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RESUMO

INTRODUCAO: o progndstico e o tratamento dos pacientes com cancer colorretal sdo baseados
na analise anatomopatologica, destacando-se a analise dos linfonodos. O nimero de linfonodos
identificados depende da eficiéncia da equipe cirdrgica e do empenho do patologista. A
marcacdo dos tumores com nanquim por colonoscopia € utilizada com a finalidade de facilitar
a identificacdo do local da lesdo pelo cirurgido. No entanto, além de marcar o local do tumor, a
marcagdo com nanquim parece corar os linfonodos, o que poderia facilitar sua identificacio
pelo cirurgido e pelo patologista. OBJETIVO: avaliar se a marcacdo do tumor leva ao aumento
do nimero de linfonodos dissecados. CASUISTICA E METODO: foram estudados 22
pacientes com cancer de reto operados apds tratamento neoadjuvante com radio e
quimioterapia. Foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos: I- marcacao com nanquim; II-
nao submetidos a marca¢do. RESULTADOS: no grupo marcado, foram identificados em média
8,18 linfonodos por paciente, com 0,72 positivos e distdncia média do tumor a borda anal foi
de 6,27 cm. No grupo ndao marcado, foram identificados em média 5,54 linfonodos, com 1,6
positivos e com distdncia da borda anal de 5,09 cm. O grupo marcado apresentou mais
linfonodos identificados, mas sem diferenca estatistica. CONCLUSAO: a marcacio com
nanquim, ap6s a neoadjuvancia, ndo aumenta o nimero de linfonodos identificados em

pacientes com tumores de reto.

Palavras-chaves: Cancer Colorretal. Linfonodos. Estadiamento. Marca¢cao com Nanquim.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The prognosis and treatment of colorectal cancer are based on
anatomopathological analysis, particularly on lymph node evaluation. The number of lymph
nodes identified depends of the of the surgery team' efficiency and the pathologist's
commitment. Tattooing tumor with India ink in colonoscopy facilitate the identification of the
lesion site by the surgeon. However, besides marking the tumor site, India ink tattooing also
seems to mark lymph nodes, which may make their identification easier by the surgeon and
pathologist.

OBJECTIVE: To evaluate whether tumor tattooing results in an increase in the number
of lymph nodes analyzed.

METHOD: 22 patients with rectal cancer submitted to surgery after neoadjuvant
chemoradiotherapy were studied. The patients were randomly assigned to either of two groups:
a) India ink tattooing b) no-tattooing

RESULTS: The India ink tattooing group presented an average of 8.18 lymph nodes,
with a mean of 0.72 positive results and mean distance of the tumor from the anus verge of 6.27
cm. The control group presented an average of 5.54 lymph nodes per patient, with a mean of
1.6 positive results, and a mean distance of the tumor from the anus verge of 5.09 cm. More
lymph nodes were identified in the India ink tattooing group, however, without any statistical
difference.

CONCLUSION: India ink tattooing after neoadjuvant therapy does not contribute to

increase the number of lymph nodes identified in patients with rectal tumor.

Keywords: colorectal cancer; limpho nodes; staging; tattooing
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal € o terceiro mais diagnosticado no mundo e sua incidéncia tem
aumentado entre pessoas mais jovens (CONNELL; MOTA, 2017). E o terceiro mais frequente
nos Estados Unidos (SIEGEL et al., 2014; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015) e, na Europa, é
o mais diagnosticado e a segunda causa de morte por cancer (FERLAY et al., 2010).

O estadiamento do cancer € importante para o progndstico, direcionamento do
tratamento e para o estudo comparativo de novos tratamentos. O sistema para o estadiamento
dos tumores colorretais mais utilizado ¢ o TNM — proposto pela AJCC (GUNDERSON et al.,
2010), onde o T se relaciona com o grau de invasdo da parede, o N com o acometimento de
linfonodos e 0 M com metastases a distincia. Baseando-se na combinacio desses dados, os
tumores sdo classificados em estadios que variam de 0 a I'V.

O T pode ser dividido em: in situ (Tis), que representa tumor inicial sem chance de
metastases, T1 quando invade a submucosa, T2 quando acomete a muscular propria, T3 quando
invade a subserosa e T4 quando invade outros 6rgaos.

O N ¢ dividido em 3 categorias: NO — auséncia de linfonodos acometidos; N1 —
metastases para 1 a 3 linfonodos e N2 — acometimento de 4 ou mais linfonodos.

O M é dividido em 2 categorias: MO — auséncia de metastases a distancia; M1 — presenca
de metastases a distancia.

Os estadios da doenca dependem da combinacdo entre eles:

Estadio 0: Tis, NO e MO

Estadio I: T1 ou T2, NO, MO

Estadio II: T3 ou T4, NO, MO

Estadio III: qualquer T, N1 ou N2 e MO

Estadio IV: qualquer T, qualquer N e M1

Em alguns casos, sdo visualizados depositos de células tumorais na suberosa, no meso
ou tecidos perirretais sem a presenga de linfonodos. Nesses casos, o estadiamento proposto é
Nlc e, por isso, € classificado como estadio III.

A cirurgia deve ressecar o tumor com margem e retirar os linfonodos relacionados com
a drenagem linfatica do local. Esses linfonodos devem ser identificados e examinados pelo
patologista.

Exceto para os casos com metastases a distancia, a presenga de metastases para

linfonodos € o fator progndstico mais importante e sua presenca indica tratamento adjuvante



12

com quimioterapia (GLEISNER et al., 2013; ZHANG et al., 2013; CHANDRASINGHE et al.,
2014).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Estudos demonstram relagdo direta entre o nimero de linfonodos recuperados e tempo
de sobrevida (CHEN; BILCHIK, 2006; GEORGE et al., 2006; KELDER et al., 2009; LE
VOYER et al., 2003; MORO-VALDEZATE et al., 2013). No entanto, o nimero de linfonodos
analisados em espécimes cirurgicas ainda € motivo de controvérsia. Quando ndo ha nimero
desejavel de linfonodos recuperados na peca cirdrgica, a analise do acometimento de linfonodos
fica prejudicada, comprometendo o tratamento e a avalicdo do progndstico.

A literatura recomenda a necessidade de pelos menos 12 linfonodos analisados (CHEN;
BILCHIK, 2006; GEORGE et al., 2006; KELDER et al., 2009; LE VOYER et al., 2003;
MORO-VALDEZATE et al., 2013). Além do nimero, outra proposta para o estadiamento
linfonodal baseia-se na relacdo entre o nimero de linfonodos positivos dentre os analisados
(PESCHAUD et al., 2008; ROSENBERG et al., 2008; SCHUMACHER et al., 2007). Nesta
proposta, o nimero de negativos € considerado um fator preditivo positivo mais importante do
que o estadiamento TNM atual.

Sprenger et al. (2013) sugerem que o progndstico ndo depende apenas do nimero de
linfonodos, mas, também, da sua localizacdo. Os casos com linfonodos positivos peritumorais
teriam melhor evolucdo que aqueles com acometimento de linfonodos mais distantes do tumor.

A maioria dos trabalhos considera o nimero de linfonodos o fator mais importante,
independentemente da propor¢ao dos positivos e da sua localizacao.

A auséncia de numero suficiente de linfonodos analisados pode ser devido a trés fatores
(RHOADS et al., 2013):

a) Cirurgia inadequada — os linfonodos nao foram retirados.

b) Analise patoldgica inadequada — os linfonodos foram retirados, mas nao houve
identificacdo pelo patologista. Alguns autores consideram este o fator isolado mais importante
(JOHNSON; MALATJALIAN; PORTER, 2002).

c) O paciente pode ter poucos linfonodos. Acredita-se também que alguns tumores
favorecem o crescimento de linfonodos, facilitando a identificacdo dos mesmos. Outros fatores
podem também influenciar como género, idade e indice de massa corporal.

Desse modo, a padronizacao técnica dos dois primeiros fatores é fundamental para o
estadiamento correto, que promovera influéncia direta na indicacdo ou nao de quimioterapia

adjuvante.
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A técnica cirdrgica para os tumores do reto € bem-padronizada e realizada em
praticamente todos os centros especializados, resultado de cem anos de evolu¢do (LIRICI;
HUSCHER, 2016). A excisao completa do mesorreto foi descrita pela primeira vez por Heald,
em 1982, e € a base da cirurgia para tumores de reto (LIRICI; HUSCHER, 2016). Associado a
preservacdo dos nervos e do plexo, trouxe beneficios em termos de menores recidivas, aumento
da sobrevida e melhor qualidade de vida. Desse modo, deve-se ligar a artéria mesentérica
inferior na sua origem na artéria aorta e seguir no plano acima do plexo nervoso até se retirar
todo mesorreto, independentemente da localizacao do tumor em relagdo a borda anal. Assim, o
nimero de linfonodos retirados com essa padroniza¢do nao depende da distincia da lesdo a

borda anal (Figuras 1 e 2).

