNM, invasdo neural e tipo
histolégico apresentam influéncia variavel entre os diversos estudos (6, 12, 13, 25-

31)

Estudos iniciais sugerem que o carcinoma de ampola de Vater do tipo

intestinal estd associado a melhor progndstico que o tipo pancreatobiliar (32-35).
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Entretanto, apresentam resultados muitas vezes conflitantes, talvez pelo fato de
ndo haver até o momento um critério histomorfoldgico consistente e confidvel para

fazer este diagnostico diferencial (19, 20, 32).

1.1 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS RELACIONADOS A

ORIGEM TECIDUAL

A origem tecidual dos adenocarcinomas ampulares nem sempre pode ser
determinada apenas com os aspectos histolégicos, principalmente para patologistas
pouco familiarizados com esses tumores (33). Atualmente, ndo ha marcador
imunoistoquimico capaz de distinguir inequivocamente os tumores da ampola de
Vater de origem intestinal daqueles de origem pancreatobiliar. Assim, faz se

necessario compor um painel de marcadores com maior precisao para esse fim.

Caracterizagao dos antigenos

1.1.1 Citoqueratinas
As citoqueratinas foram os primeiros marcadores imunoistoquimicos
testados para tumores periampulares. Sdo proteinas de filamentos intermediarios

entre microfilamentos e microtubulos, que constituem o citoesqueleto de células
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epiteliais eucaridticas, sendo marcadores amplamente utilizados. Embora
geralmente confinados aos epitélios e suas respectivas neoplasias, ndo sao
marcadores com alta especificidade, pois aparecem em diferentes tipos de tumores

(36).

As citoqueratinas correlacionam-se com diferentes vias de diferenciacao
epitelial e origem embrionaria, permitindo a classificacdo das células epiteliais em
diferentes subtipos. Esta expressdo é mantida mesmo durante o processo de
transformacdo tumoral (37). As citoqueratinas 7 (CK7) e 20 (CK20) sdo as duas mais

comumente utilizadas na pratica da patologia cirurgica (36, 38, 39).

Chu et al analisaram a expressao de citoqueratinas em tecidos ndo tumorais
e verificaram que o CK7 estd expresso nas células de ductos biliares e pancreaticos e
essencialmente ausente no epitélio gastrointestinal, e o CK20 estd expresso no

epitélio gastrico foveolar, nos vilos intestinais e no epitélio das criptas (40).

Para determinar a expressdao de citoqueratinas nos tumores de origem
pancredtica, Vang et al estudaram uma centena de casos e verificaram que os
cistoadenomas mucinosos pancreaticos expressam CK7 na totalidade dos casos, e
CK20 na metade deles (41). A neoplasia intraductal papilifera mucinosa também
expressa CK7, porém a expressdo do CK20 é pouco frequente, em menos de 20%
casos (41). Os adenocarcinomas pancredticos e biliares apresentam expressao
difusa para CK7; entretanto a expressdao de CK20 é varidvel, desde negativo, ou

positividade focal e até multifocal (42, 43).
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Os estudos relativos a ampola de Vater sdo mais recentes, como de Zhou et
al (32), que verificaram que nos tecidos normais ha expressdo do CK7 no canal
comum, glandulas periampulares da ampola, e também no ducto pancreatico. O
CK20, ao contrario, estd expresso no epitélio da superficie duodenal e na papila

duodenal.

A citoqueratina 17 é uma queratina de baixo peso molecular e pertence a
familia das citoqueratinas tipo 1 (37). Esta expressa nos tecidos normais apenas em
células basais e mioepiteliais; (40) e nos carcinomas de células escamosas, basais e
transicionais ou adenocarcinomas com diferenciacdo escamosa (37). Estudando a
expressao do CK17 em uma série de adenocarcinomas, Miettinen et al encontraram
uma frequéncia de positividade de 90% em pancreas e 50% em colangiocarcinomas
(44). Chu et al verificaram a expressdao de CK17 em 83% dos adenocarcinomas
pancreaticos e dos AAV do tipo pancreatobiliar; ja para os AAV tipo intestinal houve

apenas 18% de expressao desta citoqueratina (3).

1.1.2 Mucinas

Um grande avanco para diagndstico da origem tecidual para diversas
neoplasias se deu com a descoberta das mucinas. As mucinas sdo glicoproteinas
filamentosas presentes na interface das células e seu micro-ambiente extracelular,
podendo ser secretadas para o lUmen de érgdos com cavitdrios formando camadas

de muco, ou participar de funcdes celulares como proteinas de membrana (45, 46).
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Atualmente 14 glicoproteinas do tipo mucina estdo catalogadas na familia
do gene MUC (MUC1, 2, 3A, 3B, 4, 5AB, 5AC, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 15) conforme o
Human Genome Organization Gene Nomenclature Committee (47, 48).
Originalmente o termo mucina era utilizado para glicoproteinas encontradas no
muco secretado pelos enterdcitos do trato gastrointestinal, posteriormente,
evidenciou-se a producdo de glicoproteinas que atuam como proteinas
transmembrana nas células epiteliais, com funcdo de mediacdo de interacbes entre
as células e seu microambiente, e que também foram designadas mucinas. Dessa
forma, as mucinas podem estar no centro da patogénese de varias doencgas

inflamatarias, infecciosas e também de neoplasias e suas metastases (46, 48).

As mucinas sdo classificadas como de membrana ou secretora, e incluidas
nas familias do gene MUC de acordo com a localizagdo cromossémica. A primeira
familia de mucinas é a secretora. Esta familia é composta pelo MUC2, MUCSAC,
MUCS5AB e MUC6; sao formadares de muco e sdo codificadas pelo gene localizado
no cromossomo 11p15. A segunda familia é formada pelas mucinas de membrana.
Esta familia é composta pelas mucinas MUC3A, MUC3B, MUC11 e MUC12 e o gene
que as codifica localizada-se no cromossomo 3g13.3. A MUCI, cujo gene localiza-se
no cromossomo 121, também é uma proteina de membrana, sendo agrupada
nesta familia. Ainda n3o se identificou homologia genética para as mucinas MUC7 e

MUCS, portando, elas ndo estdo inclusas em nenhuma das familias (46).

A MUC1, também conhecido como mucina pan-epitelial associada a

membrana, tem ampla distribuicdo no corpo humano. Esta presente em glandulas
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mamadrias, ductos pancredticos e superficie foveolar gastrica. A MUC2, mucina
secretdria intestinal, é expressa em células caliciformes e tumores do trato
gastrointestinal inferior. A MUC5AC, mucina gastrica secretéria de célula foveolar, e
a MUC6, mucina gastrica secretdria de glandulas pildricas, sdo consideradas as

principais mucinas que caracterizam a mucosa gastrica (45, 49).

Corfield et al (50) descreveram a distribuicdo das mucinas no trato
gastrointestinal normal. A MUC1 estd presente nos acinos de glandulas salivares,
ductos das glandulas submucosas esofagicas, ductos pancredticos, epitélio foveolar
superficial gastrico, nas células caliciformes e enterdcitos dos intestinos delgado e
grosso. As MUC2, MUC5AC e MUC6 sdo todas formadoras de gel, responsaveis pela
formacdo das camadas de muco no corpo. A MUC2 é expressa nas células
caliciformes dos intestinos delgado e grosso. A MUCSAC é expressa no epitélio

foveolar gastrico. A MUCS6 é a principal mucina géstrica.

Lee et al (45) estudaram 486 casos de carcinomas de diversos sitios
anatomicos do trato gastrointestinal, avaliando entre outros marcadores, as
mucinas MUC1, MUC2, MUCS5AC e MUC6. A MUCL1 foi expressa mais
frequentemente nos carcinomas de pancreas, do anus e da vesicula biliar. A MUC2
foi frequentemente positiva nos carcinomas de intestino delgado e de célon, bem
como na totalidade dos carcinomas do apéndice cecal. A MUC5AC foi positiva em
cerca de 70% dos carcinomas de pancreas e de apéndice cecal. A MUC6 ndo foi
expressa nos casos estudados. Observaram ainda que a MUC1 ajuda a distinguir os

carcinomas de cdélon dos carcinomas de anus; e que o padrdo de positividade da
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MUC1, MUC2 e CK20 é diferente nos carcinomas de duodeno e nos carcinomas do
resto do intestino delgado, sendo MUC1+/MUC2-/CK20- no duodeno e MUC1-

/MUC2+/CK20+ no jejuno e ileo.

A expressdao de mucinas foi estudada no pancreas normal e em diversos
tumores pancredaticos por Terada et al (51). O pancreas normal expressou MUC1,
tanto nos ductos quanto nos acinos, ja a MUC2, MUC3 e MUC5/6 ndo foram
expressas em nenhuma célula. Na pancreatite cronica, a MUC1 foi expressa na
maioria dos casos, e 40% deles expressaram MUC5/6. Na neoplasia intraductal
papilifera mucinosa houve expressdo frequente de MUC1 e MUC5/6, e metade dos
casos expressaram MUC3. Finalmente, no adenocarcinoma ductal invasivo houve

expressao em quase a totalidade dos casos de MUC1, MUC3 e MUC5/6 (51).

Assim, a MUC1 pode ser considerada apomucina do péancreas normal,
persistindo durante a transformacgdo neopldsica. No pancreas normal a expressao é
apical ou membranosa, diferente do adenocarcinoma, onde had uma expressdo

citoplasmatica difusa (52).

No adenocarcinoma pancreatico ductal, além da hiperexpressdo de MUC1,
verifica-se expressdao de MUC6 e MUCS5AC, sugerindo presenca de metaplasia
foveolar gastrica e metaplasia pildrica em fases precoces da carcinogénese, desde
os estdgios iniciais de neoplasia pancredtica intraepitelial (PanIN) até o carcinoma
ductal invasivo. Entretanto, a metaplasia intestinal evidenciada pela expressao de

MUC2 raramente ocorre (49, 51, 53-56).
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A expressao de mucinas é util também na caracterizacdo dos cistoadenomas
mucinosos e dos adenomas intraductais papiliferos mucinosos (IPMA) do pancreas.
Enquanto o primeiro expressa MUC1, MUC2 e MUC5AC em cerca de um terco dos
casos; nos IPMAs a expressdao da MUC1 é pouco freqliente, e quase sempre ocorre

expressao do MUC5AC e da MUC2 (41, 52).

O uso de um painel de mucinas composto por MUC1, MUC2 e MUC5AC
serve para o diagndstico diferencial de lesGes pancreaticas, inclusive a partir de

material de bidpsias (52).

A expressdo de mucinas na ampola de Vater foi estudada em espécimes de
cadaveres de individuos sem histérico de doenca gastrointestinal, comparando com
a mucosa duodenal (57). Utilizando andlise de mRNA, tanto a ampola de Vater
guanto o duodeno normais expressaram MUC1, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC6 e
MUC7; ja MUC2 e MUCS8 foram expressos apenas na mucosa duodenal. Em estudo
imunoistoquimico, a ampola de Vater e o duodeno expressaram MUC4, MUCS5AC e
MUC6 e no duodeno houve expressdo de MUC2, MUC7 e MUCS8. Assim, essas

seriam as mucinas Uteis para diferencia¢do da origem dos carcinomas ampulares.

1.1.3 CDX2
Um avanco significativo na identificacdo dos tumores de origem intestinal
ocorreu com a identificacdo do gene CDX2. Ele é responsdvel pela transcricdo de um

fator intestinal especifico e regula a expressdao de MUC2 (58-60). A proteina CDX2
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regula o desenvolvimento e a diferenciacdo do intestino delgado e grosso e é
expressa no nucleo das células epiteliais de todo o trato intestinal na vida

embrionaria e pds-natal (59).

O papel deste fator de transcricdao na carcinogénese intestinal é complexo e
ainda controverso. Estudos bloqueando esse gene em ratos mostraram que a
auséncia do gene (-/-) é letal ainda na vida intra-uterina e nos heterozigotos (+/-) ha
desenvolvimento de hamartomas e neoplasias col6nicas (61-63). Alguns estudos
verificaram a perda de expressao do CDX2 em adenocarcinomas colorretais, com
incidéncia variando de 2 a 10% dos casos (64-66). Tanto em estudo experimental
com linhagens de cancer colorretal (67) quanto na analise de espécimes ressecados
de humanos, (68) ficou demonstrado que a perda de expressdo do CDX2 estd

associada aos adenocarcinomas colorretais pouco diferenciados.

No epitélio gastrico, a expressdao do CDX2 estd associada a uma expressao da
mucina intestinal MUC2 e a presenca de metaplasia do tipo intestinal (69). Em
carcinomas gastricos o CDX2 estd expresso em 55% dos casos, principalmente em
tumores com morfologia intestinal (70). Além disso, o CDX2 é encontrado na
metaplasia intestinal no eséfago de Barrett, conhecido precursor de

adenocarcionoma esofagico (71).

No pancreas normal, o CDX2 estd presente nas células ndo beta das ilhotas
de Langerhans, onde participa da regulacdo da producdo de glucagon (72); e
também é detectado em pequena quantidade nos ductos pancreaticos e células

acinares (73). Na ampola de Vater verifica-se a expressdo do CDX2 na mucosa
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duodenal, porém ndo ha expressdo no epitélio do canal comum e dos ductos

biliares e pancreaticos (74).

Werling et al (73) realizaram um grande estudo com 476 amostras de
carcinomas de diversas localizagdes para determinar a expressao imunoistoquimica
do CDX2. Verificaram que o CDX2 foi expresso de forma uniforme na maioria dos
tumores de célon e duodeno. Uma grande expressao foi verificada também em
carcinomas mucinosos de ovario e adenocarcinoma primario da bexiga. Carcinomas
gastricos, esofdgicos, pancreaticos e de vias biliares mostraram um padrdo
heterogénio de expressdao, a maioria com pequeno numero de células coradas.
Carcinomas hepatocelulares e carcindides gastrointestinais ndo expressaram CDX2,
assim como carcinomas genitourinarios, de pulmao, coragao e pescogo. Concluiram
que o CDX2 é o marcador com maior sensibilidade e especificidade para tumores de

origem intestinal.

Alguns autores sugeriram que a analise da expressdao imunoistoquimica do
CDX2 pode ser util para identificar carcinomas de origem intestinal, principalmente
nos casos de metdstases com sitio primario ndo determinado, com sensibilidade e

especificidade maiores que 90% (73, 75).

Mais recentemente, Hansel et al (74) verificaram a expressdo do CDX2 em
40% dos adenocarcinomas da ampola de Vater, sendo este um fator independente
de melhor progndstico. O CDX2 ndo é expresso no tecido normal das vias biliares, ja
nos adenocarcinomas, o CDX2 foi expresso em 16% a 42% dos casos, sendo a

expressao um fator independente de melhor sobrevivéncia (60, 76).
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1.1.4 CD10

O CD10 é também conhecido como CALLA (antigeno da leucemia
linfoblastica aguda comum), uma metaloproteina de 100Kd da superficie celular
envolvida na modulacdo das respostas celulares a hormonios peptideos, idéntica a
enzima endopeptidase neutra. E expresso por muitos tipos celulares, incluindo
algumas linhagens de células epiteliais, assim como células hematopoiéticas, tais
como linfécitos e granulécitos (77, 78). O CD10 reduz a resposta celular aos
hormonios peptideos e provavelmente estd envolvido na proliferacdo celular
mediada por peptideos, além de controlar a atividade secretéria do intestino

através de mecanismos enddcrinos e paracrinos (79).

A fungdo biolégica do CD10 parece ser drgao especifica. No pulmao, ele
regula o efeito das taquicininas; no rim, regula a acdo do hormonio natriurético
(80). A perda de expressao do CD10 ocorre em uma série de neoplasias, incluindo
cancer renal, gastrico e prdstata. Especula-se que a redu¢dao de CD10 promova uma
proliferacdo celular mediada por peptideos devido a um acumulo importante destes

na superficie celular, facilitando o desenvolvimento de neoplasias (80).

O CD10 esta expresso na borda em escova das células da mucosa intestinal e
nas células dos ductos pancreaticos (81). No pancreas normal, mais de 80% das
células expressam CD10 (41). Nos cistoadenomas mucinosos do pancreas a
expressdao ocorre em 70% dos casos (41, 81), nos carcinomas neuroenddcrinos

pancreaticos em 50% (81), e nos IPMN ndo ha expressdo (41). No adenocarcinoma
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ductal pancredtico a expressdo de CD10 é heterogénia e ocorre quase na totalidade

dos casos (80).

Ndo ha até o momento nenhum estudo publicado que tenha analisado a

expressao do CD10 em AAV.

1.2 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS RELACIONADOS A

CARCINOGENESE

Considerando as diferentes origens histolégicas dos AAVS é provavel que os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento desses tumores sejam diferentes. A
utilizacdo de marcadores imunoistoquimicos relacionados a carcinogénese pode de

alguma maneira contribuir para a caracterizacao dos diferentes tipos de AAV.

1.2.1. p53

O gene supressor de tumor p53, localizado na banda 13.1 do brago curto do
cromossomo 17, é o mais comumente implicado na carcinogénese humana,
estando mutado em aproximadamente 50% de todas as neoplasias malignas (82,
83). Em seres humanos, a proteina p53 selvagem codificada por esse gene inibe a
proliferacdo e a transformacdo celular nas céluals que apresentam dano no DNA,
atuando quando a célula permanece em repouso (fase G1). Além de exercer papel

importante na regulacao celular, a alteracao do p53 tem apresentado implica¢des
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na sintese e na reparacdao do DNA, na manutencdo da estabilidade gen6mica, na
diferenciagdo celular e na apoptose (84). Em aproximadamente 80% dos casos, a
mutacdo do p53 ocorre nos exons 5 — 8, sendo “missense”, ou seja, conduz para a
substituicdo de um aminoacido, assim alterando a conformacdo da proteina (85,

86).

