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Resumo

A identificacdo de metastases ganglionares em pecas cirtirgicas de cancro colorretal (CCR) é
crucial para o sistema de estadiamento TNM, tendo valor progndstico. Apesar de ser recomendado isolar
um ndmero minimo de 12 ganglios linfaticos (GL) durante o exame macroscdpico, tal nem sempre é
conseguido. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os métodos de dissecao ganglionar descritos
naliteratura, paraidentificar o mais eficaz noisolamento de GL em pecas cirdrgicas de CCR e o seuimpacto
no estadiamento. Dos 41 artigos analisados foram identificados dois métodos para otimizacao da
dissecao ganglionar. O primeiro baseia-se na utilizacao de solucoes reveladoras de GL que contribuem
paraoisolamento de GL de menores dimensoes, dado que alguns estudos mostram que um maior nimero
de GL pode aumentar a precisdao do estadiamento e contribuir para uma decisao terapéutica mais
adequada. O segundo método foca-se na dissecao ganglionar seletiva de acordo com a distancia dos GL
a regiao tumoral, pois o nimero de GL metastizados tende a diminuir com o aumento da distancia ao
tumor, podendo nao haver vantagem na andlise total nao dirigida dos GL. Embora os resultados destes

métodos sejam promissores, Sao necessarios mais estudos multicéntricos para a sua validacao.

Palavras-chave: cancro colorretal, ganglios linfaticos, métodos de dissecao ganglionar, estadiamento.



Abstract

The identification of lymph node (LN) metastases in surgical specimens of colorectal cancer (CRC)
is crucial for TNM staging, having high prognostic value. Although it is recommended to isolate a minimum
number of 12 LNs during macroscopic examination, this is not always achieved. The aim of this study was
to evaluate the LN dissection methods described in the literature, to identify the most effective method for
isolating LNs in CRC surgical specimens and its impact on staging. Of the 41 articles analyzed, two
methods for optimizing LN dissection were identified. The first is based on the use of LN revealing
solutions that contribute to the identification of smaller LNs, given that some studies show that a higher
number of LNs can increase the accuracy of the staging and contribute to a more appropriate therapeutic
decision. The second method focuses on selective LN dissection according to the distance of the LNs to
the tumor, and that there may be no advantage in the total arbitrary analysis of the LNs. Although the

results of these methods are promising, more multicenter studies are needed for validation.

Keywords: colorectal cancer, lymph nodes, lymph node dissection methods, staging
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1. Introducao

0 cancro colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais frequentes em todo mundo, tendo sido a
terceiraneoplasia com maior incidéncia e a sequnda com maior taxa de mortalidade em Portugal, sequndo
dados de 2020 (1).

Os fatores de risco associados ao CCR incluem o consumo de alimentos processados e de dlcool,
assim como o excesso de gordura corporal, principalmente abdominal (2). A predisposicao genética é
também um fator de risco importante nestas neoplasias, uma vez que o risco aumenta em pacientes com
sindromes genéticos, como a sindrome de Lynch ou a polipose adenomatosa familiar (3).

0 CCR desenvolve-se de forma insidiosa, o que leva a que ndo seja detetado em fases precoces
da doenca (2). Com a implementacao de métodos de rastreio na populacao, como uma ferramenta de
rotina, levou a um aumento do nimero de lesdes neopldsicas detetadas em pacientes assintomaticos (3).

Em Portugal, o rastreio do CCR realiza-se através de um teste primario para pesquisa de sangue
oculto nas fezes, em populacao assintomatica entre os 50 e os 74 anos e sem outros fatores de risco
associados (4). Nesta estratégia, doentes com o teste positivo para a pesquisa de sangue oculto nas fezes,
é proposta a realizacao de colonoscopia. Aquando da realizacao da colonoscopia, é realizada uma
observacao minuciosa damucosa e arealizacao de bidpsias nas dreas suspeitas para efetuar um exame
anatomopatoldgico, de forma a confirmar microscopicamente a presenca/auséncia de lesao (4). A
colonoscopia pode estar associada também a exames radioldgicos, como a tomografia computorizada,
nos casos em gue sao detetadas massas tumorais (5). A combinacdo entre o rastreio endoscdpico e o
conhecimento de que a maioria dos CCR surgem através dos adenomas constitui uma oportunidade para
aprevencao do CCR (2).

0 adenocarcinoma colorretal é a neoplasia mais comum do trato gastrointestinal, distribuindo-se
topograficamente de forma equitativa (2). A localizacao das lesdes do CCR e o seu padrao de crescimento
macroscopico exibem influéncia na sua apresentacao clinica. Os indicadores de progndstico mais
importantes sdo a extensao do tumor, o envolvimento das margens cirtirgicas e/ou da serosa e
perfuracao da parede pelo tumor (2).

A extensao da resseccao cirurgica depende essencialmente do tipo de lesao presente. Em
cirurgias com intencao curativa, é realizada uma resseccao mesentérica mais alargada com remocao dos
GL regionais. No entanto, devido a dificuldades cirdrgicas, mesmo em cirurgias com intencao curativa, por
vezes a resseccao mesentérica é restritiva, facto que leva a um menor ndmero de GL isolados. Existem
diversos tipos de resseccdes cirtirgicas dependendo da localizacao das lesdes presentes (5).

0 exame anatomopatoldgico das resseccoes cirdrgicas do CCR apresenta um papel determinante
no progndstico do paciente, assim como na selecao do tratamento adjuvante mais adequado (6). Uma

abordagem sistemadtica e concisa das caracteristicas do tumor no exame macroscopico destas amostras



cirdrgicas, é fundamental para garantir que todas as informagdes necessarias para o diagndstico do
paciente se encontram no relatdrio final, sendo também importante referir sempre a distancia as margens
cirdrgicas e a profundidade de invasao (6).

O exame macroscopico inclui a pesquisa e isolamento de GL no tecido adiposo
mesocdlico/mesorreto. A estimativa do nimero de GL isolados neste tipo de amostras cirtirgicas
desempenha um papel crucial no estadiamento destes doentes, sendo importante para a determinacao
do melhor plano de tratamento para o doente, uma vez que as estratégias terapéuticas variam entre os
grupos de pacientes com GL metastizados e doentes sem presenca de GL metastizados (6,7). Em
pacientes com estadio [l com GL negativos, um niimero de GL isolados inferior ao recomendado constitui
um fator de risco e pode ser um fator decisivo para o inicio de tratamentos adjuvantes (8).

0 sistema de estadiamento mais utilizado em CCR é o Tumor, GL e Metastase (TNM) (do inglés,
Tumor, Node e Metastasis) (9). O estadiamento N é um marcador de progndstico com elevada
significancia, uma vez que, a presenca de metastases nos GL regionais reduz a taxa de sobrevivénciaa 5
anos de 90% para70% (8).

A avaliacao do nimero minimo recomendado de GL é essencial para assegurar a qualidade da
dissecao ganglionar, o que nem sempre é possivel (10-12). Por isso, apesar de alguns autores defenderem
que uma linfadenectomia regional deverad incluir, idealmente, 12 ou mais GL, esse nimero nem sempre é
atingido na pratica.

Aidentificacao de métodos que permitam otimizar a dissecao ganglionar em amostras cirdrgicas
de CCR é essencial, de forma a potenciar a qualidade da técnica convencional, garantindo que esta permite
isolar GL de menores dimensades e que o himero minimo recomendado € atingido, mas evitando o atraso

na emissao do relatdrio anatomopatoldgico (6,7,13).



2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivos pesquisar os diferentes métodos de dissecao ganglionar
descritos na literatura, de forma a identificar qual o método mais eficaz no isolamento de GL nas pecas
cirdrgicas de CCR. Pretende-se avaliar, ainda, se estes métodos contribuem para o aumento do ndmero
de GL dissecados, nomeadamente de GL metastizados, e avaliar o seu impacto no estadiamento dos
pacientes e consequente decisao terapéutica, assim como no processo laboratorial e a suaimplicanciano

tempo para obtencao do diagndstico.



3. Métodos

Esta revisao bibliogrdfica foi realizada, tendo por base a metodologia PRISMA, a partir de artigos
presentes nas bases de dados PubMed, B-On e Google Scholar. Para essa pesquisa foram usadas
palavras-chave como lymph node, colon cancer, lymph node yield, rectal cancer, revealing solutions e
distance from tumor (14). Na pesquisa foram usados os seguintes critérios de inclusdo: estudos
observacionais ou experimentais usando amostras de CCR. Os critérios de exclusao foram estudos
realizados noutras topografias ou em animais.

Numa primeira fase de selecao, foi realizada a leitura do titulo e do resumo de todos os artigos
encontrados. Os artigos que mostraram cumprir os critérios de inclusao e que se encontravam dentro do
tema de pesquisa foram submetidos a uma leitura integral do seu contelddo para posterior analise e

redacao deste trabalho.