Figura 1 — Esquema da cirurgia com excisao total do mesorreto

LINHA DE EXCISAO INCLUINDO O VIESORRETO
MESORRETO

BEXIGA

Fonte: Lirici e Hiischer (2016, p. 230)
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Figura 2 — Fotografia do aspecto cirirgico final com ligadura da artéria mesentérica inferior junto da sua
origem na artéria aorta e seguindo seu trajeto até a resseccio completa do mesorreto com retirada da
lesdo com margem de seguranca, por abordagem videolaparoscépica

ARTERIA MESENTERICA INFERIOR LIGADA JUNTO
DA SUA ORIGEM NA ARTERIA AORTA

ha d
Fonte: Acervo pessoal

Existe também uma padronizacdo da andlise patolégica e a proposta mais citada na
literatura € creditada a Nagtegaal (2002) . O processo comeca com a inspe¢ao da peca a fresco,
com exame documentado por fotografia dos planos anterior e posterior do mesorreto. O
segundo passo € pintar 0 mesorreto e, a seguir, fazer as medi¢cdes de tamanho do tumor e as
distancias das margens. Entdo, a peca € aberta pela face anterior da por¢do mais proximal até o
nivel da reflex@o peritoneal. A partir desse ponto, a peca resta intacta. Em seguida, fixa-se com
formalina a 10%, por 72 horas, e a parte nao aberta inicialmente € seccionada transversalmente
em segmentos de 5 mm no intuito de se analisar a area de maior invasao, tamanho do tumor,

localizagdo e distancia da margem, todos dados documentados por foto. Nos casos submetidos



16

a tratamento neoadjuvante com desaparecimento da lesdao, Monirath et al. (2015) sugerem que
se faca cinco blocos do local da cicatriz e, se ndo forem encontradas células tumorais, toda a
cicatriz deve ser analisada. Se ainda assim ndo forem encontradas lesdes, todo o segmento deve
ser analisado em detalhe e s6 a partir de nova negativa que se pode considerar como resposta
patologica completa.

Outro ponto importante € a margem distal que pode gerar controvérsias. A literatura
recomenda andlise a fresco porque esta sofre influéncia da fixacdo com formalina. Estudo
(GOLDSTEIN; SOMAN; SACKSNER, 1999) mostrou que 5 cm de margem in vivo é
equivalente a 3 cm apds a ressec¢do e a 2,2 cm apo6s fixagdo em formalina.

Para a analise dos linfonodos, existem varios métodos descritos e utilizados como
tratamento com alcool absoluto e clareamento com xyleno, que liquefaz a gordura deixando os
linfonodos mais evidentes (MONIRATH et al., 2015). No entanto, em muitos servigos, a
identificacdo baseia-se na inspe¢ao visual, palpacgao e dissec¢ao. O nimero encontrado depende
basicamente do exame meticuloso e do empenho do patologista. Monirath et al. (2015)
consideram o empenho do patologista mais importante do que a cirurgia realizada. A Sociedade
Americana de Patologia recomenda que se utilize solventes pelo menos nos casos com menos
de 12 linfonodos identificados. Entretanto essas técnicas sdo trabalhosas e demoradas e, talvez,
por isso, pouco utilizadas.

A variagdo pessoal do nimero de linfonodos é questiondvel: pode ser que os linfonodos

existam, mas de pequeno tamanho, portanto, dificultando sua identificacao.

2.1 JUSTIFICATIVA

Devido a importancia da avali¢ao dos linfonodos, o desenvolvimento de procedimentos

que facilitem sua identificacdo contribui para a melhora dos resultados do tratamento.

2.1.1 Nanquim

Historicamente, a colonoscopia, que inicialmente era apenas diagnéstica, passou a ser
terapéutica com a retirada de lesdes cada vez maiores e, por isso, tornou-se necessario o
desenvolvimento de um procedimento que identificasse o local da retirada de uma lesdo apds
sua cicatrizagdo. Varios métodos e substincias foram testados e o primeiro a usar 0 nanquim

com tal finalidade foi Ponsky (1975), que demonstrou a efetividade da tinta por ser barata, de
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facil aplicacdo, segura e de permanéncia duradoura. Posteriormente, tornou-se necessaria a
identificacdo de lesdes pequenas para cirurgias abertas e, novamente, 0 nanquim mostrou-se
eficaz (BOTOMAN; PIETRO; THIRLBY, 1994). Todavia, com o advento da
videolaparoscopia, o uso do nanquim foi mais difundido pois, com a perda do tato, tornava-se
fundamental a documentagao precisa do local da lesdo, visto que ndo era possivel confiar apenas
na descri¢do da colonoscopia. Vérios estudos mostraram a indica¢cdo do nanquim, também, para
esta finalidade (MCARTHUR; ROAYAIE; WAYE, 1999; PONSKY, 2001; ARTEAGA-
GONZALEZ et al., 2006).

Em alguns pacientes com tumor colorretal que foram submetidos a marcacdo com
nanquim para a localizacao da lesdo, detectou-se que os linfonodos, também, ficaram marcados,
facilitando a visualizacdo destes na cirurgia e na analise anatomopatoldgica, dessa maneira,
levando a um numero aparentemente maior de linfonodos recuperados.

Para o cirurgido, mesmo ligando a artéria mesentérica inferior na sua origem, a melhor
visualizagao de linfonodos poderia favorecer a retirada destes, para tanto, fazendo a seccido

pouco mais abaixo (Figura 3).
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Figura 3 — Fotografia do aspecto da marcacio da lesdo com nanquim e também dos linfonodos até a
emergéncia da artéria mesentérica inferior

UNTO DA ORIGEM DA
ARTERIA MESENTERIA

LY LINFONODOS
J MARCADOS

¥
UMOR MARCADO
COM NANQUIM

Fonte: Acervo pessoal

A impressao do patologista foi de que a tinta marcou os linfonodos ficando mais facil
identifica-los, inclusive, alguns pequenos que, provavelmente, passariam despercebidos (Figura

4).
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Figura 4 — Fotografia do aspecto dos linfonodos marcados por nanquim no mesorreto, apés fixacdo com

B LINFONODOS MARCADO NO
. IMESORRETO

Fonte: Acervo pessoal

A marcacdo com nanquim das lesdes pequenas ou que foram retiradas sem margem ¢é
obrigatdria para a orienta¢do do local a ser operado. No entanto, quando o tumor é grande e
bem visivel e a marcacao ¢é realizada com a finalidade de facilitar a identificag¢ao de linfonodos,
deve-se discutir os riscos e os beneficios. A literatura relata varias complicagdes com a
tatuagem com nanquim.

A padronizagdo técnica € importante para a aplicacdo do nanquim no local correto
(submucosa). Nao ha relatos de intercorréncias graves (PARK et al., 2008; HWANG et al.,
2010) quando o nanquim ¢ injetado adequadamente. As complicacdes descritas ocorrem

associadas a aplicacdo fora da submucosa:

a) perfuracdo intestinal (GIANOM; HOLLINGER; WIRTH, 2003);
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b) perfuracdo intestinal bloqueada (SINGH et al., 2006; FALCO et al., 2016);
¢) marcacao de outra alca intestinal (ZION; GHERSIN, 2014), como visto na figura
5;

d) deposito intraperitoneal simulando endometriose (ALGOE et al., 2008).

Figura 5 — Fotografia de marcacio equivocada de alca de delgado quando o objetivo era marcar uma
lesdao no colo.

i / d
MARCACAO DEALCADE [

" DELGADO COM NANQUIM

2.1.2 Outros agentes possiveis

Quando se tem o objetivo de marcar a lesdo, o nanquim parece ser o mais adequado
porque a marcacdo é duradoura. Outras substincias, como azul de metileno, indigo-carmim e
verde-indocianino, sdo absorvidas dentro de 24 horas (KETHU et al., 2010).

Borowski et al. (2014) propdem a inje¢do de azul de metileno nas pegas cirtirgicas antes
da formaliza¢do para aumentar o nimero de linfonodos dissecados, especialmente, nos casos
submetidos a neoadjuvancia. Parece ser uma alternativa interessante por ser mais simples e

barata, mas s@o necessarios novos estudos que comprovem sua eficicia.
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2.2 DEFINICAO DO SEGMENTO E DA CIRURGIA

Neste estudo, optou-se por analisar apenas os tumores de reto submetidos a tratamento
neoadjuvante porque o tratamento cirtrgico € bem-definido, envolvendo a ligadura da artéria
mesentérica inferior na sua origem, seguindo seu plano até a resseccao total do mesorreto (onde
estdo os linfonodos), independentemente da distancia do tumor a borda anal. A inclusao de
tumores em varios segmentos do colo e reto ndo permitiria a comparagdo precisa do nimero de
linfonodos identificados pela grande variacdo anatdmica. Outro fator importante € que o
tratamento neoadjuvante, considerado obrigatério por melhorar o prognéstico e diminuir a
recidiva local, leva a diminui¢do do nimero de linfonodos analisados. Talvez, os linfonodos
fiquem muito pequenos pelo efeito da radioterapia e, dessa maneira, ndo sao visualizados pelos
patologistas. Por conseguinte, um método que melhore essa andlise seria importante para

aprimorar o estadiamento desses pacientes.