A proteina p53 é uma fosfoproteina de 53 kD que estd presente no nucleo
de células normais. No entanto, devido a meia-vida curta da proteina p53 do tipo
selvagem, em torno de 20 minutos, esta normalmente ndo é detectada. Mutacdes
de p53 frequentemente aumentam a estabilidade da proteina e, portanto, sua vida
média, resultando na possibilidade de caracterizacdo por imunoistoquimica

utilizando anticorpos monoclonais anti-p53 (87, 88).

O método de deteccdo da mutacdo do p53 por imunoistoquimica tem
resultados concordantes com a analise sequencial direta na maioria dos casos, e
apenas uma pequena parcela de reagdes positivas a imunoistoquimica se devem a

outros mecanismos de estabilizacdo da proteina (89).

A mutacdo do p53 é detectada em 50 a 70% dos adenocarcinomas
pancreaticos (90, 91). Raramente essa mutacdo é encontrada nos casos de displasia,
e nunca na hiperplasia (92), confirmando tratar-se de um fenémeno tardio na
tumorigénese. Este marcador pode ser util para diferenciar tumores bem

diferenciados de displasia intensa.
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No AAV a ocorréncia de mutacdo do p53 é menos frequente, variando entre
13% e 46%, e parece ocorrer principalmente durante a transformacao maligna de

adenoma em carcinoma (93-97).

1.2.2. p16

No ciclo celular normal, a proteina p16 se liga ao complexo ciclina D-CDK4 ou
6, finalizando os processos do “ponto de checagem” G1-S do ciclo celular (98).
Anormalidades na expressdo do p16 predispéem uma progressdao anormal do ciclo
celular. Esta proteina é um produto do gene quinase dependente de ciclina 2
(CDKN2), também conhecido como gene supressor tumoral multiplo nimero 1
(MTS1), localizado no cromossomo 9p21. E frequente a ocorréncia de
anormalidades nesse gene em neoplasias humanas como melanoma, leucemias,

linfomas, carcinomas de es6fago, pulmao e cabeca e pescoco (99).

A inativacdo do gene p16 é extremamente frequente no cancer do pancreas,
ocorrendo em quase 100% dos casos (100). Alteragdes nesse gene também foram
verificadas em 61,8% dos carcinomas de vesicula biliar, 54,5% dos

colangiocarcinomas e 70,6% dos carcinomas ampulares (101).

1.2.3. Antigeno Ki67
O Ki67 é um antigeno nuclear presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo
celular, porém ausente na fase de repouso (GO). Pode ser detectado nas células em

proliferacdo através do uso de anticorpos monoclonais (MIB-1 e MIB-3) pelo
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método da imunoistoquimica e pode ser considerado um marcador de proliferacdo

celular (83, 102).

O anticorpo anti-Ki67 MIB1 reconhece duas proteinas com pesos
moleculares de 345 e 395kD, que sao produto de um gene localizado na banda 25
do brago longo do cromossomo 10. Alguns estudos demonstram que a frequéncia
de positividade do Ki67 é valioso parametro para caracterizacdo de tumores
malignos (103, 104). Acredita-se que, com a ajuda deste anticorpo monoclonal, é

possivel a rapida e simples determinacdo da fracao de crescimento celular.

No cancer do pancreas, o Ki67 é detectado com freqiiéncia elevada, sendo
gue hd uma progressao de seus indices partindo da auséncia no tecido pancredtico

normal, com aumento progressivo na hiperplasia ductal, displasia e carcinoma (92).

1.2.4. CEA

O antigeno carcinoma embrionario (CEA) é uma glicoproteina localizada na
superficie apical dos enterdcitos maturos e secretada na superficie luminal do trato
gastrointestinal. O CEA é codificado por uma familia de 29 genes localizados no
cromossomo 19q13;2, dos quais 18 sdo expressos (105). Sua principal funcdo no
individuo normal estd relacionado a adesdo celular. Além do cdlon, o CEA esta
presente no estdmago, lingua, es6fago, cérvix e proéstata. Trata-se de um
importante marcador tumoral para diversos carcinomas, principalmente os

colorretais. E util como marcador progndstico, no estadiamento, avaliagio de
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recorréncia e resposta ao tratamento destas e outras neoplasias. Pode ser
diagnosticado nos tecidos através de imunoistoquimica, utilizando anticorpos

monoclonais (106).

1.2.5. CA19-9

O CA19-9 é uma glicoproteina que contém o antigeno Sialyl Lewis,
usualmente positiva nos carcinomas de pancreas, vias biliares e colorretais. Esse
antigeno é sintetizado por uma série de glicosiltranferases. Ha evidéncias de que ele
é responsavel pela adesdo das células cancerigenas ao endotélio (107). O CA19-9
pode ser detectado por imunoistoquimica nos tecidos e ja foi demonstrado
correlagdo entre o grau de expressdo tecidual e os niveis séricos desse antigeno em

pacientes com cancer pancreatico (108, 109).

Em pacientes com carcinoma pancredtico avancado, os niveis séricos de
CA19-9 pré-tratamento tém valor progndstico em relagdo a sobrevivéncia e é util
para avaliacdo de resposta a terapéutica quimioterapica (110). Porém, esse ndo é
um marcador sensivel para diagndstico de cancer do pancreas em pacientes
assintomaticos uma vez que pode elevar-se em doencgas nao neopldsicas, como nas

ictericias de outras etiologias (111).
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1.2.6. Instabilidade de microssatélites (hMLH1, hMSH2 e hMSH6)

A instabilidade de microssatélites (IMS) é um dos eventos mais importantes
para o acumulo de mudancas génicas que ocasionam a predisposicdo a
carcinogénese humana (112). Microssatélites sdo regidoes genOmicas com
sequéncias de DNA curtas de repeticGes de nucleotideos, existindo normalmente
centenas de milhares destas no genoma humano (113). Durante a replicacdo de
DNA, podem ocorrer mutacdes em algumas destas regides resultando na contracao
ou alongamento do microssatélite conhecida como instabilidade de microssatelites

(112).

Geralmente estas anormalidades sdo corrigidas durante a replicacdo celular
por proteinas de reparo ou “mismatch-repair” (MMR). A observa¢dao de um grande
numero de alteragGes nas sequéncias de microssatélites esta relacionada a uma

deficiéncia na ag¢do das proteinas de reparo causada por mutagdes (114).

A instabilidade de microssatélites foi primariamente descrita em pacientes
com cancer colorretal hereditario ndo polipéide (HNPCC), apresentando mutagées
na linhagem germinativa em genes de reparo de DNA, que sao o hMSH2, hMLH1, e

hMSH6 (115, 116).

Poucos estudos analisaram o papel dessas proteinas de reparo do DNA nos
adenocarcinomas da ampola de Vater. A frequéncia da incidéncia de instabilidade
de microssatélites nesses estudos foi bastante variavel (117-120). Park et al ndo
detectaram nenhum caso de IMS na sua analise de 35 casos de ampolas de Vater

normais, 22 adenomas e 32 carcinomas (118). A maior série, descrita por Sessa et
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al, com 53 casos de AAV, encontrou uma freqiiéncia de 9,5% de IMS (120). Todos os
casos tratavam-se de adenocarcinomas do tipo intestinal, e houve uma melhor
sobrevivéncia desses doentes. Scarpa et al (119) encontraram 15% de IMS em sua

série, também relacionados com melhor sobrevivéncia em 5 anos.

1.3 HIPOTESE

Os adenocarcinomas da ampola de Vater tipo intestinal e pancreatobiliar
devem expressar de forma diferente os marcadores teciduais de origem tecidual e
os marcadores relacionados a diferenciacdo tumoral e instabilidade de

microssatélites.

Além disso, como o tipo histoldgico influencia a evolu¢do dos doentes apds
o tratamento cirurgico curativo, esses marcadores podem influir na sobrevivéncia

desses doentes.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sdo:

2.1- Realizar um painel imunoistoquimico capaz de determinar a

origem tecidual dos adenocarcinomas da ampola de Vater.

2.2- Avaliar a frequéncia e associacdao com parametros clinicos e
anatomopatoldgicos da expressdo imunoistoquimica de
marcadores relacionados a carcinogénese (proteina p53, p16, Ki-

67, CEA, CA19-9, hMLH1, hMSH2 e hMSH®6)

2.3- Analisar a diferenca da expressio de marcadores
relacionados a carcinogénese nos adenocarcinomas da ampola de

Vater do tipo intestinal e pancreatobiliar.

2.4- Avaliar a influéncia de variaveis anatomopatoldgicas e dos
marcadores imunoistoquimicos na sobrevivéncia dos doentes

tratados cirurgicamente por adenocarcinoma da ampola de Vater



3 Métodos




Métodos

25

3. METODOS

O presente estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesp, protocolo de pesquisa n° 114/06) da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo. O projeto foi financiado com Auxilio Pesquisa da Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de S3o Paulo FAPESP (protocolo 2007/04735-4).

3.1 Casuistica

Em etapa preliminar, foram investigados todos os 103 pacientes com
diagnéstico de carcinoma de ampola de Vater tratados cirurgicamente com
intencdo curativa no Servico de Vias Biliares e Pancreas da Disciplina de Cirurgia do
Aparelho Digestivo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3ao Paulo (HCFMUSP) entre 1985 e 2006. Somente os pacientes
dos quais se obtiveram as laminas e os blocos de parafina do tumor na Divisdo de

Anatomia Patolégica deste Hospital foram incluidos, totalizando 97 doentes.

Os pacientes operados entre 1985 e 2003 foram estudados de maneira
retrospectiva e aqueles operados a partir de 2003 foram seguidos

prospectivamente através do banco de dados informatizado do servico.
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O adenocarcinoma ampular foi definido como aquele originado
microscopicamente da ampola de Vater. Grandes tumores envolvendo o pancreas,
as vias biliares e/ou o duodeno foram tratados como ampulares quando centrados
na ampola de Vater, sendo a definicdo dada pelo patologista. Outros tumores
periampulares de origem biliar, duodenal ou pancredtica foram excluidos, assim

como os tumores ndo adenocarcinomas, como por exemplo os neuroenddcrinos.

3.2. Caracteristicas Clinicas e Seguimento de Sobrevivéncia

Os dados de anamnese, exame fisico, descricdo cirurgica, achados intra-
operatorios, evolucdo pds-operatéria e seguimento foram obtidos a partir da
revisdo dos prontudrios no Servico de Arquivo do HCFMUSP. A partir do ano de
2003 todos os doentes foram seguidos prospectivamente, com preenchimento
sistematico destas informacdes em base de dados durante a hospitalizacdo. Os
resultados de exames laboratoriais e anatomopatolégico foram coletados através

do sistema informatizado do Hospital.

O seguimento em relacdo a sobrevivéncia dos doentes foi feito através de
consultas ambulatoriais. Para os pacientes que ndo mantiveram acompanhamento
ambulatorial foram realizados contatos telefénicos com os mesmos ou familiares.
Alguns 6bitos foram confirmados através dos registros do Servico de Verificacdo de
Obitos da Capital (SVOC) da cidade de S3o Paulo. Estipulamos o tempo de cinco

anos de seguimento para o estudo de sobrevivéncia.
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3.3. Técnica Operatodria

Todas as operacbes foram realizadas pela equipe da Divisdo de Clinica
Cirurgica Il — Servico de Cirurgia do Pancreas e Vias Biliares do HCFMUSP, seguindo

a padronizacgdo cirurgica do grupo.

A extensdo tumoral era avaliada no inicio do ato operatdrio apds exploragao
completa da cavidade abdominal, verificando-se presenca de doenca avancada
localmente ou metastases a distdncia ndo diagnosticadas pré-operatoriamente.
Uma vez confirmada a ressecabilidade, realizava-se operacdo radical
(duodenopancreatectomia ou gastroduodenopancreatectomia) e linfadenectomia

regional.

Todos os casos foram reconstruidos com dupla alca (figura 2), conforme
técnica descrita no Servico, utilizando-se uma alca exclusa para a anastomose
pancreatojejunal e outra para anastomose hepaticojejunal (121). Nos pacientes
operados mais recentemente, deu-se preferéncia a preservacao pildrica, desde que

esta op¢dao ndo comprometa a radicalidade da ressecgao.
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Figura 2: Esquema representativo de técnica cirlrgica para reconstru¢cio de
duodenopancreatectomiautilizando dupla alga para anastomose biliar e pancreitica.

3.4. Estudo Histopatolégico

Os relatérios dos exames anatomopatolégicos e as laminas referentes aos
tumores de cada paciente foram recuperados no Servico de Arquivo do
Departamento de Patologia do HCFMUSP. As ldminas com coloracdo de
hematoxilina e eosina foram novamente examinadas por dois patologistas
experientes do Departamento de Patologia do HCFMUSP que ndo tinham

conhecimento da evolugdo do paciente.

Caracterizou-se o grau de diferenciacdo em bem, moderadamente e pouco

diferenciado, a condicdo das margens cirurgicas, infiltragdo de estruturas
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adjacentes, a ocorréncia e o niumero de metastases linfonodais e invasdo vascular,
linfatica ou perineural. O tamanho do tumor em seu maior eixo foi recuperado do
relatdrio de exame anatomopatolégico original. Os tumores foram estadiados de
acordo com a Union Internationale pour le Controle du Cancer (UICC — 2002) (Anexo

A).

Dois patologistas experientes classificaram esses adenocarcinomas em tipo
intestinal e pancreatobiliar, baseados nas caracteristicas citoldgicas e arquiteturais,
conforme descricdo de Albores-Saavedra (20). Os tumores do tipo intestinal (Figura
3) sdo histologicamente indistinguiveis dos tumores colorretais. Nos tumores bem
diferenciados, verifica-se formacdo de glandulas tubulares e vilos em estroma
desmoplasico minimo a moderado. Areas de complexo cribiforme e areas sélidas
podem estar presentes. Em tumores pouco diferenciados predominam as dareas
sélidas. As glandulas e dreas cribiformes podem exibir necrose central com células
inflamatdrias. As células s3ao colunares com nulcleo ovais em arranjo
pseudoestratificado préximos ao pélo basal. Os nucleos geralmente assemelham-se
uns aos outros, e o numero de mitoses é variavel. Nos tumores bem diferenciados,
podem ser vistos borda em escova bem definida em pdlo luminal, células

caliciformes e mais raramente células de Paneth.

O tipo pancreatobiliar (Figura 4) assemelha-se aos tumores primarios do
pancreas e ductos biliares extra-hepaticos. Esses tumores quando bem
diferenciados apresentam glandulas simples ou ramificadas em estroma

desmopldsico minimo a moderado. Formacdes papilares focais ou micropapilares
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podem estar presentes. As células sdo cubdides ou colunares baixas e geralmente
estdo dispostas em camada Unica, sem pseudoestratificacdo nuclear. Os nucleos sdo
mais arredondados que no tipo intestinal e frequentemente apresentam variacao
de tamanho e forma. Pode haver um alto grau de pleomorfismo nuclear mesmo na
presenga de glandulas bem formadas. Nos tumores pouco diferenciados, areas

sdlidas ou mesmo células isoladas sdo encontradas.

Nos casos com padrao histoldgico misto, a classificacdo foi daquele tipo
histolégico mais predominante (122). Outros tipos menos comuns de
adenocarcinoma sdo o carcinoma papilar invasivo, o carcinoma mucinoso (coléide),
o adenoescamoso, o carcinoma com células em anel de sinete e o carcinoma de

células claras.
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Figura 3: Adenocarcinoma da ampola de Vater do tipo intestinal, com células de Paneth
(H&E, 400x).

Figura 4: Adenocarcinoma da ampola de Vater do tipo pancreatobiliar, com atipia celular
(H&E, 400x).
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3.5. Tissue Microarray

Cortes histoldgicos representativos dos casos, corados pela hematoxilina e
eosina foram revisados pelos patologistas e as areas de interesse foram
selecionadas nas laminas. Os blocos de parafina contendo os cortes histolégicos das
pecas cirurgicas foram recuperados no arquivo-blocario da Divisdo de Anatomia
Patoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo. As mesmas areas foram marcadas nos respectivos blocos de parafina
doadores dos tecidos. Cilindros de 1,0 mm de didmetro das areas marcadas nos
blocos de parafina doadores foram transportados para um bloco de parafina
receptor através de um sistema mecanizado de precisdo (Beecher Instruments),

com um intervalo de 0,3 mm entre os cilindros (figura 3).

Cada cilindro amostral foi alocado numa posicao do bloco receptor definido
num sistema cartesiano de coordenadas, e o conjunto das amostras constituiu uma
micromatriz tecidual (TMA) com 16 linhas e 13 colunas. No total, o TMA construido
contém 208 posicdes, sendo 194 amostras de 97 casos, com 2 amostras por caso
mais 9 amostras de tecidos controle (mucosa duodenal e do ducto pancreatobiliar)
e 5 espacos em branco para determinar o posicionamento do TMA. Foram
realizados dois blocos de TMA idénticos, adicionais, de forma que estardo
disponiveis para analise de 1 a 6 amostras de cada caso distribuidas pelo total de 3
blocos de TMA receptores. Duas amostras por caso foram avaliadas para cada
marcador. Uma vez prontos, os blocos de TMA foram cortados em secgoes

histolégicas de 3 um (Leica Instruments), em laminas carregadas positivamente
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(carga elétrica). De cada um dos blocos de TMA foram cortadas 50 laminas, sendo
trés delas coradas pela hematoxilina e eosina, e as 47 restantes reservadas aos

estudos imunoistoquimicos (figura 4).