4. Resultados

0 ndmero total de artigos encontrados nas 3 bases de dados utilizadas para a pesquisa foram de
167 (Figura 1). Destes, foram excluidos 29 por duplicacdo nas bases de dados e 49 por nao fornecerem
informacoes Uteis para o tema em estudo, tendo apenas 42 artigos cumprido os critérios de inclusao para

aredacao deste trabalho (Figura 1).

o Artigos identificados
| (n=113)
& PubMed (n=74) > | Artigos duplicados excluidos (n=29)
£ B-On (n=38)
= Google Scholar (n=55)
\ 4
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g
5
(7]
& Vv
Artigos avaliados para elegibilidade | Artigos excluidos por nao irem de
(n=90) “"| encontro ao objetivo do trabalho (n=49)
A4

Artigos incluidos no trabalho
(n=41)

v
(=}
=]
=
]
=

Figura 1 - Esquema representativo do processo de selecao dos artigos para leitura e redacao do presente estudo, baseado na
metodologia PRISMA (14).



41. Cancro colorretal: estadiamento

0 estadiamento do cancro no momento do diagnéstico anatomopatoldgico é um fator chave para
definir o progndstico e é uma ferramenta fundamental para determinar o tratamento adequado para os
pacientes. Existem diversos sistemas de estadiamento, sendo o mais utilizado na pratica clinica o sistema
TNM desenvolvido pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) em colaboracao com a Union for
International Cancer Control (UICC). Este sistema de estadiamento classifica os tumores segundo o
tamanho e/ou a profundidade de invasao do tumor primdrio (T), o envolvimento dos GL regionais (N) e a
presenca ou auséncia de metastases a distancia (M) (9).

0O sistema de estadiamento TNM pode ser subdividido em diversas classificagoes, de acordo com
o momento de avaliacdo do paciente. Entre estas classificacdes, as predominantes sao a clinica (CTNM) e
a patolégica (pTNM). O sistema de estadiamento pTNM ¢é baseado no sistema cTNM que é
complementado com a informa obtida apds a avaliacao anatomopatoldgica das amostras cirtirgicas (9). 0
sistema de estadiamento mais utilizado na avaliacao de CCR é o pTNM.

0 estadiamento pT no CCR tem por base a profundidade de invasao do tumor, sendo dividido em
Tis, quando existe apenas invasao da lamina prdpria, T1quando existe o envolvimento da submucosa, T2
quando ocorre invasao através da submucosa mas nao da muscular prépria, e T3 quando ha invasao
através da muscular prépria (Figura 2A) (15).

O estadiamento pN é relativo ao envolvimento dos GL por metdstases identificadas
microscopicamente. Os GL estao geralmente localizados ao longo do percurso dos vasos sanguineos que
irrigam o cdlon e o reto, ao longo do sistema vascular das arcadas da artéria marginal e adjacentes ao
c6lon, isto €, ao longo do tecido mesocdlico do cdlon (Figura 2B) (15). Os GL sao classificados como pNO
quando histologicamente todos os GL isolados sao negativos, também o estadiamento pN1 e pN2 sao
atribuidos quando saoisolados 1a 3 GL positivos e 4 ou mais GL positivos, respetivamente (Tabela 1) (15).

Para adissecao ganglionar em amostras cirtirgicas de CCR, a AJCCrecomenda que sejamisolados
no minimo 12 GL em cirurgias curativas (15). No caso de pacientes que receberam terapia neoadjuvante, a

AJCC admite que poderao estar presentes um nimero inferior de GL na amostra (15).
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Figura 2 — A: Esquema representativo do estadiamento T do sistema TNM em cancro colorretal; B: Esquema representativo da
localizacao dos ganglios linfaticos, agrupados por cores, ao longo do célon e do reto. Adaptado de AICC Cancer Staging Manual 8th
Edition (15).

Tabela1- Critérios de classificacdo da estadiamento N em cancro colorretal (15).

Categoria N Critério

NX GL regionais nao identificados

NO Sem evidéncia de metastases nos GL

N1 1a 3 GL regionais sao positivos (tumor presente nos GL mede 20,2mm) ou qualquer niimero de depdsitos
de tumor estdo presentes e todos os GL sao positivos

Nla 1GL regional é positivo
N1b 2 ou 3 GL regionais sdo positivos
N1c Nenhum GL regional é positivo, mas existem depdsitos tumorais na subserosa, no mesentério ou em

tecidos pericélicos ou perirretais/mesorretais nao peritonizados

N2 4 oumais GL regionais sao positivos ‘
N2a 4 a 6 GL regionais sdo positivos
N2b 7 ou mais GL regionais sao positivos ‘

GL - ganglios linfaticos.

O estadiamento M, é classificado através da presenca ou auséncia de metdstases, onde MO
corresponde a nao detecao de metastases a distancia e M1 quando sao identificadas metdstases a
distancia num ou mais 6rgaos ou metastases peritoneais; de referir que a categoria M1 nao é determinada
pelo sistema de estadiamento pTNM, (15).

Os diferentes estadios, sao grupos progndsticos, baseando-se na combinacao dos
estadiamentos T, N e M e em fatores de progndstico relevantes para os pacientes (Tabela 2). O seu
objetivo é definir grupos de estadios que sejam reprodutiveis e facilmente comunicados, sendo
denominados com numeracao romanade | até V. O estadio O € utilizado para descrever neoplasias in situ
sem risco de metastizacao. O estadio | é caracterizado por tumores pequenos sem invasao tumoral dos
GL, os estadios Il e Ill sao caracterizados por neoplasias maiores em que o ha propagacao do tumor para
os GL, sem afetar outras topografias e o estadio 1V, 0 mais avancado da doenca, que é caracterizado pela

propagacao do tumor para outras topografias mais distantes do tumor primario (9).



Tabela 2 - Relacdo entre o estadio e o sistema de estadiamento TNM em cancro colorretal (15).

Sistema TNM

T N M
0 Tis NO MO
| T1,T2 NO MO
Il T3,T4a,T4b NO MO
i Qualquer T N1,N2 MO
IV Qualquer T Qualquer N M1

T —tumor; N — ganglios linfaticos; M - metastases

0 isolamento dos GL desempenha entao um papel crucial no sistema de estadiamento pTNM e,
consequentemente, no progndstico dos pacientes, sendo necessdrio garantir a qualidade e eficiéncia da

técnica de dissecao ganglionar (16).



42. Dissecao ganglionar

O objetivo da realizacao das resseccoes cirtirgicas em pacientes com CCR é remover o tumor
deixando as margens livres de lesao, incluindo o tecido adiposo circundante onde se encontram os vasos
e ganglios linfaticos, prevenindo a propagacao do tumor (17).

O ndmero de GL isolados depende de diversos fatores, nomeadamente, dos inerentes ao paciente
(género, idade e indice de massa corporal) sendo o mais importante o tratamento com terapia
neoadjuvante, das caracteristicas do tumor (localizacao, grau, tamanho e estadiamento) e tipo de cirurgia
(Figura 3). Além destes, tem também impacto a experiéncia do patologista ou técnico que realiza a

dissecao ganglionar no momento do exame macroscépico (18,19).

Figura 3 - Tipos de resseccdes cirirgicas de cancro
colorretal. A até C ileo-colectomia; A/B até F:
hemicolectomia direita; G até |: hemicolectomia esquerda; J
e K: sigmoidectomia; A/B até J: colectomia subtotal; A/B
até K: colectomia total; A/B até L: proctocolectomia.
Adapatado de Histopathology Specimens (5).

Existem diversas recomendacdes em relacao ao nimero minimo adequado de GL a serem
isolados em amostras cirdrgicas de CCR (13,15). As recomendacoes da AJCC sao as mais utilizadas,
aconselhando a que sejamisolados 12 GL no minimo, tendo por base o sistema de estadiamento TNM (15).
Porém, diversos estudos defendem que devem ser isolados todos os GL presentes na amostra,
aumentando a probabilidade de encontrar GL metastizados e, assim, obter um estadiamento mais preciso,

bem como taxas de sobrevivéncia dos pacientes mais ajustadas (20,21).



No entanto, o diagndstico anatomopatoldgico exige celeridade, estando o tratamento
subsequente do paciente dependente deste diagndstico. Torna-se mandatario otimizar as técnicas
laboratoriais passiveis de serem abreviadas, como é o caso da técnica de dissecao ganglionar, de formaa
promover uma orientacao terapéutica atempada.

A dissecao ganglionar em amostras cirdrgicas de CCR corresponde a Ultima etapa do registo
macroscopico e, normalmente, € realizada através de uma técnica convencional que consiste na seccao
do tecido adiposo em fatias com uma espessura de 5 a 10mm e a sua posterior inspecao e palpacao para
identificacao e isolamento de GL. Esta técnica é trabalhosa e minuciosa e consome muito tempo ao
patologista ou técnico que a executa. Além disso, esta técnica nem sempre € eficaz para o isolamento de
GL com dimensdes inferiores a5 mm (16,18,22,23).