22

3 OBJETIVO

Avaliar se a marca¢gdo do local do tumor com nanquim facilita a identificacdo dos
linfonodos no ato cirtirgico e na dissec¢do pelo patologista, assim, contribuindo para um maior

ndmero de unidades analisadas.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 CASUISTICA

Todos os pacientes com tumor de reto atendidos no Servigo de Proctologia do HC-UFU
sdo submetidos a um estadiamento inicial que inclui exame fisico geral e local, colonoscopia,
Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) pélvica e Tomografia Computadorizada (TC) de
abdomen e térax. Aqueles com estadiamento T1 ou T2 com NO sao submetidos a cirurgia como
tratamento inicial. Os pacientes com tumores localizados até 8 cm da borda anal e com
estadiamento mais avangado como T3 ou T4 ou com linfonodos aparentemente positivos (pelos
exames de imagem) sdo submetidos a tratamento neoadjuvante com radioterapia e
quimioterapia. As sessdes de radioterapia sao administradas em 2 fases:

I-  Campo pélvico — 25 sessdes com dose didria de 1,8 Gy totalizando 45 Gy;
IT- Boost no tumor — 3 sessdes de 1,8 Gy. Assim a dose total é de 50,4 Gy
distribuidas em 28 sessoes.

A quimioterapia utiliza fluoracil 500 mg/m? e 4acido folinico na dose de 20 mg/ m? em
doses semanais, no periodo da aplicacdo da radioterapia.

Em torno de 4 a 5 semanas apds o fim da radioterapia, os pacientes sdao submetidos a
retossigmoidoscopia para avaliar a resposta ao tratamento neoadjuvante e definir a cirurgia a
ser realizada. O procedimento cirdrgico é programado para 6 e 8 semanas ap6os o final da

radioterapia.

4.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes portadores de cancer de reto tratados no Servico de Proctologia do HC-UFU

com indicacao de tratamento neoadjuvante (radioterapia e quimioterapia).

4.1.2 Critérios de exclusao

a) Portadores de doenca em estidio avancado, com carcinomatose ou com
metéstases a distancia.

b) Portadores de tumor de reto recidivado.
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¢) Pacientes que tenham sido submetidos a marca¢do no momento do diagndstico
(porque ndo se sabe a técnica de marcagdo utilizada e pela impossibilidade de
distribuicao aleatoria).

d) Pacientes com tumores distais com indicacdo de amputagdo abdominoperineal
do reto por ndo ser possivel a marcagdo com nanquim.

e) Aqueles que se recusaram a participar do estudo.

4.1.3 Caracterizacio da casuistica

Cerca de um més ap6s o término da radioterapia, todos os pacientes foram submetidos
a novo estadiamento — que incluia a retossigmoidoscopia. Nessa fase, os que concordaram em
participar deste estudo assinaram o termo de consentimento e, por sorteio, foram distribuidos
em dois grupos. Em uma caixa, foram colocados 22 papéis recortados de folha de sulfite A4
medindo exatamente 2x3 cm, dobrados ao meio. Metade com a inscri¢ao “marcado” e a outra
metade com a inscri¢do “nao marcado”. No momento da inclusdo de um novo participante, um
papel era sorteado definindo seu grupo. Assim todos os participantes foram submetidos a
retossigmoidoscopia, porém distribuidos em dois grupos:

I-  Submetidos a marcacdo com nanquim.

IT-  Submetidos a retossigmoidoscopia sem marcacao.

4.2 TECNICA DE MARCACAO

A padronizagao da marcagao foi baseada na proposta publicada por Sawaki et al.(2003),
chamada de 2 passos. O local correto para a injecdo de nanquim € na submucosa e, por esta
proposta, primeiro a agulha € introduzida (na inteng¢do de posiciona-la na submucosa), mas,
antes do nanquim, injeta-se solucdo fisioldgica. Se a agulha estiver no local correto, uma bolha
se forma, com isso, garantindo a aplica¢do do nanquim no local correto (figuras 6 e 7).

Uma vez elevada a bolha, o nanquim € injetado, evitando-se aplicagdo em local

inadequado.
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Figura 6 — Fotografia do aspecto endoscopico antes da injecdo de solucio fisiolégica na submucosa e apés
a elevacio da bolha pela injecdo da solucao garantindo o local correto da aplicacido

ASPECTO APOS
INJECAO DE SOLUCAQ
FISIOLOGICA COM
ELEVACAO DE UMA
BOLHA

Fonte: Acervo pessoal

Figura 7 — Fotografia da injecio de nanquim dentro da bolha previamente formada por solucio fisiologica

INJECAO DE NANQUIM
APOS A ELEVACAO DA ¥

Fonte: Acervo pessoal

N3ao é recomendada a injecao inicial de nanquim porque, se a agulha estiver posicionada
na camada muscular ou transfixando a parede, a injecdo de solucdo fisioldgica ndo causara

danos e o endoscopista podera reposicionar a agulha.
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A técnica de marcacdo foi assim padronizada: aplica-se solugdo fisioldgica na
submucosa para se elevar uma bolha. Se ndo se elevar a bolha, a agulha é reposicionada e
novamente injeta-se solugao fisioldgica, até que se forme a bolha (garantindo a localizacdo
correta). O volume de solugao fisiol6gica € apenas o suficiente para se visualizar a bolha. Sem
retirar a agulha do local, a seringa contendo solugéo fisioldgica € trocada por outra contendo 2
ml de nanquim que € entdo injetado. Ao se injetar os 2 ml de nanquim, uma parte deste ficara
na agulha e, por isso, injeta-se mais 1 ml de solugdo fisiologica para levar o todo o nanquim
que estava na agulha para a submucosa. O local de aplicagao padronizado é a 2 cm distais a
lesdo em 3 pontos equidistantes em relacdo a circunferéncia (2 ml de nanquim em cada ponto).
A marcagdo em 3 pontos foi preconizada para se ter certeza da visualizac¢do desta pelo cirurgido

em qualquer por¢do da parede intestinal.

4.2.1 Técnica cirirgica

Os pacientes foram operados pelos cirurgides do servico, que seguem a mesma
padronizacdo técnica. O preparo intestinal foi realizado com aplicacdo de 2 unidades de
Phosfoenema® via anal. A profilaxia com antibioticos foi limitada a uma dose de ceftriaxona
(1 g) e metronidazol (500 mg) intravenoso, 1 hora antes do procedimento. Todas as cirurgias
foram por laparotomia com incisdo mediana supra e infraumbilical, com explora¢do da
cavidade antes do inicio da ressec¢do do tumor. Apesar da equipe cirdrgica ndo dispor da
informacao prévia, a propria marcacdo fica evidente, impossibilitando a metodologia duplo-
cega. A cirurgia tinha inicio na dissecdo da artéria mesentérica inferior junto da sua origem na
aorta, com o cuidado de se preservar os plexos simpéticos pré-adrtico e hipogéstrico superior.
A veia mesentérica inferior também era ligada neste ponto. A dissec¢do seguia no plano
identificado acima dos plexos nervosos em direcdo a pelve, seguindo o plano entre a fascia pré-
sacral e a fascia do mesorreto. E importante a retirada completa do mesorreto, independente da
altura do tumor. O cirurgido deve ainda ter o cuidado de preservar os nervos do plexo
hipogastrico. Na abordagem da por¢ao anterior do reto, a disseccdo deve ser, sempre que
possivel, entre a parede anterior do reto e a fascia de Denonvilliers, com intuito de preservagao
da inervacdo. A margem distal deve ser de pelo menos 1 cm. Ressalta-se que o cirurgiao ndo
disseca nem muitas vezes visualiza os linfonodos, mas sim acredita ter retirado todos aqueles
relacionados ao tumor ao ligar os vasos na sua emergéncia e ao seguir o plano logo acima dos

plexos.



27

Todos os casos foram submetidos a anastomose colorretal primaria com
transversostomia de protecdo. Solicitou-se ao cirurgido responsdvel responder se ele havia

visualizado a marcacgao da lesdo e de linfonodos corados.