Figura 5: Equipamento que realiza cortes histologicos nos blocos de parafina para
realizagao do TMA.

Figura 6: Preparo do bloco de TMA; 1 selecdo da area na lamina de H&E, 2 sele¢do da area
no bloco de parafina, 3 lamina de TMA em H&E, 4 . lamina de TMA em H&E aumento
100x, 5 lamina de TMA em H&E aumento 400x.
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3.6. Imunoistoquimica

Para andlise imunoistoquimica os blocos foram seccionados e submetidos a
desparafinizacdo a quente com xilol a 602C por trinta minutos e, a seguir, a
desparafinizacdo a frio com xilol a temperatura ambiente por 10 minutos. Os cortes
histolégicos foram hidratados em solugdo com concentra¢des decrescentes de
etanol e a seguir lavados com 4gua destilada. Para induzir blogueio da peroxidase
endoégena, as laminas foram imersas em agua oxigenada a 6% (20 volumes) por 20
minutos. A seguir, os cortes foram submetidos a recuperagdo antigénica pelo calor,
durante 2 a 5 minutos em panela de pressao, imersos em solug¢ao de acido citrico
0,01M no pH 6,0 ou solugdo TRIS/EDTA pH 9,0. Apds esta etapa inicial, as laminas
foram lavadas em agua corrente, agua destilada e com solucdo salina tamponada

com fosfato (PBS), pH 7,4, por um minuto, trés vezes.

Cada lamina foi incubada com o anticorpo primario, especifico para o
antigeno, diluido em solugao de albumina a 1% em PBS, em camara umida, por 18
horas a 4°C. As laminas foram entdo lavadas por 3 vezes em tampao PBS. Os
anticorpos utilizados para classificacdo histoldgica das neoplasias foram: anticorpo
monoclonal para citoqueratina 7, citoqueratina 17, citoqueratina 20, apomucina
MUC1 (mammary gland-type apomucin), apomucina MUC2 (apomucin of intestinal
goblet cell type), apomucin MUC5AC (apomucin of gastrical foveolar cells type),
apomucina MUC6, antigeno CA19-9, antigeno carcinomaembriondrio (CEA), CDX2 e

CD10. Outros anticorpos monoclonais especificos testados para determinacdo de
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alteracdes genéticas foram: proteina p53, anticorpo anti p16, anti KI67, anti-

hMSH2, anti-hMLH1 e anti h(MSH6 (Tabela 1).

Apds a reacdo primaria as amostras foram incubadas com anticorpo
secunddrio biotinilado (LSAB+, Dako) ou com polimero (Max Polimero, zymed)
especifico para a espécie animal em que foi produzido o anticorpo primario, em
camara umida por 1 fora ou 30 minutos, a 37°C e posteriormente lavadas com PBS

por um minuto, trés vezes.

Aplicou-se entdo o conjugado enzimdtico polimero peroxidase (Max
polimero, Zymed) ou complexo Avidina-biotina-peroxidase (LSAB+, Dako), em
camara Umida a 372C por 30 minutos, seguindo lavagem em tampao PBS, por 3
vezes. Foi realizada a revelacdo com substrato cromogénico (diaminobenzidina a
60% em PBS + 1,5mL de agua oxigenada a 20 volumes) por 3 a 5 minutos e apds
lavagem com agua corrente destilada. Realizou-se contracoloracdo com
hematoxilina de Harrys, Mayer ou Carazzi, e ap6s lavados com agua corrente e
destilada. Foi entdo feita desidratacdo dos cortes com alcool com concentragGes
crescentes 50%, 95% e absoluto) e xilol, por 3 vezes. Foram entdo montadas as

laminas em Entellan, para analise dos resultados.
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Tabela 1: Relagao dos anticorpos utilizados nas reagdes imunoistoquimicas.
Anticorpo Clone Marca Diluicao Cédigo
Monoclonal
Anti MUC 1 Ma 695 Novocastra 1:1000 NCL-MUC-1
Anti MUC 2 Ccp58 Dako 1:50 NCL-MUC-2
Anti MUC 5AC CLH2 Novocastra 1:200 NCL-MUC-5AC
Anti MUC 6 CLH5 Novocastra 1:125 NCL-MUC-6
Anti CDX2 AMT28 Novocastra 1:50 NCL-CDX2
Anti CK7 OV-TL-12/30 Dako 1:25000 M 7018
Anti CK17 E3 Novocastra 1:50 NCL-CK17
Anti CK20 Ks20-8 Dako 1:400 M7019
Anti CD10 56C6 Novocastra 1:100 NCL-CD10-270
Anti p53 D07 Dako 1:50 M7001
Anti pl16 6H2 Novocastra 1:100 NCP-P16
Anti Ki-67 KIS5 Dako 1:250 PP3.30
Anti CA19-9 116-ns-19.9 Dako 1:100 M3517
Anti CEA 11-7 Dako 1:400 M7072
Anti MLH1 G168-15 BD 1:200 551092
Anti MSH2 MSH2 Novocastra 1:200 NCL-MSH2
Anti MSH6 44 BD 1:400 610919

3.7. Analise dos Resultados de Imunoistoquimica

A analise do resultado da imunoistoquimica foi realizada por um unico

patologista experiente (RP). Todos os cortes histoldgicos foram examinados, usando
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sistema pré-definido de graduacdo. A reatividade nuclear e citoplasmatica foi
classificada semiquantitativamente numa escala de O a 3 para distribuicao
(distribuicdo: 0 = auséncia de coloracdo na amostra corada; 1=células positivas
esparsas, menos de 10% da amostra; 2=vdrias dreas de positividade,
correspondendo a 10% a 50% da amostra celular; e 3=quase todas as células

uniformemente positivas, ou acima de 50%).

Analise da imunoexpressiao de MUC1, MUC2, MUC5AC, MUC6 e CDX2

A imunorreatividade para a expressao de mucinas foi definida pela presenca
de granulos citoplasmaticos corados. Foi considerada alterada para esses
marcadores quando a reatividade da leitura foi maior ou igual a1 naescalal,2 ou 3

para distribuigdo.

Analise da imunoexpressao das citoqueratinas CK7, CK17, CK20 e do CD10

A imunorreatividade para a expressdao de citoqueratinas e do CD10 foi
definida pela presenca de granulos citoplasmaticos ou de membrana corados. Foi
considerada alterada para esses marcadores quando a reatividade da leitura foi

maior ou igual a 1 na escala 1, 2 ou 3 para distribuicao.

Andlise da imunoexpressao de p53, p16 e Ki67

A analise da imunoistoquimica para p53 e Ki67 corresponde a coloracdo
nuclear e para o p16 a coloragao citoplasmatica. Foi considerada positiva para esses
marcadores, quando a intensidade de leitura foi classificada como maior ou igual a

2 na escala 1 a 3 para distribuicao.
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Analise da imunoexpressdao do CEA e CA19-9

A andlise da imunoistoquimica para o CEA (antigeno carcinoma-embrionario)
e para o CA 19-9 corresponde a coloragao citoplasmatica. Foi considerada positiva
para esses marcadores, quando a intensidade de leitura foi classificada como maior

ou igual a 1 na escala de 1 a 3 para distribuicao.

Andlise da imunoexpressao de hMLH1, hMSH2 e hMSH6

A expressdao normal para os marcadores imunoistoquimicos das proteinas de
reparo do DNA (MMR) hMLH1, hMSH2 e hMSH6 corresponde a uma coloragdo
nuclear. Os casos foram considerados alterados para a expressao desses
marcadores quando houve total auséncia de reatividade nuclear para esses
marcadores, frente a um controle positivo das amostras de tecido normal do TMA.
Controles internos positivos (linfécitos, células epiteliais ndo neopldsicas e células
estromais) encontradas nas mesmas amostras foram utilizadas para validar a

auséncia de coloracdo nuclear nas células neoplasicas como verdadeiros negativos.

Todos os casos alterados no TMA foram validados através de reacgao
imunoistoquimica em laminas com cortes convencionais. Os casos negativos no
TMA que resultaram positivos na validacdo, foram considerados positivos para

analise dos resultados.



Métodos

39

3.8. Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS® versao 15.0
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, Illinois, USA). Em todos os

testes foi considerada significancia estatistica valores de p<0,05.

O teste Qui-quadrado de Pearson e o teste Exato de Fisher foram utilizados
para comparacdo entre os resultados de varidveis categoricas. Para a comparacao

entre médias das variaveis continuas foi utilizado o método de t-Student.

Para analisar os marcadores de origem histolégica, foi aplicado o Modelo
Linear Generalizado (Generalized Linear Model ou GLM) com distribuicdo binomial e
funcdo de ligacdo logistica para identificar a chance de a origem tecidual ser
pancreatica. Esse modelo é equivalente a uma regressao logistica habitual. Quando
o efeito foi protetor (coeficiente negativo), o resultado foi apresentado como

chance para origem intestinal.

Para classificar os tumores utilizando os marcadores imunoistoquimicos, foi
aplicado o GLM para cada caso, categorizando uma probabilidade de ser tipo
pancreatobiliar para cada caso. Para classificar os pacientes por tipo de tumor
(intestinal ou pancreatobiliar) foi necessario encontrar um ponto de corte que
maximizasse a sensibilidade e especificidade na curva ROC. Com a intenc¢do de
estimar uma distribuicdo de probabilidades para tal ponto de corte, foi adotado
uma técnica de re-amostragem (“bootstrap”). A mediana dos pontos de corte

obtidos apds 5000 re-amostragens foi adotada para classificar os pacientes.
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Calculou-se entdo a sensibilidade, especificidade e acuracia dessa nova
classificagdo. A analise da intensidade da concordancia entre as duas classificagdes

foi feita pelo método Kappa.

Referente a andlise de sobrevivéncia, foi ajustado o modelo de Kaplan-Meier
e comparado pelo teste de Log-rank. Os pacientes foram acompanhados a partir da
data do procedimento cirurgico até a data do dbito (evento de interesse) ou ultimo

contato ambulatorial ou telefonico no periodo de cinco anos (censura).

Realizamos entdao a andlise pelo modelo de risco proporcional com cura
(proportional hazard with cure, ou modelo de Cox com cura) para determinar as

variaveis independentes relacionadas a sobrevivéncia.



4. Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas Clinicas

Noventa e sete pacientes com neoplasia de papila foram submetidos a
resseccdo cirdrgica entre janeiro de 1985 a dezembro de 2006. A média etaria dos
pacientes foi de 59,3 anos, com variacdo entre 23 a 83 anos. Cinquenta e oito
doentes (59,8%) eram homens. Cinqlienta e oito por cento dos doentes eram
tabagistas e 57,3% etilistas. Os sintomas pré-operatorios mais freqlientes foram:
ictericia (84,3%), emagrecimento (79,6%) e dor abdominal (59,8%). Cinquenta e
sete pacientes (58,8%) apresentaram perda de peso superior a 10% do peso
habitual (Tabela 2). Dezenove doentes (19,6%) foram submetidos a passagem de

prétese na via biliar pré-operatoriamente.

Sessenta doentes (61,9%) foram submetidos a duodenopancreatectomia
com preservagao pilérica e 37 (38,1%) a gastroduodenopancreatectomia, todos os
pacientes tiveram reconstrucao em dupla alga. O tempo médio do procedimento foi
581 + 150,3 minutos. A transfusdo sanguinea intra-operatdria foi necessaria em 40

doentes (41,2%), sendo 0,8 a média de concentrados de hemacias transfundidos.
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Tabela 2: Caracteristicas clinico-cirurgicas gerais dos doentes com AAV.

n=97

Média etaria 59,3+12,7
Sexo

Masculino 58 (59,8%)

Feminino 39 (40,2%)
Sintomas pré-operatdrios

Ictericia 82 (84,5%)

Dor abdominal 58 (59,8%)

Perda de peso > 10% peso habitual 57(58,8%)

Nauseas e/ou vOmitos 32 (33%)
Exames laboratorias pré-operatorios

Hemoglobina (g/l) 11,9+1,7

Bilirrubina total (mg/dl) 7,7+9,4

Albumina (g/dl) 3,5+0,7
Cirurgia realizada

Duodenopancreatectomia 60(61,9%)

Gastroduodenopancreatectomia 37 (38,1%)

A taxa de complicacbes pds-operatdrias foi de 58,7%, sendo o retardo de
esvaziamento gastrico (29,9%) e a fistula pancreatica (21,7%) as mais frequentes
(Tabela 3). Ocorreram trés ébitos (3,1%) relacionados ao procedimento, no 102, 129
e 142 dias. Seis doentes foram reoperados, sendo dois por fistulas pancredticas
complicadas, dois para drenagem de cole¢do, um por coleperitbneo e um por

deiscéncia da aponeurose. O tempo médio de internagado foi de 16,8 dias (8-58dias).
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Tabela 3: Mortalidade e morbidade pds-operatéria dos doentes com AAV submetidos a
duodenopancreatectomia.

Mortalidade 30 dias pds-op 3 3,1%

Morbidade total 57 58,7%
Retardo no esvaziamento géstrico 29 29,9%
Fistula pancreatica 21 21,7%
Infeccdo de ferida 21 21,7%
Abcesso intra-abdominal 4 4,1%
Fistula biliar 3 3,1%
Pneumonia 3 3,1%
Trombose venosa profunda 1 1%

4.2. Caracteristicas anatomopatoldgicas

Todos os espécimes ressecados tratavam-se de adenocarcinomas. As
margens foram histologicamente negativas em 96 casos ressecados. Uma paciente
teve margem duodenal proximal comprometida (R1), apresentando recidiva

precoce da doenca e 6bito apds oito meses de seguimento.

O tamanho médio das lesoes foi de 2,4cm + 1,36¢cm, variando de 0,3 a 8 cm.
A média de linfonodos dissecados foi 13,5 + 9,8. Trinta e trés pacientes (34%)
apresentaram linfonodos comprometidos pela neoplasia, com mediana de dois
linfonodos acometidos por paciente (variacdo de 1 a 10). Todos os pacientes foram
estadiados de acordo com o manual de estadiamento do “American Joint

Committee on Cancer” (AJCC) como: estadio IA: 25 pacientes (TINOMO, T1: limitado
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a ampola de Vater ou esfincter de Oddi); estadio IB: 19 pacientes (T2ZNOMO, T2:
invadindo a parede duodenal); estadio IIA: 19 pacientes (T3NOMO, T3: invadindo o
pancreas); estadio II1B: 33 pacientes (qualqueT,N1MO, N1: metdstases em linfonodos
regionais); estadio 1V: 1 paciente (qualquer T, qualquer N, presenca de metastase).
Um total de 22 tumores (22,7%) eram bem diferenciados [grau (G)1], 63 (64,9%)
moderadamente diferenciados (G2), e 12 (12,4%) pouco diferenciados (G3) (Tabelas

4eb5).
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Tabela 4: caracteristicas anatomo-patolégicas dos AAV ressecados.
n=97
Tamanho do tumor (cm) 0,3-8 2,4 +1,36*
Linfonodos dissecados 5-47 13,5+9,8*
Linfonodos metastaticos 33 34%
Grau histolégico
Bem diferenciado 22 22,7%
Moderadamente diferenciado 63 64,9%
Pouco diferenciado 12 12,4%
Invasdo vascular 6 6,2%
Invasdo linfatica 28 28,9%
Invasdo perineural 22 22,7%
Extensao
Restrito a papila 30 30,9%
Pancreas 33 34%
Duodeno 33 34%
Veia porta 1 1,1%
*média e desvio padrdo
Tabela 5: Estadiamento e classificagao TNMdos AAV.
Estadio TNM N %
1A T1, NO, MO 25 25,8
IB T2, NO, MO 19 19,6
A T3, NO, MO 19 19,6
1B Qualquer T, N1, MO 33 34
\Y Qualquer Te N, M1 1 1

4.3. Expressdao imunoistoquimicos para diferenciacdao do epitélio de

origem

Os tumores foram classificados segundo a origem tecidual em tipos

intestinal (Tl) em 43 casos (44,3%), tipo pancreatobiliar (TPB) em 47 casos (48,5%) e
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outros tipos em 7 casos (7,2%) (5 adenocarcinomas mucinosos, 1 adenoescamoso e

1 adenocarcinoma de células claras).

A expressdo imunoistoquimica do CDX2, MUC1, MUC2, CK7, CK20 e
CD10foram significativamente diferentes nos adenocarcinomas Tl e TPB (Tabela 6).
Os marcadores CDX2, MUC2, CD10 e CK20 sao expressos com maior freqiiéncia no
Tl e os marcadores MUC1 e CK7 sdao mais expressos no TPB. Particularmente, 86%
dos tumores Tl expressaram CDX2, e 93,6% dos tumores TPB expressaram CK7.

Trinta e dois tumores Tl (74,4%) expressaram fortemente o CDX2 (escore 3+).

