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AMS = Artéria mesentérica superior

AV = Ampola de Vater

CDX2 = caudal-related homeobox gene 2 (gene homeobox CDX2)

CK7 e CK20 = Citoqueratina 7 e citoqueratina 20

CNPq = Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
CNS = Conselho Nacional de Saude

CPER = Colangiopancreatografia endoscopica retrograda

CPRNM = Colangiopancreatorressonancia nuclear magnética
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DPTPP = Duodenopancreatectomia com preservacgao de piloro
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GIST = Gastrointestinal stromal tumor (tumor do estroma gastrintestinal)
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HR = Hazard Ratio, razdo de chances

IC = Intervalo de Confianca

LN(s) = Linfonodo(s)

LR = Lymph node ratio (ver RL)

p (“p"TNM) = pathologic ([histo]patoldgico)



PPPD = Pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy (ver DPTPP)

¢ (“c"TNM) = clinic (clinico)

MSKCC = Memorial Sloan-Kettering Cancer Center

PAF = Polipose adenomatosa familiar

PanIN = Pancreatic intraepithelial neoplasm (neoplasia intraepitelial pancreatica)

RL = Razéo de linfonodos (na analise do produto de linfadenectomia, corresponde
ao numero de linfonodos metastaticos dividido pelo total de linfonodos dissecado)
RNM = Ressonancia Nuclear Magnética

SEER = Surveillance Epidemiology and End Results

TC = Tomografia Computadorizada

TNM = Tumor — Node — Metastasis (sistema de classificacdo de neoplasias malignas
segundo caracteristicas do tumor primario [T], linfonodos regionais [N] e presenca ou

auséncia de metastases a distancia [M])
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1 INTRODUCAO

O adenocarcinoma ampular € uma neoplasia maligna rara, porém apresenta
melhor progndstico em relagdo a outros tumores periampulares, como o0
adenocarcinoma ductal cefalico do péancreas e o colangiocarcinoma (1, 2).
Duodenopancreatectomia é o tratamento de escolha, com taxa de ressecabilidade
superior ao adenocarcinoma de pancreas (3). Entre possiveis fatores progndésticos,
destacam-se estadiamento histopatoldgico (1, 2, 4-7), grau de diferenciacdo do
tumor (2, 8, 9), invasédo de estratos especificos (linfovascular [(10, 11)], perineural
[(11, 12)], pancreatico [(4)]) e padrdo histopatoldgico intestinal ou pancreatobiliar
(13-15).

Em 1994, Kimura e colaboradores descreveram dois padrdes histopatoldgicos
ou tipos de adenocarcinoma ampular: pancreatobiliar e intestinal, este Gltimo com
melhor prognéstico (13). Albores-Saavedra e colaboradores detalharam a
classificagcdo e descreveram outros padrbes (4). Em certos casos, esta definicdo
pode ser dificil, e o uso da expressado imunoistoquimica de citoqueratinas 7 e 20 e
de CDX2 tem sido proposto como ferramenta auxiliar (7, 14, 16).

O trabalho objetiva estudar a casuistica de carcinomas ampulares do Hospita
de Clinicas de Porto Alegre entre janeiro de 2000 e dezembro de 2011 verificando a
associacdo entre os dados histopatolégicos e a sobrevida, e entre o padrédo
histopatolégico (intestinal ou pancreatobiliar) e os marcadores imunoistoquimicos

citados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo tem a finalidade de situar o tema do adenocarcinoma
ampular, apresentando dados anatémicos, epidemiologicos, carcinogenéticos,
diagndsticos e terapéuticos para, finalmente, abordar as variaveis histopatolégicas e
imunoistoquimicas de interesse. Foram incluidos, na revisdo de literatura, setenta e
cinco artigos presentes nas bases de dados PubMed/MEDLINE ou SCielo
examinados até dezembro de 2011, assim como seis capitulos de livros-texto. Na
lingua inglesa, foram usados os seguintes descritores: Vater's Ampulla (ampola de
Vater); Adenocarcinomas (adenocarcinomas); Lymphadenectomy (linfadenectomia);
Immunohistochemistry (imunoistoquimica); Neoplasm Staging (estadiamento de
neoplasias). Na lingua portuguesa, por seu turno, foram usados o0s seguintes
descritores: Ampola de Vater; Papila Duodenal; Adenocarcinoma; Linfadenectomia,

Neoplasias do Ducto Biliar Comum.

2.1 Anatomia

A estrutura conhecida como ampola de Vater (AV) recebe este nhome em
homenagem ao anatomista alemdo Abraham Vater, que a descreveu em 1720,
apesar de ter sido previamente reconhecida por Andreas Vesalius (1543), Samuel
Collins (1685) e Giovani Santorini (1720) (17). O atual epbnimo parece ter sido
utilizado pela primeira vez por Claude Bernard em seu Mémoir sur le Pancréas, apud
Mirilas e colaboradores (17). Localizado cerca de 7 a 10 cm distalmente ao piloro, na

parede da segunda porcado duodenal, o “sistema vateriano” situa-se na confluéncia
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entre o0 ducto colédoco e o ducto pancreatico principal. O termo “ampola
hepatopancreatica” ou “ampola de Vater” designa um canal de comunicacéao dilatado
entre o colédoco distal e ducto pancreatico principal, com extensédo de 1 a 12 mm.
Foi sugerida a denominacédo “ducto pancreatobiliar” ou “ducto hepatopancreatico”,
face a inconstancia do aspecto do reservatério citado. A papila duodenal maior
(projecdo mamilar no limen duodenal) e uma estrutura muscular esfincteriana que
controla o fluxo de bile — esfincter de Oddi — também fazem parte do sistema ductal
vateriano.

Ha consideravel variabilidade anatdbmica nas conexdes entre a via biliar e o
sistema ductal pancreatico, e a forma de apresentacdo mais frequente € a abertura
em separado dos ductos na parede duodenal.

