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RESUMO

INTRODUGCAO: Estudos que avaliaram a concordancia diagndstica entre patologistas
entre polipos hiperplasicos (PH) e polipos sésseis serrilhados (PSS) demonstraram uma grande
variabilidade interobservador mesmo entre especialistas em patologia gastrointestinal. O
protocolo de acompanhamento dos PSS ndo é modificado conforme a localizagdo da leséo e isto
pode ser determinado por eventuais diferencas na expressdo das proteinas MLH1 e MSH2.
OBJETIVOS: Identificar diferengas na concordancia diagnostica que podem reforcar a
necessidade de estratégias especificas para melhorar a uniformidade dos diagnésticos. Avaliar a
expressao imuno-histoquimica das proteinas MLH1 e MSH2 entre lesdes dos hemicolons direito
e esquerdo. METODOS: Foram revisados 132 exames anatomopatoldgicos com diagnostico de
polipo séssil serrilhado ou polipo hiperplasico por dois patologistas com énfase em
gastroenterologia e um terceiro sem énfase em gastroenterologia. Foram realizados exames
imuno-histoquimicos para avaliacdo da expressdo das proteinas MLH1 e MSH2 em 108 lesGes.
RESULTADOS: Foram realizadas duas avaliacbes por um dos patologistas com énfase em
gastroenterologia para determinar a concordancia intraobservador. Dos 64 PH, 2 (3,1%) foram
reclassificadas como mucosa coldnica normal e 4 (6,2%) foram rediagnosticados como PSS.
Das 60 leses inicialmente diagnosticadas como PSS, 1 (1,7%) foi reclassificada como PH. O
teste de Kappa para concordancia resultou no valor de 0,89. Os 117 pdlipos que apresentaram
concordancia foram revisados pelo segundo patologista com énfase em gastroenterologia. Dos
58 PH, 1 (1,7 %) foi readiagnosticado como mucosa colonica normal e 4 (6,9%), foram
readiagnosticados como PSS. Dos 59 PSS, 4 (6,8%) foram rediagnosticadas como PH pelo
segundo patologista. A variabilidade interobservador resultou em um valor de Kappa de 0,85.
Os 108 polipos que apresentaram concordancia nas avaliagbes anteriores foram também
analisados por um terceiro patologista sem énfase em gastroenterologia. Dos 55 PSS, 25

(45,4%) foram diagnosticadas como PH pelo patologista geral. Todos os PH diagnosticados
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pelo patologista geral foram diagnosticados como poélipo hiperplasico pelos dois primeiros
patologistas. O valor do teste Kappa para concordancia entre os trés patologistas foi de 0,54. O
estudo imuno-histoquimico mostrou-se positivo em todas as lesdes tanto para expressdo da

proteina MLH1 quanto para MSH2.

CONCLUSAO: O valor de Kappa encontrado de 0,89 para concordancia
intraobservador e 0,85 para interobservador entre o0s patologistas com énfase em
gastroenterologia mostra uma concordancia classificada como alta. O valor de Kappa de 0,55
resultante da comparacdo entre o0s patologistas com e sem interesse especial em
gastroenterologia, mostra uma concordancia moderada. E importante considerar que nenhum
polipo hiperplasico diagnosticado pelo patologista geral recebeu o diagnéstico de pélipo séssil
serrilhado nas avaliacdes anteriores. Com isso, podemos observar que a dificuldade diagnostica
estd relacionada estritamente aos PSS e isso pode ser explicado pela subjetividade no

diagnostico destas lesdes.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies of interobserver agreement among pathologists for the
diagnosis of hyperplastic polyps (HPPs) and sessile serrated polyps (SSPs) have demonstrated
substantial interobserver variability, even amidst experts in gastrointestinal pathology. There is
no difference in the SSP follow-up protocol according to its location however it may change as a
consequence of MLH1 and MSH2 protein expression variation. OBJECTIVES: To identify
differences in diagnostic concordance that could justify specific strategies to improve diagnostic
uniformity. To study the immunohistochemical analysis for the expression of MLH1 and MSH2
proteins in the right and left hemicolons. METHODS: One hundred twenty-four anatomic
pathology specimens with a diagnosis of SSP or HPP were examined by two pathologists with a
special interest in gastroenterology (specialists) and one general pathologist.
Immunohistochemical analysis for the expression of MLH1 and MSH2 protein was conducted in
108 lesions. RESULTS: Two assessments were conducted by one of the specialist pathologists
to determine intraobserver agreement. Of the 64 HPP specimens, 2 of the entire sample (3.1%)
were reclassified as normal colonic mucosa and 4 (6.2%) were reassessed as SSPs. Of the 60
lesions initially diagnosed as SSPs, 1 (1.7%) was reclassified as HPPs. The kappa statistic for
agreement was 0.89. The 117 specimens in which there were no diagnostic disagreements were
then reassessed by the second specialist pathologist. Of 58 HPPs, 1 (1.7%) was reclassified as
normal colonic mucosa and 4 (6.9%) were reclassified as SSPs. Of 59 the SSPs, 4 (6.8%) were
reclassified as HPPs by the second pathologist. This interobserver variability yielded a kappa
value of 0.85. Finally, the 108 specimens in which there were no diagnostic disagreements in the
preceding assessments were reviewed by a third pathologist with no special interest in
gastroenterology. Of 55 SSPs, 25 (45.4%) were diagnosed as HPPs by the general pathologist.

All HPPs diagnosed by the general pathologist had been diagnosed as such by the two specialist
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pathologists. The kappa value for agreement among the three pathologists was 0.54. The
immunohistochemical analysis was positive for both MLH1 and MSH2 protein in all the lesions
studied. CONCLUSION: The kappa values of 0.89 for intraobserver agreement and 0.85 for
interobserver agreement between the gastrointestinal pathologists are indicative of substantial
agreement. The kappa value of 0.55 for comparison among pathologists with and without a
special interest in gastroenterology indicates moderate agreement. It is worth noting that no
hyperplastic polyps diagnosed by the general pathologist had been diagnosed as sessile serrated
adenoma on previous assessments. Therefore, we conclude that diagnostic difficulty is strictly
associated with SSPs, which may be explained by the subjective nature of diagnosis of these

lesions.
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1.0  INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A hipoétese de que o acumulo de mutacBes genéticas levara um epitélio normal a
neoplasia invasora, como escrito por Vogelstein na classica evolucédo das lesdes col6nicas, €
hoje aceita como um principio geral da carcinogénese .

Duas vias genéticas sdo atualmente responsaveis pelo desenvolvimento do
adenocarcinoma do cdlon: a via APC/B-catenina e a via serrilhada. O desenvolvimento do
adenocarcinoma colénico inicia com a presenca de lesdes polipoides benignas na mucosa que
possuem potencial de progressdo. Estas lesdes polipoides sdo atualmente divididas em
adenomas cléssicos e lesdes serrilhadas do colon e estdo associadas a vias moleculares
distintas de progressio para adenocarcinoma 2.

A via APC esta associada a sequéncia adenoma-carcinoma classica tendo como inicio
a presenca de adenomas convencionais na mucosa col6nica e é responsavel por atée 80% dos
tumores colbnicos esporadicos. A proteina APC se liga a f-catenina e promove a sua
degradacdo. A mutacdo neste gene é um evento inicial nesta via e, apos a inativacdo de ambas
as suas copias, a proteina perde a sua funcdo. A S-catenina, entdo, acumula-se e promove a
transcricdo de genes que promovem a proliferagdo celular. Somando-se a este evento,
mutagdes adicionais em genes supressores tumorais como KRAS, SMAD2 e SMAD4 também
promovem crescimento celular e inibem a apoptose. Destes genes adicionais 0 mais
importante nesta via ¢ o KRAS. A mutacdo no KRAS é considerada um evento tardio na
sequéncia adenoma-carcinoma e estima-se que ela estd presente em 10% dos adenomas
menores do que 1,0 cm e em 50% dos adenocarcinomas. Também tardiamente nesta via,
encontra-se a mutacdo no gene supressor tumoral p53. Este gene estd mutado em 70% a 80%

dos adenocarcinomas do colon. A presenca de mutacGes em multiplos genes responsaveis
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pelo controle do crescimento celular, gerando uma instabilidade cromossdmica é a principal
caracteristica desta via %

O termo “via serrilhada” de carcinogénese colorretal foi criado por Jass e
colaboradores e é aplicado principalmente para os polipos sésseis serrilhados (PSS) que fazem
parte do grupo de lesdes serrilhadas do clon * . A patogénese do carcinoma colorretal por
esse caminho envolve trés eventos distintos: a instabilidade cromossdmica, a metilagdo de
multiplas ilhas de CpG (CIMP) e a instabilidade de microssatélites °. O acimulo progressivo
dessas alteracBes genéticas e epigenéticas leva a transformacdo do epitélio col6nico normal
em adenocarcinoma do célon ®.

A primeira alteracdo que ocorre nas lesdes associadas a via serrilhada é a instabilidade
cromossémica, que é caracterizada pela presenca de mutacdo no gene BRAF. Cerca de 80%
dessas mutacdes sdo uma transversdo de T para A no nucleotideo 1796, convertendo uma
valina no aminoécido 600 e em um acido glutdmico (V600E). Um Unico ponto de ativagdo do
gene BRAF resulta em sinalizacdo da via da proteina MAPK, resultando em proliferacdo
celular e inibicdo da apoptose. A ativacdo de produtos dos oncogenes como BRAF usualmente
induz a proliferacdo seguida por senescéncia celular. Este processo depende da cooperagéo de
supressores tumorais, como pl6INK4a e p53 para parar o ciclo celular. Supressdo desses
genes reguladores do ciclo produz desvio do estado senescente e proliferacdo celular
descontrolada que progride para carcinoma. Supressdo do p16INK4a induzido por metilacéo é
um achado comum na via serrilhada .

Tem sido proposto que a suscetibilidade para neoplasias serrilhadas esta associada
com predisposicdo genética a hipermetilagdo de genes promotores 2. O DNA é metilado pela
acdao da DNA metiltransferase em adicionar de um grupo metil para uma base citosina.
Densos grupos de dinucleotideos citosinas seguidos por guanina (CpG), chamados de ilhas de

CpG, séo encontrados nas regides promotoras de aproximadamente metade de todos os genes
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’. Hipermetilacdo aberrante das citosinas das ilhas CpG das regides promotoras dos genes
funcionantes, tem sido associada com inativagdo dos genes supressores tumorais, inclusive do
MLH1, levando ao cancer °. Dois tipos de eventos de metilacio séo reconhecidos: tipo A, que
é 0 acumulo de metilacdo que ocorre com o envelhecimento e tipo C que é mais especifica
para 0 processo de carcinogénese. Cerca de 18% de todos os carcinomas colorretais
apresentam hipermetilacdo do tipo C, e estes sdo chamados tumores com fenétipo metilador
das ilhas CpG, um fendmeno chamado de CIMP. Embora a maioria dos tumores esporadicos
associados a instabilidade de microssatélites tem CIMP, isto ndo € limitado a este tipo de
tumor e aproximadamente metade de todos os tumores com CIMP ndo tem metilagdo na
regido promotora do gene MLH1 ou instabilidade de microssatélites ’.