Quando analisamos a sensibilidade e a especificidade dos marcadores que
tiveram significancia na determinacdo do tipo histolégico, pudemos notar que os
marcadores com maior sensibilidade e especificidade sdo aqueles que predominam
no tipo intestinal. O marcador com maior acuracia foi o CDX2 (82,2%), seguido do
MUC2 (75,5%) e CK20 (73,3%). Os marcadores para o tipo pancreatobiliar, MUC1 e
CK7, apresentam boa sensibilidade (84,8% e 95,7%, respectivamente), porém, por
frequentemente marcarem também os Tl, apresentam baixa especificidade (46,5%
e 20,9%, respectivamente). O marcador com maior valor preditivo positivo para o
tipo intestinal foi o CDX2 (78,7%) e para o tipo pancreatobiliar o MUC1 (62,9%)

(Tabela 7, figuras5 e 6).
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Tabela 6: Positividade para marcadores imunoistoquimicos dos tumores tipo intestinal e
pancreatobiliar.

Tipo Intestinal (n=43) Tipo Pancreatobiliar (n=47) p*
n (%) n (%)
MUC1 23 (53,5%) 39 (82,9%) 0,001
MUC2 32 (74,4%) 11 (23,4%) <0,001
MUC5AC 29 (67,4%) 33(70,2%) 0,436
MUC6 19 (44,2%) 21 (44,7%) 0,566
CDX2 37 (86%) 10 (21,3%) <0,001
CK7 34 (79,1%) 44 (93,6%) 0,041
CK17 27 (62,8) 37 (78,7%) 0,096
CK20 33 (76,7%) 14 (29,8%) <0,001
CD10 35 (81,4%) 24 (51,1%) 0,002

* Teste qui-quadrado de Pearson
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Tabela 7: Sensibilidade, especificidade, acuracia e valor preditivo positivo dos marcadores
imunoistoquimicos para determinagao do tipo histolégico dos AAV.

Tipo Intestinal

Tipo pancreatobiliar

MuC2

CK20

CD10

CDX2

MUC1

CK7

Sensibilidade: 74,4%
Especificidade: 76,6%
Acuracia: 75,5%

VPP: 74,4%
Sensibilidade: 76,7%
Especificidade: 70,2%
Acurdcia: 73,3%

VPP: 70,2%
Sensibilidade: 81,4%
Especificidade: 48,9%
Acuracia: 64,4%

VPP: 59,3%
Sensibilidade: 86%
Especificidade: 78,7%
Acuracia: 82,2%

VPP: 78,7%

Sensibilidade: 84,8%
Especificidade: 46,5%
Acuracia: 66,3%

VPP: 62,9%
Sensibilidade: 95,7%
Especificidade: 20,9%
Acuricia: 59,6%

VPP: 56,4%

VPP; valor preditivo positivo
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Figura 7: Sensibilidade, especificidade, acuracia e valor preditivo positivo (VPP) dos

marcadores para o AAV tipo intestinal.
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Figura 8: Sensibilidade, especificidade, acuracia e valor preditivo positivo (VPP) dos

marcadores para o AAV tipo pancreatobiliar.
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Figura 9: MUC2 — marcag¢do imunoistoquimica de padrio citoplasmatico em AAV tipo intestinal
(400x)

(400x)

Figura 11: CDX2 — marcag¢do imunoistoquimica de padrdo citoplasmatico em AAV tipo intestinal
(400x)
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(400x)

Figura 13: MUC1 - marcagdo imunoistoquimica de padrdo citoplasmdatico em AAV tipo
pancreatobiliar (400x)

Figura 14: CK7 - marcagdao imunoistoquimica de padrao citoplasmatico e de membrana em AAV
tipo pancreatobiliar (400x)
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Através da andlise de Modelo Linear Generalizado (Generalized Linear Model
ou GLM) com distribuicdo binomial e ligacdo candnica (logistica), equivalente a uma
regressao logistica, identificamos como principais marcadores para a diferencia¢ao

do tipo histolégico o MUC1, MUC2 e CDX2 (Tabela 8).

Tabela 8: Modelo linear generalizado para identificar os principais marcadores
imunoistoquimicos para determinagao do tipo histolégico.

Coeficiente Estimativa  Erro padrdo  Efeito IC 95% p
Intercepto 0,9507 1,2550 0,7213 (0,18; 0,97) 0,44876
MUC1 1,5025 0,7331 4,49295 (1,07; 18,9) 0,04041
MuUC2 -1,6284 0,7471 5,0957§ (1,18; 22,4) 0,02930
MUC5AC 0,1424 0,7748 1,1530 (0,25; 5,26) 0,854178
MUC6 -0,1200 0,6995 1,12758 (0,29; 4,44) 0,86375
CK7 0,9899 0,8678 2,6910 (0,49; 14,74) 0,25400
CK17 0,7993 0,7362 2,3560 (0,53; 10,3) 0,23900
CK20 0,2685 0,8350 1,3080 (0,25; 6,72) 0,74780
CD10 -0,8099 0,7962 2,2488% (0,47; 10,7) 0,30909
CDX2 -2,7204 0,7610 15,18648  (3,42; 67,49) 0,00035

§ chance para tipo intestinal

Aplicamos o mesmo modelo usando apenas os marcadores que
apresentaram significancia estatistica para diferenciacdo do tipo histolégico.
Determinamos entdo que um adenocarcinoma da ampola de Vater com MUC1
positivo tem 4,40 [IC 95%: 1,06; 18,19] vezes a chance de ser pancreatico se
comparado com outro MUC1 negativo. Um tumor MUC2 positivo tem 5,49 [IC 95%:

1,59; 18,93] vezes a chance de ser intestinal se comparado a outro MUC2 negativo.
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Por fim, um carcinoma com CDX2 positivo tem 16,15 [IC 95%: 4,58; 56,97] vezes a

chance de ser Tl se comparado com outro CDX2 negativo (Tabela 9).

Tabela 9: Modelo linear generalizado para identificar os efeitos dos marcadores
apontados como significantes para determinacao do tipo histolégico.

Coeficiente Estimativa Erro padrao Efeito IC 95% p

Intercepto 1,4388 0,7422 0,8083 (0,50; 0,95) 0.05256
MUC1 1,4810 0,7245 4,3943 (1,06; 18,19) 0.04094
MuUC2 -1,7025 0,6317 5,4876§ (1,59; 18,93) 0.00703
CDX2 -2,7821 0,6431 16,1529§ (4,58; 56,97) <0,0001

§ chance para tipo intestinal

Aplicamos o modelo para determinar o valor da associacdo do CDX2 e do MUC2

para a diferenciacdo do tipo histolégico. Verificamos que a probabilidade de um

adenocarcinoma da ampola de Vater CDX2 e MUC2 negativos ser TPB é 90% [IC 95%

0,73; 0,97]. Tumores que forem positivos para MUC2 e CDX2 tem 19,50 [IC 95%:

5,23; 72,77] vezes a chance de ser Tl se comparado com um tumor que tem MUC2 e

CDX2 negativos (Tabela 10).
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Tabela 10: Modelo linear generalizado para identificar os efeitos dos marcadores MUC2 e
CDX2 associados.

Coeficiente Estimativa Erro Efeito IC 95% p

padrao
Intercepto 2,1972 0.6085 0,9000 (0,50; 0,95) 0,000305
MUC2+/CDX2+ -2,9704 0.6719 19,4997§ (5,23; 72,77) < 0,0001

§ chance para o tipo intestinal

A probabilidade de um adenocarcinoma da ampola de Vater MUC1 negativo
e CDX2 e MUC2 positivos ser do tipo intestinal é de 91,7%. Tumores que tiveram
MUC1 negativo e MUC2 e CDX2 positivos tem 19,13 [IC 95%: 4,12; 88,85] vezes a
chance de ser intestinal se comparado com um individuo que tem MUC1 positivo e

MUC2 e CDX2 negativos (Tabela 11).

Tabela 11: Modelo linear generalizado para identificar os efeitos dos marcadores MUC1,
MUC2 e CDX2 associados.

Coeficiente Estimativa Erro padrao Efeito IC p
Intercepto 2,3979 0,7385 0,9167 (0,72;0,98)  0,001167
MUC1- -2,9513 0.7835 19,1423% (4,12; 88,85) 0.000165
/CDX2+/MUC2+

§chance para o tipo intestinal

Adenocarcinomas da ampola de Vater que tiveram MUC1 e CK7 negativos e
MUC2 e CDX2 positivos tem 16,95 [IC 95%: 4,53; 63,41] vezes a chance de ser Tl se
comparado com outros que tenham MUC1 e CK7 positivos e MUC2 e CDX2

negativos (Tabela 12).
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Tabela 12: Modelo linear generalizado para identificar os efeitos dos marcadores MUC1,
CK7, MUC2 e CDX2 associados.

Coeficiente Estimativa Erro padrao Efeito IC p
Intercepto 0,7932 0,2765 0,6885 (0,56; 0,79) 0,0412
MUC1-/CK7- -2,8301 0,6732 16,9472§ (4,53;63,41)
/CDX2+/MUC2+ <0,0001

§ chance para tipo intestinal

Quando relacionamos cada marcador com critérios clinicos e
anatomopatoldégicos, encontramos relagao significativa com invasao neural ausente
e CDX2 positivo (p=0,027), invasdo neural ausente e CD10 positivo (p=0,04), invasao
neural presente e CK7 positivo, invasao neural e invasao linfatica presente e MUC 1
positivo (p=0,029), MUC5AC positivo e tamanho da lesdo maior que 2cm (p=0,04) e
idade maior que 60 anos (p=0,04). O marcador MUC1 positivo relacionou-se
significativamente com carcinomas moderadamente e pouco diferenciados (p=0,03)
e MUC2 positivo com carcinomas bem diferenciados (p=0,045). Nenhum marcador
correlacionou-se significativamente com o estadio tumoral e presenca de metastase

linfonodal.

Sete tumores foram classificados como tipos incomuns. Analisamos como
esses tumores expressaram os marcadores imunoistoquimicos (tabela 13) e
aplicamos os modelos de regressao logistica expostos nas tabelas 10 e 11, indicando
dessa forma, qual a probabilidade de cada caso ser do tipo pancreatobiliar (tabela

14).
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Tabela 13: Marcadores imunoistoquimicos para os tumores tipo incomuns .

MUC1 MUC 2 CDX 2 CD10 CK 20 CK7

Caso 1: mucinoso + + - - - +
Caso 2: mucinoso - + + + + -
Caso 3: mucinoso + + + + + +
Caso 4: mucinoso + + + - + +
Caso 5: mucinoso - + + + + _
Caso 6: células claras + - - - - +
Caso 7: adenoescamoso + - - - - +

Tabela 14: Analise da probabilidade de ser tipo pancreatobiliar dos tumores incomuns,
segundo analise GLM.

Probabilidade TPB Probabilidade TPB
(GLM Tabela 10) (GLM Tabela 11)

Caso 1: mucinoso 77,16% 89,99%

Caso 2: mucinoso 4,54% 31,58%

Caso 3: mucinoso 17,30% 31,58%

Caso 4: mucinoso 17,3% 31,58%

Caso 5: mucinoso 4,54% 31,58%

Caso 6: células claras 94,88% 89,99%

Caso 7: adenoescamoso 94,88% 89,99%

Realizamos entdo, utilizando apenas os resultados dos marcadores
imunoistoquimicos CDX2, MUC2 e MUC1, uma nova classificacdo para o tipo

histoldgico, aplicando o GLM da tabela 11. Foi atribuida a cada paciente uma
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probabilidade para o tipo pancreatobiliar, de acordo com esse modelo logistico.
Para escolher um ponto de corte que permitisse classificar os pacientes entre Tl e
TPB foi usada a técnica de “bootstrap” para selecionar o ponto que maximizasse a
sensibilidade e a especificidade na curva ROC (figura 7). Esse ponto de corte foi de
0,534, ou seja, quem tem probabilidade maior que 53,4% foi classificado como TPB
Essa classificacdo imunoistoquimica apresenta 47 tumores do tipo intestinal e 40 do
tipo pancreatobiliar, excluidos 3 casos onde ndo foi possivel a realizacdo dos 3
marcadores e os 7 casos de tumores incomuns. A sensibilidade dessa nova
classificagdo para determinagdo do tipo histoldgico foi de 80%, a especificidade foi
de 90,5% e a acuracia é de 85,1%. Na maioria dos tumores, a classificacdo
imunoistoquimica e a classificacdo histolégica foram concordantes (Kappa de 0,702,

p<0,001).
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Figura 15: Curva ROC - Curva da relagdo de verdadeiros positivos (sensibilidade) em

relagdao aos falsos negativos para determinacdo do tipo pancreatobiliar conforme
varia¢ao do valor de ponto de corte
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Tabela 15: Comparagdo da classificagdo histolégica com a classificacdo imunoistoquimica
dos AAV.

Classificagao Histoldgica

Tl TPB Total
Classificagao Imunoistoquimica
Intestinal 38 9 47
Pancreatobiliar 4 36 40

Total 42 45 87
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4.4. Marcadores imunoistoquimicos de alteracdes genéticas

Trinta e cinco pacientes (36,1%) apresentaram expressao imunoistoquimica
para proteina p53. Houve relacdo entre p53 positivo e tumores menos
diferenciados (teste de qui-quadrado de Pearson, p=0,05) e invasdo linfatica
presente (teste de qui-quadrado de Pearson, p=0,006). Ndo houve diferenca
significativa da expressdao de p53 entre os tipos intestinal e pancreatobiliar, tanto

pela classificacdo histoldgica quanto pela imunoistoquimica (tabela 16).
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Tabela 16: Relagdo entre imunoexpressio do p53 e caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas
P53 positivo P53 negativo Valores p
(n=35) (n=62)
Sexo 0,644
Masculino 13 26
Feminino 22 36
Idade
< 60 anos 20 36 0,930
> 60 anos 15 26
pT 0,063
TleT2 17 42
T3eT4 18 20
Acometimento linfonodal 0,626
Sim 13 20
Nao 22 42
Estadiamento TNM 0,216
IA 5 20
B 7 12
A 10 9
1B 13 20
v 0 1
Diferenciacdo 0,050
Bem 8 14
Moderado 18 43
Pouco 9 5
Invasdo Vascular 0,885
Presente 2 4
Ausente 33 58
Invasao linfatica 0,006
Presente 16 12
Ausente 19 50
Invasdo perineural 0,328
Presente 6 16
Ausente 29 46
Tipo histoldgico 0,598
Intestinal 16 27
Pancreatobiliar 15 32
Classificacdo IH 0,574
Tl 18 29
TPB 13 27
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O p16 foi expresso em 30 AAVs (30,9%). Nao houve diferenca significativa da
expressao de pl6 entre os tipos intestinal e pancreatobiliar, tanto pela classificacao
histoldégica quanto pela imunoistoquimica; assim como critérios clinicos e

anatomopatoldgicos (tabela 17).
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Tabela 17: Relagdo entre imunoexpressio do pl6 e caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas
P16 positivo P16 negativo Valores p
(n=30) (n=67)
Sexo 0,634
Masculino 11 28
Feminino 19 39
Idade
< 60 anos 16 40 0,557
> 60 anos 14 27
pT 0,735
TleT2 11 27
T3eT4 19 40
Acometimento linfonodal 0,626
Sim 11 22
Nao 19 45
Estadiamento TNM 0,539
IA 6 19
B 6 13
A 7 12
1B 10 23
v 1 0
Diferenciacdo 0,337
Bem 7 15
Moderado 21 40
Pouco 2 12
Invasdo Vascular 0,297
Presente 3 3
Ausente 27 64
Invasao linfatica 0,749
Presente 8 20
Ausente 22 47
Invasdo perineural 0,918
Presente 7 15
Ausente 23 52
Tipo histoldgico 0,456
Intestinal 14 33
Pancreatobiliar 16 27
Classificacdo IH 0,206
Tl 11 29
TPB 19 28

O Ki67 apresentou proliferacdo acentuada (acima de 10% das células

coradas) em 36 AAVs (37,1%). Nao houve diferenga significativa da expressdo do
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Ki67 entre os tipos intestinal e pancreatobiliar, tanto pela classificacdo histolégica
guanto pela imunoistoquimica; assim como critérios clinicos e anatomopatoldgicos

(tabela 18).
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Tabela 18: Relagdo entre imunoexpressao do Ki67 e caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas
Ki67 positivo Ki67 negativo Valores p
(n=36) (n=61)
Sexo 0,822
Masculino 15 24
Feminino 21 37
Idade
<60 anos 22 34 0,605
> 60 anos 14 27
pT 0,965
TleT2 14 24
T2eT3 22 37
Acometimento linfonodal 0,580
Sim 11 22
Nao 25 39
Estadiamento TNM 0,679
IA 10 15
B 7 12
A 8 11
1B 10 23
v 1 0
Diferenciacdo 0,130
Bem 11 11
Moderado 18 43
Pouco 7 7
Invasdo Vascular 0,122
Presente 4 2
Ausente 32 59
Invasao linfatica 0,856
Presente 10 18
Ausente 26 43
Invasdo perineural 0,919
Presente 8 14
Ausente 28 47
Tipo histoldgico 0,755
Intestinal 19 28
Pancreatobiliar 16 27
Classificacdo IH 0,871
T 16 24
TPB 18 29
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Figura 16: p53 - marcacdo imunoistoquimica de padrao nuclear em AAV, A tipo intestinal, B tipo
pancreatobiliar (400x)

Figura 17: p16 - marcagao imunoistoquimica de padrao citoplasmatico em AAV tipo
pancreatobiliar (400x)

Figura 18: Ki67 — marcag¢do imunoistoquimica de padrido nuclear em AAV tipo pancreatobiliar
(400x)
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4.5. Instabilidade de Microsatélites

Observou-se perda de expressao para os trés marcadores de instabilidade de
microssatélites, h(MLH1, hMSH2 e hMSH6 em apenas 1 caso de AAV. Trata-se de um
tumor do tipo intestinal histolégico e imunoistoquimico, com sobrevivéncia acima
de 200 meses. Houve um caso com dupla perda de expressdo, hMSH6 e hMSH2,
também do tipo histoldgico intestinal e longa sobrevivéncia.Treze casos (13,4%)
apresentaram perda de expressdo em pelo menos uma proteina MMR. Observou-se
perda de expressdo do hMLH1 em 3/96 (3,1%), do hMSH2 em 4/95 (4,2%) e do

hMSH6 em 9/96 (9,4%) dos casos de AAV (tabela 19).