Johnson et al mostraram que apenas 22% dos casos estudados apresentavam 12 ou mais GL
dissecados em amostras cirtirgicas de CCR quando se recorre a utilizacao da técnica convencional (24).
Outros estudos exploratdrios e observacionais demonstraram que ao longo dos anos o nimero de GL
isolados tem vindo a aumentar, devido a uniformidade das normas para a dissecao ganglionar (11,25).
Parsons et al verificaram que em quatro anos a percentagem de casos com mais de 12 GL isolados subiu
de 46,8% para 73,6%, assim como O’'Shea et alque em sete anos verificaram um aumento de 69,4% para
92,9% (11,25).

Quando o ndmero de GL isolados € inferior ao recomendado, o College of American Pathologists
(CAP) sugere que seja realizada uma sequnda dissecao ganglionar ou que se recorra a técnicas adicionais
(16).

Existem estudos que avaliam a eficacia de uma segunda dissecao ganglionar quando o nimero
de GL isolados € inferior ao nimero recomendado, como € o caso do estudo de Tran et al, que concluiram
que uma seqgunda dissecao permite diminuir o nimero de casos com menos de 12 GL (8). Estes resultados
apresentaram impacto tanto em pacientes com GL positivos como com GL negativos, melhorando a
qualidade da dissecao e, consequentemente, a acuracia do estadiamento. Todavia, uma segunda dissecao
requer trabalho adicional e atrasos na emissao do relatdrio anatomopatoldgico (8).

De forma a combater esta problemadtica, ao longos dos ultimos anos diversos autores tém
estudado o beneficio da utilizacao de métodos complementares que permitam uma dissecao e

identificacao mais eficiente dos GL (22).

421. Otimizacao da técnica de dissecao ganglionar

As amostras necessitam de ser dissecadas por profissionais de Anatomia Patoldgica treinados
de forma a providenciar uma pesquisa de GL apropriada, para que o resultado final seja um estadiamento

adequado e fidvel (22).
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O ndmero minimo de GL a ser isolado em amostras cirtirgicas de CCR nem sempre é atingido,
principalmente em pacientes que receberam tratamentos neoadjuvantes, onde a dimensao dos GL é
reduzida, dificultando a tarefa de dissecao ganglionar (10). Outros fatores, como o tempo de fixacdo e a
experiéncia de quem realiza a dissecdo, podem levar ainadequada identificacdo dos GL (10). Estes fatores
podem levar a que pacientes com estadio Il com pNO e menos de 12 GL isolados sejam considerados de
alto risco de estadio IlI, levando a realizacdo do tratamento adjuvante (17,26,27).

Nas ultimas décadas tém vindo a ser estudadas novas formas que permitam otimizar a técnica
convencional de dissecao ganglionar, fazendo com que esta se torne mais rapida e eficaz.

Através da pesquisa bibliogrdfica foi possivel encontrar duas formas descritas na literatura que
auxiliam esta tarefa, como é o caso do recurso a solugdes reveladoras de GL e a dissecao ganglionar
seletiva de acordo com a distancia dos GL a regiao tumoral, que sao exploradas nos subcapitulos

seguintes.

4.2.1.1. Solucoes reveladoras de ganglios linfaticos

Muiltiplas técnicas tém vindo a ser usadas e testadas de forma a melhorar a dissecao ganglionar,
que vao desde métodos que permitem clarear o tecido adiposo até aos métodos que evidenciam os GL
através da injecao intra-arterial com azul de metileno (27).

A pesquisa bibliografica efetuada permitiu identificar 20 artigos que relatam a utilizacao das
solucdes reveladoras de GL na dissecao ganglionar em amostras cirdrgicas de CCR (6,10,31-
40,12,16,18,20,23,28-30). Na Tabela 3 encontram-se, de forma resumida, a composicao das solucoes, o
procedimento e atonalidade dos GL (Figura 4) de cada uma das diferentes solucdes encontradas descritas
na literatura. A maioria das solucoes é constituida por etanol absoluto e de acido acético glacial, que por
desnaturacdo das proteinas, tornam os GL mais esbranquicados e, consequentemente, mais facilmente
identificaveis (16,26,29).

Em relacao ao protocolo verifica-se que a maioria das solucoes requer a submersao do tecido
adiposo na solucao durante um periodo nao desprezivel, a exce¢ao da solucao de azul de metileno, em que
é efetuada ainjecao da solucao através da artéria mesentérica presente na amostra, imediatamente apds
a cirurgia, sendo um procedimento que exige a cooperacao entre o cirurgiao e o laboratério de Anatomia

Patoldgica.
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Tabela 3 - Solucdes reveladoras de ganglios linfaticos utilizadas para a disse¢ao ganglionar em amostras de cancro colorretal.

Solugdes reveladoras de ganglios linfaticos

Procedimento

Tonalidade dos

Composicao — - e
Técnica Duracao ganglios linfaticos
10L etanol absoluto + 3,4L
dgua destilada +1,6L Submersao do tecido .
12h a14h Esbranquicados
formaldeido a 40% +1,0L acido adiposo e
acético glacial
1280mL etanol absoluto
e filtrado +160mL formaldeido a Submersio do tecido
- 40%+160mL &cido acético . 14h a16h Rosados
(18) . . adiposo
glacial + 0,3mL eosina-Y
aquosa
1 L de col Incubaca luca
~ m.g/.m eco awgenase + ncubacao com a solugdo 30260 min
Solucoes tripsina + tampao salino {(1mL por cada 3g) a 40°C
enzimaticas 0,5mg/mL de colagenase + Incubacs e Esbranquicados
(12.20) 5 Ldeli + tamD3 ncubacado com a solugao 10mi
mg/mL de |Pase ampao (ImL por cada 3g) a 40°C min
salino
Solugdo de 60% etanol absoluto + 30% Submerso do tecido
Carnoy cloroférmio +10% acido adinoso 24ha48h Esbranquicados
(3132 acético glacial P
- Submers.ao do tecido >4h
S adiposo
0 u;ato € Submersao do tecido
a Xilol adiposo (num 18h Esbranquicados
clearance .
(34-36) processador de tecidos)
Submersao do tecido
Etanol absoluto N . ! 24h
adiposo
Solucao de
S5mLd Id tileno + Injecao da soluga
azu.l de mL de azu ~ e mt? ileno njeglac? a solugao na > 25min Azulados
metileno 15mL de solugdo salina a 0,9% artéria da amostra
(37)

distilled water e formaldehyde 40% ; h — horas; min — minutos

GEWF - glacid acetic acid, absolute ethanol, destiles water e formaldehyde 40%; RE-GEWF - recycle, eosin, glacid acetic acid, absolute ethanol,

'Ellllllv

Figura 4 - Aspeto dos ganglios linfaticos (setas vermelhas) apds o tratamento com
as diferentes solucdes reveladoras. A: GEWF (23); B: RE-GEWF (18); C: Métodos de
dissociacao (12); D: Solugdo de Carnoy (31); E: Método de fat clearance (34); F:

Solucdo de azul de metileno(43).
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42111. Solucoes de GEWF e RE-GEWF

A solucao de Glacid acetic acid, absolute Ethanol, distilled Water e Formaldehyde (GEWF),
constituida por dcido acético glacial, etanol absoluto, agua destilada e formaldeido a 40%foi descrita pela
primeira vez por Lillie et alem 1949, como sendo uma solugao segura para o utilizador, econémica, de facil
preparacao e utilizacao quando comparada com outras solucoes (16,18).

Newell et al desenvolveram um estudo onde tinham como objetivo verificar a utilidade da solucao
de GEWF em amostras cirtirgicas de CCR (23). Neste estudo, a utilizacdo da solucao de GEWF levou a um
aumento do nimero médio de GL isolados comparativamente a técnica de dissecao convencional, de 6,8
para 10,2. Os autores verificaram também um aumento do ndmero total de GL metastizados, de 41 para
82 quando utilizada a solucao. Os autores concluiram que a implementacao desta solucao poderia ter um
impacto positivo na melhoria do estadiamento deste tipo de amostras, dado que o aumento do ndmero de
GL isolados se traduziu também no aumento do nimero de GL metastizados (23).

Os estudos de Iversen et al e Gregurek et al tinham um objetivo semelhante ao de Newell et al
(28,29). Em ambos, o nimero médio de GL e a percentagem de casos com mais de 12 GL isolados, foi
superior no grupo onde foi utilizada a solucao de GEWF comparativamente ao grupo onde foi realizada a
técnica convencional (28,29). Contudo, contrariamente ao obtido por Newell et al, nenhum dos outros
estudos comprovou que o aumento do niimero de GL teve impacto no estadiamento dos pacientes, visto
que nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas no que diz respeito ao nimero de GL
metastizados (28,29).