4.2.2 Técnica da analise anatomopatologica

A andlise anatomopatoldgica foi realizada pelo Servigo de Patologia do HC-UFU. A
peca cirurgica foi fixada com formalina logo apds a cirurgia. O método utilizado para anélise
dos linfonodos se baseia na palpagdo de estruturas mais rigidas em meio a gordura do meso. Ao
palpar essas estruturas, elas sdo isoladas e, entdo, melhor analisadas para se ter certeza de se

tratar de linfonodos. A andlise seguiu a rotina do Servi¢o de Patologia.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Sugeriu-se o ndmero de 11 participantes em cada grupo com base no nimero médio
mensal de cirurgias oncoldgicas realizadas no Servico de Proctologia do HC-UFU. A anélise

estatistica foi proposta considerando nivel de significancia de 0.05.

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia

em 17/03/2015 sob o niimero 33171014.3.0000.5152.
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S RESULTADOS

Foram estudados 22 pacientes com tumor de reto até 8 cm da borda anal, submetidos a
tratamento neoadjuvante entre 20 de marco de 2015 e 20 de marco de 2017. Nenhum caso foi

excluido por divergéncia entre o estadiamento inicial e o observado no intraoperatorio.

Nao houve intercorréncias ou complicagdes na marcacdo com nanquim. O local da
marcacao no reto foi visualizado em todos os casos. O cirurgido identificou algum linfonodo
marcado em 10 dos 11 casos. Nao houve marcagdo em outros locais da cavidade abdominal,

fora o local da lesao e os linfonodos.

5.1 PERFIL DA AMOSTRA

A maioria dos participantes foi composta por homens (63,6%) com idade média de
62,05 anos (£10,53 anos). No grupo marcado foram estudados 8 homens e 3 mulheres com
média de idade de 60,45 anos (44 a 80 anos). Foram inclusos no grupo nao marcado 6 homens

e 5 mulheres com média de idade de 63,63 anos (48 a 77 anos), como elencado na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicio da amostra quanto a idade, género segundo o grupo
Marcado Nao Marcado

Idade Género Idade Género
44 MASC 48 FEM
47 MASC 58 FEM
48 FEM 60 FEM
49 MASC 61 FEM
52 MASC 62 MASC
63 FEM 63 MASC
66 FEM 64 MASC
68 MASC 66 MASC
71 MASC 67 MASC
77 MASC 74 FEM
80 MASC 77 MASC

Fonte: Elaboracdo propria

Em média, o nimero de linfonodos analisados foi de 7,18 (% 4,82) e dos acometidos,

1,18 (£ 2,30). A distancia média do tumor a borda anal foi de 5,68 cm (* 1,39 cm).
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No grupo marcado foram identificados em média 8,18 linfonodos por paciente, com

média de 0,72 positivos e distancia média do tumor a borda anal foi de 6,27 cm (tabela 2).

Tabela 2 - Nimero de linfonodos, niimero de positivos, estadio e distincia da borda anal no grupo
marcado com nanquim

Participante Linfonodos Positivos Estadio Distancia da
borda anal
1 2 0 6
2 5 0 0 4
3 5 0 I 4
4 7 0 I 8
5 7 1 I 5
6 8 0 0 8
7 8 5 I 7
8 9 0 I 7
9 10 1 I 8
10 13 0 I 5
11 23 1 I 7
Média 8,18 0,72 6,27

Fonte: Elaboragao prépria

Na tabela 3 estdo os dados médios do grupo ndo marcado. Foram identificados em média

5,54 linfonodos, com 1,6 positivos e com distancia da borda anal de 5,09 cm.
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Tabela 3 - Namero de linfonodos, niimero de positivos, estadio e distincia da borda anal no grupo nao

marcado
Participante = Linfonodos Positivos Estadio Distancia da
borda anal
1 0 0 0 5
2 1 0 II 4
3 3 0 II 5
4 5 0 II 6
5 5 0 II 5
6 6 0 II 4
7 6 4 I 4
8 7 7 I 5
9 7 0 II 5
10 8 7 I 7
11 13 0 I 6
Média 5,54 1,6 5,09

Fonte: Elaboracdo propria

5.2 ANALISE ESTATISTICA

5.2.1 Variaveis influenciadoras

A relagdo entre o nimero de linfonodos analisados e as outras varidveis escalares da pesquisa
apresenta-se na tabela 4. Nela, é possivel visualizar que existe uma alta correlagdo positiva
(p=0,579; 1C95%: 0,277-0,770; p-valor=0,005) entre o nimero de linfonodos analisados e a
distancia do tumor a borda anal. Nao foi possivel notar outras relacdes marginalmente
significativas (p-valor<0,15) entre o nimero de linfonodos analisados e as outras varidveis de

acordo com a tabela 4.
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Tabela 4 - Correlacido de Spearman (p) entre variaveis escalares/ordinais
Distancia Numero Linfonodos
do tumor de acometidos
a borda linfonodos dentro os
Idade anal analisados analisados

Distancia  p -0,232
do tumor a p-valor 0,299
borda anal  Boostrap® Vids 0,003

Erro Padrio 0,237

Intervalo de Inferior -0,665
Confianca  Superior 0,248

95%
Nimero de p -0,142 579
linfonodos  p-valor 0,528 0,005
analisados  Bootstrap® Vids 0,005 -0,019
Erro Padrao 0,253 0,126

Intervalo de Inferior -0,614 0,277
Confianca  Superior 0,368 0,770

95%
Linfonodos p -0,088 0,201 0,382
acometidos p-valor 0,697 0,370 0,079
dentro  0S Bootstrap® Viés ,001¢ 000 -,008¢
analisados Erro Padrio 2009 2114 1619
Intervalo de Inferior -,462¢ -2274 ,0374
Confianca  Superior ,314¢ ,593¢ ,6644
95%

**_ A correlacdo € significativa no nivel 0,01 (bilateral).
c. A menos que indicado de outra maneira, os resultados da bootstrap sédo baseados em 10000 amostras bootstrap

d. Baseado em 9997 amostras
Fonte: Elaboracdo propria

Na tabela 5, relaciona-se o ndmero de linfonodos analisados com as variaveis nominais
(binarias) da pesquisa. Nela, aponta-se, pelo Teste Mann-Whitney, que o nimero de linfonodos
analisados foi estatisticamente maior (Z=-2,059; p-valor<0,05) quando foi possivel ao cirurgidao
identificar a marcacdo dos linfonodos na cirurgia. Apesar da média/mediana do nimero de
linfonodos das mulheres e do tipo histol6gico bem diferenciado ser pontualmente maior, o teste

estatistico nao se mostrou marginalmente significativo (p-valor<0,10).
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Tabela 5 - N° de linfonodos analisados por género, tipo histolégico e identificacdo da marcacio

Nuamero de linfonodos analisados
Mann-
Desvio Whitney
Minimo Maximo Meédia Mediana padrao (Z)

Género Feminino 0,00 13,00 7,75 7,50 4,20 -1,066
Masculino 1,00 23,00 6,86 6,00 5,26

Tipo Bem diferenciado 0,00 23,00 7,64 7,00 5,73 -0,496

histolégico Pouco/moderadamente 1,00 13,00 6,73 6,00 3,93
diferenciado

Se o Falso 0,00 13,00 550 5,50 3,37 2,059

cirurgido  Verdadeiro 2,00 23,00 920 8,00 5,65

identificou ) 0,00 2300 7,08 7,00 4.82

a marcacao

de

linfonodos

na cirurgia
*#*% p-valor < 0,01; ** p-valor < 0,05; * p-valor 0,10. Valores p baseados em 10.000 amostras Monte Carlo
(IC95%).

Fonte: Elaboragao prépria

5.2.2 Variaveis confundidoras

Quando se relacionou o grupo marcado/ndo marcado com as varidveis escalares/ordinais
da pesquisa encontrou-se uma relagdo entre essa variavel e a distancia do tumor a borda anal: a
média/mediana da distancia do tumor a borda anal foi maior no grupo marcado (Z=-1,822; p-
valor<0,10). Adicionalmente, também. detectou-se, pelo menos em termos preliminares, que
ocorreu uma associacdo estatisticamente significante entre a relacdo de interesse: a
média/mediana do nimero de linfonodos analisados foi maior para o grupo marcado do que

para o grupo nao marcado (Z=-1,72; p-valor<0,10), como visto na tabela 6.