Estudos mostram que 15 a 20% dos carcinomas colorretais esporadicos apresentam
instabilidade de microssatélites e estes sdo predominantemente localizados no célon proximal
6101112 " As regides de microssatélites sdo sequéncias de repeticdes de 1-5 nucleotideos,
presentes entre 50.000 a 100.000 no genoma humano e altamente suscetiveis a erro de
emparelhamento durante a replicacdo do DNA. Nessas regides onde ocorrem sequéncias de
base altamente repetidas, a DNA polimerase pode “escorregar” pelo DNA molde,
promovendo exclusdo ou inser¢do de trechos inteiros na fita nova. Caso o0 erro persista, a
molécula de DNA recém-sintetizada apresentara uma base ou um trecho de alguns
nucleotideos erroneamente emparelhados (mismatch). Um mecanismo especifico de reparo do
DNA por excisdo € entdo mobilizado para corrigir a regido do DNA contendo 0 mau
emparelhamento: o reparo de emparelhamento errdneo (MMR, MisMatch Repair) °. Quando
0s genes do MMR ndo estdo ativos, 0 mau alinhamento ndo é corrigido e o tamanho das
sequéncias de DNA repetitivo é diferente entre as fitas. Células deficientes no mecanismo de
MMR apresentam como fen6tipo uma alta frequéncia espontanea de mutacGes e propensdo

para desenvolver adenocarcinoma *** . No tumor com MMR eficiente, o nimero de
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repeticOes na regido de microssatélite € o mesmo no tecido tumoral e normal pareados, e é
chamado tumor com microssatélite estavel **. J& no tumor com microssatélite instavel, os
erros no namero de repeticdes ocorrem com as células mais proliferativas, o que resulta em
células tumorais com namero de repeti¢des diferentes do que o tecido normal na regido de
microssatélite °. O sistema MMR, responsavel por manter a fidelidade replicativa do DNA, é
composto pelos genes de reparo do emparelhamento do DNA humanos: MLH1, MSH2,
MSH6, PMS1 e PMS2 2. Estes genes sio também chamados genes mutadores e agem como
controladores de qualidade, mantendo a fidelidade do DNA na diviséo celular, por meio de
mecanismos que identificam, retiram e corrigem os erros na sequéncias de bases . Estudos
iniciais com bactérias Escherichia coli e fungos Saccharomyces cerevisiae descreveram a
presenca de proteinas L e proteinas S mutadas associadas & instabilidade de microssatélites
(MSI) e estas proteinas receberam o nome de mutS e mutL. Derivadas dos nomes das proteinas
em bacteérias e leveduras, as proteinas humanas foram chamadas de hMutS e hMutL e os genes
que constituem o sistema de reparo do emparelhamento do DNA humanos foram chamados
hMLH1 (mutL homolog 1 [Homo sapiens (human)]; gene humano mutL homologo), hMSH2 e
hMSHG6 (mutS homolog 2 and 6 [Homo sapiens (human)]; genes humanos mutS homdlogos 2
e 6), e hPMS2 (postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisae)[Homo sapiens (human)];
gene humano do aumento da segregacdo pés-meidtica 2) °. A maioria das alteragdes ocorre
nos genes MLH1 e MSH2, sendo a hipermetilacdo da regido promotora do gene MLH1 a

" Pacientes com

maior causa de instabilidade de microssatélites em cancer esporadico
alteracdes herdadas nos genes de reparo apresentam uma mutacao germinativa de um alelo do
gene e um alelo normal que, ap6s uma segunda mutacdo somatica, é inativado. Algumas

sequéncias de microssatélites estdo localizadas na regido promotora ou codificadora dos genes

envolvidos no crescimento celular que, com a perda de reparo do emparelhamento, perdem
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sua atividade de controle do ciclo celular, inibindo a apoptose e levando ao surgimento dos
carcinomas colorretais % .

Pdlipos colbnicos, definidos como protrusdes no limen intestinal, podem ocorrer em
qualquer sitio dos colons e reto, podem variar amplamente de tamanho e possuem uma gama
de diagnosticos histologicos. A maior preocupacdo relacionada aos polipos epiteliais é seu
potencial de progressédo para carcinoma, uma associagdo muito bem documentada para 0s
polipos diagnosticados como adenomas convencionais. Classicamente, os polipos epiteliais
frutos de excesso de proliferacdo sdo divididos em neoplasicos e ndo neoplasicos 2.

As lesdes serrilhadas do célon e reto sdo proliferagdes da mucosa e dividem-se em
adenomas serrilhados tradicionais (AS), polipos hiperplasicos (PH), e pOlipos sésseis
serrilhados (PSS). Muitos estudos mostram a importancia do diagnostico diferencial entre
estas, ja& que possuem prognosticos diferentes. PH sdo lesdes ndo neoplésicas e nao
apresentam progressdo para carcinoma. AS e PSS s@o neoplasicos e apresentam progressao
para carcinoma colorretal, os primeiros pela associagdo com hipermetilacdo de genes e os PSS
sdo precursores de carcinomas colorretais com instabilidade de microssatélites *.

O adenoma serrilhado tradicional, lesdo descrita em 1990 por Longcrace e Fenoglio-
Preiser, mostra caracteristicas intermediérias entre PH e adenomas convencionais " **. Cerca
de 0,6 % de todos os pélipos colorretais s40 AS e sdo mais comuns no célon esquerdo **.
S0 lesdes assintomaticas e ao exame endoscoOpico sdo avermelhadas e protuberantes,
lembrando os adenomas convencionais. Histologicamente, apresentam uma arquitetura
viliforme, com areas de serilhamento das criptas que sdo mais proeminentes na superficie da
lesdo (Figura 1). Porém, diferente das demais lesbes serrilhadas, mostram células alteradas,
com achados de displasia convencional, como presenca de estratificacdo nuclear e mitoses,

gue na maioria das outras lesdes serrilhadas sdo esparsas. As células sdo colunares altas, com
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citoplasma eosinofilico e nucleos alongados, hipercromaticos, centralmente localizados,

principalmente na base da lesdo ***".

FIGURA 1. Adenoma serrilhado tradicional: areas de serrilhamento

associadas a displasia epitelial. HE 100x

Os PH correspondem a mais de 75% das lesbes serrilhadas do cdlon. PH sdo mais
comuns em homens em alguns, porém néo em todos os estudos ‘%, S&o predominantes no
cllon distal e reto, sendo que 90% dessas lesbes ocorrem no retossigmoide, onde podem ser

multiplas 3

. PH raramente causam sintomas. De acordo com sua histologia, os PH se
dividem em trés tipos, a ser: microvesicular (MVHP- microvesicular hyperplastic polyps),
que é o tipo mais comum, apresentam distribuicdo ampla pelo c6lon porém ainda com
frequéncia maior no célon esquerdo; rico em células caliciformes (GCHP- Goblet cell-rich
type hyperplastic polyps), que sdo quase exclusivamente vistos no célon esquerdo; e o tipo
pobre em mucina (MPHP- Mucin poor type hyperplastic polyps), que é o menos comum *.
Endoscopicamente, sdo lesdes levemente elevadas, de coloragdo branco-perolada e com dificil
visualizacdo quando a luz intestinal esta plenamente distendida. Na cromoendoscopia, 0
diagndstico € facilitado pela identificacdo da abertura das criptas, que é maior do que nas

criptas normais adjacentes, com orificios de forma arredonda nos GCHP e estrelada nos

MVHP . PH apresentam diametro menor do que 5,0 mm em 1/3 dos casos, tendendo a ser
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maiores no colon direito. Todos os subtipos de PH sdo caracterizados por alongamento das
criptas com variaveis graus de serrilhamento, mostrando células indiferenciadas na base da
cripta, poucas mitoses e serrilhamento apenas no seu terco superior *'.

MVHP sdo caracterizados pela presenca de células epiteliais com mucina
microvesicular com ou sem alternancia de células caliciformes e tendem a mostrar
serrilhamento proeminente (Figuras 2 e 3). Um estudo comparando a epidemiologia destas
lesbes entre pacientes ocidentais e orientais demonstrou que a prevaléncia ¢ maior no célon
direito em pacientes orientais, ao contrario do que é descrito para pacientes ocidentais .
GCHP sdo lesdes pequenas, geralmente medindo menos de 50 mm e sdo compostos por
muitas células caliciformes com presenca de serrilhamento discreto. Ambos os subtipos tem
nacleos sem atipias. MPHP sdo raros, perfazendo 1 a 2% dos PH e ndo apresentam vesiculas
contendo mucina ** *8, Podem ter serrilnamento proeminente e se caracterizam pela presenca

de alteragdes nucleares de tipo reativo (Figura 4).

FIGURA 2. Pdlipo hiperplasico do tipo microvesicular. Serrilhamento
importante no terco superior e diminuicio do numero de células caliciformes.
HE 100x
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FIGURA 3. Pélipo hiperplasico microvesicular. Em maior aumento,
observa-se a diminuigdo das células caliciformes e a presen¢a de
pequenas vesiculas na superficie da lesdo contendo mucina. HE 200x

FIGURA 4. A: Pdlipo hiperplasico do tipo rico em células caliciformes apresentando discreto serrilhamento e
grande numero de células caliciformes. B: Pdlipo hiperplasico do tipo pobre em mucina apresentando raras

células caliciformes, serrilhamento importante e alteragoes epiteliais do tipo reativo. HE 100x.

Os PSS foram originalmente descritos por Torlakovic em 2003, inicialmente com o
termo adenoma séssil serrilhado, apesar de ndo demonstrarem critérios de displasia

convencional ?°. A classificacdo da Organizacdo Mundial da Salde recomenda o uso
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combinado das duas nomenclaturas (pdlipo séssil serrilhado/ adenoma séssil serrilhado) para
0 diagnostico dessas lesdes. Os PSS correspondem a cerca de 9% dos pdlipos colbnicos e
acredita-se que 15 a 20% das lesdes anteriormente diagnosticadas como PH seriam hoje
reclassificadas como PSS '® 2! Em pacientes ocidentais, PSS apresentam maior prevaléncia
no género feminino, oposto ao que é descrito nos pacientes orientais, onde a prevaléncia é
maior no género masculino. Acredita-se que a dieta e o estilo de vida possam contribuir para
as diferencas encontradas entre as duas populages * %%,

PSS sdo lesBes assintométicas e ocorrem mais frequentemente no célon direito, porém
ndo sdo restritos a essa localizacdo % ?°. Geralmente medem mais de 5,0 mm de diametro,
sendo que 15 a 20% atingem mais de 10,0 mm de didmetro ** *. No exame colonoscépico,
tém coloracdo amarelada pelo depoésito de muco intestinal na superficie da lesdo, com
presenca de orificios glandulares dilatados causados pelo dep6sito de muco dentro das criptas
e se apresentam como elevagOes sésseis da mucosa, muitas vezes discretas, podendo ser mal
interpretadas como alargamento focal das pregas *> *® 2% 27 Existem raras descricdes de PSS

pediculados 2

. Na tentativa de se estabelecer alteracfes colonoscopica que sejam mais
especificas dos PSS, duas caracteristicas foram descritas na literatura: a interrupcdo do
padrdo vascular mucoso normal pela diminui¢cdo da vascularizacdo na superficie destes
polipos e a presenca de um padréo de abertura das criptas, derivado da classificacdo de Kudo,
classificado como Il-open ou ll-0. Este padrédo é similar ao tipo Il, porém apresenta uma
mistura de criptas amplas mostrando aberturas mais arredondadas causadas pelo depdsito de

mucina no interior das criptas dilatadas e criptas pequenas com formas estreladas % %°.
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Tabela 1. Classificagdo de Kudo e Tsuruta

Tipo | Criptas regulares e redondas

Tipo Il Criptas papilares ou estreladas

Tipo llls Criptas pequenas tubulares ou arredondadas, menores do que o normal

Tipo I Criptas grandes tubulares ou arredondadas, maiores do que o normal

Tipo IV Criptas transversais

Tipo V; Criptas irregulares

Tipo Vy Criptas desestruturadas, perda ou diminuicéo das criptas

Adaptado de: Kudo e colaboradores **. Hasegawa e colaboradores >

O rastreamento colonoscopico tem se mostrado menos efetivo em diminuir a
incidéncia e mortalidade dos carcinomas do coélon direito quando comparado com o célon
distal. Acredita-se que a causa seja a dificuldade em se detectar e remover acuradamente 0s
PSS *. Na tentativa de estabelecer critérios endoscépicos que os diferenciariam, Nakao e
colaboradores concluiram que os achados mais significativos sdo o tamanho da les&o, ja que
PSS tendem a se apresentar como les6es maiores de 1,0 cm, a presenca da capa de mucina
recobrindo os PSS e o padréo mais dilatado dos orificios glandulares nestas lesdes 2 3.