Gregurek et al avaliaram também as diferencas que os patologistas sentiam na facilidade da
dissecao ganglionar, verificando que a maioria nao sentiu diferengas significativas com recurso a esta
solucao comparativamente a técnica convencional (29). Concluiram que, apesar de estudos anteriores
obterem bons resultados com o recurso a solu¢ao de GEWF, os seus resultados nao foram de encontro ao
esperado, nao se tendo verificado diferencas estatisticamente significativas na dissecao quando se utiliza
a solucao de GEWF e a técnica convencional (29).

Horne et al, fizeram um estudo comparativo, usando a solucao de GEWF e a uma fixacao
prolongada com solucdo aquosa de formaldeido tamponada a 4% (FT). Os resultados deste estudo
mostraram que os resultados obtidos no grupo da solu¢ao de GEWF foram similares aos obtidos no grupo
das amostras colocadas em FT por mais 24h numa segunda dissecao ganglionar, nao havendo um
aumento significativo de GL positivos isolados. Apenas dois casos apresentaram aumento de
estadiamento de pNO para pN1, o que vai de encontro ao relatado nos dois estudos descritos
anteriormente (10).

Yeh et almodificaram a solucao e procedimento descritos por Newell et al. A sua solucao continha
acido acético glacial (10%), formaldeido a 40% (80%) e etanol absoluto (10%) e a amostra era colocada

nesta solucao dentro de um cilindro de vidro, durante 3 horas a 60°C, de forma a reduzir o tempo de
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processamento das amostras de CCR. Posteriormente, foi realizada a dissecao ganglionar pelo processo
similar ao da técnica convencional, sendo que os GL se tornaram mais esbranquicados e facilmente
identificdveis. Comparativamente a técnica convencional, a média de GL isolados foi superior com o
recurso a solucao de GEWF, 14 e 21 respetivamente. O uso desta solucao permitiu um aumento da
percentagem de casos com 12 ou mais GL (11,4%). Contudo nenhum dos estudos observaram diferencas
estatisticamente significativas no que diz respeito ao nimero de GL positivos. Nao se verificaram
alteracoes microscdpicas morfoldgicas significativas na coloracao de hematoxilina e eosina (HE) e
imunohistoquimica (IHQ) (16).

Ma et al, de forma a otimizar o nimero de GL isolados sem atrasar a emissao final do relatério
anatomopatoldgico, e minimizando os custos, propuseram a utilizacao de uma solucao modificada da
solucao de GEWF, designada por RE-GEWF (do inglés, Recycle , Eosin , Glacid acetic acid, absolute
Ethanol, distilled Water e Formaldehyde 40%). A grande diferenca desta solucdo para a de GEWF é a
utilizacao de etanol reciclado, ou seja, etanol utilizado para o passo de desidratacao na coloracao de HE
filtrado, e de eosina, que fornece aos GL uma tonalidade rosada tornando-os mais facilmente detetdveis
(18). Para isso compararam a eficdcia da solucao de RE-GEWF em 55 casos submetidos a técnica de
dissecao ganglionar convencional, 33 deles onde foram isolados menos de 12 GL e 22 deles onde foram
isolados mais de 12 GL (grupo controlo) (18).

No geral, apds a imersao da solucao de RE-GEWF, observou-se um aumento do nimero de GL
isolados (46%) e uma diminuicao da dimensao média dos GL comparativamente ao momento da primeira
dissecao ganglionar (2,07mm vs. 3,45mm). No grupo onde foram isolados menos de 12 GL, apés o uso da
solucao de RE-GEWF, a média de GL aumentou de 9,80 para 18,43, permitindo que 66,7% dos casos
alcancem o nimero minimo de GL recomendado para um estadiamento adequado (18).

No que diz respeito ao estadiamento, verificou-se que o aumento do ndmero de GL isolados
interferiu com o nimero de GL positivos, o que levou a uma alteracao do estadiamento pN de 7 casos.

Apesar de todos os autores terem concluido que o recurso a solucao de GEWF permitia um
aumento no nimero de GL isolados, apenas Newell et al e Ma et al verificaram que este aumento,

apresentava um impacto significativo no estadiamento dos pacientes (18,23).

4.2112. Solucoes enzimaticas — método de dissociacao

0 método de dissociacao do tecido adiposo de amostras cirdrgicas de CCR permite a clara
visualizagao dos GL, facilitando a sua detecao diretamente da amostra através do uso de solugdes
enzimdticas (20). A digestao enzimatica pode ter uma duracao maxima de uma hora, sem causar efeitos
adversos na coloracao de HE nem na IHQ (20).

Fujino et al descreveram este método pela primeira vez em 2014, recorrendo as enzimas

colagenase e tripsina, enquanto Maeda et al , recorreram a uma solucao comercializada composta por
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colagenase e lipase (12,30). Em 2020, Fujino et al voltaram a testar a utilidade do método de dissociacao
quanto ao tempo despendido na dissecao ganglionar e nimero de GL isolados, com uma solucao de
colagenase e lipase (20).

No primeiro estudo, em 2014, Fujino et alforam utilizadas 19 amostras de CCR onde inicialmente
foi feita uma primeira dissecao ganglionar através da técnica convencional. Posteriormente, o tecido
adiposo foi dividido em duas partes, uma onde foi realizada uma segunda dissecao pela técnica
convencional e outra onde se recorreu ao método de dissociacao com recurso a cologenase e a tripsina
(Figura 5A) (12). J4 no segundo estudo, em 2020, foram utilizadas 118 amostras, que foram divididas em
dois grupos, um em que a dissecao foi realizada pela técnica convencional e o outro onde a dissecao
ganglionar foi realizada apds a digestao enzimdtica do tecido adiposo com recurso a cologenase e alipase
(Figura 5B) (20).

y e Surgical resection Palpation method (PM)
Surgically resected mesenteries : | :

} Isolate lymph nodes manually

\ ‘ ’ . Histological
\ examination
)
\ </ ) Fat-dissociation method (FM)
Searched mesentery was cut to two parts | <X ’_/ Isolare lymph nodes manually after reducing fat
¢ "
One was re-searched [ i One was re-searched R Histological
by manual palpitation : |: \ . W\ . . exami?lgtion

A e Do B ™Y

Figura 5 — Esquema representativo dos métodos utilizados por Fujino et al. A: Método utilizado no estudo de 2014 (12); B: Método
utilizado no estudo de 2020 (20).

Apds a digestao enzimadtica, verificou-se a desintegracao da maioria do tecido adiposo, ficando
evidentes as estruturas vasculares e os GL localizados em seu redor. Este método nao s6 facilitou a
identificacao dos GL, como também levou a diminuicao do tempo despendido na dissecao ganglionar,
relatado como sendo 3 vezes inferior ao tempo despendido com a técnica convencional de dissecao
ganglionar (12,20). Também o ntimero médio de GL isolados foi superior com o recurso as solugdes de
ambos os estudos, contudo, em relacao ao nimero de GL positivos nao se verificaram diferencas
estatisticamente significativas (12,20).

Maeda et al, contrariamente a Fujino et al recorreram a uma solu¢dao composta por cologenase e
lipase. Selecionaram 20 amostras de CCR, onde a primeira dissecao ganglionar foi realizada
imediatamente apds a cirurgia utilizando a técnica convencional. A sequnda dissecao foi realizada apds a
digestao com a solucao enzimatica, que foi injetada no tecido adiposo e posteriormente a amostra foi
submersa na solu¢ao em banho-maria a 372C por 40 a 60 minutos. Apés este periodo foi realizada nova

pesquisa de GL para exame histopatoldgico (30).
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A média de GL isolados na primeira dissecao foi de 13 por amostra, enquanto na sequnda o
ndmero médio de ganglios isolados foi de 20, valor mais alto e estatisticamente significativo (30). Na
segunda dissecao apenas foi identificado um GL positivo, nao se tendo constatado alteracées no
estadiamento. No que diz respeito as dimensoes, verificou-se que na segunda dissecao a solucao
enzimatica permitiu o isolamento de GL de menores dimensdes comparativamente a primeira dissecao
(4,0 vs. 7,7mm, respetivamente). Nao se verificou alteracoes na coloracao de HE nem na IHQ quando se
recorre a solucao (30).

Apesar do recurso ao método de dissociacao ser apelativo, o facto de s6 poderem ser usadas em
amostras a fresco, ou seja, que nao foram fixadas em FT, e o custo dos reagentes necessarios, sao

limitac6es da técnica que devem ser tidas em consideracao.