Tabela 19: Frequéncia das diversas possibilidades de perfis de expressao de proteinas
MMR

% em relagdo a pelo menos 1
negativo (n=13)

)

Um MMR negativo MLH1- MSH2+ MSH6+ 2 15,4%
MLH1+ MSH2- MSH6+ 2 15,4%
MLH1+ MSH2+ MSH6- 7 53,8%
Dois MMR negativos MLH1+ MSH2- MSH6- 1 7,7%
Trés MMR negativos MLH1- MSH2- MSH6- 1 7,7%
Total 13 100%

N3o houve correlagao entre as varidveis analisadas e a alteragao de hMLH1,

hMSH2 e hMSH6 (tabela 20, 21 e 22).
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Figura 20: hMSH2 -marcag¢ao imunoistoquimica de padrao nuclear em AAV; A, positiva; B, negativa
frente a controle de tecido ndo neoplasico positivo (400x)

Figura 21: hMSH6 - marcagdo imunoistoquimica de padrdao nuclear em AAV tipo pancreatobiliar
(400x)
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Tabela 20: Relagao
anatomopatoloégicas

entre expressio de hMLH1 e

caracteristicas

clinicas
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e

hMLH1 alterado hMLH1 nao alterado  Valores p
(n=3) (n=93)
Sexo 0,822*
Masculino 2 56
Feminino 1 37
Idade
< 60 anos 3 3e 0,069*
> 60 anos 0 56
pT 0,275*
TleT2 3 55
T2eT3 0 38
Acometimento linfonodal 1,000*
Sim 2 61
Nao 1 32
Estadiamento TNM 0,902*
IA 1 23
B 1 18
A 0 20
1B 1 31
v 0 1
Diferenciacdo 0,481*
Bem 0 22
Moderado 2 58
Pouco 1 13
Invasdo Vascular 1,000*
Presente 3 87
Ausente 0 6
Invasdo linfatica 0,544*
Presente 3 65
Ausente 0 28
Invasdo perineural 1,000%*
Presente 3 71
Ausente 0 22
Tipo histoloégico 1,000*
Intestinal 1 42
Pancreatobiliar 2 44
Classificacdo IH 0,497*
Tl 0 40
TPB 2 45

*teste exato de Fisher
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Tabela 21: Relagdo
anatomopatoloégicas

entre expressio de hMSH2 e

caracteristicas

clinicas
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e

hMSH2 alterado hMSH2 n3o alterado  Valores p
(n=4) (n=91)
Sexo 1,000*
Masculino 2 55
Feminino 2 36
Idade
< 60 anos 2 37 0,545*
> 60 anos 2 54
pT 1,000*
TleT2 3 55
T2eT3 1 36
Acometimento linfonodal 1,000*
Sim 3 60
Nao 1 31
Estadiamento TNM 0,474*
IA 1 23
IB 1 18
A 1 18
1B 1 31
\Y 0 1
Diferenciacdo 0,693*
Bem 0 22
Moderado 4 55
Pouco 0 14
Invasdo Vascular 1,000*
Presente 4 85
Ausente 0 6
Invasdo linfatica 1,000%*
Presente 3 65
Ausente 1 26
Invasdo perineural 1,000%*
Presente 3 70
Ausente 1 21
Tipo histoloégico 1,000*
Intestinal 2 41
Pancreatobiliar 2 43
Classificacdo IH 1,000*
T 2 45
TPB 2 37

*teste exato de Fisher
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Tabela 22: Relagdo
anatomopatoloégicas

entre expressaio de hMSH6 e caracteristicas

clinicas
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e

hMSH6 alterado hMSH6 nao alterado  Valores p
(n=9) (n=87)
Sexo 0,737*
Masculino 5 53
Feminino 4 34
Idade
< 60 anos 4 36 0,563*
> 60 anos 5 51
pT 0,312*
TleT2 7 51
T2eT3 2 36
Acometimento linfonodal 0,158*
Sim 8 55
Nao 1 32
Estadiamento TNM 0,576*
IA 3 21
B 3 16
A 2 17
1B 1 32
\Y 0 1
Diferenciacdo 0,788*
Bem 2 20
Moderado 5 55
Pouco 2 12
Invasdo Vascular 1,000*
Presente 9 81
Ausente 0 6
Invasdo linfatica 1,000%*
Presente 7 61
Ausente 2 26
Invasdo perineural 0,113*
Presente 9 65
Ausente 0 21
Tipo histoloégico 0,305*
Intestinal 6 37
Pancreatobiliar 3 43
Classificacdo IH 0,727**
T 4 43
TPB 5 35

*teste exato de Fisher
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4.6. Expressao do CEA e CA 19-9

Setenta e sete doentes apresentaram imunoexpressao positiva para CEA
(79,4%) e 86 (88,6%) foram positivos para a expressdo de CA19-9. O CEA
correlacionou-se significativamente com o pl16, CA19-9 e CDX2 (Tabela 23).
Entretanto, ndo houve diferenca na expressdao do CEA entre o Tl e TPB. Também
ndo houve relacdo da expressio do CEA com expressio de marcadores de
instabilidade de microssatélites, assim como demais caracteristicas clinicas e

anatomopatoldgicas.

Tabela 23: Relagdo entre a imunoexpressio do CEA e demais marcadores
imunoistoquimicos

CEA positivo CEA negativo Valores p
(n=77) (n=20)
P16 0,003§
Positivo 29 1
negativo 48 19
CA19.9 0,031*
Positivo 71 15
negativo 6 5
CDX2 0,023*
Positivo 45 6
negativo 32 14

§ teste exato de Fischer
* teste Qui-quadrado de Pearson

Quando comparamos o marcador CA19-9 com varidveis clinicas,
anatomopatoldgicas e demais marcadores, encontramos apenas relagdo com o sexo

masculino (teste de qui-quadrado de Pearson, p=0,019).
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Figura 22: CEA - marcagdo imunoistoquimica de padrdo citoplasmatico em AAV tipo intestinal
(400x)

Figura 23: CA19-9 - marcagdo imunoistoquimica de padrdao citoplasmatico em AAV tipo
pancreatobiliar (400x)
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4.7. Analise da expressao dos marcadores relacionados a carcinogénese

com o tipo histoldgico

Realizamos a comparacdo da expressao dos diversos marcadores entre os

tipos histoldgicos e pela classificagdo imunoistoquimica (Tabela 24). Nao
encontramos nenhuma diferenca significativa para a expressao desses marcadores

entre os tipos tumorais.

Tabela 24: Expressao dos marcadores relacionados a carcinogénese e o tipo histolégico e
classificagao imunoistoquimica dos AAVs

Marcador Tipo histoldgico p Classificacdo Imunoistoquimica P
TI TPB Tl TPB

p53 16 (37,2%) 15(31,9%) 0,598* 18(38,3%) 13(32,5%) 0,574*
pl6 16 (37,2%) 14 (29,8%) 0,456* 19(40,4%) 11(27,5%) 0,206*
Ki67 16 (37,2%) 19 (40,4%) 0,755* 18(38,3%) 16(40%) 0,871*
CEA 36 (83,7%) 36(76,6%) 0,399* 40(85,1%) 31(77,5%) 0,361*
CA 19-9 36 (83,7%) 44(93,6%) 0,136* 40(85,1%) 38(95%) 0,131*
hMLH1 1(2,3%) 2(2,3%) 0,5268 2(4,3%) 0 (0%) 0,289%
hMSH2 2(4,7%) 2 (4,4%) 0,6748 2 (4,3%) 2(5,1%) 0,618%
hMLH6 6 (14%) 3(6,5%) 0,2095 4(8,5%)  5(12,5%) 0,397§
MMR 6 (14%) 7 (15,2%) 0,866* 5(10,6%) 7(17,5%) 0,355*
alterado

* teste Qui-quadrado de Pearson § teste exato de Fisher
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4.8. Fatores associados a recidiva precoce ou longa sobrevivéncia livre

de doenga

Comparamos os doentes que apresentaram dbito precoce, em menos de 20
meses, relacionado a doenc¢a neopldsica (n=18) com aqueles com sobrevivéncia
maior que 120 meses (n=26). Verificamos a relacdo entre Ki67 negativo (teste exato
de Fisher, p<0,001) e alteracdo de pelo menos uma proteina de reparo (teste exato

de Fisher, p=0,015) com sobrevivéncia maior que 120 meses (tabela 25).
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Tabela 25: Comparagdo entre doentes com 6bito apés menos de 20 meses do tratamento
cirurgico e aqueles com sobrevivéncia maior que 120 meses, em relagdo aos critérios
clinicos, anatomopatolégicos e marcadores imunoistoquimicos

Obito < 20 meses Obito >120meses Valores p
(n=18) (n=26)

Idade 0,540*
<60anos 8 10
> 60 anos 14 12

Pt 0,118*
TleT2 9 19
T2eT3 9 7

Acometimento linfonodal 0,100*
Sim 10 8
Nao 8 18

Estadiamento TNM 0,372*
1A 4 10
B 3 4
A 1 4
1B 9 8
Vv 1 0

Tipo histoldgico 0,604*
Intestinal 8 8
Pancreatobiliar 10 14

Classificacdo IH 0,338*
T 10 8
TPB 8 12

p53 0,119§
positivo 3 10
negativo 15 16

pl6 0,258*
positivo 7 6
negativo 11 20

Ki67 <0,001§
positivo 11 2
negativo 7 24

hMLH1 0,1868
positivo 18 22
negativo 0 3

hMSH?2 0,595§
positivo 17 24
negativo 0 1

hMSH6 0,0558
positivo 18 20
negativo 0 5

MMR alterado 0,0158§
Sim 7 18
N3o 0 18

* teste Qui-quadrado de Pearson § teste exato de Fisher
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4.9. Andlise de Sobrevivéncia

O seguimento médio dos doentes foi de 80 meses, variando de 9 a 321
meses. A sobrevivéncia global foi de 90,3% em um ano, 71,5% em 3 anos, 64,2% em
5 anos e 53,3% em 10 anos. A sobrevivéncia média foi de 150,4 meses, com
mediana de 128,2. Quatorze pacientes perderam seguimento, porém apenas sete
antes de completarem 5 anos de sobrevivéncia. Trinta e cinco pacientes estdo vivos
até o momento. Quinze pacientes permanecem vivos hd mais de 10 anos da
operacdo. Para andlise de sobrevivéncia foram excluidos os trés casos de dbito

intra-hospitalar.

Fatores clinicos e anatomopatoldgicos foram analisados a fim de determinar
os que afetaram a sobrevivéncia. Na anadlise univaridvel, estiveram relacionados
com pior sobrevivéncia a presenca de linfonodos acometidos pela neoplasia,
estadiamento TNM, invasao linfatica e a classificacdo histoldgica (Tabela 26, figuras

8-11).
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Tabela 26: Fatores relacionados a sobrevivéncia, em analise univariada.

Variavel N Sobrevivéncia média p*
(meses)

Linfonodos <0,001
Positivos 32 36,7£3,8
Negativos 62 53,8+1,9

Estadio <0.001
| 43 53,8+2,5
Il 50 43,8+2,8
1} 0
v 1 5,49+0

Tipo histologico 0,021
Intestinal 41 51,78 +2,61
pancreatobiliar 46 44,04 £ 2,10

Classificagdo IH 0,084
Tl 45 50,13+ 2,85
TPB 39 43,68 + 3,31

Invasado linfatica 0,004
Presente 26 38,72 +£3,99
Ausente 68 51,27 £2,14

CDX2 0,129
Positive 49 50,21 £ 2,69
Negativo 45 45,22 + 3,01

P53 0,940
Positive 34 47,34 + 3,08
Negativo 60 48,08 + 2,64

P16 0,500
Postivo 30 46,32 + 3,87
negativo 64 48,35 + 2,37

Ki67 0,404
Positive 36 45,17 + 3,71
Negativo 58 49,47 + 2,28

CEA 0,320
Positive 74 46,86 + 2,31
Negativo 20 51,14 + 31

CA19-9 0,760
Positive 83 47,71 +£2,12
Negativo 11 47,49 + 6,81

hHMLH1 0,813
positive 90 47,14 £2,07
negativo 3 60,000

hHMSH2 0,867
positive 89 47,82 + 2,07
negativo 3 57,07 £ 5,60

hHMSH6 0,235
positive 85 49,37 £2,17
negativo 8 59,92 +0,11

MMR alterado 0,631
sim 12 58,50+ 1,53
nao 81 45,88 +2,22

*teste de Log-rank
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Realizamos entdo a andlise pelo modelo de risco proporcional com cura

(proportional hazard with cure). Exerceram influéncia independente no progndstico

o acometimento linfonodal e a invasdo linfatica (Tabela 27).

Tabela 27: Modelo de risco proporcional com cura

Fator Risco relativo IC95% P
Acometimento linfonodal 4,12 2,17;7,82 <0,001
Invasdo linfatica 2,31 1,19; 4,49 0,013
Tipo histoldgico pancreatobiliar 1,08 0,13;9,59 0,801

Foi observado que realmente had uma fracdo de cura (p = 0.070). Pacientes

com linfonodos acometidos apresentam uma chance de 6bito igual a 4,12 [IC 95%;

2,17; 7,82] vezes a dos pacientes sem linfonodos. J4 os casos com invasao linfatica

apresentam uma chance de obito igual a 2,31 [IC 95%: 1,19; 4,49] vezes a dos

pacientes sem invasdo linfatica. O tipo histolégico pancreatobiliar ndo se

relacionou com pior sobrevivéncia em andlise multivariada.
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5. DIscussAO

A discussdo é apresentada em duas partes; a primeira refere-se a casuistica
e ao método empregado e suas limitacbes e na segunda parte consideram-se os
resultados relativos aos marcadores imunoistoquimicos para determinacdo da
origem tecidual e marcadores de alteracdes genéticas e instabilidade de

microssatélites

5.1. Casuistica e método empregado

O carcinoma da ampola de Vater pode originar-se da mucosa duodenal que
recobre a ampola, do epitélio do canal pancreatobiliar comum, do epitélio do ducto
biliar distal, ou do epitélio do ducto pancredtico distal. Assim, apresenta espectro
de diferentes neoplasias, relacionadas a diferentes origens teciduais, evolucado

diversa, merecendo provavelmente tratamentos diferenciados.

Na prdtica, hd uma dificuldade em se determinar o tecido histolégico de
origem devido a heterogeneidade histolégica dos tumores, a falta de uma
nomenclatura universal, e a presenca de lesdes pré-neoplasicas acompanhando

carcinomas invasivos em mais de um sitio (20).
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O AAV, embora pouco frequente, apresenta maiores indices de
ressecabilidade que os adenocarcinomas do pancreas, o que nos permite analisar
uma séria relativamente ampla de doentes com tumores ressecados com intengao

curativa. Dessa forma, é possivel analisar os resultados em funcdo da sobrevivéncia.

Este estudo pretendeu incluir todos os AAVs operados num longo periodo de
tempo, a fim de possibilitar a analise de sobrevivéncia. Uma de suas limitagdes é
que, devido a raridade desse tumor, os casos foram estudados na grande maioria de
forma retrospectiva, através da andlise de prontudrios. Apenas a partir de 2003
pudemos fazer um seguimento prospectivo através de banco de dados

informatizado do Servigo de Vias Biliares e Pancreas.

No entanto, um dado de grande relevancia no estudo refere-se a anatomia-
patolégica. Este dado foi rigorosamente revisado para o estudo por dois
patologistas experientes, com leitura das laminas antigas e confeccdo de novas

laminas, a partir dos blocos de parafina.

O seguimento dos doentes é fator critico ja que nado é realizado de forma
planificada em nossa instituigdo. Trinta e dois doentes dos 35 vivos até o momento
sdo acompanhadados ambulatorialmente. Alguns dbitos ocorreram na instituicdo,
constando informagdes em prontuario, outros foram confirmados através do
atestado de 6bito arquivado do SVOC (Servigo de Verificagdo de Obitos da Capital).
Embora tenha se procurado maxima exatiddo nos dados relativos ao dbito, é
possivel que ocorram falhas ja que algumas informacdes foram prestadas por

familiares. Devido a esses fatores, realizamos apenas andlise de sobrevivéncia
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global, e ndao sobrevivéncia livre de doenga. Houve perda de seguimento em 14

casos, sendo sete antes de cinco anos.

Finalmente, ndao foi possivel controlar o tratamento recebido apds a
resseccdo; alguns pacientes receberam quimioterapia, o que pode influenciar a
sobrevivéncia. No entanto, atualmente nao ha dados na literatura que suportem o

beneficio do tratamento adjuvante nesta patologia.(123, 124)

Técnica de imunoistoquimica e uso do tissue microarray

A técnica de imunoistoquimica foi escolhida por ser bem estabelecida e
empregada de rotina na pratica clinica (125), o que torna facil a aplicagdo dos

resultados obtidos.