Tabela 6 - Estatisticas descritivas por grupo
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Grupo marcado Vs nao marcado
Nao marcado Marcado Total

Mann-Whitney (Z)

Idade

Distancia
tumor
anal

Numero
linfonodos
analisados

Linfonodos

do

a borda

de

acometidos entre

os analisados

Estadiamento

Minimo
Maximo
Média
Mediana
Desvio padrao
Minimo
Maximo
Média
Mediana
Desvio padrao
Minimo
Maximo
Média
Mediana
Desvio padrao
Minimo
Maximo
Média
Mediana
Desvio padrao
Minimo
Maximo
Média
Mediana
Desvio padrio

48,00
77,00
63,64
63,00
7,76
4,00
7,00
5,09
5,00
0,94
0,00
13,00
5,55
6,00
3,53
0,00
7,00
1,64
0,00
2,91
0,00
3,00
2,00
2,00
0,89

44,00
80,00
60,45
63,00
12,93
4,00
8,00
6,27
7,00
1,56
2,00
23,00
8,82
8,00
5,51
0,00
5,00
0,73
0,00
1,49
0,00
3,00
1,64
1,00
1,21

44,00
80,00
62,05
63,00
10,53
4,00
8,00
5,68
5,00
1,39
0,00
23,00
7,18
7,00
4,82
0,00
7,00
1,18
0,00
2,30
0,00
3,00
1,82
2,00
1,05

-0,362

-1,822%

-1,720%*

-0,040

-0,718

*#*k% p-valor < 0,01; ** p-valor < 0,05; * p-valor 0,10. Valores p baseados em 10.000 amostras Monte Carlo

(IC95%).

Fonte: Elaboracdo propria

Concernente ao cruzamento da variavel marcado/ndo marcado com as outras variaveis

bindrias da pesquisa, a tabela 7 evidencia uma relacio altamente significativa (x>=18,333; p-

valor<0,01) se o cirurgido identificou a marcacao de linfonodos na cirurgia. Na verdade, como

se pode perceber, praticamente, todas as observagdes marcadas constam como observacdes

verdadeiras para se o cirurgido identificou a marcacdo de linfonodos na cirurgia.
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Tabela 7 - Referéncia cruzada por grupo
Grupo marcado Vs nao marcado Qui-

Nao marcado  Marcado quadrado
n % n % o)
Género Feminino 5 45,5% 3 27,3% 0,786%
Masculino 6 54,5% 8 72, 7%
Tipo histolégico Bem diferenciado S 455% 6 54,5% 0,182
Pouco/moderadamente 6 54,5% 5 45,5%
diferenciado
Se o cirurgido Falso 11  100,0% 1 9,1% 18,333 ***
identificou a Verdadeiro 0 0,0% 10 90,9%
marcacao de
linfonodos na
cirurgia

*#% p-valor < 0,01; ** p-valor < 0,05; * p-valor 0,10. * 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5.
A contagem minima esperada € 4,00.
Fonte: Elaboracdo propria

5.3 ANALISE DE REGRESSAO

A partir dos resultados descritos, foram selecionadas as varidveis grupo marcado/nao
marcado e a distancia do tumor a borda anal para regredir contra o nimero de linfonodos
analisados. Nao foi considerado se o cirurgiao identificou a marcacao de linfonodos na cirurgia,
pois essa variavel é quase perfeitamente colinear com o grupo marcado/ndo marcado. Dessa
forma, na tabela 8, constam os coeficientes e intervalos de confianca via bootstrap do modelo
de regressdo linear estimado, tomando o nimero de linfonodos analisados como varidvel
dependente (Y) e a dummy marcado/nao marcado (X1) e a distancia do tumor a borda anal (X>)
como varidveis independentes.

E possivel notar que, quando as duas varidveis sdo colocadas em conjunto, o fato de o
grupo ser ndo marcado ou marcado ndo explica a variabilidade do nimero de linfonodos
(B=1,88; p-valor=0,336). Todavia a distancia do tumor a borda anal continua significativa ao
nivel de 10% de significancia (B=1,179; p-valor= 0,075), indicando que, quando a distancia do

tumor aumenta 1 cm, o namero de linfonodos analisados aumenta 1,179 unidades.
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Tabela 8 - Modelo de regressao linear estimado

Bootstrap?
BCa 95% de Intervalo de
Erro Confianca
Modelo B Viés Padrao p-valor Inferior Superior
(Constante) -0,455 -0,079 3,238 0,886 -8,274 5,800
Grupo marcado 1,880 0,069 1,905 0,336 -1,448 5,714
Distancia do 1,179 0,014 0,629 0,075 0,175 2,364

tumor
a. A menos que indicado de outra maneira, os resultados da bootstrap sdo baseados em
10000 amostras bootstrap

Fonte: Elaboracdo propria

Os resultados do exame dos residuos mostrados no Apéndice A indicam que pode-se ter
relativa' confianca nesses resultados. O teste F indicou que, no conjunto, os coeficientes sao
diferentes de zero ao nivel de 10% de confianca. Nao se encontrou presenca de
multicolinearidade (VIF < 10). A falta de normalidade ndo foi tdo pronunciada (p-valor
Shapiro-Wilk = 0,013), apesar de ser menos importante porque se estimou os intervalos de
confianca por bootstrap. Da mesma forma, o exame dos residuos da regressao contra as
variaveis independentes (Teste de Levene e Correlacdo de Spearman) nao mostrou indicios de
heterogeneidade nos residuos.

Resumidamente, existe uma associacao bivariada marginalmente significativa (p-valor
< 0,10) entre o nimero de linfonodos analisados e o fato de o grupo ser ou nao marcado com
nanquim e a distancia do tumor a borda anal. No entanto, quando as varidveis foram analisadas
simultaneamente, numa andlise multivariada (anélise de regressdo), o fato de o grupo ser ou
nao marcado com nanquim perdeu importancia (p-valor > 0,05) devido aos efeitos

existentes entre a distancia do tumor e a variavel marcado/ndao marcado.

! Relativa, pois, conquanto ndo se tenha alcangado um bom ajuste, eles foram aceitdveis, principalmente, por se
tratar de uma amostra pequena.
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6 DISCUSSAO

Na amostra estudada, ndo houve casos de complicagdes na aplicacdo do nanquim.
Assim, a padronizagdo técnica parece evitar intercorréncias, em concordancia com dados da
literatura. Apesar da dose relativamente alta em relacdo a outros estudos (BOTOMAN;
PIETRO; THIRLBY, 1994; HWANG et al., 2010; ALDECOA et al., 2017), a marcagdo ficou
limitada ao local da lesdo e aos linfonodos, sugerindo que as intercorréncias estejam mais
relacionadas ao local aplicado do que com a dose. A aplicagdo na submucosa tem outra
importancia relacionada ao objetivo deste estudo. O nanquim aplicado na camada muscular
pode ser ttil para a marcacdo do local. Entretanto, como os vasos sanguineos e linfaticos
localizam-se na submucosa, para a anélise da marcacgdo sobre os linfonodos, a certeza de que a
injecdo foi de fato na submucosa assume papel fundamental.

A marcacdo foi visualizada em linfonodos livres de metastase e, também, em
acometidos, de modo que ndo ha nenhuma relagc@o entre marca¢ao com nanquim e presencga de
metastases nos linfonodos.

Nao houve diferenca estatistica quando foi analisado o nimero de linfonodos e a
distancia do tumor a borda anal. Esse dado era esperado porque a cirurgia realizada retira todo
o mesorreto independentemente dessa distancia.

Em 10, de 11 casos, o cirurgido identificou linfonodos marcados, o que poderia ser ttil
para analisar o linfonodo sentinela, ndo estudado neste trabalho. Estudos, principalmente em
tumores de mama, demonstram que o primeiro linfonodo da cadeia (chamado sentinela) tem a
maior chance de ser acometido. Durante a cirurgia para tumores de mama, esse linfonodo é
identificado, retirado e analisado por congelacdo. Nos casos positivos, recomenda-se a
linfadenectomia, que pode levar a sequelas no membro superior correspondente. Nos casos
negativos, ndo se recomenda a linfadenectomia, com o argumento de levar a sequelas sem
beneficio oncoldgico. Nos casos de tumores colorretais, a linfadenectomia néo leva a sequelas,
apesar de mais trabalhosa. Nesses casos, o conceito de linfonodo sentinela ndo se aplica como
na mama. Mulsow et al. (2003) preconizam a anélise detalhada, para tanto, utilizando métodos
moleculares do primeiro linfonodo da cadeia (sentinela), que poderia ser identificado pela
marcacao com nanquim, como o primeiro da sequéncia.

A identificacdo dos linfonodos pelo cirurgido poderia ser util, também, nos casos de

drenagem linfatica diferente do habitual (SAHA et al., 2013). A marcacao de linfonodos fora
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do trajeto esperado sugere que a drenagem linfatica no caso possa ser diferente do habitual
porque o nanquim aplicado no tumor segue 0 mesmo trajeto de eventuais metastases.