A taxa de deteccdo endoscopica tem variado de 1 a 18% e os PSS apresentam altos indices de
excisdo incompleta. Estudos sugerem que PSS do colon direito com ou sem displasia
predizem a presenca de lesdes com displasia em um periodo de 5 anos, e por isso 0
acompanhamento endoscopico deveria ter um intervalo mais curto do que o preconizado para
os adenomas . Atualmente os protocolos de acompanhamento sugerem que pacientes com
polipos sem displasia menores do que 10,0 mm devem ser submetidos a exames

colonoscépicos em intervalo de 5 anos. Pacientes com pélipos maiores do que 10mm ou com

displasia devem ser submetidos a exame em intervalos de trés anos e ressec¢fes piecemeal
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devem ser seguidas de exame endoscdpico em 3-6 meses para avaliar a presenca de pdlipos

residuais ou recorrentes 1% 3% 34,

Tabela 2. PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DOS PSS

Histologia Tamanho NUmero Localizacéo Intervalo
PSS < 10mm <3 Qualquer 5 anos
PSS > 10mm 1 Qualquer 3 anos
PSS < 10mm >3 Qualquer 3 anos
PSS > 10 mm >2 Qualquer 1-3 anos
PSS com displasia Qualquer qualquer Qualquer 1-3 anos

Adaptado de: Rex e colaboradores *°.

Ao exame microscopico, 0s PSS sdo caracterizadas pela “displasia arquitetural” e
mostram serrilhamento importante que se estende da base até a superficie do polipo (Figura 5)
1317 As criptas tém aparéncia desorganizada, com dilatacdo da luz e presenca de mucina no
seu interior *°. Algumas criptas mostram um crescimento paralelo & muscular da mucosa,
criando criptas com a forma da letra L ou T invertida, que sdo achados caracteristicos dessas

lesdes (Figura 6) 7 % %

. Podem apresentar pseudoestratificagdo nuclear, irregularidades no
contorno dos nucleos, presenca de pequeno nucléolo proeminente e figuras mitoticas que sdo
mais proeminentes na base, mas podem ocorrer no terco superior ou mesmo na superficie das

criptas.
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FIGURA 5. Pélipo séssil serrilhado. Presenga de serrilhamento importante desde
a base da lesdo e proeminente dilatagdo da base da cripta. HE 100x

FIGURA 6. Pélipo séssil serrilhado. Caracteristicamente as glandulas crescem paralelamente a camada muscular da
mucosa formando figuras como as letras L e T invertida. HE 100x

Em contraste com os PH, PSS mostram diferenciacéo celular na base da cripta, com
presenca de células caliciformes ou foveolares gastricas. A proeminente dilatagdo da base da
cripta nos PSS € o critério de diferenciacdo mais importante entre as duas lesdes, razdo pela
qual biopsias superficiais ou mal incluidas dificultam o diagndstico diferencial porque o
epitélio de superficie é similar (Figuras 7 e 8) *'. Essa dificuldade de diferenciacdo é mais
pronunciada nas lesbes localizadas no colon direito com fragmentacdo da amostra,

parcialmente excisadas ou menores do que 5,0 mm. Lesdes com achados intermediérios
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também sdo de dificil diagnostico, principalmente quando ha dilatacdo da base da cripta, com

abundante mucina no Iimen, mas sem distor¢Bes arquiteturais ou serrilnamento importantes

13,15, 17,36

FIGURA 7. As imagens mostram o mesmo serrilhamento presente no epitélio superficial dos pélipos hiperplasicos (A)

e dos pdlipos sésseis serrilhados (B), ndo sendo possivel fazer a distingdo entre as les6es. HE 100x.

FIGURA 8. A: Base da cripta de um polipo séssil serrilhado mostrando dilatagdo e presenga de células diferenciadas
como as caliciformes. B: Base cripta de um pdlipo hiperplasico mostrando auséncia de dilatagdo e imaturidade
celular.

Alguns autores tem sugerido a criagdo de uma categoria borderline entre os MVPH e

0s PSS para lesbes em que pelo menos uma das seguintes alteragBes estruturais esta
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inequivocamente presente: dilatagcdo da base da cripta, serrilhamento da base ou crescimento
da cripta com orientacdo horizontal. Esta categoria seria também aplicada para lesbes que
apresentarem duas areas sugestivas destas alteracdes porém ndo inequivocas 2 3. A
classificacdo da Organizacdo Mundial de Salde estabelece que, para o diagnostico dos PSS,
sdo necessarios achados como alargamento de criptas, serrilhamento desde a base da cripta e
presenca de células diferenciadas na base presentes em pelo menos 3 criptas do total da leséo
ou em duas criptas adjacentes, porém, em uma conferéncia para o consenso das lesbes
serrilhadas do colon realizada em Cleveland em 2010, foi sugerido que a presenca de apenas
uma cripta com distor¢des arquiteturais inequivocas é suficiente para o diagndstico dos PSS
131821 "Estudos que avaliaram a concordancia diagnéstica entre patologistas nas lesdes
serrilhadas do cdlon, especialmente entre PH e PSS, demonstraram uma grande variabilidade
interobservador mesmo entre especialistas em patologia gastrointestinal. Os resultados
mostram que a concordancia é no maximo moderada e ndo vem aumentando mesmo com a

definicdo de critérios minimos para o diagnéstico dos PSS " 1> 18 28,36

. No reto, o principal
desafio diagndstico é a presenca de areas de prolapso da mucosa que apresentam alteracGes
como serrilhamento de criptas, espessamento da muscular da mucosa que se estende para a
lamina propria entre as criptas e presenca de criptas dilatadas com formato de diamante
associadas a inflamacao cronica. Essas alteracbes causam uma distor¢do arquitetural na
mucosa que pode ser confundida com achados de PSS *.

A progressdo de PH para PSS ainda nédo esta clara. Relatos na literatura mostram que
algumas alteracbes moleculares associadas a via serrilhada apresentam expressdo em PH.
Mutacio no gene BRAF ocorre em 67% dos pélipos hiperplasicos (PH) e em 81% dos PSS *°.
O gene BRAF estd mutado na vasta maioria dos PSS e comumente no MVHP. A presenca da

mutacéo esta associada a multiplicidade de pdlipos e quase nunca esta presente nos adenomas

convencionais ** *°. CIMP ocorre em ordem de frequiéncia em 47% dos MVPH, 75% dos PSS
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e 80% dos AS. Estima-se que 75 a 83% dos PSS tém mutacdo no gene BRAF e apresentam
altos niveis de CIMP ’. Acredita-se que a expressdo de marcadores e presenca de mutacées
associadas a via serrilnada seja mais prevalente em PH, e particularmente em MVHP,
localizados no célon direito e que estes podem progredir para PSS e com isso serem

suscetfveis & transformag&o maligna, mas a teoria ainda é controversa *> 1% -4,

Resultados de estudos sobre a metilacdo do gene MLH1 sdo também controversos.
Acredita que polipos seésseis serrilhados sem displasia convencional geralmente néo
apresentam metilacdo da regido promotora do gene MLH1 e que a metilacdo seria um evento
tardio na via serrilhada #*. Porém um estudo realizado com pacientes orientais demonstrou
que, nestes pacientes, a metilacdo nesta regido era um evento inicial e que a instabilidade de
microssatélites seria um evento tardio ** **. Estudos moleculares em pélipos serrilhados,
comparando lesdes do colon direito e esquerdo, tém mostrado resultados contraditorios
quanto a presenca da mutacdo V600OE no gene BRAF e a metilacdo de muitos genes,
incluindo perda de expressdao de MLH1. Acredita-se que a suscetibilidade a transformacéo
maligna é diferente nas lesGes do colon direito e esquerdo, porém ainda ndo ha definicdo se
esta diferenca € determinada pela histologia da lesdo ou pelas vias moleculares distintas
nessas duas localizacges 1% 1% 2042 4>

Em um estudo de Torlakovic publicado em 2006, calculava-se que o risco dos PSS
proximais progredirem para carcinoma era de 1.5 a 1:8. Atualmente acredita-se que a
progressdo para malignidade ocorra em 1:17 PSS, indice semelhante ao dos adenomas
convencionais e o que o fumo possa ser um fator de risco para esta progresséo > % % 4 A
progressao para malignidade teria inicio com o desenvolvimento de &reas de displasia
convencional que, na histologia, se caracterizam por uma zona de transi¢do abrupta entre o

serrilhamento sem atipias citoldgicas e a displasia convencional (Figura 9). Essas lesdes com

achados combinados de alteracBes serrilhadas sem atipias junto a &reas com displasia
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citolégica correspondem a cerca de 13% dos PSS. Eram previamente classificadas como
polipos mistos hiperplésico-adenomatosos e séo atualmente classificadas como pdlipos sésseis
serrilhados com displasia ?*. As é4reas de displasia convencional podem apresentar atipias
epiteliais de alto e baixo grau, porém é recomendado que PSS com atipias de qualquer grau
sejam considerados como polipos “avangados” com significado clinico similar aos adenomas
com atipia epitelial de alto grau 2. Acredita-se que PSS possam progredir para carcinoma
infiltrante mais rapidamente do que os adenomas convencionais porque podem apresentar

invasdo precoce da camada muscular da mucosa *'.

FIGURA 9. Pélipo séssil serrilhado com displasia. A lesao apresenta transicao

abrupta entre a area serrilhada sem atipias epiteliais a esquerda e a area com

presenca de atipia epitelial convencional a direita. HE 100x.

Carcinomas coldnicos esporadicos associados a instabilidade de microssatélites tém
incidéncia quase exclusiva no coélon direito e € estabelecido que os PSS com displasia do

2l Os carcinomas associados a

cblon direito sdo precursores deste tipo de carcinoma
instabilidade de microssatélites tém incidéncia em idade mais tardia e apresentam histologia

mucinosa, tendendo a ser agressivos com invasao precoce da camada muscular propria, porém
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com limitada expansdo lateral. Alguns estudos mostram que, mesmo com potencial de
infiltragdo mais precoce do que os carcinomas com histologia ndo mucinosa, essas neoplasias
apresentam melhor prognéstico *. Embora a maioria dos PSS néo progrida para carcinoma, a
magnitude do risco é comparavel a dos adenomas convencionais e estudos sugerem que 0
fumo aumenta o risco de carcinomas colorretais associados & via serrilhada ** “°. Alguns
autores sugerem que a presenca de PSS com displasia localizados no célon proximal que
medem mais de 10,0mm € um fator de risco independente para a presenca de carcinoma

10

colorretal metacrénico ou sincronico Por essa razdo, preconiza-se acompanhamento

colonoscépico similar ao dos adenomas apés a excisdo total da lesdo > 172648,
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20 JUSTIFICATIVA

A possibilidade de desenvolvimento de carcinoma coldnico em pacientes com
lesBes serrilhadas do cdlon que ndo apresentam alteracdes displasicas classicas modifica
0 seguimento clinico. Os PSS sdo lesdes com potencial de malignidade pela sua
associacdo com a via da instabilidade de microssatélites, porém ainda ha baixa
concordancia diagnostica entre os patologistas no diagnéstico desta entidade mesmo com
os avancos da literatura. A demonstracdo de eventuais diferencas interobservador,
inclusive entre patologistas com e sem interesse especial em gastroenterologia no nosso
meio, pode reforcar a necessidade de estratégias especificas nesse sentido. Ainda, mesmo
com o0 consenso de que o carcinoma colorretal associado a instabilidade de
microssatélites é quase exclusivo do cdélon direito, ndo ha um protocolo especifico de
acompanhamento e tratamento dos pacientes conforme a localizacdo da lesdo. ldentificar
possiveis diferencas moleculares entre as lesdes serrilhadas sem displasia convencional
diagnosticadas nos colos direito e esquerdo ajudard a estabelecer modificacdes no

prognostico e definir o melhor acompanhamento para 0s pacientes.