Pode-se afirmar que o sistema ductal vateriano €, portanto, composto pelas
seguintes estruturas: ducto colédoco, por¢do intraduodenal (transmural) do ducto
colédoco, porcao intraduodenal do ducto pancreético principal e mucosa duodenal.
(18). Acostumou-se a denominar o sistema vateriano de “ampola de Vater’” como

sindnimo; esta sera a designacao adotada na presente revisao.

2.2 Incidéncia

Neoplasias malignas de AV correspondem a menos de 1% dos tumores
malignos do tubo digestivo (1) e a mais de 90% das neoplasias epiteliais ampulares
(4). O adenocarcinoma € o tumor mais comum da AV (4), com incidéncia anual
ajustada para a idade de 0,3 por 100.000 individuos (1). Estudo de base

populacional estadunidense observou incidéncia global anual de 0,49 por 100.000
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individuos entre os anos 1973 e 2005 (19). Nao foram encontrados indices nacionais

nas bases de dados pesquisadas (DataSus e Instituto Nacional do Cancer [INCA]).

2.3 Carcinogénese

2.3.1 Carcinogénese de Campo

No processo de carcinogénese deve ser considerada a existéncia, na AV, de
uma zona de epitélio de transicdo entre dois tipos diferentes de mucosa. A mucosa
do epitélio que reveste a papila na luz duodenal (“ampuloduodeno”) encontra-se com
a mucosa intra-ampular, das porcfes distais das vias biliar e pancreatica, o que
exple, continuadamente, a AV ao contato com trés tipos de secrecao, biliar,
pancreatica e intestinal (5). Esse conceito ja fora observado por Cattel e Pyrtek, em

1949, quando afirmaram:

“Uma vez que diversos epitélios encontram-se na papila, e esta
regido é estimulada por uma variedade de enzimas digestivas e substancias
guimicas, constitui-se uma situacdo ideal para desenvolvimento de
neoplasias, qual seja, uma area de epitélio de transicdo constantemente

agredida quimica e mecanicamente”. (5)

Segundo Kimura e colaboradores, Outerbridge assinalou que, mesmo dentro
de tdo diminuta estrutura, é possivel verificar a origem histogenética tumoral nos
seguintes sitios: epitélio do segmento ductal comum biliopancreatico (Ac), epitélio do
ducto colédoco distal (Ab), epitélio do ducto pancreatico distal (Ap), ampuloduodeno

(Ad), glandulas submucosas duodenais de Brunner e 4cinos pancreaticos aberrantes
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na parede do ducto colédoco (Fig. 1) (18, 20). Vale destacar que tal precisdo €, com
frequéncia, inatingivel na pratica, principalmente em tumores maiores, quando o
crescimento e a invasdo de tecidos adjacentes prejudicam uma definicdo exata da
origem, que pode ter ocorrido ndo apenas dentro da AV, mas também nas demais
localizacBes periampulares (regido cefalica do pancreas, colédoco distal e duodeno).

Um estudo de base populacional com informacdes da base de dados
estadunidense Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) Program
apresentou a teoria de “carcinogénese de campo” para as neoplasias malignas
periampulares do tipo carcinoma (19). O fenbmeno que ocorre, por exemplo, com 0s
carcinomas epidermoides no trato aerodigestivo (lesdes sincronicas e metacronicas)
parece ocorrer com adenocarcinomas de cabeca do pancreas, vesicula biliar,
hepatocolédoco e AV, apesar de suas diferentes taxas brutas de incidéncia (19).
Pancreas, sistema biliar e AV apresentam origem embriolégica comum — intestino
anterior — sendo relevantes os relatos de ocorréncia simultdnea de carcinomas de
pancreas, hepatocolédoco e AV, assim como a coexisténcia de neoplasia
periampular e neoplasia intraepitelial pancreatica. Tais associacdes sugerem que
tumores originarios desses sitios estejam, possivelmente, relacionados, talvez

devido & mesma origem embrionaria (19).



15

Fig.1l — llustracdo esquematica do sistema ductal vateriano

Canal comum da ampola de Vater (Ac); porcao intraduodenal do ducto colédoco
(Ab); porcdo intraduodenal do ducto pancredtico (Ap); mucosa duodenal
(ampuloduodeno, Ad); ducto colédoco (CBD); ducto pancreatico (P); submucosa

(Sm); muscular propria (Pm). Modificado de Kimura e colaboradores (18)
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2.3.2 Sequéncia adenoma-carcinoma

Cinquenta e cinco por cento de todos os adenomas de intestino delgado
ocorrem na AV, e 25% envolvem o duodeno extra-ampular. A incidéncia de
adenoma ampular em necropsias varia de 0,04 a 0,12% (21). Os adenomas de AV,
a semelhanca dos coldnicos, podem apresentar padrdo tubular, viloso ou
tubuloviloso. Podem ocorrer em associacao a sindromes polipoides, mas a maioria
ocorre esporadicamente e a partir dos 65 anos (5). Do mesmo modo que ocorre com
carcinoma de intestino delgado e co6lon, muitos carcinomas de AV surgem a partir de
adenoma pré-existente (22), razdo pela qual esta € considerada uma lesdo pré-
maligna e a auséncia de displasia de alto grau ou carcinoma invasivo em um
adenoma biopsiado endoscopicamente deve ser cautelosamente interpretada (21). A
sequéncia adenoma-carcinoma € reforcada pelo relato de até 30% do
desenvolvimento de carcinoma ampular em pacientes cujos adenomas foram
tratados por excisao local (23), e pela presenca de carcinoma invasivo em 40,9% de

adenomas ressecados (1).