A técnica de “tissue microarray” foi baseada nos trabalhos de Kononen et al
(126) e propicia a racionalizacdo de custos e de tempo despendidos no estudo de
cortes histolégicos, seja corados por H&E ou submetidos a métodos
imunoistoquimicos, com comprovada acuracia e validacdo dos resultados das

andlises em diversos estudos prévios (127-132).

A aplicabilidade do TMA para antigenos relacionados a instabilidade de
microssatélites pode ser considerada mais delicada, ja que a anormalidade é a ndo
expressao dos marcadores. Para evitar falsos negativos devido a falhas técnicas,

todos os casos negativos no TMA (21 casos) foram revisados na lamina completa.
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Essa revisao encontrou cinco falsos negativos no TMA, um para MLH1 e quatro para

MSH2.

5.2. Discussao relativa aos resultados

5.2.1 Marcadores imunoistoquimicos para diferenciacdo do

epitélio de origem

A primeira classificagdo dos AAV em tipo intestinal e pancreatobiliar foi feita
por Kimura et al em 1994 (19). Examinando 53 casos, eles descreveram
caracteristicas anatomopatolégicas que podiam dividi-los em Tl e TPB. Observou-se
gue os tumores classificados como Tl apresentavam melhor progndstico e menos

metastases linfonodais.

Somente em 2000 Albores-Saavedra definiu as caracteristicas
anatomopatoldgicas que classificariam esses dois tipos de AAV, além de outros
tipos de adenocarcinomas, menos comuns (20). Essa classificacdo ainda é
empregada atualmente e foi utilizada como base para a definicdo de Tl e TPB em

nosso estudo.

A classificacdo histoldgica dos AAV em Tl e TPB tornou-se necessaria para

comparagdo de terapéuticas clinicas e estudos prognosticos para esses tumores. Na
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casuistica do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center com 140 casos de AAVs, o Ti
correspondeu a 49% e o TPB a 22% dos casos (20). De 55 casos estudados por Zhou
et al, 44% foram classificados como TPB, 27% como Tl e 29% como tipos incomuns

ou mistos. Ja Roh et al publicaram em 2007 34 casos, 64,7% TPB e 35,35% Tl (34).

Em tese de livre docéncia defendida por Jukemura J, foram analisados
histologicamente 97 casos desta casuistica (35). Os tumores foram classificados por
patologista experiente, sendo 44,3% do Tl, 48,5% do TPB e 7,2% de tipos incomuns.
Verificou-se maiores indices de acometimento linfonodal, estadios mais avancados,
invasao linfatica e perineural no TPB. Além disso, os pacientes com Tl apresentaram

maior sobrevivéncia (35).

Usando os critérios anatomopatoldgicos descritos por Albores-Saavedra
(20), patologistas especializados sdo capazes de classificar os subtipos tumorais
(intestinal e pancreatobiliar) em cerca de 90% dos casos (133). Em muitos casos o
fendtipo ndo é uniforme. Além disso, muitas vezes é dificil diferenciar os AAV de
outros tumores periampulares, principalmente nos materiais de bidpsia. A fim de
melhor caracterizar os tipos tumorais, iniciaram entdo os estudos utilizando imuno-
expressao. Entretanto, os painéis de marcadores utilizados ndao sdao uniformes.
Alguns utilizaram apenas citoqueratinas (32), outros apenas apomucinas (4), outros

painéis mistos com marcadores diversos (34, 74).

Em nosso estudo foi realizado um painel amplo incluindo todos os
marcadores ja testados previamente para AAVs (CK7, CK17, CK20, MUC1, MUC2,

MUCS5AC, MUC6, CDX2) e CD10.
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Os marcadores que apresentaram frequéncia de positividade significativa
maior para o Tl foram o MUC2, o CK20, o CD10 e o CDX2 e para o TPB, MUC1 e CK7.
O CDX2 foi aquele que apresentou melhor acurdcia (82,2%). Os marcadores do TPB
apresentaram boa sensibilidade, porém uma especificidade baixa por terem sido
positivos em varios casos do TI. Aplicando-se um modelo de regressdo logistica,
concluimos que a associacdo de marcadores com maior capacidade de predizer o
tipo histolégico é composta pelo CDX2, MUC2 e MUC1. Além disso, este estudo
mostrou que o CDX2+, mesmo quando utilizado isoladamente, determina uma
possibilidade 16 vezes maior de o tumor ser Tl que TPB. A associagdo MUC2+/

MUC1- aumenta essa possibilidade em mais de 19 vezes.

Aplicando-se essa associacdo de marcadores foi possivel classificar os 7
carcinomas incomus, com possibilidade de acerto superior a 80%. Pudemos
também reclassificar todos os AAVs utilizando apenas esses trés marcadores
imunoistoquimicos. Essa nova classificagdo apresentou uma étima concordancia
com a classificacdo histoldgica (coeficiente k = 0,702). Para os Tls a concordancia foi

de 90% e para os TPBs de 80%.

Zhou et al utilizaram apenas a combinagdo CK7/CK20 para classificar os
AAVs. Houve uma boa concordancia entre o TPB e expressdo CK7+/CK20-, de 87,5%.
Entretanto, a expressdo CK7-/CK20+ concordou em apenas 60% para os Tls e

apenas 4 dos 16 tumores ditos mistos puderam ser classificados (32).

As mucinas foram utilizadas inicialmente por Matsubayashi et al numa série

de 52 casos, incluindo 23 AAV, 24 adenomas com carcinoma e 5 adenomas (4). Os



Discussao

89

tumores Tl apresentaram maior frequéncia de componente tumoral intraductal,
presenca de componente adenomatoso e expressdo de MUC2, em relacdo do TPB
(4). Outro estudo associou o0 MUC2 e CK7/CK20, com diferenca significativa entre Tl
e TPB para os trés marcadores. Porém, as citoqueratinas apresentaram
especificidade mais baixa(5). Chu et al também demonstraram que a expressdo de
MUC2 e CDX2 associam-se ao fendtipo intestinal enquanto que MUC1 e CK17

associaram-se ao pancreatobiliar (3).

A expressdao de CK17 em nosso estudo foi um pouco mais frequente nos
AAVs TPB, porém sem diferenga significativa em relagdo ao TI. Entretanto,
expressao de CK17 em adenocarcinomas ndo mucinosos extra-pancreaticos é rara,

e nunca de forma difusa (3).

Em nossa série, o MUC5AC esteve expresso em cerca de 70% dos casos de
AAV, pouco mais frequente no TPB. Ja a expressdo de MUC6 ocorreu de forma
similar nos dois grupos, em cerca de 44% dos casos. Esses dois marcadores sdo
expressos normalmente na mucosa gastrica (134) e quando expressos em tumores
duodenais ou AAV caracterizam uma diferenciagao gastrica, com origem molecular
diferente daqueles com diferenciacdo intestinal (134). Essa distingdo ainda ndo foi

bem estudada, merecendo melhores estudos no futuro.

Algumas séries associaram a expressio de MUCS5AC com origem
pancreatobiliar (32, 120, 135). A expressao MUC1+/MUC5AC+ é caracteristica de
adenocarcinomas pancreaticos e colangiocarcinomas, ocorrendo apenas em alguns

casos de adenocarcinomas esofdgicos, gastricos e de colo uterino (136). Ja a
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coexpressdao de MUC1+, MUC5AC+ e CK17+ é um perfil Unico de adenocarcinomas

pancreatobiliares e ndo ocorre em nenhum outro adenocarcinoma (3).

Parece haver uma relagdao entre o MUCSAC e fatores protetores da ampola
de Vater. Curiosamente, os AAVs que expressam MUC5AC sdo encontrados muito
mais frequentemente no segmento ductal pancredtico da ampola que no biliar.
Assim, especula-se que o suco pancreatico tenha influéncia no desenvolvimento

desses carcinomas (4, 10).

O CDX2 ja havia sido demonstrado como um bom marcador para
adenocarcinomas de origem intestinal (74, 120). Hansel et al (74) examinaram uma
série com 53 AAV e demonstraram que a expressdo de CDX2 isoladamente poderia
identificar os Tls, além de estar associado a um melhor prognéstico, sugerindo que
esse marcador poderia ser usado como fator independente de evolucao.
Recentemente, Sessa et al (120) verificaram 100% de expressdo desses marcadores
nos seus AAV classificados como TI, porém, assim como em nossa série, ndo

comprovou a associacdo direta entre expressdao de CDX2 e melhor sobrevivéncia.

Sabe-se que o CDX2 estd relacionado com a manutencdo da diferenciacdo do
epitélio intestinal colonico (67, 69) e a perda de sua expressao estd associada com a
carcinogénese do cancer colbnico (67). Ja no cancer gastrico, a expressao de CDX2
estd associada a melhor progndstico e relaciona-se com a presenca de metaplasia
intestinal no epitélio do estémago (137). Sua expressdao nos AAV sugere origem do
epitelio duodenal, entretanto, foi verificada ocorréncia desse marcador em alguns

tumores pancreaticos e de vias biliares (74). Em nosso estudo, a expressdao nos AAV
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TPB ocorreu em 21,3% dos casos. Assim, a analogia CDX2 e tipo intestinal ndo é
absoluta. Também é verdade que nem todo adenocarcinoma de origem intestinal
expressa CDX2, e assim como para o cancer colorretal, a perda da expressao de

CDX2 pode fazer parte do processo de carcinogénese dos AAV (138)

Analisando a relagdao dos marcadores para determinacao do tipo histolégico
e critérios anatomopatoldgicos, é interessante notar a relagdo entre positividade
para MUC1 e tumores bem diferenciados e, inversamente, MUC2 e tumores pouco
diferenciados. Sessa et al (120) buscaram essa associacdo entre diferenciacdo
tumoral e marcadores, verificando uma frequéncia maior de tumores bem

diferenciados e expressao de CDX2, porém sem significancia estatistica.

A andlise da expressao do CD10 nos AAV é inédita neste estudo. Este
marcador teve expressao significativamente maior nos Tls (81,4% versus 51,1%). O
CD10 esta relacionado a células secretoras de muco e no pancreas é util no
diagnostico diferencial entre cistoadenomas mucinosos e neoplasia sdlida
pseudopapilar, onde a expressdo ocorre na maioria dos casos, dos adenomas

mucinosos papiliferos intraductais, nos quais ndo ocorre expressao (41).

A indefectivel diferenca na expressdao de marcadores imunoistoquimicos
parece comprovar a origem tecidual diferente para os dois tipos histoldgicos de
AAV. Sustentando essa teoria, Ho et al (139) relataram que os genes de mucinas sao
regulados independentemente e que suas expressdes sdo 6rgdo e tipo celular

especificas. Além disso, é possivel que a maioria dos AAVs Tl originem-se de
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adenomas enquanto que os TPB originam-se das regides ductais pancreatobiliares,

incluindo o canal comum, podendo haver excecdes (4).

Na tumorigénese intestinal, ndo apenas no célon e reto (140), como no
delgado (141) e na ampola de Vater (10 a 91% dos casos) (12, 142, 143), a
sequéncia adenoma-carcinoma foi proposta. Mais de 95% dos tumores benignos da
papila sdo adenomas do tipo intestinal (5) e nos adenocarcinomas Tl, a presenga de
componente adenomatoso ocorre em 90% dos casos (4), sugerindo essa origem
tumoral. Na verdade, lesdes precursoras podem originar-se tanto da mucosa tipo
intestinal quanto da mucosa do segmento pancredtico e biliar, conservando
caracteristicas de expressGes de citoqueratinas e mucinas desses tecidos (5).
Entretanto, nos AAV TPB a evidéncia de lesdes precursoras é mais rara, podendo ser

evidenciado por lesdo intraductal pancreatica associada (4, 144).

O prognostico dos AAVs depende do estadio, acometimento linfonodal e
diferenciacdo histolégica (14, 27, 30, 35, 145-147). Em nosso estudo, apenas o
acometimento linfonodal e a invasdao linfatica foram fatores independentes

relacionados ao progndstico.

A influéncia do tipo histolégico é de dificil determinacdo devido a grande
variancia de terminologias e métodos classificatérios (20). O tipo histoldgico
intestinal esteve relacionado com melhor sobrevivéncia em nosso estudo em
andlise univariada, porém nao conseguimos provar diferenca utilizando a
classificacdo imunoistoquimica ou mesmo a expressao de qualquer marcador. O

tipo intestinal apresentou melhor sobrevivéncia em algumas séries publicadas (19,
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20, 33, 34, 117), ndo verificada em outros estudos (3, 32). Na maioria das casuisticas
nas quais o TPB associou-se a pior sobrevivéncia, esses tumores estavam
relacionados a maior acometimento linfonodal e estadios mais avangados (19, 20,

35).

A expressao de alguns marcadores relacionados ao tipo intestinal ja
estiveram relacionados a um melhor progndstico nos AAVs, como CDX2 (74) e
MUC2 (148). Porém, outros estudos ndo conseguiram comprovar essa relacdo (3,

32).

Finalmente, a diferenca de expressao das mucinas MUC2 e MUC1 e do CDX2
parece consistente entre adenocarcinomas ampulares Tl e TPB. Esses marcadores
devem ser usados de forma auxiliar aos achados anatomopatoldgico no diagnéstico
diferencial dos AAVs. Embora pareca haver um melhor prognéstico associado ao
tipo intestinal, ndo conseguimos comprovar uma relacdo entre sobrevivéncia e

perfil imunoistoquimico.

5.2.2 Marcadores imunoistoquimicos relacionados a

carcinogénese

p53, pl16 e Ki67

Neste estudo, 35 pacientes (36,1%) com AAV apresentaram expressao de

p53 nos AAVs. Houve relagcdo de p53 com neoplasias pouco diferenciadas e
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presenca de invasdo linfatica. Nao verificamos diferenca na expressdo do p53 entre

os Tl e TPB.

Em outras séries, a frequéncia de mutagao do p53 variou entre 13% e 46%
(93-97). A mutacdo do p53 esteve associada a transformacdo de adenomas e
carcinomas de baixo grau em carcinomas de alto grau (94, 97, 117). Outros estudos
relacionaram essa mutagao com metastase linfonodal e estadios mais avangados
(94, 95). Ja& a relacdo dessa expressdo com tipos histoldgicos intestinal e

pancreatobiliar ndo foi demonstrada (97).

O papel da mutacdo do p53 na carcinogénese ja foi estudado nos mais
diversos carcinomas. No carcinoma ductal do pancreas, por exemplo, a mutacdo do
p53 foi relacionada a evolucdo neopldsica, uma vez que sua ocorréncia é mais
frequente em estadios avancados e aumenta progressivamente da displasia para o

carcinoma (92).

No AAV também ja foi demonstrado o carater evolutivo da mutacdo do p53
durante a transformacdo maligna do adenoma para carcinoma, mas a maioria dos
estudos falharam ao tentar correlacionar a expressao do p53 com menor
sobrevivéncia (94, 95, 149, 150), assim como em nosso estudo. Apenas dois estudos
relataram uma pior evolugdo nos tumores com expressao do p53 (94, 151), ainda

que apenas em analise univariada.

A expressdao do pl6 ocorreu em 30,6% dos AAVs desse estudo. Este
marcador ndo apresentou relacdo com sobrevivéncia nem com os diferentes tipos

histolégicos. Moore et al (152) encontraram boa correlagdo entre analise genética com
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imunoistoquimica, com 25% de mutacido do p16 em AAVs. Ja Ueki et al (101) verificaram
70,6% de alteragdo do pl6 em AVVs em analise genética, porém sem confirmagdo de

imunoexpressdo, e sem ralagcdo com pior sobrevivéncia.

Em estudo recente foi demonstrado que tanto no cancer pancreatico quanto
no AAV, a perda de heterozigozidade para o pl6 estd relacionado a maior
agressividade tumoral e pior sobrevivéncia (153). Porém, essa alteragdo pode ndo
determinar a expressdao da proteina pl6 no tecido tumoral. Novos estudos
comparando alteragdes genéticas e imunoperoxidase poderdo responder qual o

real papel do p16 como marcador tecidual.

O Ki67 foi expresso em 37% dos AAVs desse estudo, considerando positivos
casos com expressao em mais de 10% das células. Embora n3ao encontrassemos
pior sobrevivéncia para doentes que o expressaram pela andlise de sobrevivéncia
pelo método de log-rank, houve relacdo entre pacientes com sobrevivéncia curta e

expressao desse marcador em relagdo aqueles com sobrevivéncia prolongada.

O Ki67 ja havia sido demonstrado como um indicador progndstico para o
cancer de mama (154) e pulmao (155). Vaidya et al também compararam pacientes
operados por AAV com curta e longa sobrevivéncia em relacdo aos indices de Ki67,
encontrando significativamente maiores expressdes no primeiro grupo (156). Por
ser um bom marcador de proliferacdo celular, o Ki67 parece ser um marcador

progndstico ndo drgdo especifico.
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Instabilidade de microssatélites

A instabilidade de microssatélites (IMS) geralmente é estudada através da
extracdo de DNA e analise de sequéncias de genes (hMSH2, hMSH6, hMLH1,
hPMS1, hPMS2). Outro gene analisado é o BAT-26, cuja mutac¢do é o marcador mais
sensivel para deteccdo de tumores com fendtipo de IMS (157). Para confirmar a
instabilidade, é possivel analisar a expressao de enzimas codificadas por esses genes

nos tecidos, através do uso de anticorpos para hMLH1, hMSH2 e hMSH6.