3.0 PERGUNTA DE PESQUISA
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3.0 PERGUNTA DE PESQUISA

Seria a concordancia diagndstica encontrada em nosso meio semelhante ao
descrito na literatura? As lesdes serrilhadas sem displasia apresentam concordancia
diagndstica diferente quando avaliadas por patologistas com e sem énfase em
gastroenterologia? Seria a localizacdo anatbmica mais importante que o diagnostico
histoldgico para a presenca da expressao imuno-histoquimica das proteinas dos genes de
reparo do DNA o que poderia estar associado a um potencial de malignidade nas lesoes

serrilhadas do cdlon sem displasia?



4.0 OBJETIVOS
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4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a concordancia diagnostica dos PSS entre 0s
patologistas e identificar possiveis diferencas na expressdo imuno-histoquimica das
proteinas dos genes de reparo do DNA dos PSS e PH, entre os colons direito e esquerdo,

para melhor elucidar a associacdo com a via da instabilidade de microssatélites.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a concordancia intraobservador no diagnostico dos polipos sésseis serrilhados.

- Avaliar a concordancia interobservador no diagnostico dos polipos sésseis serrilhados.
-Avaliar a concordancia interobservador entre patologistas com e sem énfase em
gastroenterologia no diagnostico dos polipos sésseis serrilhados.

- Descrever a localizagdo anatomica dos polipos sésseis serrilhados e pdlipos
hiperplésicos diagnosticados no Laboratério Medicina Digital.

- Descrever a prevaléncia dos subtipos dos polipos hiperplasicos.

- Descrever a prevaléncia de género dos pacientes com diagndstico de polipo
hiperplésico.

- Descrever a prevaléncia de género dos pacientes com diagnostico de pélipo séssil
serrilhado.

- Descrever a média de idade dos pacientes com diagnostico de pélipo hiperplasico.

- Descrever a média de idade dos pacientes com diagnostico de polipo séssil serrilhado.

- Avaliar a expressdo das proteinas MLH1 e MSH2 em PSS e PH e correlacionar com a

localizacéo das lesdes;
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- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas MLH1 e/ou MSH2 entre os

subtipos dos polipos hiperplasicos.



50 HIPOTESE
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50 HIPOTESE

A avaliacdo de concordancia diagnostica interobservador seria semelhante ao
descrito na literatura. Quando comparados patologistas com e sem énfase em
gastroenterologia a concordancia diagnéstica seria semelhante. O exame imuno-
histoquimico mostraria perda da expressao das proteinas MLH1 e/ou MSH2 nos PSS e
nos MVHP, localizados no coélon direito. A perda da expressdo das proteinas MLH1 e
MSH2 seria explicada pela hipermetilacdo da regido promotora do gene MLH1. Esses
achados reforcariam a hipotese de que PSS possam ser derivados de PH e que o potencial
maligno das lesbes sem achados de displasia convencional pela via serrilhada poderia ser

determinado tanto pela localizagdo quanto pela histologia da leséo.



6.0 METODOLOGIA
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6.0 METODOLOGIA

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo Transversal

6.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram revisadas as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina dos exames
anatomopatoldgicos com diagndsticos de pdlipo séssil serrilhado e poélipo hiperplasico
provenientes do Laboratério de Patologia Medicina Digital de Porto Alegre, realizados a
partir de 2005, até se obter 26 blocos de parafina com diagndstico de pdlipo séssil
serrilhado com localizagdo no coélon direito, 26 blocos com diagndstico de polipo sessil
serrilhado com localizagdo no célon esquerdo, 26 blocos com diagnostico de pdlipo
hiperplésico com localiza¢do no célon direito e 26 blocos de parafina com diagnostico de

polipo hiperplésico com localizagdo no colon esquerdo, totalizando 104 lesGes.

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa PEPI (Programs for
Epidemiologists) versdo 4.0 e baseado nos estudos de Kim et AL *° e Sandmeier et AL *°.
Para um nivel de significancia de 5%, um poder de 90%,e uma diferenca nos desfechos
de no minimo 50% entre os lados direito e esquerdo, obteve-se um total minimo de 21
lesbes em cada grupo, totalizando 84 amostras a serem analisadas. Considerando
possiveis perdas nos exames imuno-histoquimico a amostra teve um acréscimo de 20%,

totalizando 26 lesdes em cada grupo e 104 lesdes na soma final dos quatro grupos.

A localizacdo das lesdes foi definida como: lesbes de célon direito aquelas

localizadas em ceco, c6lon ascendente, angulo hepatico e célon transverso e como lesdes
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de cdlon esquerdo as localizadas em &ngulo esplénico, célon descendente, colon sigmoide
e transicéo retossigmoide % Em um primeiro momento os exames foram diagnosticados
por um patologista com énfase em gastroenterologia a fim de se chegar ao tamanho de
amostra necessario para a realizacdo do trabalho. Apds a selecdo dos exames
anatomopatoldgicos que preenchiam os critérios da pesquisa, estes foram submetidos a
nova analise pelo mesmo patologista com o objetivo de se avaliar a concordancia
intraobservador. Os exames com discordancia diagndstica entre as duas avaliacGes foram
excluidos. Em um segundo momento os exames anatomopatoldgicos selecionados pelo
primeiro patologista foram revisados de forma independente por um segundo patologista
com énfase em gastroenterologia. Nos casos com concordancia diagnostica entre os dois
observadores, foram realizados exames imuno-histoquimicos para avaliacdo da expressao
das proteinas MLH1 e MSH2. Em um terceiro momento, foi realizada uma revisdo dos
polipos selecionados pelos dois primeiros patologistas por um terceiro patologista que
ndo possui énfase em gastroenterologia. Nenhum pélipo foi excluido nesta etapa do

trabalho.

6.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os casos sem designacdo de localizacéo, lesbes com alteracGes
histologicas compativeis com displasia convencional, lesées com presenca de
componente inflamatorio proeminente, leses associadas a doenca inflamatoria intestinal

ou adenocarcinoma colorretal prévio ou sincrénico.
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6.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A anélise imuno-histoquimica das proteinas de reparo nas lesGes emblocadas em
parafina foi realizada conforme o seguinte protocolo do Centro de Pesquisa Experimental

do HCPA:

1.0 Desparafinizacéo e hidratagéo das laminas

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 4um de espessura
representativos da leséo e as laminas foram colocadas em cesto de metal na estufa a 85°C
por uma hora. O cesto foi posteriormente passado para a bateria de desparafinizacéo e
hidratacdo que consiste de duas imersdes em recipientes diferentes com xilol por quatro
minutos e dois mergulhos em quatro recipientes diferentes com alcool. O cesto foi entéo
lavado em agua corrente e depois em &gua destilada e deixado na agua destilada ate

comecar a recuperacao antigénica.

2.0 Recuperacdo antigénica

Nesta etapa as laminas foram posicionadas cuba frisada horizontal e a cuba foi
preenchida com tampédo de recuperacdo PBS que é composto de citrato pH 6.0 e
TRIS/EDTA pH 9.0 e incubada por quarenta minutos a 95°C. Apos o término do ciclo
programado e a temperatura alcancar menos de 90°C, a tampa foi aberta por 10 minutos
para resfriar e a cuba foi retirada da camara deixada descansar a temperatura ambiente
por mais dez minutos. As laminas entdo foram lavadas em agua destilada por trés vezes e

a cuba foi preenchida com agua destilada, deixado até o bloqueio da peroxidase.

3.0 Bloqueio da peroxidase enddgena e reagdes inespecificas
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Apos ser desprezada a agua da cuba esta foi preenchida com solucéo de peréxido
de hidrogénio a 3% em metanol e tampada por vinte minutos para que ficasse protegida
da luz. A solucdo com metanol foi desprezada no descarte de residuo quimico apropriado
e a cuba foi lavada trés vezes com agua destilada, e apds preenchida com PBS por cinco
minutos. No passo seguinte o PBS foi desprezado e a cuba foi preenchida com a solugéo
de leite em po desnatado a 5% por vinte minutos. Apds o leite ser desprezado, a cuba foi
lavada primeiramente na agua corrente e depois trés vezes com &gua destilada.

Novamente a cuba foi preenchida com PBS que foi trocado apds cinco minutos.

4 .0 Diluicao do anticorpo primario

Foram utilizados dois anticorpos: Anticorpo MLH1 N-20 rabbit policlonal 1gG
da marca Santa Cruz na diluicdo de 1/200 e Anticorpo MSH2 H-300 rabbit I1gG
policlonal da marca Santa Cruz na diluicdo de 1/200.

5.0 Aplicacdo do anticorpo primario

Os tubos com anticorpos foram agitados no vortex e a bandeja de incubacéo foi
preenchida com &gua para fazer uma camara umida. As laminas que estavam na cuba
com PBS foram retiradas e colocadas na bandeja de incubacdo para a aplicacdo do
anticorpo. A bandeja de incubacdo foi entdo fechada por trinta minutos a temperatura

ambiente e levada a geladeira por doze a dezesseis horas (overnight).

6.0 Aplicacéo do kit de deteccdo

Nesta etapa, o kit de deteccdo foi retirado e a bandeja de incubacdo foi
enxaguada com PBS para remover o anticorpo primario. As laminas foram entdo
colocadas na cuba horizontal com PBS por cinco minutos. Apds este periodo o PBS foi

trocado, as laminas foram secas e colocadas novamente na bandeja de incubacdo, sem
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que o PBS ficasse sobre o corte. O anticorpo secundario foi aplicado sobre o corte e a
bandeja de incubacdo foi fechada por trinta minutos a temperatura ambiente. As laminas
foram retiradas da bandeja de incubacéo e colocadas na cuba horizontal com PBS. O PBS
foi trocado e, ap6s cinco minutos, trocado novamente. As laminas foram secas e
colocadas novamente na bandeja de incubacdo. A enzima foi aplicada sobre o corte e a
bandeja de incubacdo foi fechada por trinta minutos a temperatura ambiente. As laminas
foram retiradas da bandeja de incubac&o e colocadas na cuba horizontal com PBS, que foi

trocado por duas vezes a cada cinco minutos.

7. Revelagéo, contra coloracdo e montagem

Nesta fase, a hematoxilina foi aquecida na estufa por cerca de quarenta minutos e
a cuba foi preenchida com agua destilada, colocando, entdo, o cesto de metal dentro. O
reagente DAB foi preparado com uma gota de cromdgeno para cada mL de tampédo. As
laminas foram retiradas do PBS e colocadas sobre uma compressa imida. Com a pipeta
Pasteur, foi aplicado o reagente DAB sobre o corte, aguardando alguns segundos, ou até
obter uma coloracdo caramelo. As laminas foram entdo colocadas em &gua destilada e
posteriormente lavadas por trés vezes em agua corrente. ApoOs este processo, as laminas
foram colocadas na hematoxilina aquecida por cinco segundos e, apos, lavadas em agua
corrente. Foi entdo secado 0 excesso de &gua, e as laminas foram imersas em &agua
amoniacal por trinta segundos e depois lavadas em agua corrente. O excesso de agua foi
retirado e o cesto foi passado por quatro banhos de alcool absoluto e dois banhos de xilol.
O cesto foi entdo colocado cuba com xilol na capela de exaustdo, e por fim a lamina foi

montada com uma gota de balsamo sobre o corte e laminula.