2.4 Associacdo com sindromes geneéticas

Carcinoma ampular surgido a partir de adenoma em pacientes com Polipose
Adenomatosa Familiar (PAF), geralmente, ocorre em idade mais jovem (em média,
entre 0s 45 e 50 anos) do que entre individuos sem polipose. O aumento do risco é
estimado em 100 a 200 vezes, com incidéncia estimada em 12% ao longo da vida
(4). Casos isolados de carcinoma ampular foram relatados em individuos com

carcinoma colorretal hereditario nao polipdide (HNPCC, “sindrome de Lynch”).
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Revisdo em 285 pacientes com HNPCC apontou apenas uma ocorréncia (24). No
acompanhamento de 252 individuos de 22 familias com HNPCC durante 15 anos,
obteve-se o resultado de que nenhum individuo desenvolveu neoplasia de AV (5). Ha
diversos relatos de adenocarcinoma ampular em associacdo com neurofibromatose
tipo 1 (25). Nesse caso, a lesdo ampular também ocorre habitualmente em idade
mais jovem, podendo estar associada a outros tumores epiteliais periampulares,

sendo, frequentemente, operavel e com bom resultado (25).

2.5 Outras associacdes

A neoplasia mais frequentemente associada é o adenocarcinoma colorretal,
esporadico ou no contexto de PAF (4). Ha discussdo em torno do tabagismo na
carcinogénese e de situacbes como dermatomiosite/polimiosite, hemcdfilia,

ascaridiase biliar e pancreas anular (4).

2.6 Diagnostico

2.6.1 Quadro clinico e laboratorial

Os achados mais frequentes decorrem de colestase por obstru¢cdo em nivel
ampular e incluem ictericia (70%), coluria, acolia e prurido. Este ultimo pode ser a
primeira e Unica manifestacdo. Salienta-se a dificuldade diagnostica na auséncia de
ictericia, a qual classicamente ocorre de forma flutuante, principalmente em estagios
iniciais, devido a necrose do tecido tumoral e permeabilizacdo da via biliar. Pode

ocorrer, ainda, dor abdominal, anemia, perda de peso, anorexia e melena.
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Pancreatite aguda e colangite sdo eventos raros. Uma triade, que inclui ictericia
flutuante e indolor, anemia com ou sem sangramento gastrintestinal e vesicula biliar
palpavel, tem sido descrita (26, 27), porém ndo é achada com frequéncia. No exame
fisico, devem ser pesquisadas ictericia, massa abdominal palpavel e hepatomegalia.

Exames laboratoriais revelam padrdo colestatico, com elevacdo de enzimas
canaliculares (fosfatase alcalina e gama-glutamil-transpeptidase) e de bilirrubinas,
com predominio da fracdo conjugada (27, 28). Nao ha marcador tumoral especifico.
O nivel sérico do antigeno CA19.9, algumas vezes, esta elevado, porém é

frequentemente normal em estagios iniciais (28).

2.6.2 Exames de imagem

A ultrassonografia abdominal, geralmente, demonstra dilatacdo de via biliar
intra- e extra-hepatica até o colédoco distal com dilatagdo de vesicula biliar, sem
calculos no seu interior (29).

A tomografia computadorizada (TC) de abdome, com cortes finos de imagem
e uso de contraste intravenoso e oral, € exame mandatério na suspeita de neoplasia
ampular (e periampular), inclusive para fins de estadiamento(28). E capaz de
descartar massa cefalica pancreatica e evidenciar tumoracdo em topografia da
papila (28, 29). Pode, ainda, apontar dilatacdo de vias biliares e presenca de
linfonodos aumentados ou implantes secundarios em peritdnio, figado ou outro sitio
(28).

A ressonancia nuclear magnética (RNM) de abdome oferece informacdes
superponiveis a TC, tendo sido relatada intensidade de sinal caracteristica em nivel

papilar. Colangiopancreatorressonancia nuclear magnética (CPRNM) pode, com
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maior detalhamento, avaliar permeabilidade da via biliar, presenca de defeitos de
enchimento, lesGes intraluminais e  calculos, competindo com a
colangiopancreatografia endoscopica retrégrada (CPER), sem os riscos do exame

invasivo (28).

2.6.3 Duodenoscopia

O diagnéstico histopatolégico de lesdo suspeita de neoplasia € importante,
embora ndo seja condititio sine qua non para o tratamento. Duodenoscopia permite
inspecdo adequada da anatomia papilar e bidpsia de areas suspeitas.
Seletivamente, isto é, quando ndo houver lesdo visivel, papilotomia pode ser
realizada em busca de leséo intra-ampular (24%) (4). Eventualmente, canulacdo da
via biliar e uso de contraste (colangiopancreatografia endoscoépica retrograda,
CPER) complementam a avaliacdo(29). Nao ha evidéncia, no entanto, que favoreca
a drenagem biliar pré-operatoria de rotina, exceto entre pacientes com colangite (30,
31). Exames endoscoépicos/intervencionistas sao particularmente Gteis na
investigacdo do paciente com suspeita de neoplasia periampular em que nao se
encontra lesdo ou massa nos estudos de imagem. Fora desse contexto, o beneficio
de sua realizacdo € questionavel e deve ser cotejado com o0s riscos (pancreatite,
colangite, perfuracao duodenal e 6bito, por exemplo).

Biopsias falso-negativas foram reportadas em 10 a 30% dos casos de
carcinoma ampular (28); portanto, diante de suspeita elevada, a negatividade do
resultado ndo devera interromper a investigacdo (21, 28). Coleta de varios
fragmentos esta indicada como tentativa de diminuir essa possibilidade. Achado de

adenoma deve ser confirmado histologicamente, com pesquisa de areas atipicas,
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displasicas ou mesmo invasoras (4, 21), como serd explorado adiante em topico

especifico.

2.7 Tratamento

2.7.1 Historia

Slavin e colaboradores (32), revisando a histéria da cirurgia pancreética,
descreveram que Alessandro Codivilla realizou a primeira duodenopancreatectomia
em 1898 e que, em 1908, 11 ressecc¢des ja haviam sido realizadas por cirurgides
diferentes, embora nenhum paciente tivesse sobrevivido além do periodo pos-
operatorio imediato (33). A primeira publicacdo de duodenopancreatectomia no
tratamento de neoplasia de AV ocorreu em 1912, por Walther Kausch, que realizou a
operacdo em dois estagios, em Berlim (32, 34). Segundo Slavin e colaboradores
(32), em 1935 (35), Allen Oldfather Whipple descreveu pancreatectomia em dois
tempos cirargicos (derivacdo biliar seguida por resseccdo) e, em 1945, revisou a
técnica cirdrgica, aproximando-a dos moldes atuais, em um tempo apenas (36).