Neste estudo foi realizado apenas a imunoistoquimica para avaliar a perda
de expressdao das proteinas de reparo do DNA (MMR), j& que varios estudos
demonstraram alta sensibilidade e especificidade da ndo expressdo desses

marcadores e a presenca de IMS (158-165).

N3o ha até o momento um estudo amplo utilizando imunoistoquimica para
determinar a presenca de IMS nas neoplasias ampulares e sua relacdo com fatores
clinicos, anatomopatoldgicos e sobrevivéncia. Neste contexto, a nossa série é a
primeira a realizar um painel imunoistoquimico para caracterizar a expressao das

proteinas de reparo do DNA nos AAV.

A falta de expressdo de pelo menos uma proteina de reparo ocorreu em
13,6% (13/97) dos casos estudados. Apenas um caso apresentou associacdo de
perda de expressdo para as trés proteinas testadas, e um para duas. Embora ndo
tenha sido comprovada melhor sobrevivéncia nos pacientes com IMS, na analise
comparativa entre doentes com sobrevivéncia breve e longa, esse foi um fator

significante.
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Os resultados relativos a IMS sdo pouco concordantes na literatura.
Utilizando sequenciamento génico, Park et al encontraram uma frequéncia de
34,6% de IMS em 1 a 3 dinucleotideos dos nove testados nos adenomas de ampola
de Vater, 28,1% nos carcinomas e 10% nas lesGes metastaticas de AAVs (118).
Nenhum caso apresentava mutacdo do BAT-26 e também ndo houve perda de
imunoexpressdo tecidual para anticorpos anti-hMLH1 e hMLH2 nos tecidos

tumorais de nenhum dos casos.

Em um estudo de Imai et al, 77,8% do AAVs apresentaram mutacdes na
sequéncia do gene TGFBRII (166). Ja Suto et al encontraram 12,5% de IMS em 16
casos estudados, ndo verificando relacdo dessa alteracdo com critérios
anatomopatoldgicos ou progndstico (167). Achille el al estudaram 25 AAV e
encontraram 20% de IMS (117). Esses tumores estiveram associados a um melhor
progndstico e embora sem significancia estatistica, eram mais frequentemente
pouco diferenciados e com menos metdstases linfonodais. Em nosso estudo a IMS
foi também mais frequente nos tumores pouco diferenciados (21,4% versus 13,3%
nos moderadamente diferenciados e 9,1% nos bem diferenciados) e com auséncia
de metastase linfonodal (15,9% versus 9,1% dos pacientes com metdstases
linfonodais). Esses achados s3ao semelhantes aos verificados para o carcinoma

colorretal (168).

Nos adenocarcinomas pancreaticos, a IMS é muito menos frequente que no
AAV. Em uma série com 82 carcinomas ductais descritos por Goggins et al, apenas 3

apresentaram erros de replicacdo do DNA (169), sendo todos pouco diferenciados e
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do tipo medular. A fim de melhor caracterizar esses tumores, Wilentz et al
estudaram geneticamente 21 casos de carcinomas medulares; encontrando 23% de
IMS (170). Num estudo incluindo apenas carcinomas ductais mucinosos,
selecionados pela expressdo de MUC1 e MUC2, nenhum dos 11 casos apresentaram
IMS (171). No cdlon, carcinomas mucinosos com expressao de MUC2 apresentam
frequentemente IMS (172). Nas neoplasias intraductais papiliferos mucinosos, a IMS

foi verificada em apenas 10% dos casos(173).

Em estudo também utilizando apenas imunoistoquimica, Sessa et al
encontraram uma freqiéncia de 9,5% de IMS em 53 AAVs, confirmados pela
auséncia de expressdo de pelo menos 2 das proteinas hMLH1, hMSH2, hMSH®6 e
hPMS2 (120). Os 5 casos com IMS apresentavam histologia compativel com TI,

expressavam CDX2 e apresentaram melhor sobrevivéncia que os demais.

Ja foi demonstrada a relacdo de IMS com melhor progndstico para o cancer
gastrico (174), colorretal (113) e mama (175). No AAV, apenas Scarpa et al
conseguiram verificar essa relagao (117). Isso se deve provavelmente devido a baixa

frequéncia de IMS no AAV e ao pequeno numero de casos na maioria das séries.

Um estudo de perfis genéticos do AAVs revelou duas possiveis vias de
alteragdes (117). O primeiro grupo de tumores foi caracterizado por altera¢des de
K-ras, p53, p16, assim como perdas de alelos nos cromossomos 3p, 5q, 17p e 18q,
alteragOes geralmente verificadas na sequéncia adenoma-carcinoma e semelhantes
aquelas dos carcinomas colorretais. O segundo grupo caracterizou-se por altos

niveis de instabilidade de microssatélites e mutacdes do gene TGF-BRII, altera¢des
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caracteristicas do chamado caminho do fendtipo-mutado (117). Esse grupo estaria
associado a um melhor progndstico. Embora ainda ndo haja comprovagao
indubitavel desta hipdtese, poderiamos supor que os AAVs Tl estariam relacionados

com a segunda via e os TPB, com a primeira.

Até o momento, os estudos de IMS sdao controversos e incluem em sua
maioria um numero limitado de casos. Nossa frequéncia estd de acordo com o
estudo publicado mais recentemente (120), assim como melhor progndstico desses
casos. Porém, ndo conseguimos provar a associa¢cdo dessa alteragdo com o tipo

histoldgico intestinal.

CEA e CA19-9

O carcinoma antigeno embriondrio (CEA) é expresso nos tecidos
endodermais durante os dois primeiros trimestres da vida fetal e também nos
carcinomas gastrointestinais e alguns tumores de origem epitelial, como pancreas,
mama, pulmdo, ovario e tiredide. Como sua expressdao no tecido normal é

negligenciavel, sua expressao é utilizada como marcador tumoral na pratica clinica.

Neste estudo, o CEA foi expresso em 79% dos AAV, e esteve relacionado
significativamente com a expressao de p16, CA19-9 e CDX2. Kimura et al analisaram
a expressdo de CEA na ampola de Vater e verificaram que no tecido normal ou com
atipia leve esse marcador nunca é expresso. Na atipia moderada ou grave essa

expressao ocorreu em 4,3% dos casos, e nos carcinomas em 78,6% (176). Hasleton
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et al sugeriram que a expressao de CEA no citoplasma das células de adenomas

poderia ser um indice de malignizacdo na papila de Vater (177).

Em estudo comparativo entre carcinomas duodenais e ampulares, essa
expressao foi de 73% e 63%, respectivamente (95). Assim como em nossa série, ndo
houve correlagdo com estadiamento e grau histoldgico. Zhou et al verificaram que o
CEA esteve significativamente mais expresso nos AAVs Tl (32). Em nosso estudo, a
positividade do CEA foi maior no Tl (83,7% versus 76,6%), porém sem significancia

estatistica.

O CA19-9 foi expresso em 88% dos tecidos de AAV neste estudo. O antigeno
CA19-9 normalmente é encontrado em concentra¢des aumentadas em dosagens
séricas de pacientes com carcinoma pancredtico (178). Kimura et al estudaram a
expressao de CA19-9 nos adenomas com atipia e nos carcinomas da ampola de
Vater, verificando 87% e 64,3% de expressao, respectivamente (176). Entretanto,
estudos imunoistoquimicos demonstraram que este marcador esta expresso
também nos ductos e células acinares do pancreas normal (176, 179). Assim,
poderiamos supor que este marcador estaria mais expresso no AAV TPB. Embora o
TPB tenha expressado com mais frequéncia o CA19-9 (93,6% versus 83,7% TI), essa

diferenca nao foi significativa.

Kamisawa et al estudaram 24 AAV, e verificaram um pior progndstico para
pacientes com CEA e CA19-9 positivos. Entretando, em sua série, a positividade

desses marcadores foi menor que 50%, diferentemente dos resultados de séries
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mais recente (180). Neste trabalho, a expressdo de CEA e CA19-9 ndo foi distinta

entre Tl e TPB, tao pouco esteve relacionada com progndstico dos AAVs.
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6- CONCLUSOES

Com base na casuistica e metodologia empregada, podemos concluir:

1. A utilizacdo dos marcadores CDX2, MUC2 e MUC1 associados permite

classificar com maior acuracia os AAVs em tipo intestinal e pancreatobiliar.

2. O CDX2 é o marcador de tumores de origem intestinal com maior

sensibilidade e especificidade quando utilizado de forma isolada.

3. A expressao do p53 estd relacionada a carcinomas menos diferenciados e
com invasado linfatica e a expressao do Ki67 esta relacionada com ébito precoce nos

doentes operados por AAV.

4. ple, CEA e CA19-9 ndo relacionaram-se com critérios clinicos e

anatomopatoldégicos.

5. A perda de expressdao de proteinas relacionadas a instabilidade de
microssatélites ocorreu em 13,5% dos casos e estd relacionada com sobrevivéncia

superior a 5 anos nos doentes operados por AAV.

6. Nenhum dos marcadores relacionados a carcinogénese permite

diferenciar os AAV Tl e TPB.

7. Das varidveis anatomo-patoldgicas estudadas, apenas o acometimento
linfonodal e a invasdo linfatica apresentaram relagdo com menor sobrevivéncia em

5 anos.
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8. Nenhum marcador estudado apresentou relacdo com a sobrevivéncia.
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7. ANEXOS

Anexo A: Classificagdo TNM de acordo com a Union International Contra Le Cancer

Tabela A1: Classificagdo TNM de acordo com a Union International Contra Le Cancer (UICC), de

2002.
T Tumor primario
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Ndo ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor limitado a ampola de Vater ou ao esfincter de Oddi
T2 Tumor que invade a parede duodenal
T3 Tumor que invade pancreas
T4 Tumor que invade partes moles peri-pancredticas, ou outros
orgdos ou estruturas adjacentes
N Linfonodos regionais
Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metdstase em linfonodos regionais
M Metastase a distancia
Mx A presenca de metdstase a distancia ndao pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

pTNM - Classificagdo Patoldgica
As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M.
pNO O exame histolégico do espécime de uma linfadenectomia regional incluira, geralmente, 10 ou mais

linfonodos. Se os linfonodos sdo negativos, mesmo que o niUmero usualmente examinado seja ndao encontrado,
classifica-se como pNO.
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Figura Al: Grupamento por estadios nas neoplasias de ampola de Vater
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APENDICE 1: DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

perda Nauseas Dor Data Hb bil Albumina

N RGHC Sexo | Idade | peso>10% | vémitos | Ictericia | abdominal | procedimento | Procedimento | (g/dl) (g/dl) (g/dl)
1 13501588E F 70 ndo sim ndo ndo DP+VB 12/6/1999 12,9 12,9 3,90
2 2979292F M 69 ndo ndo ndo sim DP+VB 4/6/2001 13,6 1 5,00
3 21989568 M 50 sim ndo sim ndo GDP+VB 29/07/1997 13,6 5,9 3,50
4 2645364B M 67 nao ndo sim nao DP+VB 23/02/1999 11,8 4,4 3,30
5 2992320D M 69 sim sim sim sim GDP+VB 21/06/1994 11 2,5 3,60
6 2328936C M 53 sim sim sim sim GDP+VB 7/10/1995 11 31,7 2,70
7 3312961E F 67 sim ndo ndo sim GDP+VB 22/3/2004 12,6 1,1 3,90
8 3297326C M 69 sim ndo sim ndo DP+VB 7/5/1999 13,2 12,2 3,40
9 3252307B F 67 sim nao sim sim DP+VB 8/10/1998 11,1 5,2

10 | 3185797J F 65 sim ndo sim sim DP 15/06/1999 11,8 19,7 3,40
11 | 3143460F M 72 sim sim sim n3o GDP+VB 21/5/1996 13,1 33 3,00
12 | 3270095 F 59 n3o n3o sim n3o GDP 4/1/1999 10,8 6,1 3,10
13 | 3290850D M 54 sim ndo sim sim DP 31/08/1999 11,6 1,5 3,10
14 | 13613551l M 73 sim ndo sim ndo DP+VB 1/5/2004 11,3 15,1 2,50
15 | 3264506A M 54 sim ndo sim n3o DP+VB 17/11/1998 12,2 20,8 2,50
16 | 2872363H F 64 sim n3o sim n3o GDP+VB 16/02/1995 14,2 2,3 3,20
17 | 13648633) M 65 ndo ndo sim ndo DP+VB 14/9/2004 9,9 16,6 3,10
18 | 13529536C M 61 ndo ndo ndo sim DP+VB 2/5/2001 15 0,9 3,90
19 3274648) M 68 sim sim nio sim DP 18/01/1999 10,5 0,4

20 | 3164132H M 63 sim ndo sim ndo GDP 10/10/1996 13,3 2,7 3,10
21 | 3117316F M 61 sim sim sim sim DP+VB 26/12/1995 11,2 2,4

22 | 3196258H M 47 sim ndo sim sim GDP 10/6/1997 10,9 10 3,40
23 5196320E M 64 sim nao sim sim DP+VB 8/6/2001 10,1 1,2 3,20
24 | 29685178 M 70 sim ndo ndo n3o GDP+VB 10/11/1994 13,7 0,4 4,20
25 | 2247189F F 74 sim sim ndo sim DP+VB 10/6/2002 11 0,7 3,90
26 | 3246570) F 39 sim n3o sim sim DP 16/11/1998 13,3 3,2 4,30
27 | 3189828F M 52 ndo ndo ndo ndo DP+VB 8/4/1997 15,2 0,5 4,60
28 | 3186488H M 53 sim n3o sim sim GDP+VB 4/3/1997 12,8 1,2

29 |3177983E M 47 sim sim ndo sim DP 2/2/1998 15,4 0,6 4,27
30 | 5055967 F 70 sim sim sim sim DP+VB 26/11/2002 11,3 1,4 3,10
31 | 3268609G M 23 ndo ndo sim sim DP+VB 14/12/1998 11,7 21,6 2,90
32 | 3284256H M 31 sim sim ndo sim DP+VB 26/07/1999 9,5 0,8 3,80
33 | 29835511 M 57 sim n3o sim sim GDP+VB 27/06/1994 12,8 14,4 4,10
34 | 13687478D F 61 sim sim ndo ndo DP+VB 16/6/1985 10,2 0,9 3,60
35 | 31604921 F 68 ndo ndo sim ndo GDP+VB 12/8/1996 11,3 12,4 3,80
36 | 13480962I M 64 sim sim sim sim DP+VB 17/03/2003 12,5 6,6 2,10
37 | 13605625F F 68 ndo NT sim sim DP 11/4/2003 9,2 25,1

38 | 13577745F F 64 sim n3o sim sim DP+VB 11/6/2002 13,2 2,9 3,60
39 |13520173K M 59 sim ndo sim ndo DP+VB 13/11/2000 13,3 3 3,90
40 13520610A F 65 nao sim sim sim DP 12/12/2000 12 27,5 2,80
41 | 5067191K F 65 sim ndo ndo sim DP+VB 22/10/2002 10,4 0,4 4,10
42 | 134874831 F 51 sim sim ndo sim DP+VB 25/08/2003 15,4 04 4,30
43 | 13495146A M 83 sim n3o n3o n3o DP+VB 15/7/2003 13,1 1,2 2,80
44 | 13627162F F 62 ndo sim sim ndo DP+VB 13/4/2004 8,9 7,9 3,00




45 | 13659939C F 38 sim ndo sim sim DP+VB 7/12/2004 12,6 1,3 4,10
46 | 2351629) M 53 ndao nao ndo sim DP 26/09/2000 15,2 0,6 4,60
47 | 2987402G M 70 sim n3o nio sim DP+VB 31/03/1997 | 11,6 0,7 4,00
48 | 3173162l F 34 sim sim sim sim GDP+VB 12/11/1996 10,5 7

49 3173317K F 64 nao nao sim ndo GDP+VB 14/11/1996 12 1,8

50 |3012329) M 68 sim ndo sim nao GDP+VB 24/10/1995 13,2 8,7 4,10
51 2960488B M 77 sim nao sim nao DP+VB 21/05/2002 10,2 1,5 3,60
52 | 3279736H M 78 sim n3o sim h3o DP 15/03/1999 | 10,3 2,3 2,90
53 | 2956951G F 49 ndo sim sim sim GDP+VB 5/2/1995 12,4 2,6

54 | 2910101l M 64 hio n3o sim nio GDP+VB 19/7/1993 11,4 15,8 3,30
55 | 13687904I M 65 sim ndo sim nao GDP+VB 31/5/2005 13,1 13,9 3,80
56 | 3369458k F 68 sim ndo sim sim DP+VB 21/9/2001 10,5 33 3,40
57 | 13567544) M 68 sim ndo sim n3o DP+VB 3/1/2002 11,6 48,5 2,80
58 | 136811858 F 68 ndo ndo sim sim DP+VB 26/9/2006