4.2113. Solucao de Carnoy

A solucao de Carnoy preserva a morfologia do tecido e permite a realizacao de técnicas
complementares, além de clarear o tecido adiposo, fornecendo tonalidade eshranquicada aos GL (27,31).
Esta solucao é composta por etanol absoluto (60%), cloroférmio (30%) e dcido acético glacial (10%),
facilitando a identificacao dos GL de menores dimensoes (31).

Comparativamente ao fixador mais comum da rotina histopatoldgica, a FT, a solucao de Carnoy
requer os mesmos equipamentos de trabalho com medidas de seguranca semelhantes, uma vez que o
cloroférmio é um composto quimico téxico e carcinogénico (31).

Dias et al compararam em 2018, a dissecao ganglionar em amostras de CCR fixadas em FT e em
solucao de Carnoy. Dado que alguns GL nao sao isolados em casos de CCR em pacientes com terapia
neoadjuvante, avaliaram o nimero de GL isolados e o nimero de casos com menos de 12 GL apds imersao
em solucao de Carnoy. Para isso, foram utilizadas 130 amostras de pacientes com excisao completa do
mesorreto apos terapia neoadjuvante. As amostras foram distribuidas aleatoriamente por dois grupos,
um onde foi realizada a fixacao com a solucao de Carnoy e o outro onde a fixacao foi realizada com FT.
Apds a dissecao, as amostras do grupo da FT foram submersas em solugao de Carnoy por mais 24 a 48
horas e foi realizada uma nova pesquisa de GL de forma a serem identificados GL adicionais (grupo de
revisao) (31).

A média de GL isolados foi superior no grupo de solucao de Carnoy quando comparado com o0
grupodaFT,24,0 e 16,3, levando a que o nimero de casos com menos de 12 GL isolados fosse inferior no
grupo da solucao de Carnoy comparativamente a FT, 6 e 22, respetivamente. No grupo de revisao houve
uma reducao do nimero de casos com menos de 12 GL isolados, diminuido de 33,8% para 4,6%. Foram
encontrados mais GL, 6 deles metastizados, o que resultou na alteracao de estadiamento em 4 pacientes,

2 deles reclassificados com um estadiamento superior (31).
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Em 2022, Dias et al, voltaram a estudar de que forma a solucao de Carnoy tinha impacto no seu
laboratdrio em relacao ao nimero médio de GL isolados por amostra, uma vez que estes ja obtinham um
numero elevado. Para isso utilizaram 60 amostras divididas em dois grupos, um em que as amostras
foram tratadas com solucao de Carnoy e outro onde apenas se realizou a fixacao com FT. Obtiveram que
a média de GL isolados foi de 36,6 no grupo da solucao de Carnoy e de 26,8 no da FT. Ja a duracao da
dissecao foi semelhante nos dois grupos, 46,2 e 46,0 minutos, respetivamente. No grupo com solucao de
Carnoy identificaram-se mais de 12 GL em todos os casos, enquanto no grupo com FT nao foi possivel
atingir este niimero em 3 amostras (32).

Ghezzi et aldesenvolveram um estudo onde foi realizada a comparacao entre a solucao de Carnoy
e a solucao de GEWF. Apds uma primeira dissecao ganglionar, as amostras foram divididas
aleatoriamente em dois grupos e submersas em solucdes reveladoras (solucdo de Carnoy e solucao de
GEWF) durante 48h. Posteriormente, as amostras foram sujeitas a nova dissecao ganglionar. A média de
GL isolados aumentou em ambas as solucdes (27 vs. 29,5 para a solucao de GEWF e 25,2 vs. 27,7 para a
solucdo de Carnoy) (41).

Nenhuma das solucdes apresentou uma performance superior em relacao aos GL metastizados
encontrados adicionalmente, o que leva a que nao tenham resultado mudancas significativas no
estadiamento pN ou em indicacdes complementares de terapia adjuvante (41).

Apesar da solucao de Carnoy levar a um aumento do nimero médio de GL isolados nos estudos
apresentados, nao se verificou umadiferenca estatisticamente significativano que diz respeito ao nimero
de GL positivos. Além disso, o facto de apresentar um componente tdxico e carcinogénico, como o

clorofdérmio, constitui uma desvantagem para esta solucao.

4.2114. Solucoes de fat clearance

As solucdes de fat clearance tem vindo a ser descritas como Uteis para a detecao de GL de
menores dimensdes (16). No entanto, esta técnica nao é muito usual porque utiliza componentes téxicos,
como o xilol, acetona ou etanol, e é muito demorada (cinco a sete dias, dependendo do tipo de amostra),
sendo este um procedimento que esta essencialmente reservado para casos onde sao isolados baixos
nuimeros de GL (16).

O estudo de Leung et al teve como objetivo verificar se a incubacao do tecido adiposo em
amostras de CCR em acetona permitia um aumento de GL isolados e, deste modo, a diminui¢cao do nimero
de pacientes com alto risco de estadio Il (pacientes com menos de 12 GL isolados). Paraisso, utilizaram 80
casos de resseccoes cirdrgicas de CCR, onde foi realizada uma primeira dissecao através da técnica
convencional. De sequida, o tecido adiposo foi colocado em acetona por 24h e apds esse periodo foi
realizada uma nova dissecao ganglionar. Dos 96 GL isolados positivos, 10% foram encontrados apds a

técnica de fat clearance com acetona. Antes da incubagao com a solugao, 49% dos pacientes tinham
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menos de 12 GL isolados, mas apds a incubagao este ndmero baixou para 19%, o que levou ao isolamento
em média de 5 GL adicionais por amostra. Os GL adicionais isolados que eram positivos ndao causaram
qualquer alteracao no estadiamento pN. Também foram comparadas as dimensdes dos GL, cuja média
diminui de 2,6mm para 1,8mm apds incubacao com a acetona (34).

Prabhudesai et aldescreveram um método que utiliza um processador de tecidos a vacuo apenas
com xilol durante 18 horas. Posteriormente, as amostras eram examinadas com transiluminagao de forma
avisualizar os GL. Analisaram 27 casos, 12 utilizando o novo método e 15 utilizando a técnica convencional
de dissecao (grupo controlo). O niimero de GL isolados foi significativamente maior no grupo de teste (31,3)
guando comparado com o grupo controlo (16,3). A média de GL positivos foi de 4,9 no grupo com a técnica
de fat clearance e 3,1 no grupo controlo. Verificaram também que em pacientes que receberam terapia
neoadjuvante, a técnica de fat clearance permitiu um aumento do niimero de GL isolados (27,3 no grupo
teste vs. 16,8 no grupo controlo) e um aumento do nimero de GL positivos (10,3 no grupo teste vs. 3,4 no
grupo controlo) (35).

Wang et al tinham como objetivo avaliar a utilidade da técnica de fat clearance com etanol
absoluto, especificamente em casos que receberam terapia neoadjuvante. As amostras foram divididas
em dois grupos, grupo que nao recebeu terapia neoadjuvante e o grupo que recebeu terapia neoadjuvante.
Cada um destes grupos foi subdividido em dois grupos, um onde a dissecao ganglionar ocorreu pela
técnica convencional e outro onde se utilizou a técnica de fat clearance com etanol absoluto (36).
Verificou-se que o recurso a este tipo de terapias reduz o nimero médio de GL isolados de 20,6 para15,4.
No grupo de terapia neoadjuvante, a técnica de fat clearance permitiu uma média de GL isolados superior
atécnica convencional, 20,4 e 5,4, respetivamente (36).

Em termos de GL positivos, apesar de nao se ter verificado um aumento com a técnica de fat
clearance no grupo sem terapia neoadjuvante, o contrario foi verificado no grupo de terapia neoadjuvante,
0,4 vs. 1,2, respetivamente, sendo este valor estatisticamente significativo. Este fator foi confirmado
através dos resultados obtidos no estadiamento pN, uma vez que no grupo sem terapia neoadjuvante nao
se verificaram diferencas estatisticamente significativas enquanto no grupo de terapia adjuvante se
verificou uma diferenca estatistica no estadiamento pN no grupo de fat clearance (36).

Verifica-se entao que o recurso a técnica de fat clearance permite o isolamento de um maior
ndmero de GL, tendo Wang et al concluindo ainda que este aumento podera levar a alteracoes no sistema
de estadiamento TNM, principalmente em pacientes que tiveram terapia neoadjuvante, podendo-se
considerar a utilizacao destas solucdes nesses casos (36).

O recurso a equipamentos adicionais, com necessidade de tecnologia especifica, e a exposicao a

componentes téxicos sao desvantagens desta técnica.

18



4.2115. Solucao de azul de metileno

0 azul de metileno é um corante vital, que a temperatura ambiente tem a aparéncia de um sélido
verde-escuro que se torna azul quando dissolvido em agua (6). A utilizacao do azul de metileno para o
mapeamento do sistema linfatico foi introduzida nos anos 80 para o tratamento de melanoma (6).