Em 1944, K. Watson descreveu a duodenopancreatectomia com preservacao
de piloro (DPTPP), que foi popularizada por L.W. Traverso e W.P. Longmire Jr. em
torno de 1980 (37).

E necessario destacar, também, que Wiliam Stewart Halsted, em 1899,
relatou uma ampulectomia transduodenal como proposta terapéutica para 0s
tumores da AV, abandonada pela auséncia de padronizacéo técnica e alto indice de

recidiva (38).
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2.7.2 Duodenopancreatectomia

O estadiamento pré-terapéutico deve ser realizado, apos o diagndéstico, em
busca de doenca avancada locorregional ou a distancia. Como regra geral, a
resseccao radical deve ser indicada quando nao houver critérios de irressecabilidade
ou disfungdes clinicas impeditivas (3). O carcinoma de AV contabiliza 10,2 a 36% de
todos os carcinomas periampulares operaveis(3). Em centros especializados, a taxa
de resseccao pode chegar a 70 a 80% (3, 6).

A operacdo de Whipple (ou de Kausch-Whipple) é a opcéo classica de
tratamento. Trata-se de uma gastroduodenopancreatectomia, com resseccado da
cabeca do pancreas, duodeno até a flexura duodenojejunal, ducto colédoco,
vesicula biliar e antro gastrico. As formas de reconstrucdo podem variar, porém
realizam-se derivacGes pancreatica, biliar e gastrica (3). A DPTPP diferencia-se pelo
nivel de seccao proximal no tubo digestivo, que ocorre na primeira por¢cdo duodenal,
e ndo no antro. Ndo ha evidéncia de diferencas entre ambos os procedimentos em
termos de sobrevida, mortalidade e morbidade. Todavia, aparentemente, DPTPP
esta associada a menor tempo operatério e sangramento (37).

A mortalidade hospitalar apés Whipple ou DPTPP diminuiu ao longo dos anos
e atingiu o risco de menos de 5% em centros especializados (3, 6, 39). A morbidade
€ estimada em torno de 20 a 38% (3, 6, 39). Entre as complicacdes temidas estao
hemorragia, gastroparesia, abscessos e fistulas biliar e pancreética. Esta ultima
ocorre em 5 a 20% dos individuos e, embora em muitos casos seja corrigida com
tratamento farmacologico, é responsavel pelo prolongamento do periodo de

internacéao (3, 39).
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A sobrevida em 5 anos apos cirurgia radical (Whipple ou DPTPP) varia de 28

a 75,2%. A Tabela 1 apresenta as casuisticas de autores que avaliaram sobrevida

de pacientes com carcinoma de AV submetidos ao tratamento cirdrgico radical. A

variacdo nas taxas de sobrevida pode estar relacionada a fatores como referéncia

da instituicdo, experiéncia cirdrgica do centro, progressiva reducdo da mortalidade

cirdrgica (6), cuidados intensivos apropriados e, atualmente, uso de novos

esquemas de adjuvancia (40-42).

Tabela 1 — Adenocarcinoma da

cirurgia radical

ampola de Vater: sobrevida em cinco anos apés

Autor Referéncia Ano Pacientes | Global | Estagio | | Estagio Il | Estagio lll | Estagio IV
Yamaguchi e Enjoli (3) 1987 109 28 85 11 25 24
Neoptolemos et al. (43) 1988 36 52,1 - - - -
Monson et al. (3) 1991 104 34 - - - -
Yamaguchi et al. (3) 1993 36 30 50 40 18 20
Talamini et al. (3) 1997 106 38 - - - -
De Castro et al. (3) 2004 178 46 75 66 35 0
Kim et al. (44) 2006 43 67,4 - - - -
Riall et al. (6) 2006 135 37 - - - -
Balachandran et al. (45) 2006 113 33 - - - -
Hsu et al. (8) 2007 135 40,9 77,7 28,5 16,5 0
Key et al. (46) 2007 1686 33 - - - -
Qiao et al. (47) 2007 127 43,3 - - - -
O'Connell et al. (44) 2008 1301 36,8 - - - -
Barauskas et al. (10) 2008 25 75,2 - - - -
Morris-Stiff et al. (12) 2008 71 60 - - - -
Berberat et al. (48) 2008 78 51 - - - -
Stipa et al. (49) 2009 39 38,4 - - - -
de Paiva Haddad et

al. (50) 2010 97 64,2 - - - -
Winter et al. (2) 2010 345 45 - - - -
Choi et al. (51) 2011 78 59,9 - - - -
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2.7.3 Ampulectomia transduodenal

Ampulectomia transduodenal € um tratamento de excecdo do
adenocarcinoma de AV, apesar de, historicamente, ter precedido as operacdes
radicais. A técnica classica inclui os reimplantes dos ductos colédoco e pancreatico
principal. Essa modalidade terapéutica pode determinar elevadas taxas de recidivas
locorregionais (3, 38, 52) e ndo é isenta de riscos, como colangite, perfuracdo intra-
ou retroperitoneal, sangramento e estenose biliar (53).

Mesmo apés estadiamento pré-terapéutico sem evidéncia de invasao vascular
ou linfadenomegalia locorregional, assumir a resseccdo transduodenal como
oncologicamente satisfatéria € temerario. Embora inUmeros estudos apontem que,
na presenca de tumores limitados a ampola de Vater ou esfincter de Oddi (pT1),
habitualmente ndo h& linfonodos metastaticos (3), um outro estudo apontou
positividade de 9% (54).