A avaliacdo dos exames imuno-histoquimicos foi realizada por dois patologistas e

a interpretacdo da expressao das duas proteinas, MLH1 e MSH2, foi independente.
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O padrédo de coloracdo das proteinas MLH1 e MSH2 é nuclear e a coloragdo
nuclear dos linfocitos, células epiteliais normais ou células estromais foram utilizadas
como controle interno. A expressdo é considerada positiva quando ha coloragdo nuclear
em algumas células ou negativa quando ha auséncia de coloracdo nuclear. As lesdes que
demonstraram qualquer evidéncia de expressio de MLH1 ou MSH2, mesmo em
pequenos focos, foram consideradas positivas. Os casos que apresentaram auséncia de
coloracdo nas células neopléasicas com inequivoca coloragdo do nucleo das células ndo
neoplasicas foram classificados como mostrando expressao anormal das proteinas do
dano de reparo. LesGes com coloracdo citoplasmatica e auséncia de coloragdo nuclear no

controle interno ndo foram consideradas imunopositivas 4> *% ! %2,

6.5 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis qualitativas foram descritas por frequéncias absolutas e relativas. As

variaveis quantitativas foram descritas por média.

Para avaliar as concordancias intraobservador e interobservador, o coeficiente

Kappa foi aplicado.

Para comparar proporgdes entre 0s grupos, o teste T para comparacao das médias
de idade entre os grupos foi aplicado e o teste exato de Fischer foi aplicado para

comparacdo das proporgdes entre 0s grupos.

O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5% (p<0,05) e as analises foram
realizadas nos programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 21.0

e PEPI versdo 4.0.

O projeto foi financiado pela FIPE e pelo Programa de Poés-graduacdo em

Gastroenterologia e Hepatologia.
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7.0 ASPECTOSETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, tendo sido aprovado com o0 numero 12-0273
CAAE:02618112.5.0000.5327.
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8.0 RESULTADOS

Primeiramente, foram selecionadas as lesdes com os diagndsticos de interesse e
pesquisadas as informac@es clinicas e exames anteriores disponiveis. Foram excluidas 56
lesbes pela auséncia de especificacdo da lateralidade, 17 les6es foram excluidas por
apresentar histéria prévia ou atual de adenocarcinoma e uma lesdo foi excluida por

apresentar informacao clinica de tumor carcinoide colénico prévio.

Apos a revisao das laminas pelo primeiro patologista, 3 lesdes foram excluidas
pela presenca de inflamagdo associada e 3 lesbes foram excluidos por apresentarem
critérios de polipo séssil serrilhado com displasia convencional. Foi excluida uma leséo
por apresentar na lamina ora fragmentos de poélipo séssil serrilhado ora de adenoma
convencional com informacdo clinica de que se tratava de lesdo Unica. A informacao
clinica fornecida faz com que os fragmentos sejam analisados em conjunto e ndo como
lesbes independentes e a conclusdo diagndstica foi de pdlipo séssil serrilhado com
displasia, fragmentado. A presenca de artefatos fisicos que prejudicavam a avaliacdo foi
responsavel pela exclusdo de uma lesdo. A amostra final apos revisao inicial das laminas

foi de 124 leses, sendo 64 PH e 60 PSS.

Com o objetivo de se avaliar a concordancia intraobservador, as 124 amostras
foram submetidas a uma segunda analise pelo mesmo patologista. Ap6s o0 primeiro
diagnostico, 2 (3,1%) lesbes que receberam o diagndstico inicial de PH foram
reclassificadas como mucosa coldnica dentro dos limites da normalidade, sendo uma do
colon direito e uma do colon esquerdo. Das lesbes diagnosticadas como polipo

hiperplésico, 4 (6,2%) foram reclassificadas como po6lipo séssil serrilhado sendo 1 do
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célon esquerdo e trés do cdlon direito. Dos PSS inicialmente diagnosticados, 1 (1,7%) do
célon direito foi rediagnosticado como PH. O teste de Kappa para concordancia resultou
no valor de 0,89 (Apéndice 1). As lesbes que resultaram em discordancia diagndstica

nesta fase de avaliagdo foram excluidos.

As 117 lesOes selecionadas na primeira avaliagdo foram entdo revisados pelo
segundo patologista com énfase em gastroenterologia. Dos 58 PH resultantes na amostra,
1 (1,7 %) polipo do cdlon direito foi diagnosticado como mucosa normal e 4 (6,9%),
sendo 3 do colon direito e 1 do colon esquerdo, foram diagnosticados como pélipo séssil
serrilhado na avaliagdo pelo segundo observador. Das 59 lesfes diagnosticadas
primeiramente como polipo séssil serrilhado, 4 (6,8%), sendo todas do colon direito,
foram rediagnosticadas como pdlipo hiperplasico pelo segundo patologista. A
variabilidade interobservador avaliada pelo teste de Kappa resultou em um valor de 0,85

(Apéndice 2).

Quando comparada a concordancia diagnostica de acordo com a localizagcdo da
lesdo verificou-se que entre as les6es do colon esquerdo se obtinha maiores proporcdes de
concordancia do que as lesdes do célon direito (98,1% x 87,5%) e esta diferenca
apresentou significancia estatistica (p0,039) (Apéndice 3). As lesbes que nao
apresentaram concordancia diagndstica entre o primeiro e o segundo patologista foram

excluidas das fases subsequentes do estudo.

Com o objetivo de avaliar a concordancia entre os patologistas com e sem énfase
em gastroenterologia, as 108 lesbes restantes foram analisados por um terceiro
patologista. Das 55 lesfes anteriormente diagnosticadas como pdlipo séssil serrilhado 25
(45,4%), sendo 15 do cdlon direito e 10 do colon esquerdo, foram diagnosticadas como

polipo hiperplasico pelo patologista geral. Todos os polipos hiperplasicos diagnosticados
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pelo patologista geral receberam o diagndstico de pdlipo hiperplasico pelos dois
primeiros patologistas. O valor do teste Kappa para concordancia entre os trés

patologistas foi de 0,54 (Apéndice 4).

A amostra final foi constituida por 27 PH do célon direito, 26 PH do cdélon
esquerdo, 29 PSS do célon direito e 26 PSS do colon esquerdo. Em 97 casos, sendo 46/53
PH e 51/55 PSS, havia informagdo clinica que especificava a localizacdo das lesGes,
sendo que, a maioria, tanto dos PH (32,6%) quanto dos PSS(31,4%), foram encontrados
no colon ascendente. Na amostra estudada houve prevaléncia do género feminino tanto
em PH (61,5% de mulheres) quanto em PSS (65,5% em mulheres). Apenas em um dos

108 pacientes estudados ndo havia informacgéo quanto ao género (Apéndice 5).

Quando comparadas as lesdes conforme a lateralidade, a prevaléncia do género
feminino se manteve em 74,1 % dos PH e 72,4 % dos PSS do cdlon direito. No colon
esquerdo, 57,7 % dos PSS ocorriam em pacientes do género feminino, porém nos PH

52,0% dos pacientes eram do género masculino (Apéndice 6).

Quando avaliada a idade dos pacientes a média foi de 55,6 anos nos
diagnosticados com PH e 59,2 nos PSS. Quando realizada a comparagdo da média de
idade conforme a localizacdo da lesdo ndo se identificaram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (Apéndice 7).

Os PH foram ainda subclassificados em MVHP, GCHP e MPHP. Foram
encontrados 48 MVHP, sendo 26 (54,2%) do colon direito, 4 GCHP, sendo 3 (75,0%) do

cllon esquerdo, e 1 MPHP que era localizado no co6lon esquerdo (Apéndice 8).

Quando avaliada a localizacdo especifica no célon, a maioria dos MVHP (33,3%)
foi encontrada no célon ascendente seguida pelo cdlon sigmoide (23,8%) como sitios

mais comuns (Apéndice 9).
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A idade média dos pacientes com o diagnéstico de MVHP foi de 56,3 anos e dos
com GCHP 48,7 anos, ndo havendo diferengas entre as médias de idade quando 0s grupos
foram comparados quanto a localizagdo entre célon direito e esquerdo. O paciente com

diagndstico de MPHP apresentava idade informada de 50 anos (Apéndice 10).

Quanto ao género dos pacientes, 68,1% dos pacientes com diagnostico de MVPH
eram do género feminino e 100% dos pacientes com GCHP eram do género masculino. O
paciente com diagndstico de MPHP era do género masculino. Ainda se identificou
prevaléncia maior de pacientes do género feminino quando os grupos foram estratificados
por localizacdo das lesdes nos hemicdlons, sendo que 76,9% dos pacientes com
diagnostico de MVHP no colon direito eram do género feminino e 57,1% dos pacientes

com a mesma lesdo no colon esquerdo eram também do género feminino (Apéndice 11).

Durante a avaliagdo do exame imuno-histoquimico para a expressdo da proteina
do gene MLH1 foram excluidas 5 lesdes, sendo 2 PSS do colon direito, 1 polipo séssil
serrilhado do colon esquerdo e 2 PH do colon esquerdo, por presenca de coloracdo
citoplasmatica que impedia a avaliacdo nuclear. Ainda, 1 polipo hiperplasico do cdélon
esquerdo foi excluido por apresentar material escasso para diagnostico. As demais 102
lesbes apresentaram resultado positivo ao exame imuno-histoquimico, isto €, coloracéo

nuclear positiva para expressao das proteinas do gene MLHL1.

A avaliacdo da expressdo da proteina do gene MSH2 ao exame imuno-
histoquimico mostrou resultado positivo, isto é coloracdo nuclear positiva em 106 lesdes
examinadas, sendo que 1 polipo hiperplasico do colon direito foi excluido por apresentar
controle interno negativo e 1 polipo hiperplasico do célon esquerdo foi excluido por

apresentar material escasso para diagnostico (Figura 10).



57

FIGURA 10. A: Positividade da expressao da proteina MLH1 . B: Positividade para a expressdo da proteina MSH2. 400x
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9.0 DISCUSSAO

O valor de Kappa encontrado de 0,89 para concordancia intraobservador e 0,85
para interobservador entre os patologistas com énfase em gastroenterologia mostra que a
concordancia é classificada como alta, superior ao descrito na literatura atual " *> 1828+ %,
A explicacdo para o valor encontrado pode ser a maior experiéncia destes patologistas em
diagnosticos de lesdes do trato gastrointestinal, porém, também precisa ser considerado,
que os dois patologistas receberam treinamento na mesma instituicdo, o que resulta em
critérios diagndsticos mais homogéneos. Além disso, os patologistas envolvidos neste
estudo mantém constante discussdo e reacesso constante a literatura sobre as lesbes
serrilhadas encontradas durante sua pratica diaria. Quando avaliado o valor de Kappa de
0,55, resultante da comparacdo entre os patologistas com e sem interesse especial em
gastroenterologia, verifica-se que, mesmo este valor sendo inferior ao anteriormente
descrito, a classificagdo da concordancia como moderada € semelhante a descrita na
literatura em comparacdes entre patologistas experientes em lesdes serrilhadas "> 18 %
% Esse tipo de diferenca est4 bem documentado, inclusive no nosso meio. Em um estudo
realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, avaliou-se a variabilidade
interobservador no diagndstico de pdlipos hiperplasicos e adenomas convencionais,
obtendo-se um valor de Kappa moderado entre os patologistas da instituicdo >. E
importante considerar que nenhum po6lipo hiperpléasico diagnosticado pelo patologista
geral recebeu o diagndstico de pélipo séssil serrilhado nas avaliagGes anteriores. Com
isso, podemos observar que a dificuldade diagnoéstica esta relacionada estritamente aos

PSS e isso pode ser explicado pela falta de um consenso entre os autores em se definir os

critérios minimos para o diagnostico destas lesdes . A subjetividade dos critérios
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diagndsticos dos PSS, tanto dos critérios quantitativos quanto dos qualitativos, é a
principal responsavel pelas diferencas de discordancia encontradas entre todas as
avaliacbes. Os critérios diagndsticos quantitativos, isto €, nimero minimo de criptas
alteradas para o diagndstico das lesdes serrilhadas, ainda € um tdpico controverso na
literatura. A presenca de trés criptas alteradas em toda a lesdo ou duas criptas adjacentes é
o0 critério minimo para diagndstico de PSS no livro texto publicado pela Organizacdo
Mundial da Satde *3, porém artigos resultantes de encontros para consenso das lesdes
serrilhadas recomendam que uma lesdo com apenas uma cripta com alteragOes
inequivocas de pélipo séssil serrilhado j& é suficiente para se estabelecer o diagndstico ™
821 Estas divergéncias mostram como o0s critérios recomendados sdo ainda
questiondveis e abrem espaco para a criacdo de critérios baseados na interpretacéo
pessoal do patologista 0 que causa uma extrema heterogeneidade nos diagndsticos.
Ainda podemos observar que os indices de concordancia diagndstica entre os patologistas
ndo vem aumentando, mesmo com a disponibilidade de protocolos para o diagnéstico
disponiveis na literatura '®. Com isso, é necessario o uso de técnicas de treinamento
alternativas para o patologista geral, como o treinamento interativo por um patologista
com experiéncia em gastroenterologia e, particularmente, em lesdes serrilhadas do cdlon.