Ainjecao da solucado de azul de metileno nas artérias presentes nas amostras cirtrgicas de CCR €,
em geral, simples e bem sucedida em todos os estudos encontrados (38). Esta solucao quando injetada
cora as artérias e os capilares, e, como os GL tém adjacente um maior nimero de vasos adquirem uma
tonalidade mais escura do que o tecido adiposo mesocdlico tornando-os facilmente identificaveis (42).
Apesar de nao ser claro como é que a solucao se difunde para o interior dos GL quando injetada em
amostras ex vivo (logo apés a cirurgia), 0 mecanismo mais provdvel deve-se ao aumento da pressao
intersticial causada pela injecao e posterior inducao de fluxo linfatico (6).

Markl et al descreveram uma técnica simples para um aumento do nimero de GL isolados em
amostras de CCR, que se baseava na injecao ex vivo intra-arterial da solucao de azul de metileno em
amostras nao fixadas, demonstrando um aumento significativo do nimero de GL isolados (37,43).
Também Jepsen et al concluiram que o azul de metileno melhora a qualidade da dissecao ganglionar,
levando a um aumento do nimero médio de GL isolados de 24 para 37, que permitiu diminuir a
percentagem de casos com ntimero de GL isolados inferior ao recomendado de 7% no grupo controlo (sem
injecao de azul de metileno) para 1% no grupo com azul de metileno (38).

Klepsyte et al e Xiao et al, contrariamente ao descrito por Markl et al, realizaram a injecao da
solucao de azul de metileno na artéria mesentérica inferior (6,39). No estudo de Klepsyte et al foram
utilizadas 20 amostras onde foi injetada a solucao azul de metileno e 20 amostras sem injecao da solucao,
que serviram de controlo. O nimero de GL isolados demonstrou ser estatisticamente diferente entre os
dois grupos, com uma média de 18 no grupo onde foi realizada a injecao da solucao de azul de metileno e
de 14 no grupo controlo, assim como a percentagem de GL positivos 9,7 e 6,4, respetivamente (6).

Reima et alrealizaram a injegao da solucao de azul de metileno na sala da cirurgiaimediatamente
apds a remocao da amostra. Foram incluidos no estudo 266 pacientes, dos quais 130 no grupo de teste
(injecao da solucao) e 136 no grupo controlo (sem injecao da solucao). Em 9% dos casos, o processo da
injecao da solucao de azul de metileno nao foi bem-sucedido devido a problemas na canulagdao ou
perfuracao da artéria e extravasamento da solucao. A média de GL isolados foi de 27 no grupo de teste e
16 no grupo de controlo (40). Também a proporcao de pacientes com 12 ou mais GL isolados foi superior
no grupo de teste (86% vs. 69%), contudo o niimero de GL metastizados obteve uma distribuicao similar
em ambos os grupos, ndo tendo apresentado diferencas estatisticamente significativas (40).

Xiao et alrecorreram a 172 casos de pacientes com estadio Il e lll de cancro retal dividindo-os em
dois grupos, grupo com terapia neoadjuvante (n=86) e grupo sem terapia adjuvante (n=86). Cada um

destes grupos foi subdividido em dois novos grupos: grupo onde foi realizada a injecao da solucao de azul
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de metileno (n=43) e o grupo controlo sem injecao da solucao de azul de metileno (n=43) (39). Apdés 15
minutos da injecdo, o cirurgiao dissecou os GL através de palpacao e visualizacao, e, posteriormente,
enviou a amostra para exame anatomopatoldgico, sendo que os GL extra dissecados pelo patologista
foram incluidos no ndmero total de GL isolados. Foram isolados em média 22,0 no grupo de azul de
metileno e 14,5 no grupo controlo. Nao verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a
média de GL positivos isolados nos dois grupos (39).

Todos os autores verificaram que o nimero de GL isolados aumentou com o recurso a solucao de
azul de metileno, todavia, e em semelhanca ao retratado nas solucées anteriores, nao se verificaram
diferencas estatisticamente significativas em relacao ao nimero de GL isolados positivos.

Esta solucao acresce ainda da necessidade da colaboracao por parte da equipa cirdrgica, para ser
possivel a realizacao da injecao da solucao de azul de metileno imediatamente apds a ressecao cirtirgica.
A complexidade na execucao da técnica é também uma desvantagem, pois nem sempre é possivel realizar

a canulacao arterial corretamente.
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4.22. Comparacao das solucoes reveladoras de ganglios linfaticos

Na Tabela 4 encontra-se a comparacao dos GL isolados com as diferentes solucoes reveladoras
de GL descritas na literatura. Para cada uma das solucoes foi escolhido o estudo que continha as

informac0es mais Uteis para posterior comparagao com as restantes.

Tabela 4 - Comparacdo dos resultados das diferentes solucdes reveladoras com a técnica de dissecao ganglionar convencional.

Solucao de
azul de
metileno

Solucao Solucao de Solucao de

GEWF RE-GEWF -
enzimatica Carnoy fat clearance

Newell etal Ma etal Fujino et al Dias et al Leung etal Markl et al
(37)

TC SR

Numero de
amostras

Média de nimero
de GL isolados

Razao entre as
médias dos GL
isolados*

Dimensao média
dos GL (mm)

Média do nimero
de GL
metastizados
Numero de
amostras com <12
GL isolados

Coloracao de HE e
IHQ
Média de tempo
despendido na
dissecao
ganglionar

*Razao entre as médias de GL isolados com a solucao reveladora e o método convencional
TC - técnica convencional; SR - solucao reveladora; NI — ndo informado; SA — sem alteracbes; HE — hematoxilina e eosina; IHQ -
imunohistoquimica

Através da andlise da Tabela 4 pode verificar-se que a razao entre as médias dos GL isolados da
técnica convencional de dissecao e os métodos das solucoes foi sempre superior a1, 0 que significa que o
recurso a estas solucdes permite um aumento do nimero de GL isolados tendo assim impacto na
qualidade da dissecao ganglionar, uma vez que na maioria dos casos o ndmero minimo de GL
recomendado € atingido com a utilizagao das solucdes.

No que diz respeito as dimensdes dos GL, verifica-se que, em todos os artigos, a dimensao média

dos GL diminui com a utilizacao destas solucoes.

21



Em relacao ao tempo despendido na dissecao ganglionar, apenas dois autores tiveram em conta
esses fatores, sendo que apenas Leung et al verificou uma diferenca estatisticamente significativacom o
recurso a solucao de fat clearance, uma vez que quando se recorre a esta técnica o tempo de dissecao
ganglionar diminui trés vezes. E importante ter em conta a duracdo do procedimento associado a cada
solugao reveladora. O tempo varia entre 10 minutos e 48 horas, sendo impreterivel avaliar o impacto no
atraso do diagndstico anatomopatoldgico, quando se recorre a determinadas solugoes.

0 sistema de estadiamento TNM nao mostrou alterac6es na maioria dos artigos, mesmo comum
maior nimero de GL isolados. Apenas Newell et al Ma et al e Wang et al verificaram que as solugoes de
GEWF, de RE-GEWF e a solucao de fat clearance, respetivamente, permitiram alteracoes significativas
no estadiamento pN dos pacientes. Wang et al concluiram ainda, que esta situacao se verifica

principalmente em casos de pacientes com tratamento neoadjuvante.
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4.2.3. Dissecao ganglionar seletiva de acordo com a distancia dos ganglios

linfaticos ao tumor

A contribuicao dos GL mais distantes a regiao do tumor primario nao é investigada quando sao
realizadas as recomendacdes do nimero minimo de GL, e o seu papel nao é tido em conta no estadiamento
pN (17).

A extensao das resseccoes cirdrgicas do CCR esta relacionada essencialmente com a
vascularizacao do cdlon e do reto, levando a resseccao de regides mais amplas do que as consideradas
estritamente necessarias (44). 0 isolamento sistematico de GL localizados relativamente longe no tecido
adiposo mesocdlico/mesorreto em amostras de CCR ndo s6 acarreta custos para o laboratdrio como
também aumenta o tempo despendido nesta tarefa, existindo poucos estudos que abordem o potencial
impacto no estadiamento pN (17).

Durante a pesquisa bibliogrdfica foram encontrados 3 artigos, que de forma similar, tentaram
perceber a distribuicao dos GL pela resseccao cirtrgica de CCR e quais as vantagens de uma dissecao
ganglionar seletiva (17,44,45). Todos os autores tinham como objetivo avaliar a distancia dos GL ao tumor
primario, sendo que Cserni et al e M. Pusztaszeri et al queriam ainda avaliar a importancia do isolamento
dos GL mais distantes e, de que forma esta caracteristica poderia ser um fator que permitiria otimizar a
dissecao ganglionar (17,45). No caso do estudo de Ueno et al o objetivo era determinar o comprimento
ideal para as resseccoes de cancro do cdlon, avaliando também a distancia da localizacdo de GL
metastizados ao tumor primario (44).