E notavel a auséncia de consenso a respeito das indicacdes da ampulectomia
transduodenal no carcinoma de AV. Em um extremo, o perfil € o de individuos de
alto risco com lesdes iniciais (in situ ou T1) menores de 1,0 cm (54). Em uma
situacdo intermediaria e semelhante, é indicada para pacientes que ndo sejam —
necessariamente — de alto risco cirlrgico, apresentando lesdes confinadas a AV ou
a mucosa do duodeno no pré-operatério, e que confirmem margens e linfonodos
negativos no exame transoperatorio (52), e boa diferenciacdo (55). Em outro
extremo, € oferecida a pacientes de alto risco cirurgico, com lesdes avancadas, nao

metastaticas (3). Também s&o evidentes as pequenas casuisticas que,
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frequentemente, incluem, na mesma avaliacdo, resseccdo de lesdes benignas e

malignas.

2.7.4 Ampulectomia endoscoépica

Apesar dos esforcos e da qualidade técnica e logistica em centros com
experiéncia em endoscopia terapéutica, as mesmas limitacbes da ampulectomia
transduodenal ganham ainda mais forca nesse cenario. A taxa de recidiva apés
resseccio endoscépica é significativamente elevada. E possivel tracar um paralelo
com o topico anterior e restringir ao maximo esse tipo de indicacdo como abordagem
terapéutica em pacientes que podem ser submetidos a cirurgia radical,
principalmente em vista das limitacdes na avaliacdo de margens e riscos, como
perfuracdo, sangramento e a catastréfica perda do espécime ao longo do tubo
digestivo, entre outros. Some-se a isso 0 subestadiamento por material

incompletamente removido ou doenca linfonodal néo tratada (56-58).

2.7.5 Tratamento adjuvante

Relatos descrevendo padrdes de falha apds cirurgia por carcinoma de AV sao
escassos. As informacdes disponiveis sugerem que recorréncia local € comum e tem
impacto adverso na sobrevida. Séries histéricas de cirurgia como Unica modalidade
terapéutica indicam recorréncia local em mais de 75% dos pacientes submetidos a

GDP. Entretanto, em séries contemporaneas institucionais, essa taxa variou de 12 a
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50%. Esses altos indices podem traduzir doenca linfonodal e regional subclinicas. O
papel que a doenca locorregional residual ou persistente desempenha no
desenvolvimento de metastases a distancia ndo € conhecido (40).

A luz do conhecimento da evolugéo bioldgica da doencga, e considerando que
para tratar uma recorréncia local podera ser necessario um novo procedimento
cirdrgico, com morbidade e mortalidade, € possivel admitir um papel adjuvante da
quimiorradioterapia como uma tentativa de prolongar a sobrevida e qualidade de
vida.

Conforme mencionado por Kim e colaboradores (41), a European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) conduziu estudo fase
lll, randomizado e controlado, explorando o0 impacto da quimiorradioterapia
adjuvante em tumores pancreaticos e periampulares. Entretanto, conclusées com
respeito aos carcinomas de AV ndo puderam ser obtidas, pois o grupo tinha uma
fracdo muito pequena de individuos.

Kim e colaboradores publicaram estudo retrospectivo que analisou 0s
beneficios de quimiorradioterapia em carcinomas de AV e, embora com poder
limitado, sugerem que possa haver melhor controle locorregional e, possivelmente,
melhora de sobrevida em pacientes com carcinoma ampular ressecados,
principalmente os com doenga linfonodal (41). A sobrevida global em cinco anos no
grupo de pacientes que recebeu quimiorradioterapia foi de 66,9%, contra 52,8% em
pacientes que nado receberam, porém o achado nao foi estatisticamente significativo
(P = 0,222). No entanto, melhores sobrevida global e sobrevida livre de recorréncia
local ocorreram no grupo de pacientes com metastase linfonodal que recebeu

guimiorradioterapia (P = 0,023 e P = 0,032). No mesmo estudo, foram relatados dois
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casos de obstrucdo intestinal e um caso de estenose de anastomose biliodigestiva
associados a radioterapia.

Até o término desta revisdo, o maior estudo randomizado comparando
adjuvancia versus observacdo em carcinoma ampular publicado (muticéntrico e com
n = 304 individuos) ndo demonstrou significancia estatistica nos resultados, que
foram de sobrevida maior no grupo com resseccdo com margem microscopica
negativa que recebeu adjuvancia com quimioterapia (45,1 versus 58,4 meses) (59).
Até o momento, evidéncias nivel | estdo ausentes e grandes centros podem

contribuir no desenvolvimento de diretrizes e recomendacdes terapéuticas (40-42).

2.8 Dados Histopatoldgicos

Associacdo entre caracteristicas histopatoldgicas do adenocarcinoma ampular
e sobrevida tem sido objeto de estudos. A seguir, sdo revisados 0s seguintes dados
histopatoldgicos: estadiamento pTNM; doenca linfonodal metastatica; grau de
diferenciacdo; status das margens cirargicas; invasdo linfovascular, perineural e

pancreatica; padrao histopatologico.

2.8.1 Estadiamento pTNM

Por convencdo do American Joint Committee on Cancer (AJCC), é utilizado o
sistema TNM (tumor — node — metastasis [tumor — linfonodo — metastase]). A
designacao “T” refere-se ao tumor primario que néo foi previamente tratado. A letra

p” (“pT”) refere-se a classificacdo histopatoldgica, em contraposicdo a classificacdo
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clinica. Para tanto, é requerido resseccéo ou biopsia (material adequado) do tumor
primario; para o pN é necessario remocéo adequada de linfonodos para pesquisa de
metastases; para determinagcdo do pM, € necessario exame microscopico de lesdes
a distancia (60).

O estadiamento histopatoldgico €, usualmente, realizado apds a resseccéo do
tumor primario. Representa documentacdo histopatologica da extensao anatémica
da doenca, tenha o tumor sido removido completamente ou ndo. Caso um tumor
biopsiado ndo seja passivel de resseccdo, ainda assim € possivel estimar algum
grau de pT e, até mesmo, de pN ou pM mediante resseccdo de linfonodos ou
bidpsias transoperatorias (60).