Os resultados deste trabalho mostram uma proporcdo de discordancia maior no
cllon direito do que no esquerdo. Como os PSS tem maior incidéncia no cdlon direito,
nés acreditamos que alguns destes casos possam corresponder a PSS que ndo
apresentaram todas as alteracBes necessdrias para se estabelecer um diagndstico
definitivo e desta forma resultam em maior variabilidade na interpretacdo. A ocorréncia
de problemas técnicos como excisdo incompleta ou inclusdo com artefatos por
tangenciamento podem ser causas desta dificuldade. Alguns autores sugerem a criagéo

de uma categoria borderline entre PH e PSS para as lesdes com alteracfes arquiteturais
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intermediarias % ¥. Atualmente, o que é sugerido na literatura, é que se faca um
diagnostico descritivo da lesdo ao invés de se estabelecer um diagndstico conclusivo. NGs
acreditamos que a criacdo de uma terceira categoria pode acarretar em ainda maior
discordancia diagndstica entre os patologistas. Contudo, os diagnosticos descritivos
podem resultar em consideravel subjetividade de interpretacdo na pratica clinica e
dificuldade em se determinar o melhor acompanhamento e tratamento para os pacientes.
Por isso, com o objetivo de se uniformizar a pratica clinica em pacientes com lesGes que
ndo se enquadram em nenhum dos diagnosticos ja estabelecidos, é necessaria a criacao de
um protocolo de acompanhamento. Com este intuito, seria mais aconselhavel a utilizacao
de categorias especificas do que de avaliagcdes descritivas.

Estudos realizados com pacientes ocidentais mostram prevaléncia do género
feminino em pacientes com diagndéstico de pdlipo séssil serrilhado, resultado semelhante
ao encontrado nesta amostra %2. Houve prevaléncia do género feminino nos pacientes que
receberam o diagnostico de polipo hiperplasico, porém, quando se estratificou quanto a
lateralidade, esta prevaléncia ndo se manteve nos casos referidos como do colon
esquerdo. Na literatura ndo ha consenso quanto ao género prevalente nos pacientes com
PH 8. Novos estudos sdo necessarios para determinar se ha diferenca nesta prevaléncia
conforme a localizacao da lesao.

A idade média dos pacientes com diagndstico de PSS foi de 59,2 anos, resultado
semelhante ao encontrado no estudo de Kumbhari e colaboradores que comparou a idade
média entre pacientes orientais e ocidentais que apresentavam PSS 2.

A subclasssificacdo dos PH mostrou predominio de MVHP (48/53 casos), seguido
por GCHP(4/ 53 casos) e MPHP (1/53 casos). OS GCHP foram em sua maioria (3/4)

detectados no colon esquerdo e o Unico MPHP diagnosticado foi referido como de colon
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esquerdo. Os resultados encontrados neste estudo sdo compativeis com os dados
epidemiolégicos descritos na literatura para os subtipos dos PH 3,

O estudo imuno-histoquimico mostrou-se positivo tanto para expressdao da
proteina MLH1 quanto para MSH2 em todos os casos selecionados passiveis de
avaliacdo. Atualmente, acredita-se que a hipermetilacdo dos genes de reparo do DNA seja
um evento final na via serrilhada e que estes achados somente se expressam em PSS com
presenca de displasia convencional. Por isso, ndo é esperado encontrar perda de

expressdo das proteinas dos genes de reparo nos PSS sem displasia %*. Os resultados do

nosso trabalho sdo compativeis com as teorias atuais.
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10.0 CONCLUSOES

- A concordancia diagnostica intraobservador foi alta com valor de Kappa de 0,89 que é
superior ao descrito na literatura.

- A concordancia diagnostica interobservador foi alta com valor de Kappa de 0,85 para
comparacdo entre patologistas com énfase em gastroenterologia que também é superior
ao descrito na literatura.

- A concordancia diagndstica foi moderada com valor de Kappa de 0,55 para compara¢éao
entre patologistas com e sem énfase em gastroenterologia o que € semelhante ao descrito
na literatura.

- Dos PH avaliados que possuiam informacdo de localizagdo 15 eram do cdlon
ascendente, 11 do cdlon sigmoide, 7 do colon descendente, 6 do ceco, 4 do angulo
hepatico, 2 do retossigmoide e 1 do angulo esplénico.

- Dos PSS avaliados que possuiam informagdo de localizagdo 16 eram do colon
ascendente, 13 eram do sigmoide, 10 eram do colon descendente, 6 eram do colon
transverso, 3 do ceco e 3 do angulo hepatico.

- Apos a categorizacdo dos PH em subtipos, encontramos 48 MVVHP, 4 GCHP e 1 pdlipo
hiperplésico do tipo pobre em mucina.

- Na amostra estudada houve prevaléncia do género feminino tanto para os pacientes
diagnosticados com PH quanto para PSS.

- A média de idade dos pacientes com diagndstico de polipo hiperplasico foi de 55,6
anos.

- A média de idade para os pacientes com diagndstico de polipo séssil serrilhado foi de

59,2 anos.



- Todas as lesbes avaliadas apresentaram expressao das proteinas MLH1 e MLH2.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies of interobserver agreement among pathologists for the
diagnosis of hyperplastic polyps (HPPs) and sessile serrated polyps (SSPs) have
demonstrated substantial interobserver variability, even amidst experts in
gastrointestinal pathology. OBJECTIVE: To identify differences in diagnostic
concordance that could justify specific strategies to improve diagnostic uniformity.
METHODS: One hundred twenty-four anatomic pathology specimens with a
diagnosis of SSP or HPP were examined by two pathologists with a special interest in
gastroenterology (specialists) and one general pathologist. RESULTS: Two
assessments were conducted by one of the specialist pathologists to determine
intraobserver agreement. Of the 64 HPP specimens, 2 of the entire sample (3.1%)
were reclassified as normal colonic mucosa and 4 (6.2%) were reassessed as SSPs. Of
the 60 lesions initially diagnosed as SSPs, 1 (1.7%) was reclassified as HPPs. The
kappa statistic for agreement was 0.89. The 117 specimens in which there were no
diagnostic disagreements were then reassessed by the second specialist pathologist.
Of 58 HPPs, 1 (1.7%) was reclassified as normal colonic mucosa and 4 (6.9%) were
reclassified as SSPs. Of 59 the SSPs, 4 (6.8%) were reclassified as HPPs by the
second pathologist. This interobserver variability yielded a kappa value of 0.85.
Finally, the 108 specimens in which there were no diagnostic disagreements in the
preceding assessments were reviewed by a third pathologist with no special interest in
gastroenterology. Of 55 SSPs, 25 (45.4%) were diagnosed as HPPs by the general
pathologist. All HPPs diagnosed by the general pathologist had been diagnosed as
such by the two specialist pathologists. The kappa value for agreement among the
three pathologists was 0.54. CONCLUSION: The kappa values of 0.89 for

intraobserver agreement and 0.85 for interobserver agreement between the
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gastrointestinal pathologists are indicative of substantial agreement. The kappa value
of 0.55 for comparison among pathologists with and without a special interest in
gastroenterology indicates moderate agreement. It is worth noting that no hyperplastic
polyps diagnosed by the general pathologist had been diagnosed as sessile serrated
adenoma on previous assessments. Therefore, we conclude that diagnostic difficulty
is strictly associated with SSPs, which may be explained by the subjective nature of

diagnosis of these lesions.

Keywords: Sessile serrated polyp. Diagnosis. Interobserver agreement.
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INTRODUCTION

Serrated colorectal lesions may be divided into traditional serrated adenomas
(SAs), hyperplastic polyps (HPPs), and sessile serrated polyps (SSPs)™ 2. Many studies
have demonstrated the importance of accurate differential diagnosis of these lesions in
view of the differences in prognosis of the two lesions. HPPs and SSPs are non-dysplastic
lesions, whereas SAs exhibit conventional dysplasia®. HPs cannot progress to carcinoma.
Conversely, both SAs and SSPs progress to colorectal carcinoma: the former are
associated with hypermethylation, and the latter are precursors of colorectal carcinomas
with microsatellite instability® °. Studies of interobserver agreement among pathologists
for the diagnosis of serrated colonic lesions, particularly HPPs and SSPs, have shown
substantial interobserver variability, even among experts in gastrointestinal pathology.
Agreement is moderate at best, and has not improved despite the definition of minimum
criteria for the diagnosis of SSp & 78910,

SSPs are asymptomatic and most commonly affect the right colon, but are not
restricted to this location'" *2. In the Western world, SSPs are more prevalent in women,
whereas in Asian populations they are more common in men. Diet and other lifestyle

factors are believed to contribute to this difference'® 1 °,

On microscopic examination, SSPs are characterized by so-called architectural
dysplasia and exhibit marked serration extending from the base to the surface of the
polyp* ¢, Crypts have a disorganized appearance, with luminal dilatation and presence of
mucin®’. Some crypts exhibit growth parallel to the muscularis mucosa, thus taking on an
inverted-T or L shape, which is characteristic of these lesions™® ** 8, There may be
nuclear pseudostratification, irregular nuclear contours, small prominent nucleoli, and
mitoses that are most prominent at the base of the crypts, but may occur in the upper third

or even on the surface top the crypts8' 18 Unlike HPPs, SSPs exhibit cell differentiation at
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the base of the crypts, with presence of goblet cells or gastric foveolar cells; there may
also be marked dilatation of the base of the crypts. As the diagnostic criteria for SSP are
essentially related to the base of the crypt, excessively superficial or poorly oriented
biopsy specimens will hinder differential diagnosis, as the surface epithelium is similar in
SSPs and HPPs™. This diagnostic challenge is most pronounced in lesions of the right
colon in which the specimens were fragmented, partially excised or smaller than 5.0 mm.
Lesions with intermediate features are also difficult to diagnose, especially when there is
dilatation of the base of the crypt and abundant mucin in the lumen, but no architectural
distortion or marked serration® " ** *°. Some authors have suggested the creation of a
borderline category between microvesicular hyperplastic polyp (MVHP) and SSP for
lesions in which at least one of the following structural changes is unequivocally present:
basal dilatation of the crypt, basal crypt serration, or horizontal crypt growth. This
category would also apply to lesions containing two areas suggestive of these changes,
but not unequivocally so* *°. According to the World Health Organization classification,
the diagnosis of SSP requires such findings as crypt dilation, serration from the base of
the crypt, and presence of differentiated cells at the base in at least three crypts overall or
in two adjacent crypts, although some authors suggest that the presence of a single crypt

with unequivocal architectural distortions suffices for a diagnosis of SSP » * &,

The possibility of development of colonic carcinoma in patients with serrated
lesions of the colon presenting without classic dysplastic changes should modify clinical

follow-up practices'™ 0 24 2

. SSPs are lesions with the potential for malignant
transformation in view of their association with the microsatellite instability pathway, but
diagnostic agreement among pathologists for the diagnosis of this disease entity is still
low, despite advances in the description of the diagnostic criteria, as shown in the

literature ® 7 % ® 1° The finding of interobserver differences, including differences
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between general pathologists and pathologists with a particular interest in

gastroenterology, may stress the need for specific strategies to address this issue.
MATERIALS AND METHODS

The study sample comprised 132 anatomical pathology specimens
(hematoxylin/eosin-stained slides) that had been diagnosed as SSPs or HPPs at Medicina

Digital, a private pathology laboratory in Porto Alegre, Brazil, since 2005.