De forma a atingir os seus objetivos, todos os autores realizaram a divisao do tecido adiposo em
diferentes regides tendo em conta a distancia ao tumor primario (D) (Figura 6). No estudo de Ueno et ala
divisao do tecido adiposo mesocdlico foi realizada in vivo,no momento da cirurgia, com fios de sutura, de
forma a garantir que as condicées se mantinham sempre semelhantes as in vivo, tendo a dissecao
ganglionar sido realizada pelos cirurgides e nao pelos patologistas/técnicos como Cserni et al e de M.
Pusztaszeri et al(17,44,45).

O tecido adiposo foi separado segundo as regides definidas pelos autores, e a dissecao ganglionar
de cada regiao foi realizada individualmente, permitindo posteriormente comparar os GL isolados por

regiao.
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Figura 6 - Esquemas representativos da divisao do tecido mesocdlico durante a dissecao ganglionar, de acordo com cada
metodologia. A: Ueno et al (44); B: Cserni et al (45); C: M. Pusztaszerietal (17).

Apesar de terem dividido o tecido adiposo mesocdlico em momentos distintos e em sec¢oes de
dimensaes distintas, é possivel comparar os resultados obtidos pelos autores. Na Tabela 5 encontra-se a
informacao obtida destes trés artigos de forma sumarizada.

Todos os autores verificaram que, na regiao mais préxima ao tumor, a média de GL isolados é
superior a das regioes mais distantes, observando-se que este nimero diminui a medida que a distancia
ao tumor primdrio aumenta, fator que pode ser avaliado principalmente nos estudos de Ueno et al e de
Cserni et al(44,45).

Em relacao a percentagem de GL metastizados, observa-se também que a maior percentagem
se verifica nas regides mais préximas ao tumor e que esta também diminui a medida que a distancia ao
tumor aumenta. Apesar de Ueno et alnao descreverem a percentagem de GL metastizados, verificaram
que 40,7% dos pacientes com metastases ganglionares, apresentavam GL positivos na regiao 0<D<3cm.
Ja Cserni et al obtiveram apenas um caso onde foram encontrados GL metastizados na regiao de 1<D<3

cm, sem se verificar a sua presenca na regiao mais préxima (0<Ds1cm) (44,45).

Tabela 5 - Distribuicao dos ganglios linfaticos isolados em relacao a distancia ao tumor, em cada um dos estudos.

M. Pusztaszeri et al
(17)

Ueno et al (44) Cserni et al (45)

Numero de
casos
Média de GL
isolados
Percentagem
de GL
metastizados
(%)

D — Distancia ao tumor primario; GL — ganglios linfaticos; NI- nao informado
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M. Pustaszeri et al verificaram ainda que 27% dos casos obtiveram menos de 12 GL isolados
quando considerado todo o tecido adiposo, percentagem que aumenta para 46% quando considerada
apenas a regiao mais préxima ao tumor (0<D<5cm). Verificou ainda que um maior nimero de GL foram
isolados em tumores com estadiamento pT3 e pT4 (17). Este resultado realca a relacao entre o
estadiamento T e o nimero de GL detetdveis.

No que diz respeito ao estadiamento pN, Ueno et al verificaram que apenas 4 dos seus casos
(01%) apresentava metdstases a mais de 10cm do tumor primdrio, e que esses foram casos
diagnosticados com estadiamento pT3 e pT4a (44). Cserni et al verificaram que tendo em conta apenas
0s GL isolados na regiao do tumor primdrio e a 1cm proximal e distal, a percentagem de falsos negativos
foi de apenas 19% e quando a dissecao € alargada até aos 3cm proximais e distais ao tumor, o
estadiamento nao apresenta alteracoes. M. Pusztaszeri et al observaram que quando eram considerados
apenas os GL isolados na regiao mais préxima ao tumor, o estadiamento apresentava uma acuracia de
97% (17). Quando considerado todo o tecido adiposo, 6 dos casos passaram de estadiamento pNO para
pN1e 4 passaram de pN1para pN2.

Por isso, os autores defendem que, uma vez que a técnica de dissecao ganglionar é uma técnica
morosa, 0 isolamento de GL mais distantes a regiao do tumor primadrio pode nao contribuir
significativamente para o estadiamento pN. Limitando-se a drea de dissecao ganglionar é esperado que
a percentagem de casos com menos de 12 GL isolados aumente, contudo, as percentagens de acuracia no

estadiamento pN em todos os estudos foi superior a 95% (17,44,45).
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5. Discussao/Conclusao

No CCR, o estadiamento pN apds a resseccao cirdrgica € crucial para o progndstico e para a
decisao terapéutica. Para além da cirurgia, nenhum tratamento é recomendado quando nao existe
evidéncia de GL metastizados ou de metastases a distancia (46). Contudo, existem algumas condicdes
bem definidas que podem determinar a aplicacdo de tratamento adjuvante em alguns casos,
nomeadamente, o isolamento de menos de 12 GL (47).

A técnica convencional, que consiste na dissecao com inspecao manual e palpacao do tecido
adiposo mesocdlico, para identificar os GL, é trabalhosa e morosa. Apesar de ser a técnica mais aceite para
a dissecao ganglionar em casos de CCR, nem sempre é isolado o nimero minimo de GL recomendado. Os
casos de CCR com terapia neoadjuvante sao desafiantes, pois os GL tornam-se mais pequenos e fibrosos,
nao sendo possivel isolar 12 GL, mesmo apds uma segunda observacao do tecido adiposo (18). Isto leva a
que GL de menores dimensdes, onde podem existir micrometastases (0.2-2mm) ou até
macrometdstases (>2mm), possam nao ser isolados, sugerindo que um grande nimero de pacientes com
CCR possa ter um estadiamento incorreto (16-18,33). O estado imunoldgico do paciente parece ter
influéncia no niimero de GL avaliados e no progndstico. Um forte infiltrado linfocitario causa a hiperplasia
dos GL e, consequentemente, 0 aumento das suas dimensdes, tornando-o0s mais facilmente identificaveis
durante a dissecao ganglionar (45).

Um maior ndmero de GL isolados encontra-se associado a um sistema de estadiamento TNM
mais fidedigno e, consequentemente, uma melhoria na sobrevivéncia (47).

Nos dultimos anos, alguns autores sugeriram que a avaliacao de todo o tecido adiposo
mesocdlico/mesorretal poderia ser vantajosa para a melhoria da dissecdo ganglionar, como € o caso de
Brown et al, que obtiveram que mais de 50% dos GL encontrados adicionalmente tinham diametro inferior
a Tmm, sendo muito dificilmente isolados através da técnica convencional (48). Contudo, a examinacao
microscopica de todo o tecido adiposo torna-se uma tarefa exaustiva e que acarreta custos adicionais para
o laboratdrio, sendo necessario comprovar que a sua utilizacao trara impacto no estadiamento e no
tratamento do paciente (18).

No presente estudo, foi possivel identificar dois métodos descritos na literatura que permitem
tornar a disse¢ao ganglionar numa tarefa mais facilitada, assegurando a sua qualidade, sendo eles o recurso
a solucoes reveladoras e a dissecao ganglionar seletiva, de acordo com a distancia dos GL ao tumor.

Nos estudos com as solucoes reveladoras, verificou-se que os GL se tornam mais facilmente
identificdveis, dado que estas solucoes, usualmente, alteram a cor dos GL tornando-os distinguiveis do
tecido adiposo circundante (16). Foi possivel constatar que o nimero de GL isolados, bem como o niimero
de GL metastizados, sao superiores quando sao utilizadas estas solu¢does em comparacao com a técnica de
dissecao convencional. Estas solucdes parecem também aumentar a eficacia da dissecao de GL de menores

dimensdes, uma vez que se verifica que com o recurso a qualquer uma das solucoes reveladoras, as
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dimensoes dos GL isolados € inferior as dimensdes médias dos GL isolados através da técnica convencional.
(12). No entanto, as solucdes enzimdticas descritas por Fujino et aldemonstraram ser as que apresentaram
a razao entre as médias de GL isolados com a solucao reveladora e o método convencional mais baixa
guando comparado com as restantes solucoes (49). Embora alguns estudos refiram que nao foram
encontradas interferéncias na coloracao de HE e na IHQ, nenhum especificou detalhes sobre as técnicas
utilizadas nem sobre os critérios utilizados para a avaliacao dos resultados, sendo esta uma limitacao dos
estudos encontrados.

A injecao da solucao de azul de metileno demonstrou ser a técnica com melhores resultados, uma
vez que sao isolados duas vezes mais GL do que com o uso do método convencional. Esta é uma técnica
rapida que parece aumentar a eficdcia da dissecao ganglionar, com o recurso a um reagente nao toxico de
facil utilizacdo e, normalmente, disponivel num laboratdrio de Anatomia Patoldgica (42).