Abaixo sdo apresentados os descritores pT, pN e pM. No Quadro 1, é

apontado o estadiamento histopatologico.

a) Tumor Primario (pT)
pTX: Nao pode ser acessado
pTO: N&o hé& evidéncia de tumor primario
pTis: Carcinoma in situ
pT1: Tumor limitado a ampola de Vater ou esfincter de Oddi (Fig. 2)
pT2: Tumor invade a parede duodenal (Fig. 3)
pT3: Tumor invade o pancreas (Fig. 4)
pT4: Tumor invade tecidos moles peripancreaticos ou outras estruturas adjacentes
(Fig. 5)
Observacao:
Para os carcinomas de AV, a designagao “carcinoma in situ” (pTis) inclui o

achado de células malignas confinadas na membana basal (displasia de alto grau)
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(60). O carcinoma papilar ndo invasivo € um pTis (60). O pT4 representa um pT3
que invadiu o pancreas e ultrapassou os limites deste, atingindo os tecidos ou

Orgaos circunjacentes, como aponta a Fig. 5.

Fig. 2 — Tumor pT1

m

Tumor limitado a ampola de Vater (abaixo da linha pontilhada) ou esfincter de Oddi.

Modificado de Washington e colaboradores (60)

Fig. 3 = Tumor pT2

T2

Invasao da parede duodenal. Modificado de Washington e colaboradores (60)
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Fig. 4 — Tumor pT3

T3

Invaséo do pancreas. Modificado de Washington e colaboradores (60)

Fig. 5= Tumor pT4

T4

Invasdo além do pancreas (tecidos moles peripancreaticos ou 6rgaos adjacentes).

Modificado de Washington e colaboradores (60)

b) Linfonodos Regionais (pN) (Fig. 6)

pNX: Linfonodos nao avaliados
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pNO: Auséncia de metastase linfonodal

pN1: Metastase em linfonodo regional

Observagao:

A avaliacado rotineira dos linfonodos regionais restringe-se as técnicas
histopatoldgicas convencionais (macroscopia e microscopia simples). Nado ha
informacédo suficiente para recomendar medidas especiais para deteccdo de
micrometastases ou pesquisa de células tumorais isoladas. Assim, ndo estdo
indicados, como rotina, cortes de inclusdo em parafina em multiplos niveis ou

técnicas especiais, como imunoistoquimica (60, 61).

Fig. 6 — Linfonodos da regido peripancreatica
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LN: linfonodo (pl. LNS); A: anterior; P: posterior. Modificado de Washington e

colaboradores (60)
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c) Metastases a Distancia (pM)
pMO: auséncia de metastases a distancia

pM1: presenca de metastases a distancia (incluindo linfonodos néo regionais)

Observagao:
Metastases de carcinoma ampular foram relatadas para figado, peritdnio,
0sso, pulmdes, ovarios, (8) sistema nervoso central (encéfalo e meninge)(8, 62) e

calota craniana (63).

Quadro 1 — Estadiamento pTNM

Estadiamento pT pN pM
Estagio 0 pTis pNO pMO
Estagio 1A pTl pNO pMO
Estégio IB pT2 pNO pMO
Estagio 1A pT3 pNO pMO

pTl pN1 pMO
Estagio 11B pT2 pN1 pMO

pT3 pN1 pMO
Estagio Il pT4 Qualquer pMO
EstagiolV Qualquer Qualquer pM1

2.8.2 Metastases linfonodais, razdo de linfonodos e sobrevida

Doenca metastética linfonodal regional € fator progndéstico no carcinoma de

AV. (1, 2, 4-7). Winter e colaboradores(l), em série de 435
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duodenopancreatectomias por carcinoma ampular do Johns Hopkins Hospital,
observaram associacao de presenca de metastase linfonodal com menor sobrevida
em comparacao com a auséncia (23,4 meses versus 79,1 meses [P < 0,001]).

Vem sendo estudado o papel da razdo entre o numero de linfonodos
metastaticos e os linfonodos totais dissecados (razdo de linfonodos, RL) como
alternativa para avaliacdo prognéstica. Ndo estdo completamente estabelecidos,
contudo, os pontos de corte para essa verificagdo. Foi encontrada sobrevida em
cinco anos de 77 a 85% para RL 0% (64), (65); de 42% para RL entre 0 e 10%(65);
de 46% para RL entre 0 e 20% (64); e de 0% para RL acima de 20% (64), taxas
estatisticamente significativas. Apesar disso, RL ndo parece substituir o
estadiamento classico pela avaliacdo dos linfonodos positivos totais; entretanto,

pode ser recurso interessante quand o a amostra de linfonodos for pequena (65).

2.8.2.1 Extenséao da linfadenectomia no carcinoma ampular

Metéastases linfonodais ocorrem em 40 a 80% dos carcinomas ampulares e
especula-se que os primeiros linfonodos atingidos sejam o0s retropancreéticos
inferiores e superiores (3). Entretanto, ha relato de neoplasia em linfonodos no
territorio da artéria mesentérica superior (AMS) “desrespeitando” a rota de
disseminacéao descrita (skip metastasis) (64).

A disseccédo pode se enquadrar nos seguintes cenarios:

a) Linfadenectomia padréo (standard): inclui linfonodos da pequena e grande
curvatura gastrica (estacbes 3 e 4), supra- e infrapiléricos (estacbes 5 e 6),
pancreatoduodenais anteriores e posteriores (estacbes 13 e 17) e linfonodos a

direita da AMS (estagOes 14). Observagdo: como a incidéncia de metastases em
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linfonodos infrapiléricos € de apenas 3 a 6% em pacientes com carcinoma de AV, 0
risco de doenca linfonodal residual, ao se optar por DPTPP, € muito baixo.
Linfonodos em estacdes pildrica ou gastroepiploica devem ser enviados para exame
transoperatério, quando aumentados de volume (3).

b) Linfadenectomia ampliada: inclui todos os linfonodos do procedimento
padrdo, acrescidos dos retroportais, ao longo do hepatocolédoco e no segmento
distal do ligamento hepatoduodenal. Linfonodos para-adrticos e interaortocavais
podem estar acometidos com doenca nos estagios Il e IV (3), e a indicacdo de sua
remocao deve ser bem avaliada. Linfadenectomia ampliada em carcinomas de AV é
tema controverso. Esta associada com maior tempo cirdrgico, porém sem aumento
da morbidade, mortalidade ou tempo de internacdo hospitalar. Aparentemente,
também nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na
comparacdo com a linfadenectomia padrdo em relacdo a transfusdo sanguinea
transoperatéria, complicacfes cirurgicas, Obito operatdrio, tempo de sobrevida livre

de doenca e sobrevida global (66).