Muitos estudos recomendam pelo menos 12 linfonodos analisados para cirurgia de
tumores colorretais. Na pratica diaria, esse nimero arbitrario € utilizado como referéncia de
qualidade da cirurgia e do exame patoldgico. Poucos linfonodos analisados dao a impressao de
que o tratamento cirdrgico ndo foi adequado e hé tendéncia de se prescrever quimioterapia,
mesmo que ndo se encontrem acometidos. No entanto, parece haver concordancia entre os
estudos que o tratamento neoadjuvante com ridio e quimioterapia tem efeito sobre os
linfonodos, ndo s6 sobre o nimero, mas também sobre seu valor progndstico. Por sua vez, ha
muita variac@o na interpretacdo desses dados.

Yegen et al. (2016) referem que ndo s6é o nimero, mas, também, o tamanho dos
linfonodos recuperados diminui significativamente com a neoadjuvancia. Ceelen et al. (2016),
estudando o prognéstico de pacientes portadores de tumor de reto submetidos a radio e
quimioterapia pré-operatoéria, relatam a diminui¢do do nimero de linfonodos dissecados, mas
que, apds a neoadjuvancia, o nimero de linfonodos exerce pouca influéncia no prognostico.
Acrescenta que existe relacdo direta entre a propor¢cdo de linfonodos acometidos entre os
analisados e sobrevida.

Hall et al. (2015) confirmam o efeito da neoadjuvancia em diminuir o nimero de
linfonodos dissecados e propdem que, nessa situacao, bastam 8 linfonodos (ao invés dos 12)
para se ter o mesmo resultado. Kim et al. (2015) propde que a boa resposta do tumor a
neoadjuvancia promove a redu¢do do nimero de linfonodos, entdo, concluindo que poucos
linfonodos dissecados t&ém mais relagdo com a boa resposta a radio e quimioterapia do que com
cirurgia incompleta ou falta de empenho do patologista, ndo interferindo no prognoéstico. Kim
et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes, concordando que poucos linfonodos apods
radioterapia tém relacdo direta com a resposta a radioterapia e nao tém relagao com progndstico.
Habr-Gama et al. (2008) consideram que a auséncia de linfonodos identificados, associada a
outros critérios, tem mais relacdo com boa resposta a neoadjuvancia do que com cirurgia mal-
executada. Por sua vez, Li et al. (2015) concordam que a neoadjuvancia diminui o nimero de
linfonodos analisados, mas que poucos linfonodos estudados levam a um pior progndstico.

Zuo et al (2016) propdem que a razdo de linfonodos positivos dentre os dissecados s
tem valor quando se estuda menos de 12 unidades. Gill et al (2015), em estudo retrospectivo de
pacientes com tumores de reto submetidos a neoadjuvancia, propdem que, se os linfonodos nao

estdo comprometidos, o nimero analisado nao tem valor progndstico. Li et al. (2014) inferem
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que, mesmo apds radio e quimioterapia, tanto o nimero de linfonodos quanto a razdo dos
positivos tém valor progndstico. Park et al. (2014) concluiram que o nimero de linfonodos
analisados tem relacdo direta com o tempo de sobrevida livre de doenca. Li et al. (2015)
consideram que, em casos onde haja presenca de muitos linfonodos (mais que 17), em pacientes
com tumores de reto, o quadro estd associado a pior progndstico, provavelmente, secundério a
uma resposta ruim ao tratamento neoadjuvante.

Essa aparente contradi¢do da literatura, talvez, possa ser interpretada levando em
consideracdo as respostas extremas do tumor a neoadjuvancia. Nos casos de acentuada boa
resposta (as vezes completa), a auséncia total de linfonodos ou a presenca de poucos,
possivelmente, deva-se mais a resposta ao tratamento com radio e quimioterapia do que a
cirurgia inadequada. No outro extremo, a presenca de muitos linfonodos, muito acima do
habitual, talvez, seja reflexo de auséncia de resposta, e, neste caso, muitos linfonodos associam-
se a pior progndstico.

Neste estudo, foi centro de analise um caso com 23 linfonodos, bem acima dos outros,
talvez, um exemplo de resposta ruim. Também, ocorreu um caso com auséncia de linfonodos,
cuja ressec¢ao do mesorreto foi completa e o patologista refere ter realizado uma procura
meticulosa. Essa diferenciacdo é importante para que ndo se prescreva quimioterapia sem
necessidade quando a resposta do tumor ao tratamento foi completa, mas que, de igual modo,
ndo seja um argumento para cirurgias incompletas ou exame patoldgico inadequado. Assim,
com excecdo dos extremos de resposta a neoadjuvancia, quanto maior o nimero de linfonodos
identificados, melhor € em termos de qualidade de tratamento e de valor prognoéstico. No estudo
em tela, o nimero médio de linfonodos analisados, considerando os dois grupos, foi de 7,18,
abaixo do nimero preconizado pela literatura. Estudo brasileiro de Habr-Gama (HABR-GAMA
et al., 2008) encontrou média de 9,5 unidades apds radio e quimioterapia. Caso se considere 12
como o ndmero minimo, apenas, 3, de 22 casos, foram analisados de modo apropriado. E
considerando o efeito da neoadjuvancia e estabelecendo 8 linfonodos como desejavel, apenas,
8 casos, entre 22, tiveram nimero suficientemente estudados. Esse dado € preocupante uma vez
que o estudo de Swanson et al. (2003) demonstram que, mesmo quando os linfonodos ndo estao
acometidos, um maior ndmero de linfonodos analisados leva a maior sobrevida.

Por sua vez, estudo conduzido por Dawson (DAWSON; WIEBUSCH; THIRLBY,
2010) concluiu que a marcagdo com nanquim aumenta o nimero de linfonodos identificados
em cirurgia de ressec¢do de segmentos de colo. Curiosamente, no mesmo estudo, a marcagdo

com nanquim nao aumentou o numero de linfonodos analisados em cirurgias de reto apds
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tratamento neoadjuvante. Dawsnon, Wiebusch e Thirlby (2010) ndo souberam explicar o
motivo dessa diferenca. Alguns fatos poderiam ter interferido no resultado: o estudo foi
retrospectivo, de modo que a marcacdo com nanquim nao foi padronizada quanto a técnica, a
dose e ao local de aplicacdo. E, ao contrério, o presente estudo foi prospectivo, randomizado,
com técnica padronizada e limitado a um unico tipo de cirurgia. O nimero de linfonodos
analisados foi maior, mas sem diferenca estatistica, confirmando os resultados de Dawsnon,
Wiebusch e Thirlby (2010). Desconsiderando problemas na metodologia, a explicagao pode
estar no efeito da radioterapia, que leva a fibrose da submucosa, o que limitaria a difusao do
nanquim. O estudo em foco realizou a marcagdo com nanquim apds a radioterapia. Como o
nanquim produz marca¢do duradoura, talvez, a marcacdo no momento do diagnostico, antes da
fibrose da radioterapia, poderia marcar melhor os linfonodos e produzir resultados semelhantes
a marcacao do colo.

Por conseguinte, a técnica cirdrgica adequada e o empenho do patologista continuam

sendo os fatores principais na boa condugao desses casos.
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7 CONCLUSAO

A marcagdo com nanquim ndo leva a aumento do numero de linfonodos recuperados em
espécimes cirtrgicas de retossigmoidectomia efetuadas apds tratamento neoadjuvante, para

tumores de reto até 8 cm da borda anal.
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APENDICE A — ANALISE ESTATISTICA

ANALISE DESCRITIVA

Tabelas

Género

n % % valida % cumulativa

Valido Feminino 8 36,4 36,4 36,4
Masculino 14 63,6 63,6 100,0
Total 22 100,0 100,0

Grupo marcado Vs ndo marcado

n % % valida % cumulativa

Valido Nao marcado 11 50,0
Marcado 11 50,0
Total 22 100,0

50,0 50,0
50,0 100,0
100,0

Tipo histolégico

n_ % % vailida

% cumulativa

Valido Bem diferenciado

11 50,0 50,0

Pouco/moderadamente diferenciado 11 50,0 50,0

Total

22 100,0 100,0

50,0
100,0

Nome do cirurgiio

n__ % % valida

% cumulativa

Vialido A 8 364 36,4
B 4 182 18,2
C 3 13,6 13,6
D 7 318 31,8
Total 22 100,0 100,0

36,4
54,5
68,2
100,0

Se o cirurgifo identificou a marcacdo de linfonodos na cirurgia

n % % valida % cumulativa
Valido Falso 12 545 54,5 54,5
Verdadeiro 10 45,5 45,5 100,0

Total 22 100,0 100,0
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Nome patologista

n % % valida % cumulativa
Vilido A 2 91 9,1 9,1
B 1 45 4.5 13,6
C 5 227 22,7 36,4
D 4 18,2 18,2 54,5
E 2 9,1 9,1 63,6
F 5 227 22,7 86,4
G 3 13,6 13,6 100,0
Total 22 100,0 100,0
Estadiamento
n % % vélida % cumulativa
Valido 0 3 13,6 13,6 13,6
I 5 227 22,7 36,4
1I 7 31,8 31,8 68,2
111 7 31,8 31,8 100,0
Total 22 100,0 100,0
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Estatisticas
Distancia do tumor a Numero de linfonodos Linfonodos acometidos
Idade borda anal analisados dentro os analisados