Contudo, também existem limitacdes associadas a injecao da solucao de azul de metileno,
nomeadamente, o facto da sua injecao nem sempre ser um procedimento facil, dado que requer
conhecimento e experiéncia para a canulacao das artérias mesentéricas (40). O facto de na maioria dos
estudos a injecdo ser realizada pelo cirurgiao, imediatamente apds a cirurgia, € um fator a considerar
aquando da avaliacdo dos resultados. E necessdria a realizacio de estudos adicionais que verifiquem a
utilidade desta solucao se a injecao for realizada no momento do exame macroscdpico, apos fixacao em FT,
de forma a mimetizar a realidade dos laboratdrios. Serd expectavel uma taxa de difusao mais lenta e uma
maior dificuldade na canulacao da artéria, levando obrigatoriamente a um aumento do tempo do
procedimento ou até a ineficacia da injecao.

Nao existe consenso em relacao a superioridade das solucoes reveladoras de GL relativamente a
técnica convencional. Apesar dos bons resultados obtidos, estas solu¢oes tém vindo a ser associadas com
algumas limitac6es, como o0 aumento do tempo consumido para a realizacao dos procedimentos, eventual
toxicidade das solucoes utilizadas e custos, uma vez que com o aumento de ndmero de GL isolados
aumentara também o nimero de blocos por exame (16,29).

O facto de nao se terem identificado alterac6es significativas no estadiamento dos pacientes,
mesmo com o recurso a este tipo de solucoes, na maioria dos estudos encontrados, levam a questionar o
real beneficio da sua utilizacao. Por isso, a questao nao passa tanto por qual solucao devera ser utilizada,
mas sim se os pacientes beneficiam da sua utilizacao (16). Em casos em que através do método
convencional ja sao isolados GL metastizados que levam ao estadiamento pN2, o recurso as solucoes
reveladoras nao adiciona nenhuma informacao adicional no que diz respeito ao progndstico ou tratamento,
0 que leva a consideracao de se o aumento de GL isolados sera relevante para os pacientes (16).

Contudo, deve ser tido em consideracao que apesar dos resultados obtidos e das desvantagens
verificadas pelas solu¢des, estas podem ter um papel importante em situacdes mais especificas, onde o

nuimero minimo recomendado nao € atingido. Em casos submetidos a terapias neoadjuvantes, resseccoes
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cirdrgicas de segmentos curtos de cdlon/reto e resseccdes retais com mesorreto incompleto (devido a
qualidade da cirurgia) e ainda na eventualidade de pouca experiéncia na realizagao da dissecao ganglionar,
o uso de solucdes reveladoras podera ser aconselhado (34). E por isso necessaria a realizacio de mais
estudos direcionados para comprovar a veracidade destes resultados.

Mais recentemente tém surgido estudos que demonstram que os GL nao se distribuem da mesma
forma ao longo de todo o tecido adiposo adjacente ao segmento do célon e do reto, e que a sua localizacao
esta essencialmente relacionada com a proximidade a regiao do tumor primdrio, levantando a questao da
importancia do isolamento dos GL mais distantes ao tumor, algo que até entao muito raramente foi
abordado na literatura (17).

No que diz respeito ao nimero de GL isolados e a sua relacao com a localizagao do tumor, Guan et
al, verificaram no seu estudo que o nimero médio de GL isolados por caso foi superior em neoplasias
localizadas no célon direito (18,7 vs. 16,3) (50). Verificaram também que 80% dos casos com neoplasias do
cdlon direito obtiveram 12 ou mais GL isolados enquanto em neoplasias do célon esquerdo isso s6 foi
possivel em 68,3% dos casos. Este autor sugere que os cut-off para 0 nimero minimo de GL isolados sejam
determinados consoante alocalizacao do tumor, nao aplicando assim o ndmero minimo recomendado de 12
GL isolados. Sugere por isso, segundo os resultados obtidos no seu estudo, um cut-off de 15 GL para
neoplasias do cdlon direito e de 11 GL para neoplasias do cdlon esquerdo (50).

Apesar de alguns autores sugerirem que sejam isolados o maior niimero possivel de GL, na opiniao
do grupo de trabalho de M. Pusztaszeri et al o dilema nao estd necessariamente relacionado com o nimero
de GL que deve ser isolado mas sim como detetar os GL que sao mais suscetiveis a serem metastizados (17).
Por isso, realizar uma dissecao seletiva dos GL diminuiria o tempo necessario para isolar os GL no tecido
adiposo mesocdlico, permitindo ainda assim um estadiamento adequado (45).

Em relacao a distancia dos GL a regiao do tumor primadrio, Ueno et al, Csernni et al e M. Pusztaszeri
et al, obtiveram resultados semelhantes, verificando que a média do niimero de GL isolados nas regioes mais
distantes ao tumor é significativamente inferior do que nas regides mais préximas. Verificaram também que
onumero de GL aumenta linearmente com o estadiamento pT. Isto vai de acordo ao postulado, que o nimero
total de GL isolados depende primeiramente da distancia ao tumor e se nao existirem doencas inflamatdrias
associadas, os GL identificados através da técnica convencional utilizada para a dissecao ganglionar estarao
localizados mais proximamente ao tumor, e a distancias superiores a 5cm serao encontrados GL de menores
dimensaes, sendo nesta localizacao menos provével a identificacao de GL metastizados (17).

Uma vez que a tarefa de dissecao ganglionar consome muito tempo e acarreta custos para os
laboratdrios de Anatomia Patoldgica, o isolamento de GL mais distantes pode nao adicionar uma
contribuicao significativa para o estadiamento pN. Cserni et al e M. Pusztaszeri et al demonstraram ainda
que a acurdcia do estadiamento depende principalmente dos GL isolados no tecido mesocdlico mais

préximo do tumor primario (17,45).
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Kukreja et al estudaram de que forma um aumento de GL isolados aumentaria a proporcao de
pacientes com estadio Ill e, consequentemente, o nimero de GL positivos encontrados por caso (51).
Obtiveram que apesar de haver um aumento significativo de GL isolados, nao se observou um aumento de
pacientes com estadio Ill de CCR, nem um aumento de casos com estadiamento pN2, ou seja, estes nao
tiveram impacto no estadiamento dos pacientes refutando a teoria de stage migration, também chamada
de fenémeno de Will Rogers (51). Esta teoria afirma que, um baixo nimero de GL isolados implica o risco de
nao serem avaliados GL metastizados. Pacientes com estadio Ill de CCR correm o risco de serem
diagnosticados erroneamente com estadio Il se o nimero isolado de GL ndo atingir o nimero minimo
recomendado isolados (6).

Contudo, apesar no nimero de GL isolados tenha tendéncia a aumentar nas ultimas décadas, devido
a melhores padroes de cirurgia e a introdugao de novas técnicas de dissecao, o nimero GL positivos nao
aumentou, o que pode dever-se ao facto dos GL metastdticos por vezes apresentarem maiores dimensdes
e serem mais facilmente detetados.

Em suma, nao existe consenso sobre o nimero 6timo de GL isolados devendo-se manter as
recomendacoes do nimero minimo de 12 GL. Através da realizagao desta revisao bibliografica, no que diz
respeito as solucdes reveladoras de GL, apesar do maior nimero de GL isolados, sao necessdrios mais
estudos multicéntricos para demonstrar o impacto no estadiamento, assim como o impacto destas solucoes
nas técnicas complementares de diagndstico como a IHQ e técnicas de biologia molecular. De uma forma
geral, o uso destas solucdes aumenta o tempo de resposta do exame anatomopatoldgico, pelo que serd
benéfico definir critérios para a sua utilizacao em situacoes especificas.

Em relacao a distancia dos GL ao tumor primario, sugere-se iniciar a dissecao ganglionar pelo tecido
mesocdlico localizado a 5cm distais,/proximais da regiao do tumor primario como uma forma de rentabilizar
o tempo despendido nesta tarefa, contudo, sao necessarios mais estudos para comprovar que esta dissecao
seletiva nao terd implicacdes no estadiamento.

Propde-se ainda que sejam utilizados os dois métodos descritos de forma complementar. Tendo
em conta a categorizacao em estadios de CCR, sugere-se inicialmente ser realizada uma dissecao
ganglionar seletiva nos 5cm proximais e distais a regiao do tumor. Em casos em que nao fossem
encontrados 12 GL, recorrer-se-ia a extensao da drea de disse¢ao e ao uso das solucoes reveladoras. Este
procedimento iria permitir realizar o exame macroscépico com maior celeridade, promovendo ainda a

eficiéncia da dissecao ganglionar e consequente estadiamento adequado.
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