2.8.2.2 Niumero de linfonodos

Permanece em discussao o numero minimo de linfonodos a ser dissecado.
Gutierrez e colaboradores, estudando 1.031 carcinomas de AV, afirmaram que a
disseccdo de dez linfonodos pode representar adequadamente o prognostico, em
especial a sobrevida em cinco anos (67). Defendem, ainda, 0 mesmo numero para
estudos multicéntricos, evitando migracdes de estagio e favorecendo comparacdes

(67). O Colégio Americano de Patologistas e a AJCC também recomendam
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disseccdo de, pelo menos, 10 linfonodos durante duodenopancreatectomia para

carcinoma ampular (60).

2.8.3 Grau de diferenciacao

Classicamente, os carcinomas de AV podem ser graduados como bem
diferenciados (Grau 1), moderadamente diferenciados (Grau 2) ou pouco
diferenciados (Grau 3), segundo a semelhanca que guardam com as células do
tecido de origem. Os carcinomas de AV sdo, majoritariamente, de Graus 2 (65%) e 3
(25%). E possivel ocorrer mais de um padréo no tecido tumoral e, nessa situacéo, o
componente menos diferenciado seria o responsavel pelo comportamento bioldgico
tumoral (4).

Acompanhando o sistema vigente para outras neoplasias, verifica-se a
tendéncia de enquadrar o nivel de diferenciacdo em apenas dois cenarios, alto grau
e baixo grau. Nesse caso, os tumores de “alto grau” incluem os inequivocamente
pouco diferenciados, enquanto os demais se aglutinam sob a designagédo “baixo
grau”. O alto grau, em carcinomas de AV, representa fator progndéstico adverso em

diversas publicagbes (2, 8, 9).

2.8.4 Margens cirurgicas

Winter e  colaboradores, descrevendo  experiéncia de @ 1.175
duodenopancreatectomias por adenocarcinoma ductal pancreatico realizadas no
Johns Hopkins Hospital, encontraram margens comprometidas por neoplasia em

361 pacientes (42%) (39). O mesmo grupo, no mesmo centro, avaliando experiéncia
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de 435 duodenopancreatectomias por adenocarcinoma de AV, descreveu margens
comprometidas em 3,9%(1).

A recidiva local dos carcinomas de AV e periampulares ocorre mais
frequentemente na margem de resseccdo do processo uncinado. Para esta
avaliacdo, a marcacao da superficie retroperitoneal pancreatica com nanquim (ou
outro corante) e a realizacdo de seccgles transtumorais no ponto de maior
proximidade da neoplasia com a margem sdo recomendadas. Com a mesma
finalidade, devem ser realizadas seccbes completas através do limite pancreético
distal e da margem do hepatocolédoco. Margens microscopicamente comprometidas

(resseccao “R1”) associam-se ao pior prognoéstico de carcinoma ampular (60, 68).

2.8.5 Invasdao linfovascular, perineural e pancreatica

A definicdo, na andlise do espécime cirargico, de comprometimento
neoplasico das microestruras linfovasculares (10, 11), neurais (11, 12) e pancreatica
(4) parece estar associada a menor sobrevida. Carter e colaboradores observaram
menor sobrevida global em carcinomas ampulares ressecados que apresentavam
invasdo linfovascular, com razdo de chances (hazard ratio, HR) 4,2 (Intervalo de
95% Confianca, IC: 1,9 — 9,4), P < 0,001(11). Morris-Stiff e colaboradores, revisando
71 casos de adenocarcinomas ampulares, estudaram associacao de sobrevida com
presenca e auséncia de invasao perineural, encontrando sobrevidas médias de 14 e
34 meses, respectivamente, com P = 0,04 (andlise univariada) (12). Choi e
colaboradores, estudando 78 adenocarcinomas de AV, encontraram associacédo de

invasdo pancreatica com menor sobrevida global em analise univariada (95 meses
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versus 36 meses, P = 0,042), porém o achado néo atingiu significancia estatistica na

analise multivariada (51).

2.8.6 Caracterizacdo do padrao histopatolégico

Historicamente, os adenocarcinomas da AV foram classificados, por muito
tempo, em tipos papilar e ndo papilar, o que parece ser inadequado. Como
descreveram Neoptolemos e colaboradores, essa classificagdo ndo expressa
claramente a relacéo entre os tipos histologicos e o grau de invasao do cancer (43).

Baseado nas observacdes sobre carcinogénese de Outerbridge, Kimura, em
1994, propds a classificagdo dos adenocarcinomas de AV em dois padrdes
histopatoldgicos ou tipos: intestinal e pancreatobiliar (13). O padrdo histopatologico
intestinal assemelha-se ao adenocarcinoma tubular de célon ou estdtmago, e sua
origem provavel corresponde a mucosa duodenal. Em contrapartida, o padrédo
histopatolégico pancreatobiliar parece originar-se do epitélio pancreatobiliar, haja
vista os achados de arranjos papilares e centros fibrosos, frequentemente
encontrados neste tipo de tecido (13).