N Vilido 22 22 22 22

Omisso 0 0 0 0
Média 62,0455 5,6818 7,1818 1,1818
Mediana 63,0000 5,0000 7,0000 0,0000
Desvio 10,53103 1,39340 4,81700 2,30189
Padrio
Minimo 44,00 4,00 0,00 0,00
Maximo 80,00 8,00 23,00 7,00

Distancia do tumor a borda anal

n % % vélida % cumulativa
Viélido 4,00 5 22,7 22,7 22,7
500 7 31,8 31,8 54,5
6,00 3 13,6 13,6 68,2
7,00 4 18,2 18,2 86,4
8,00 3 13,6 13,6 100,0
Total 22 100,0 100,0




Numero de linfonodos analisados

n % % valida % cumulativa
Valido ,00 1 4,5 4,5 4,5
1,00 1 4.5 4,5 9,1
2,00 1 4.5 4.5 13,6
3,00 1 4.5 4,5 18,2
5,00 4 182 18,2 36,4
6,00 2 9,1 9,1 45,5
7,00 4 182 18,2 63,6
8,00 3 13,6 13,6 77,3
9,00 1 4,5 4,5 81,8
10,00 1 4,5 4,5 86,4
13,00 2 9,1 9,1 95,5
23,00 1 4,5 4,5 100,0
Total 22 100,0 100,0

Linfonodos acometidos dentro os analisados

n % % vélida % cumulativa
Valido ,00 15 68,2 68,2 68,2
1,00 3 13,6 13,6 81,8
400 1 4.5 4.5 86,4
5,00 1 4.5 4.5 90,9
7,00 2 91 9,1 100,0
Total 22 100,0 100,0
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Linfonodos acometidos dentro os avaliados
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Linfonodos acometidos dentro os avaliados
TESTE DE NORMALIDADE

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Idade 0,120 22 ,200 0,953 22 0,354
Distancia do tumor a borda anal 0,233 22 0,003 0,882 22 0,013
Numero de linfonodos analisados 0,205 22 0,017 0,864 22 0,006
Linfonodos acometidos dentro os analisados 0,378 22 0,000 0,575 22 0,000

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlacdo de Significancia de Lilliefors

ANALISE BIVARIADA

Variaveis influenciadoras

Postos
Género N Posto Médio Soma de Postos
Numero de linfonodos analisados Feminino 8 13,44 107,50

Masculino 14 10,39 145,50
Total 22
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Estatisticas de teste?

Nimero de

linfonodos

analisados
U de Mann-Whitney 40,500
Wilcoxon W 145,500
Z -1,066
Significancia Assint. (Bilateral) 0,287
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] ,297°
Sig. Monte  Sig. ,299¢
(Cba}ilo ! Intervalo de Limite inferior 0,290
ilateral) Confianga 95% Limite superior 0,308
Sig. Monte  Sig. ,147°¢
Car'llo 1 Intervalo de Limite inferior 0,140
(pmilateral) Confianga 95% Limite superior 0,154

a. Variavel de Agrupamento: Género

b. Nao corrigido para empates.

c. Baseado em 10000 tabelas de amostra com a semente inicial

334431365.
Postos
Tipo histolégico N Posto Médio Soma de Postos
Numero de Bem diferenciado 11 12,18 134,00
linfqnodos Pouco/moderadamente diferenciado 11 10,82 119,00
analisados
Total 22
Estatisticas de teste?
Numero de linfonodos
analisados

U de Mann-Whitney 53,000
Wilcoxon W 119,000
Z -0,496
Significancia Assint. (Bilateral) 0,620
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] ,652°
Sig. Monte ~ Sig. ,638¢
gj}ilo i Intervalo de Limite inferior 0,629

ilateral) Confianga 95%  Limite superior 0,648
Sig. Monte ~ Sig. ,320¢
Car.llo 1 Intervalo de Limite inferior 0,310
(umilateral) Confianga 95% [ imite superior 0,329

a. Varidvel de Agrupamento: Tipo histolégico

b. Nao corrigido para empates.

c. Baseado em 10000 tabelas de amostra com a semente inicial 1502173562.



Postos

Se o cirurgido identificou a marcacio de linfonodos na cirurgia N Posto Médio Soma de Postos

Numero de linfonodos analisados

Falso

Verdadeiro

Total

12
10
22

8,92
14,60

107,00
146,00

Estatisticas de teste®

Numero de linfonodos

analisados
U de Mann-Whitney 29,000
Wilcoxon W 107,000
Z -2,059
Significancia Assint. (Bilateral) 0,039
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] ,043°
Sig. Monte Sig. ,038¢
Ca}rlo Intervalo de Limite inferior 0,034
(bilateral) Confianga 95% Limite superior 0,042
Sig. Monte Sig. ,019¢
Car.llo 1 Intervalo de Limite inferior 0,017
(umilateral Confianga 95% Limite superior 0,022

a. Varidvel de Agrupamento: Se o cirurgido identificou a marcacdo de linfonodos na

cirurgia

b. Nio corrigido para empates.

c. Baseado em 10000 tabelas de amostra com a semente inicial 743671174.

Variaveis confundidoras

Postos

Grupo marcado Vs ndo marcado

N Posto Médio Soma de Postos

Idade Nio marcado 11 12,00 132,00
Marcado 11 11,00 121,00
Total 22

Distancia do tumor a borda anal Nao marcado 11 9,05 99,50
Marcado 11 13,95 153,50
Total 22

Numero de linfonodos analisados Nao marcado 11 9,14 100,50
Marcado 11 13,86 152,50
Total 22

Linfonodos acometidos dentro os analisados N&o marcado 11 11,45 126,00
Marcado 11 11,55 127,00
Total 22

Estadiamento Nao marcado 11 12,45 137,00
Marcado 11 10,55 116,00
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Total 22
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Estatisticas de teste®

Distancia Numero Linfonodos
do tumor de acometidos
aborda linfonodos dentro os
Idade anal analisados analisados Estadiamento
U de Mann-Whitney 55,000 33,500 34,500 60,000 50,000
Wilcoxon W 121,000 99,500 100,500 126,000 116,000
Z -0,362 -1,822 -1,720 -0,040 -0,718
Significancia Assint. (Bilateral) 0,718 0,068 0,085 0,968 0,473
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] ,748° ,076° ,088° 1,000° 5190
Sig. Monte Sig. ,732°¢ ,073¢ ,087¢ 1,000¢ ,504¢
Carlo Intervalo de  Limite 0,724 0,068 0,081 1,000 0,494
(bilateral)  confianca inferior
95% Limite 0,741 0,079 0,092 1,000 0,513
superior
Sig. Monte Sig. ,362°¢ ,038¢ ,042¢ ,503¢ ,251¢
Carlo Intervalo de  Limite 0352 0,034 0038 0,493 0,242
(unilateral) Confianga inferior
95% Limite 0,371 0,041 0,046 0,512 0,259
superior
a. Varidvel de Agrupamento: Grupo marcado Vs ndo marcado
b. Nio corrigido para empates.
c. Baseado em 10000 tabelas de amostra com a semente inicial 2000000.
Crosstab
Grupo marcado Vs ndo marcado
Nio marcado Marcado Total
Género Feminino Contagem 5 3 8
% em Género 62,5% 37,5% 100,0%
Masculino Contagem 6 8 14
% em Género 42,9% 57,1% 100,0%
Total Contagem 11 11 22
% em Género 50,0% 50,0% 100,0%
Testes qui-quadrado®
Significancia Sigexata  Sigexata Probabilidade de
Valor gl Assintética (Bilateral) (2 lados) (1 lado) ponto
Qui-quadrado de , 786 1 0,375 0,659 0,330
Pearson
Correcao de 0,196 1 0,658
continuidade®
Razdo de 0,792 1 0,373 0,659 0,330
verossimilhanca
Teste Exato de Fisher 0,659 0,330
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Associagdo Linear por 7504 1 0,386 0,659 0,330 0,238
Linear
N° de Casos Validos 22

a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é
4,00.
b. Computado apenas para uma tabela 2x2

c. Para a tabulacdo cruzada 2x2, resultados exatos sdo fornecidos em vez dos resultados de
Monte Carlo.

d. A estatistica padronizada é ,866.