59 |3313905C M 72 sim n3o sim sim DP+VB 20/12/1999 | 12,5 1,9 2,90
60 | 13602156l M 61 ndo DP 5/5/2005 11,1 3,3 3,70
61 2910303J M 39 nao sim GDP+VB 6/6/1993 11 5,7 3,90
62 13676766H M 32 sim ndo sim sim DP+VB 12/4/2005 11,9 0,8 3,70
63 13692377F M 42 sim nao sim nao DP+VB 28/6/2005 7,3 17 2,90
64 | 13658975K M | 45 sim n3o sim sim DP+VB 25/11/2004 | 14,4 1,2 4,40
65 | 25485388 F 53 nao sim sim sim GDP 27/8/1992 10,3 2,3 2,90
66 | 13662384B F 69 n3o DP+VB 28/12/2004 11,3 16 3,90
67 | 2901806) M 63 sim sim sim sim GDP+VB 8/3/1993 13,9 7,2 1,80
68 13450895H F 79 sim nao sim nao DP+VB 18/7/2002 12,8 2,5 4,00
69 | 28606948 M 60 sim sim sim sim DP+VB 30/7/1992 12,4 10,1 3,90
70 | 2818636H F 59 sim ndo sim sim GDP+VB 7/4/1992 11 2,5 3,90
71 | 13732448F M 58 sim DP+VB 23/5/2006 12.6 8,2 2,40
72 |2012970J F 58 sim ndo sim ndo GDP 17/12/1982 12,4 7,2

73 2750911H M 34 GDP+VB 1/1/1990

74 | 2535416B F 41 n3o sim sim sim GDP 29/6/1988 10,5 28 4,40
75 | 2510431E M 33 sim nao sim sim GDP 4/12/1987 12 15,6 4,20
76 | 136634618 M 69 DP 9/9/2005 13,6 0,9 3,10
77 | 13757874C M 46 DP+VB 7/11/2006 14,6 0,4 4,30
78 2815893K F 77 GDP+VB 4/11/1991

79 2792144E M 60 GDP 1/7/1991

80 | 13746393G F 74 ndo nao nao ndo DP 8/8/2006 10.7 0,8 4,10
81 |13719096H | M 54 sim n3o sim nio DP+VB 17/1/2006 10,3 28,1 2,80
82 | 2298291E M 30 sim ndo sim sim GDP 26/9/1983 10 5 3,80
83 2531845l M 55 nao nao sim sim DP+VB 20/3/2006 9,6 1,5 3,50
84 | 2767233l F 59 GDP 1/6/1992 11 4,20
85 | 2945535C M 55 sim nao sim nao GDP+VB 13/7/1981 9,7 27,9 2,40
86 | 2091036 F 47 sim sim n3o sim GDP+VB 15/7/1985 9,9 0,6 3,80
87 | 13739854K F 71 DP+VB 11/7/2006 14,4 2,7 2,60
88 | 2683556C F 44 sim sim sim sim GDP 21/2/1990

89 | 3338226l 2 78 sim sim sim DP+VB 16/6/2000 8,9 7,1 2,50
90 | 25065001 M 62 ndao nao ndo 2 DP+VB 10/1/2006 13,3 2,3 4,10
91 2804319E 2 58 sim sim sim sim GDP+VB 12/12/1991 10,3 3,20
92 13725124H 2 57 sim DP+VB 9/5/2006 12,6 0,3 4,20




93 | 13784253 M 64 n3o ndo sim sim DP+VB 19/6/2007 8,9 1,9 4,40
94 | 13784346E M 67 nio nio nio sim DP+VB 4/6/2007 13,9 0,6 3,50
95 | 2414399C 2 69 sim n3o GDP 30/12/1985 12,1 9,2
96 |2071719G M 39 sim n3o GDP+VB 12/1/1979 12.4 19 3,4
97 | 2485469E M 76 sim nio DP 27/5/1987 13,6 13,7

LEGENDA:

RGHC; registro geral do Hospital das Clinicas

Sexo: M, masculino; F, feminino

Procedimento: DP, duodenopancreatectomia; VB, colecistectomia; GDP,

gastroduodenopancreatectomia

%, por cento
Hb, hemoglobina
Bil, bilirrubina

g/dl, gramas por decilitro




APENDICE 2: DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Ganglios | Ganglios Inv |Inv |Inv
N Diag. patoldgico tipo histoldgico Tam | positivos | Dissecados | Grau dif | Vasc | Linf | Neur | estadio | TNM
1 adenocarcinoma padrdo intestinal 3,0 1 14 mod 0 0 0 T2N1 11B
2 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,5 0 10 mod 0 0 1 T3N1 11B
3 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,3 0 22 mod 0 1 0 T3NO 1A
4 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,0 0 6 mod 0 0 0 TINO 1A
5 adenocarcinoma padrdo intestinal 2,0 0 22 mod 1 1 0 T3NO 1A
6 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 3,0 6 28 mod 0 1 1 T3N1 11B
7 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 2,0 0 17 mod 0 0 1 T3NO 1A
8 adenocarcinoma padrdo intestinal 3,0 0 20 mod 0 0 0 TINO 1A
9 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,5 1 11 mod 0 1 1 T3N1 11B
10 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 3,0 0 13 mod 0 1 0 T3NO 1A
11 adenocarcinoma | padrio intestinal 1,0 0 10 mod 0 0o |o TINO 1A
12 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 1,7 0 15 mod 0 1 0 T3NO 1A
13 adenocarcinoma padrdo intestinal 8,0 1 20 mod 0 0 0 T2N1 11B
14 adenocarcinoma | padrio intestinal 0,7 0 mod 0 1 |0 T3NO 1A
15 adenocarcinoma | padrdo bilio - pancredtico | 3,5 4 6 pouco 0 1 1 T3N1 1IB
16 adenocarcinoma | mucinoso 3,0 0 13 mod 0 1 1 T3NO 1A
17 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 2,5 1 12 pouco 0 1 0 T3N1 11B
18 adenocarcinoma | padrio intestinal 1,5 0 11 mod 0 0 1 T3NO IIA
19 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 4,0 6 9 mod 0 0 1 T3N1 11B
20 adenocarcinoma | padrdo bilio - pancredtico | 1,8 10 15 mod 1 1 1 T3N1 1B
21 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,3 0 19 mod 0 0 0 TINO 1A
22 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,0 0 26 pouco 0 1 1 T3NO 1A
23 adenocarcinoma | padrio intestinal 3,5 0 13 bem 0 0 0 T2NO IB
24 adenocarcinoma mucinoso 3,0 0 47 bem 0 0 0 T2NO 1B
25 adenocarcinoma | mucinoso 3,0 5 16 mod 0 0 |0 T2N1 11B
26 adenocarcinoma padrdo intestinal 3,5 1 1 mod 0 0 0 T2N1 11B
27 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,9 0 23 pouco 0 0 0 TINO 1A
28 adenocarcinoma padrdo intestinal 5,0 0 16 pouco 0 1 0 T3NO 1A
29 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 1,0 0 0 bem 0 0 0 TINO 1A
30 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,5 0 18 mod 0 0 0 TINO 1A
31 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,5 3 22 mod 0 1 0 T3N1 11B
32 adenocarcinoma | padrdo intestinal 6,0 0 23 mod 0 0 0 T2NO IB
33 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 2,4 9 16 bem 0 1 1 T3N1 1B
34 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 1,2 3 4 mod 0 0 0 TIN1 11B
35 adenocarcinoma | padrio intestinal 2,5 0 15 bem 0 0 0 T2NO B
36 adenocarcinoma padrdo intestinal 15 1 pouco 0 1 0 T3N1 11B
37 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 2,0 0 4 mod 0 1 0 T3NO 1A
38 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,4 0 17 bem 0 0 0 TINO 1A
39 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 2,0 0 8 mod 0 0 0 TINO 1A
40 adenocarcinoma | padrio intestinal 3,0 0 11 mod 0 0 0 T2NO B
41 adenocarcinoma | padrio intestinal 1,2 0 6 bem 0 0 |o TINO 1A
42 adenocarcinoma | padrdo bilio - pancredtico | 1,5 0 10 bem 0 0 1 T3NO 1A
43 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,5 4 26 pouco 0 1 0 T3N1 11B
44 adenocarcinoma | mucinoso 3,5 0 16 bem 0 0 1 T3NO 1A




45 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,5 0 1 mod 0 1 1 T3NO 1A
46 adenocarcinoma | padrdo intestinal 2,2 0 38 mod 0 0 0 T2NO IB
47 adenocarcinoma padrdo intestinal 4,0 6 mod 0 1 0 T3N1 11B
48 adenocarcinoma padrdo intestinal 5,0 0 mod 0 0 0 T2NO 1B
49 adenocarcinoma padrdo intestinal 1,5 0 36 mod 0 0 0 TINO 1A
50 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 3,0 1 20 mod 0 0 1 T3N1 11B
51 adenocarcinoma | padrio intestinal 2,0 0 6 mod 1 0 1 T3NO 1A
52 adenocarcinoma | padr3o intestinal 3,0 0 24 mod 0 1 0 T3NO 1A
53 adenocarcinoma | padrdo intestinal 0,3 0 10 bem 0 0o |o TINO 1A
54 adenocarcinoma padrdo intestinal 2,5 0 24 mod 0 0 0 T2NO 1B
55 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 2,5 0 12 mod 0 1 1 T3NO 1A
56 adenocarcinoma | padrdo intestinal 3,5 0 15 bem 0 0 0 T2NO B
57 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 1,5 2 mod 1 0 1 T3N1 11B
58 adenocarcinoma | padrdo bilio - pancreético | 2,5 1 4 mod 0 1 |1 T3N1 1B
59 adenocarcinoma | padrio intestinal 2,1 0 19 mod 0 0 0 T2NO B
60 adenocarcinoma | padrdo intestinal 3,5 0 3 bem 0 0o |o T2NO B
61 adenoescamoso adenoecamoso 2,6 2 29 pouco 0 1 0 T3N1 11B
62 adenocarcinoma | padrdo intestinal 3,5 0 18 mod 0 0 |0 T2NO 1B
63 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 4,5 4 16 mod 1 1 0 T3N1IM1 | IV
64 adenocarcinoma padréo bilio - pancreatico | 2,3 1 7 mod 0 0 0 T2N1 11B
65 adenocarcinoma | padrdo intestinal 6,0 4 37 bem 0 0o |o T2N1 1B
66 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 4,3 0 bem 0 0 0 T2NO 1B
67 adenocarcinoma mucinoso 6,0 2 9 bem 0 0 0 T2N1 11B
68 adenocarcinoma | padrio intestinal 3,0 0 13 bem 0 0 |0 T2NO 1B
69 acenocarcinoma células claras 1,5 0 31 mod 0 0 0 TINO 1A
70 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,5 2 21 mod 0 1 1 T3N1 11B
71 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 2,3 0 0 mod 0 0 0 T2NO 1B
72 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 3,0 1 11 mod 0 0 0 T2N1 11B
73 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,5 0 39 bem 0 0 0 TINO 1A
74 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 2,5 0 9 mod 0 0 0 T2NO 1B
75 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,5 0 13 mod 0 0 0 TINO 1A
76 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 2,9 3 pouco 0 0 0 T2N1 1B
77 adenocarcinoma | padrdo intestinal 2 0 mod 0 0 |0 TINO 1A
78 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 2,0 0 mod 0 0 0 TINO 1A
79 adenocarcinoma padrdo intestinal 3,0 1 11 pouco 0 0 0 T2N1 11B
80 adenocarcinoma | padrdo intestinal 2,0 0 mod 0 0 |0 T1NO IA
81 adenocarcinoma padrdo intestinal 2,0 0 8 mod 0 0 0 TINO 1A
82 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,0 1 mod 0 0 0 TIN1 11B
83 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 7,0 3 10 pouco 0 0 0 T2N1 1B
84 adenocarcinoma padrao bilio - pancreatico | 2,0 0 38 mod 0 0 0 TINO 1A
85 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 3,0 0 mod 0 0 1 T3NO 1A
86 adenocarcinoma padrdo intestinal 2,5 0 4 mod 0 0 0 T2NO 1B
87 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 1,0 1 11 mod 1 1 0 T3N1 11B
88 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 3,0 0 4 mod 0 1 1 T3NO 1A
padrdo bilio -
89 adenocarcinoma | pancreaticos 4,5 0 3 mod 0 0 0 T2NO IB
90 adenocarcinoma | padrdo intestinal 2,0 0 bem 0 0 0 TINO 1A
91 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 2,5 1 7 bem 0 0 0 T2N1 11B
92 adenocarcinoma | padrdo intestinal 2,4 0 12 bem 0 0 0 T2NO B




93 adenocarcinoma | padr3o intestinal 2,0 0 14 bem 0 0 0 T1INO 1A
94 adenocarcinoma | padrdo intestinal 1,5 0 4 bem 0 0 0 T1INO 1A
95 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 3,0 2 5 mod 0 0 0 T2N1 11B
96 adenocarcinoma padrao bilio - pancredtico | 2,0 0 2 pouco 0 0 0 TINO 1A
97 adenocarcinoma padrdo bilio - pancreatico | 1,5 0 4 mod 0 0 0 TINO 1A

LEGENDA

Diag., diagnodstico

Tam, tamanho, didmetro tumoral no maior eixo

Grau dif, grau de diferencia¢do tumoral

Inv. Vasc., invasdo vascular

Inv. Linf., invasdo linfatica

Inv. Neur., invasdo neural

TNM, vide anexo 1
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93 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.0 1.0 1.0
94 0 1 0| o 1| 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1.0 1.0 1.0
95 1 0 0 1 0| o] o 0 1 0 1 1 0 1 1.0 1.0 0.0
96 1 0 0 1 o| o] o 1 1 0 1 1 0 1 1.0 0.0 1.0
97 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1.0 1.0 1.0

LEGENDA

1= positivo

2= negativo

(conforme critérios detalhados nas paginas 37 a 39)




APENDICE 4: DADOS RELATIVOS A SOBREVIVENCIA

N status Data do 6bito Ultimo Contato Sobrevivéncia

1 1| 01/12/03 01/12/03 53,688
2 0 05/05/08 83,079
3 1(01/06/01 01/06/01 46,126
4 1 01/02/05 71,342
5 0 05/05/08 166,59
6 1|03/01/97 03/01/97 14,926
7 0 05/05/08 49,479
8 1| 01/09/04 01/09/04 63,912
9 1|01/04/04 01/04/04 65,819
10 0 17/09/03 51,123
11 OIH 09/06/96

12 0 05/05/08 112,08
13 1|01/12/00 01/12/00 15,058
14 OIH

15 OIH

16 0 05/05/08 158,7
17 0 08/01/08 39,814
18 0 05/05/08 84,164
19 1|01/06/01 01/06/01 28,438
20 1| 01/01/00 01/01/00 38,729
21 0 05/05/08 148,41
22 1(11/12/99 11/12/99 30,049
23 0 05/05/08 82,948
24 0 29/03/06 136,67
25 1|12/12/04 12/12/04 30,115
26 1|08/08/00 08/08/00 20,745
27 1(01/05/03 05/05/08 132,99
28 1|12/06/04 12/06/04 87,353
29 0 05/05/08 123,12
30 0 05/05/08 65,326
31 1|01/01/00 01/01/00 12,592
32 0 05/05/08 105,4
33 1|01/02/95 01/02/95 7,2
34 0 11/11/07 269,03
35 0 12/12/07 136,08
36 1| 1/11/05 01/11/05 31,562
37 1(01/01/05 01/01/05 20,745
38 0 05/05/08 70,849
39 0 17/11/06 72,164
40 0 05/05/08 88,8
41 0 08/01/08 62,597
42 0 08/08/07 47,474
43 1| 13/09/05 13/09/05 26,005
44 0 11/04/07 35,934




45 0 05/05/08 40,932
46 1{01/02/06 01/02/06 64,241
47 1(01/02/99 01/02/99 22,093
48 0 05/05/08 137,82
49 1| 12/07/07 12/07/07 127,96
50 1(01/02/06 01/02/06 123,39
51 0 07/01/08 67,627
52 0 01/11/00 19,627
53 1{01/02/98 01/02/98 35,901
54 1(01/07/98 01/07/98 59,441
55 0 08/01/08 31,299
56 0 21/11/03 26,005
57 1(10/12/02 10/12/02 11,211
58 1| 01/10/07 01/10/07 12,164
59 1(12/04/01 12/04/01 15,748
60 0 05/05/08 36,033
61 0 08/01/08 175,2
62 0 05/05/08 36,789
63 1| 12/12/05 12/12/05 5,4904
64 0 05/05/08 41,326
65 1|01/05/03 01/05/03 128,19
66 0 09/09/07 32,384
67 0 08/01/08 178,16
68 0 04/01/08 65,622
69 1|15/05/94 15/05/94 21,501
70 1{01/02/05 01/02/05 153,96
71 0 05/05/08 23,441
72 1|21/08/86 21/08/86 44,153
73 1(21/01/03 21/01/03 156,76
74 1(01/05/91 01/05/91 34,06
75 0 01/02/06 218,1
76 1|01/06/04 12/04/07 19,068
77 0 05/05/08 17,918
78 1| 13/07/06 13/07/06 176,38
79 1| 01/09/98 01/09/98 86,104
80 1| 06/09/06 06/09/06 0,9534
81 0 05/05/08 27,584
82 1| 01/02/04 01/02/04 244,37
83 0 05/05/08 25,545
84 0 04/08/03 134,17
85 1| 05/05/08 05/05/08 321,96
86 0 19/09/07 266,33
87 1| 02/08/07 02/08/07 12,723
88 1(01/11/05 01/11/05 188,45
89 1|03/04/01 03/04/01 9,5671
90 0 05/05/08 27,814
91 1|15/11/92 15/11/92 11,145
92 0 03/01/08 19,858




93 0 05/05/08 10,553

94 0 05/05/08 11,047

95 0 05/05/08 268,34

96 1| 01/03/01 01/03/01 265,78

97 0 07/01/08 247,56
LEGENDA

Status: 0, vivo; 1, ébito

OIH: dbito intra-hospitalar




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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