Lesions were defined as right colon lesions if located in the cecum, ascending
colon, hepatic flexure, or transverse colon, and as left colon lesions if located in the
splenic flexure, descending colon, sigmoid colon, or rectosigmoid junction®. Initially, the
specimens were examined and diagnosed by a pathologist with a special interest in
gastroenterology. After the screening of specimens for study eligibility, those that met the
study criteria were reexamined by the same pathologist for assessment of intraobserver
agreement. In case of diagnostic disagreement between the first and second examinations,
the corresponding specimens were excluded from further analysis. For the second stage
of the study, the specimens selected by the first pathologist were independently reviewed
by another pathologist with a special interest in gastroenterology. In case of disagreement
between the diagnoses of the first and second specialist pathologists, the corresponding
specimens were excluded from further analysis. Finally, for the third stage of the study,
the specimens selected by the first and second pathologists were reviewed by a third
pathologist with no special interest in gastroenterology. Specimens with no indication of
site, histological changes consistent with conventional dysplasia, presence of a prominent
inflammatory component, evidence of inflammatory bowel disease, or from patients with

a past or current history of colorectal adenocarcinoma were excluded.
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The kappa coefficient was used to assess intra- and interobserver agreement. The
significance level was set at 5% (p<0.05), and all analyses were carried out in the SPSS

21.0 or PEPI 4.0 software environment.

RESULTS

After review of slides by the first pathologist, three lesions were excluded due to
presence of inflammation and four were excluded because they met criteria for SSP with
conventional dysplasia. Finally, one lesion was excluded due to the presence of physical
artifacts that hindered analysis. The final sample after initial examination of the selected

slides, consisted of 124 lesions.

To evaluate intraobserver agreement, these 124 specimens were reexamined by
the same pathologist. After this reassessment, 2 (3.1%) specimens originally diagnosed as
HPPs (one from the right colon and one from the left colon) were reclassified as colonic
mucosa within normal limits. Of the 60 lesions originally diagnosed as SSPs, 1 (1.7%)
additional right colon polyp was reclassified as HPP, and of those 64 initially diagnosed
as HPPs, 4 (6.2%) were reclassified as SSPs (one from the left colon and three from the
right colon). The kappa coefficient for agreement was 0.89. Specimens that led to
diagnostic disagreement in this preliminary stage were excluded from subsequent

analyses.

The 117 specimens selected at the first assessment were then reviewed by a
second pathologist with a special interest in gastroenterology. Of the 58 HPPs remaining
in the sample, 1 (1.7%) right colon lesion was reclassified as normal mucosa and 4
(6.9%), three from the right colon and one from the left colon, were diagnosed as SSPs by

the second pathologist. Of the 59 lesions originally diagnosed as SSPs, 4 (6.8%), all from
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the right colon, were reassessed as HPPs by the second pathologist. The kappa value for

interobserver variability was 0.85.

Comparative analysis of diagnostic agreement by lesion site showed significantly
greater agreement in specimens from the left colon than in specimens from the right

colon (98.1% vs. 87.5%, p=0.039).

To assess agreement among pathologists with a special interest in
gastroenterology and those with no such expertise, the 108 remaining polyps were
analyzed by a general pathologist. Of the 55 lesions previously diagnosed as SSPs, 25
(45.4%) — 15 from the right colon and 10 from the left colon — were classified as HPPs by
the general pathologist. All other HPPs diagnosed by the general pathologist had been
diagnosed as such by the two expert pathologists. The kappa statistic for agreement
between the pathologists with a special interest in gastroenterology and the general

pathologist was 0.54.

The final sample comprised 27 right colon HPPs, 26 left colon HPPs, 29 right
colon SSPs, and 26 left colon SSPs. The mean age of the patients from whom the
specimens had been obtained was 57.4 years overall (55.6 among patients with a
diagnosis of HPP and 59.2 years among those with a diagnosis of SSP). Women
accounted for 63.6% of the overall sample, 61.5% of patients with HPP, and 65.5% of

patients with SSP.

On comparative analysis of lesions by side, a female predominance remained in
the right colon HPPs (74.1%), in the right colon SSPs (72.4%), and in the left colon SSPs

(57.7%). Conversely, most patients with left colon HPPs (52.0%) were male.
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DISCUSSION

The epidemiological data found in this study are similar to those described
elsewhere in the literature, which show a female predominance among patients diagnosed
with SSAs™. There is no consensus in the literature as to gender predominance in HPPs®,
In the present study, HPPs were also more common in women, but, after stratification of
lesions by side, this increased prevalence did not hold for lesions located in the left colon.
Further studies are required to determine whether a difference in female prevalence exists
according to lesion site.

The mean age of patients with a diagnosis of SSP was 59.2 years, which is similar
to that reported in a study comparing mean age at diagnosis in Chinese vs. Caucasian
patients®2.

The kappa values of 0.89 for intraobserver agreement and 0.85 for interobserver
agreement between the two pathologists with a special interest in gastroenterology are
indicative of substantial agreement, superior to that reported in the current literature” .
This may be explained by the expertise of these pathologists in diagnosis of
gastrointestinal tract lesions, but it is worth noting that both pathologists were trained at
the same institution, which leads to more consistent diagnostic criteria. Furthermore, the
pathologists involved in this study routinely discuss this issue and review the literature on
serrated lesions they encounter in daily practice. The kappa value of 0.55 for comparison
between the two pathologists with a special interest in gastroenterology and the general
pathologist, despite being lower than those reported above, is indicative of moderate
agreement and is thus consistent with the values described in other comparisons of
pathologists with experience in serrated lesions’. Again, it should be noted that all
pathologists involved in this study trained at the same institution, which might increase

the relevance of subspecialties in surgical pathology. Such differences are well-
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documented, including in Brazilian studies. One study carried out at Hospital de Clinicas
de Porto Alegre assessed interobserver variability in the diagnosis of HPPs and
conventional adenomas, and found moderate agreement among staff pathologists®,

Notably, in the present study, no HPPs diagnosed by the general pathologist had
been diagnosed as SSPs on previous examinations. Therefore, we conclude that difficulty
in establishing the diagnosis is strictly related to SSPs, which may be explained by the
lack of a consensus definition of the minimal criteria for diagnosis of these lesions®. The
subjectivity of diagnostic criteria for SSPs, both quantitative and qualitative, largely
accounts for the differences in agreement observed in different assessments. The
quantitative diagnostic criteria for SSP (i.e., the minimum number of altered crypts to
establish a diagnosis of serrated lesion) is still a topic of controversy in the literature. The
presence of three altered crypts across the entire lesion or two adjacent altered crypts is
the minimum criterion for diagnosis of SSP in the World Health Organization
classification®, but consensus statements of expert panels on serrated lesions recommend
that the presence of a single crypt with unequivocal features of SSA is sufficient to
establish the diagnosis™ * 8. These divergences demonstrate the extent to which the
recommended criteria are still questionable, and leave room for the development of
criteria based on the pathologists personal interpretations, which result in extreme
diagnostic heterogeneity. Furthermore, rates of diagnostic agreement among pathologists
have not increased despite the availability of protocols for diagnosis in the literature®.
Hence, it is paramount that general pathologists receive training in the diagnosis of these
lesions by alternative methods, such as interactive guidance from a pathologist with
expertise in gastroenterology, particularly in serrated lesions of the colon.

The results of this study show a greater rate of diagnostic disagreement in right

colon lesions as compared with left colon lesions. As the incidence of SSPs is greater in
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the right colon, we believe some of these cases may correspond to SSPs that did not
exhibit all of the features required to establish a definitive diagnosis, resulting in greater
variability in interpretation. Technical issues such as incomplete excision or embedding
or tangential sectioning artifacts may also cause such difficulties. Some authors have
suggested the creation of a borderline category between HPP and SSP for lesions with
intermediate architectural features '°. Currently, the literature suggests that, in such
cases, the pathologist should provide a descriptive diagnosis of the lesion rather than
attempt to establish a conclusive diagnosis. We believe the creation of a third category
may lead to even greater diagnostic disagreement among pathologists. However,
descriptive diagnoses may also lead to considerable subjectivity in interpretation in
clinical practice, and may hinder the determination of the best follow-up and treatment
strategies for patients. Hence, follow-up protocols should be created to enable consistent
clinical practices in patients with lesions that do not meet the criteria for existing
diagnostic entities. For this purpose, we believe the use of specific diagnostic categories

would be preferable to descriptive assessments.
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ASSESSMENT OF INTRAOBSERVER AGREEMENT

P1 Total
HPP SSP
Count 2 0 2
WNL
% of Total 1.6% 0.0% 1.6%
Count 58 1 59
P1.1 HPP
% of Total 46.8% 0.8% 47.6%
Count 4 59 63
SSP
% of Total 3.2% 47.6% 50.8%
Count 64 60 124
Total
% of Total 51.6% 48.4% 100.0%

Table 1: P1: first assessment by pathologist with a special interest in
gastroenterology. P1.1: second assessment by same pathologist. WNL, within
normal limits. HPP, hyperplastic polyp. SSP, sessile serrated polyp.
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Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Error® Approx. T Approx. Sig.

Kappa .89 .043 9.971 ,000

Measure of Agreement

N of Valid Cases 124

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

ASSESSMENT OF INTEROBSERVER AGREEMENT BETWEEN TWO PATHOLOGISTS WITH A
SPECIAL INTEREST IN GASTROENTEROLOGY

P2 Total
WNL HPP SSP
Count 1 53 4 58
HPP
% of Total 0.9% 45.3% 3.4% 49,6%
P1.2
Count 0 4 55 59
SSP
% of Total 0.0% 3.4% 47.0% 50,4%
Count 1 57 59 117
Total
% of Total 0,9% 48.7% 50.4% 100.0%

Table 2. P1.2: sample resulting from the two assessments carried out by the first pathologist. P2:
assessment carried out by the second pathologist with a special interest in gastroenterology. WNL,

within normal limits. HPP, hyperplastic polyp. SSP, sessile serrated polyp.



87

Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Error® Approx. T Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa .847 .048 9.285 ,000

N of Valid Cases 117

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

ASSESSMENT OF INTEROBSERVER AGREEMENT BETWEEN PATHOLOGISTS
WITH AND THOSE WITHOUT A SPECIAL INTEREST IN GASTROENTEROLOGY

P3 Total
HPP SSP
Count 53 0 53
HPP
% of Total 49.1% 0.0% 49,1%
P1.3
Count 25 30 55
SSP
% of Total 23.1% 27.8% 50,9%
Count 78 30 108
Total
% of Total 72,2% 27.8% 100.0%

Table 3. P1.3: sample resulting from assessment by two pathologists with a special
interest in gastroenterology. P3: assessment carried out by a pathologist with no
special interest in gastroenterology. HPP: hyperplastic polyp. SSP: sessile serrated
polyp.