Estimativa de Risco

Intervalo de confianca

de 95%
Valor Inferior  Superior
Razdo de Chances para Género (Feminino / Masculino) 2,222 0,375 13,180
Para grupo Grupo marcado Vs ndo marcado = Nao marcado 1,458 0,650 3,274
Para grupo Grupo marcado Vs ndo marcado = Marcado 0,656 0,241 1,789
N° de Casos Validos 22
Crosstab

Grupo marcado Vs ndo
marcado

Nio marcado  Marcado Total

Tipo Bem diferenciado Contagem 5 6 11
histologico % em Tipo histologico 45,5% 54,5% 100,0%
Pouco/moderadamente Contagem 6 5 11

diferenciado % em Tipo histolégico 54,5% 45,5% 100,0%

Total Contagem 11 11 22
% em Tipo histologico 50,0% 50,0% 100,0%

Testes qui-quadrado®

Significancia Sigexata  Sigexata Probabilidade de
Valor gl Assintética (Bilateral) (2 lados) (1 lado) ponto
Qui-quadrado de ,182* 1 0,670 1,000 0,500
Pearson
Correcao de 0,000 1 1,000
continuidade®
Razdo de 0,182 1 0,670 1,000 0,500
verossimilhanca
Teste Exato de Fisher 1,000 0,500
Associagdo Linear por 1749 1 0,677 1,000 0,500 0,303
Linear
N° de Casos Validos 22

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 5,50.
b. Computado apenas para uma tabela 2x2

c. Para a tabulacao cruzada 2x2, resultados exatos sdo fornecidos em vez dos resultados de
Monte Carlo.

d. A estatistica padronizada é -,417.



Estimativa de Risco
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Intervalo de confianca de

95%
Valor  Inferior Superior
Razdo de Chances para Tipo histolégico (Bem diferenciado / 0,694 0,130 3,720
Pouco/moderadamente diferenciado)
Para grupo Grupo marcado Vs ndo marcado = Nao marcado 0,833 0,359 1,935
Para grupo Grupo marcado Vs ndo marcado = Marcado 1,200 0,517 2,787
N° de Casos Vélidos 22
Crosstab
Grupo marcado Vs ndo
marcado
Nao marcado Marcado Total

Se o cirurgido Falso Contagem 11 1 12
identificou a % em Se o cirurgido identificou a 91,7% 83%  100,0%
marcagﬁo de marcacdo de linfonodos na cirurgia
lclir;f](;z?ados " Verdadeiro Contagem 0 10 10

% em Se o cirurgido identificou a 0,0% 100,0% 100,0%

marcacdo de linfonodos na cirurgia
Total Contagem 11 11 22

% em Se o cirurgiao identificou a 50,0% 50,0% 100,0%

marca¢do de linfonodos na cirurgia
Testes qui-quadrado®

Significincia Sigexata  Sigexata Probabilidade de
Valor gl Assintética (Bilateral) (2 lados) (1 lado) ponto

Qui-quadrado de Pearson 18,333* 1 0,000 0,000 0,000
Correcio de continuidade® 14,850 1 0,000
Razdo de verossimilhanca 23,614 1 0,000 0,000 0,000
Teste Exato de Fisher 0,000 0,000
Associagio Linear por Linear 17,500¢ 1 0,000 0,000 0,000 0,000
N° de Casos Validos 22

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 5,00.
b. Computado apenas para uma tabela 2x2

c. Para a tabulacao cruzada 2x2, resultados exatos sao fornecidos em vez dos resultados de Monte
Carlo.

d. A estatistica padronizada é 4,183.

Estimativa de Risco

Intervalo de confianga de 95%
Valor Inferior Superior

Para grupo Grupo marcado Vs ndo marcado = Marcado 0,083 0,013 0,544
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N° de Casos Validos 22

ANALISE DE REGRESSAO

Sumarizagio do modelo®

Modelo R R quadrado R quadrado ajustado Erro padrio da estimativa Durbin-Watson
1 ,464* 0,215 0,133 4,48623 1,546

a. Preditores: (Constante), Distincia do tumor a borda anal, Grupo marcado Vs ndo marcado

b. Varidvel Dependente: Nimero de linfonodos analisados

Bootstrap para Sumarizacdo do modelo

Bootstrap®

BCa 95% de Intervalo de Confianca
Modelo Durbin-Watson Viés Erro Padrdo Inferior Superior
1 1,546  -0,275 0,370 1,097 1,416

a. A menos que indicado de outra maneira, os resultados da bootstrap sdo baseados em 10000 amostras
bootstrap

ANOVA?

Modelo Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Sig.

1 Regressio 104,873 2 52,437 2,605 ,100°
Residuo 382,399 19 20,126
Total 487,273 21

a. Variavel Dependente: Nimero de linfonodos analisados
b. Preditores: (Constante), Distncia do tumor a borda anal, Grupo marcado Vs ndo marcado
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Coeficientes®
95,0%
Coeficientes Intervalo de
nao Coeficientes Confianca Estatisticas de
padronizados padronizados para B colinearidade
Erro
Modelo B Padrio Beta t Sig. LI LS Tolerancia VIF
1 (Constante) -0,455 4,194 -0,108 0,915 -9,234 8,324
Grupo marcado Vs ndo 1,880 2,123 0,200 0,885 0,387 -2,564 6,324 0,812 1,232
marcado
Distancia do tumor a 1,179 0,780 0,341 1,511 0,147 -0,454 2,811 0,812 1,232
borda anal
a. Variavel Dependente: Nimero de linfonodos analisados
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Unstandardized Residual 0,205 22 0,017 0,881 22 0,013
a. Correlacao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancias
Unstandardized Residual by Grupos
Estatistica de Levene gll gl2 Sig.
0,655 20 0,428

Correlagdes
Unstandardized Distancia do tumor a
Residual borda anal
rd de Unstandardized Residual Coeficiente de 1,000
Spearman Correlacdo
p-valor
Distancia do tumor a Coeficiente de -0,161 1,000
borda anal Correlagao
p-valor 0,474
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APENDICE B - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

PROTOCOLO DE PESQUISA: INFLUENCIA DA MARCACAO COM NANQUIM
SOBRE A IDENFICACAO DE LINFONODOS

1- IDENTIFICACAO

IDENTICACAO NA PESQUISA:
GENERO: MASC ( ) FEMININO ( ) IDADE:
GRUPO SORTEADO:

2- DADOS DA MARCACAO COM NANQUIM

DATA DA COLONOSCOPIA:
LOCALIZACAO DO TUMOR:

TIPO HISTOLOGICO:

COMENTARIOS SOBRE A MARCACAO COM NANQUIM:

3- DADOS DA CIRURGIA

DATA DA CIRURGIA:
CIRURGIAO:

DESCRICAO DA LESAO:

CIRURGIAO IDENTICOU A MARCACAO DO TUMOR? SIM ( ) NAO ()
CIRURGIAO IDENFICOU LINFONODOS MARCADOS? SIM ( ) NAO ()
COMENTARIOS:



4- DADOS DA ANALISE PATOLOGICA

DATA DA ANALISE PATOLOGICA:
PATOLOGISTA:
DESCRICAO DA PATOLOGIA:

PATOLOGISTA IDENTIFICOU A MARCACAO DO TUMOR? SIM ( ) NAO ()
PATOLOGISTA IDENTIFICOU LINFONODOS MARCADOS ? SIM ( ) NAO ( )
QUANTOS LINFONODOS IDENTIFICADOS:

ESTADIAMENTO DO TUMOR:
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé est4 sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “INFLUENCIA
DA MARCACAO COM NANQUIM SOBRE A IDENTIFICACAO DE LINFONODOS EM
PACIENTES COM CANCER COLORRETAL OPERADOS”, sob a responsabilidade do
pesquisador RENATO HUGUES ATIQUE CLAUDIO.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender se a colora¢do do tumor com tinta
nanquim facilita a anélise dos linfonodos localizados préximos do tumor.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido seré obtido pelo pesquisador RENATO
HUGUES ATIQUE CLAUDIO na consulta ambulatorial dentro do HC- UFU.

Na sua participagdo vocé€ podera ser submetido ou ndo (por meio de sorteio) a uma
marcacao com tinta nanquim no local da les@o que sera operada.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos consistem em ter a sua identidade revelada (mas que teremos grande cuidado
para evitar) e de que a marcagao nao ocorra no local correto (o que nio traria prejuizos para o
procedimento cirdrgico). Os beneficios serdo melhorar a avalicdo da bidpsia.

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo ou coacao.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.

Qualquer duivida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: RENATO
HUGUES ATIQUE CLAUDIO- 3218-2137/ 3218-2164/ 3218-2356 no Hospital das Clinicas
da UFU - sala 22 do Ambulatério Central. Podera também entrar em contato com o Comité de
Etica na Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves
de Avila, n® 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-
100; fone: 34-32394131
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Uberlandia, de de

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, ap6s ter sido devidamente

esclarecido.

Participante da pesquisa
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ANEXO A - APROVACAO DO CEP
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