Symmetric Measures
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Value

Asymp. Std. Error®

Approx. T

Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa

N of Valid Cases

541

108

.072

6.327

,000

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.



APENDICE 1

AVALIAGAO DA CONCORDANCIA INTRAOBSERVADOR

P1 Total
PH PSS
Count 2 0 2
DLN
% of Total 1,6% 0,0% 1,6%
Count 58 1 59
P1.1 PH
% of Total 46,8% 0,8% 47,6%
Count 4 59 63
PSS
% of Total 3,2% 47,6% 50,8%
Count 64 60 124
Total
% of Total 51,6% 48,4% 100,0%

P1: primeira avaliagdo realizada pelo patologista com énfase em gastroenterologia;

P1.1: segunda avaliagao realizada pelo mesmo patologista.

Teste Kappa para concordancia
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Value

Asymp. Std. Error®

Approx. T

Approx.
Sig.

N of Valid Cases

Measure of Agreement Kappa

124

,043

9,971

,000

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




APENDICE 2
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AVALIAGAO DE CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR ENTRE PATOLOGISTAS COM ENFASE

EM GASTROENTEROLOGIA

P2 Total
DLN PH PSS

Count 1 53 4 58

% of Total 0,9% 45,3% 3,4% 49,6%
P1.2

Count 0 4 55 59

% of Total 0,0% 3,4% 47,0% 50,4%

Count 1 57 59 117
Total

% of Total 0,9% 48,7% 50,4% 100,0%

P1.2: amostra resultante das duas avaliagdes realizadas pelo primeiro patologista. P2:avaliagao

realizada pelo segundo patologista com énfase em gastroenterologia.

Teste Kappa de concordancia interobservador entre patologistas com énfase em gastroenterologia

Value

Asymp. Std. Error®

Approx. T

Approx.
Sig.

N of Valid Cases

Measure of Agreement

Kappa

,847

117

,048 9,2

85 ,000

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




APENDICE 3
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AVALIACAO DE CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR CONFORME LOCALIZACAO DA LESAO

LOCAL Total
CD CE
Count 8a 1p 9
Discordancia
% within LOCAL 12,5% 1,9% 7,7%
concordancia_P1.2_P2
Count 564 52h 108
Concordancia
% within LOCAL 87,5% 98,1% | 92,3%
Count 64 53 117
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0% | 100,0%

CD: célon direito. CE: célon esquerdo.

Each subscript letter denotes a subset of LOCAL categories whose column proportions do not differ significantly

from each other at the ,05 level.

Value Df Asymp. Sig. (2-sided) Exact Sig. (2-sided) Exact Sig. (1-
sided)
Pearson Chi-Square 4,599% 1 ,032
Continuity Correction” 3,226 1 ,072
Likelihood Ratio 5,310 1 ,021
Fisher's Exact Test ,039 ,032
N of Valid Cases 117

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,08.

b. Computed only for a 2x2 table




APENDICE 4
AVALIACAO DA CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR ENTRE OS
PATOLOGISTAS COM E SEM ENFASE EM GASTROENTEROLOGIA
P3 Total
PH PSS
Count 53 0 53
PH
% of Total 49,1% 0,0% 49,1%
P1.3
Count 25 30 55
PSS
% of Total 23,1% 27,8% 50,9%
Count 78 30 108
Total
% of Total 72,2% 27,8% 100,0%

P1.3: patologistas com énfase em gastroenterologia; P3: patologista

gastroenterologia

Symmetric Measures

sem énfase em
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Value

Asymp. Std. Error®

Approx. T°

Approx. Sig.

Measure of Agreement

N of Valid Cases

Kappa

,541

108

,072

6,327

,000

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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APENDICE 5
PREVALENCIA DE GENERO
DIAGNOSTICO Total
PH PSS
Count 32a 364 68
F
% within P11 61,5% 65,5% 63,6%
GENERO
Count 20. 19, 39
M
% within P11 38,5% 34,5% 36,4%
Count 52 55 107
Total
% within P11 100,0% 100,0% 100,0%

Each subscript letter denotes a subset of P11 categories whose column proportions do not

differ significantly from each other at the ,05 level.

Chi-Square Tests®

Value Df Asymp. Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
(2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1778 ,674 ,693 413
Continuity
b ,048 ,826

Correction
Likelihood Ratio 177 ,674 ,693 413
Fisher's Exact Test ,693 413
N of Valid Cases 107

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,95.

b. Computed only for a 2x2 table

c. For 2x2 crosstabulation, exact results are provided instead of Monte Carlo results.
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APENDICE 6
PREVALENCIA DO GENERO CONFORME A LATERALIDADE DA LESAO
P2 LOCAL Total
CD CE
Count 20, 12, 32
F
% within LOCAL 74,1% 48,0% 61,5%
GENERO
Count Ta 13, 20
PH M
% within LOCAL 25,9% 52,0% 38,5%
Count 27 25 52
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0% 100,0%
Count 21, 15, 36
F
% within LOCAL 72,4% 57, 7% 65,5%
GENERO
Count 8a 11, 19
PSS M
% within LOCAL 27,6% 42.3% 34,5%
Count 29 26 55
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0% 100,0%

CD: célon direito. CE: célon esquerdo.

Each subscript letter denotes a subset of LOCAL categories whose column proportions do not

differ significantly from each other at the ,05 level.



Chi-Square Tests®

P2 Value df Asymp. Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
(2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 3,729° 1 ,053 ,087 ,050
Continuity
b 2,708 1 ,100
Correction
PH
Likelihood Ratio 3,772 1 ,052 ,087 ,050
Fisher's Exact Test ,087 ,050
N of Valid Cases 52
Pearson Chi-Square 1,314° 1 ,252 273 ,194
Continuity
o , 744 1 ,389
Correction
PSS
Likelihood Ratio 1,317 1 ,251 273 ,194
Fisher's Exact Test ,273 ,194
N of Valid Cases 55

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9,62.

b. Computed only for a 2x2 table

c. For 2x2 crosstabulation, exact results are provided instead of Monte Carlo results.

d. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 8,98.




APENDICE 7

MEDIA DE IDADE CONFORME A LATERALIDADE DA LESAO
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P2 LOCAL N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
CE 26 56,62 5,177 1,015
PH IDADE
CD 27 54,56 12,296 2,366
CE 26 59,73 7,131 1,398
PSS IDADE
CD 29 58,83 10,624 1,973

PH:pdélipo hiperplasico. PSS: pdlipo séssil serrilhado. CD: célon direito. CE: célon esquerdo.

Independent Samples Test

P2 Levene's Test for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Mean Std. Error 95% Confidence Interval of the Difference
Difference Difference
Lower Upper
Equal variances assumed 20,425 ,000 ,789 51 434 2,060 2,610 -3,179 7,299
PH IDADE
Equal variances not
,800 35,215 1429 2,060 2,575 -3,166 7,286
assumed
Equal variances assumed 1,554 ,218 ,366 53 ,716 ,903 2,470 -4,050 5,857
PSS  IDADE
Equal variances not
374 49,275 710 903 2,418 -3,956 5,762
assumed
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APENDICE 8

DISTRIBUICAO DOS SUBTIPOS DOS POLIPOS HIPERPLASICOS

MVHP MPHP GCHP TOTAL

Count 26 0 1 27

% within P1 54,2% 0,0% 25,0% 50,9%
LOCAL

Count 22 1 3 26

% within P1 45,8% 100,0% 75,0% 49,1%

Count 48 1 4 53
Total

% within P1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

CD:cdlon direito. CE: célon esquerdo. MHHP: pélipo hiperplasico do tipo microvesicular. MPHP: pdlipo
hiperplasico do tipo pobre em mucina. GCHP: pdlipo hiperplasico do tipo rico em células caliciformes.
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APENDICE 9

LOCALIZACAO ESPECIFICA DAS LESOES SERRILHADAS

DIAGNOSTICO Total
MVHP MPHP GCHP PSS

Count 1 0 0 0 1
AE

% within P1 2,4% 0,0% 0,0% 0,0% 1,0%

Count 4 0 0 3 7
AH

% within P1 9,5% 0,0% 0,0% 5,9% 7,2%

Count 14 0 1 16 31
ASC

% within P1 33,3% 0,0% 33,3% 31,4% 32,0%

Count 6 0 0 3 9
CECO

% within P1 14,3% 0,0% 0,0% 5,9% 9,3%

LOC

Count 5 0 2 10 17
DESC

% within P1 11,9% 0,0% 66,7% 19,6% 17,5%

Count 2 0 0 0 2
RETOS

% within P1 4,8% 0,0% 0,0% 0,0% 2,1%

Count 10 1 0 13 24
SIG

% within P1 23,8% 100,0% 0,0% 25,5% 24, 7%

Count 0 0 0 6 6
TRANS

% within P1 0,0% 0,0% 0,0% 11,8% 6,2%

Count 42 1 3 51 97

Total
% within P1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

AE: angulo esplénico. AH: angulo hepatico. ASC: ascendente. DESC: descendente. RETOS: transi¢ao retossigmoide.
SIG: sigmoide.TRANS: transverso.MVHP: pdlipo hiperplasico do tipo microvesicular. MPHP: pélipo hiperplasico do
tipo pobre em mucina. GCHP: pélipo hiperplasico do tipo rico em células caliciformes.



APENDICE 10

MEDIA DE IDADE DOS PACIENTES QUANTO AOS SUBTIPOS DOS PH

P1 Mean Std. Deviation Minimum Maximum

MVHP 56,25 48 9,575 28 74
MPHP 50,00 1 50 50
GCHP 48,75 4 6,021 41 54

99

MVHP: pdlipo hiperplasico do tipo microvesicular. MPHP: pdlipo hiperplasico do tipo pobre em
mucina. GCHP: pdlipo hiperplasico do tipo rico em células caliciformes.
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APENDICE 11

PREVALENCIA DO GENERO NOS SUBTIPOS DOS PH

P1 LOCAL Total
CD CE
Count 20, 12, 32
F
% within LOCAL 76,9% 57,1% 68,1%
GENERO
Count 6a 9a 15
MVHP M
% within LOCAL 23,1% 42,9% 31,9%
Count 26 21 47
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0% 100,0%
Count 1 1
GENERO M
% within LOCAL 100,0% 100,0%
MPHP
Count 1 1
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0%
Count 1. 3a 4
GENERO M
% within LOCAL 100,0% 100,0% 100,0%
GCHP
Count 1 3 4
Total
% within LOCAL 100,0% 100,0% 100,0%

CD: cdlon direito. CE: célon esquerdo. MVHP: pdlipo hiperplasico do tipo microvesicular. MPHP: pdlipo
hiperplasico do tipo pobre em mucina. GCHP: pdlipo hiperplasico do tipo rico em células caliciformes.



Chi-Square Tests®
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P1 Value df Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 2,092° 1 ,148 211 ,129
Continuity Correction® 1,280 1 ,258

MVHP Likelihood Ratio 2,093 1 ,148 211 ,129
Fisher's Exact Test 211 ,129
N of Valid Cases 47
Pearson Chi-Square d

MPHP
N of Valid Cases 1
Pearson Chi-Square e

GCHP
N of Valid Cases 4
Pearson Chi-Square 1,314f 1 ,252 273 ,194
Continuity Correction” 744 1 ,389

PSS Likelihood Ratio 1,317 1 ,251 ,273 ,194
Fisher's Exact Test 273 ,194
N of Valid Cases 55

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,70.

b. Computed only for a 2x2 table

c. For 2x2 crosstabulation, exact results are provided instead of Monte Carlo results.

d. No statistics are computed because SEXO and LOCAL are constants.

e. No statistics are computed because SEXO is a constant.

f. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 8,98.