Em 2000, Albores-Saavedra propds uma classificacdo mais abrangente das
neoplasias malignas de AV ao incluir também as variantes ndo adenocarcinomas
(4). Estdo destacadas, abaixo, as principais caracteristicas histopatolégicas
diagnésticas dos dois principais tipos de adenocarcinoma, segundo Albores-

Saavedra. Outras informacées podem ser encontradas no APENDICE B.
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a) Adenocarcinoma tipo intestinal (85% dos carcinomas de AV) — Fig. 7

e Aparéncia indistinguivel do carcinoma colorretal;

e Tumores bem diferenciados: glandulas bem formadas, tubulares ou
alongadas; areas cribiformes complexas e nichos sélidos eventuais;

e Tumores pouco diferenciados: predominio de areas sélidas;

e Glandulas e nichos cribiformes com necrose central e agregado de
células inflamatérias;

e Células colunares, nucleos ovais e com arranjo pseudoestratificado;

e Atipia nuclear possivel, porém com dimensdes nucleares semelhantes
em células adjacentes;

e Quantidade de estroma desmoplastico variavel e, algumas vezes,
abundante;

e Invasédo vascular ou perineural;

e Possivel producdo de mucina, sialomucina ou sulfomucina;

e Presenca de adenoma residual, ocasionalmente.
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Fig. 7 — Padréao intestinal

Epitélio pseudoestratificado, com ndcleos alongados e células colunares;

Hematoxilina e Eosina, H&E, (200X). Banco de dados do autor.

b) Adenocarcinoma tipo pancreatobiliar (22% dos carcinomas de AV) — Fig. 8
e Semelhanga com tumores de pancreas ou vias biliares extra-hepéticas;
e Células cuboides ou colunares baixas, geralmente arranjadas em
camada Unica (auséncia de pseudoestratificacdo);
e Ndcleos mais arredondados do que no tipo intestinal e,
caracteristicamente, com ampla variacdo de tamanho de uma célula

para outra (anisocariose);
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e Glandulas simples, ou ramificadas, bem formadas, e pequenos nichos
sblidos de células circundados por estroma densamente
desmoplastico;

e Possivel presenca de formacdes papilares e micropapilares focais;

e Raramente, debris necréticos intraluminais;

e Invaséo perineural frequente;

¢ Invaséo vascular pouco frequente.

Fig. 8 — Padréo pancreatobiliar

Células cuboides, arranjo ndo pseudoestratificado, nicleos aumentados de volume e

assimétricos; (H&E, 200X). Banco de dados do autor.
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c) SituacOes especiais

Alguns carcinomas ampulares apresentam caracteristicas comuns aos
padrdes previamente descritos; entdo, devem ser classificados pelo padréao
predominante. A distincdo é mais desafiadora nos tumores de alto grau,
guando devem ser classificados como intestinais, a menos que o padrao
pancreatobiliar seja predominante. Em lesGes francamente anaplasicas,
entretanto, € impossivel obter uma subclassificacdo adequada, e é

encorajada a qualificagdo como “neoplasias ampulares pouco diferenciadas”.

A Tabela 2 apresenta a proporcao dos padrdes histopatoldgicos observada

em diferentes séries.

Tabela 2 — Adenocarcinoma ampular: padrées histopatologicos

Referéncia | Ano |N Intestinal Pancreatobiliar Outros
Autor (%) (%)
Kimura et al. (23) 1994 | 51 25 75 -
Matsubayashi
etal.* (5)* 1999 | 52 58 42 -
Albores-
Saavedra et al. (4) 2000 | 140 49 21 30
Fischer et al. (5) 2004 | 55 26,9 44,8 28,3
Sonoue et al. (69) 2008 | 34 73,5 26,5 -
Carter et al. (112) 2008 | 118 46 45 9
Westgaard et al. (15) 2008 | 41 68,3 31,7 -
Kim et al. (70) 2008 | 36 44,4 55,6 -
Lowe et al. (71) 2009 | 45 29 31 40
Kawabata et al. (14) 2010 | 43 73 20 24

*Conforme citado por Fischer e colaboradores (5)
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2.8.6.1 Padréao histopatoldgico e sobrevida

A influéncia do padrao histopatolégico na sobrevida foi analisada em diversos
estudos, com resultados conflitantes. Kimura, em sua primeira publicacédo, observou
sobrevida em cinco anos de 30% para tumores pancreatobiliares e 80% para
tumores intestinais (P < 0,001) (13). Em vista disso, sugeriu, inclusive, que pacientes
com tumores intestinais pudessem ser dispensados de disseccéo linfonodal extensa
ao contrario dos com tumores pancreatobiliares, os quais deveriam receber
adicionalmente quimiorradioterapia (13, 18). Albores-Saavedra e colaboradores
encontraram sobrevida em 5 anos de 30% para tumores pancreatobiliares e 58%
para tumores intestinais, porém o achado néo foi estatisticamente significativo (P =
0,23) (4). Kawabata e colaboradores encontraram taxas de sobrevida em cinco anos
para tumores intestinais, pancreatobiliares e outros tipos de 62%, 33% e 25%,
respectivamente (P = 0,034) (14). Outros autores tentam reproduzir tais resultados e
alguns os encontram de forma estatisticamente significativa (11, 15) outros néo (5,

71).

2.9. Imunoistoquimica

Expressdo de marcadores pode ser usada para melhor caracterizacdo do
padrdo encontrado (intestinal ou pancreatobiliar), podendo auxiliar em casos de
diagnéstico histopatolégico dificil. As citoqueratinas 7 e 20 e o gene homeobox
CDX2 (caudal-related homeobox gene 2) sdo marcadores utilizados para essa

finalidade.
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2.9.1 Expresséao de Citoqueratinas 7 e 20

Citoquerantinas sao proteinas de filamentos intermediarios, presentes em
epitélios normal e tumoral. Existem anticorpos contra diversos tipos de
citoqueratinas, incluindo a citoqueratina 7 (CK7) e a citoqueratina 20 (CK20). Em
tecidos normais, CK7 é tipicamente encontrada em epitélios simples no trato
gastrintestinal (incluindo vesicula biliar, ductos pancreaticos e hepatobiliares), trato
genital feminino (endométrio e tubas uterinas), mama, bexiga urinaria e pulmdes.
CK20, por sua vez, estd presente em epitélios mais complexos do trato
gastrintestinal, como em mucosas gastrica e intestinal, urotélio, epitélio escamoso de
qualquer sitio e células de Merkel. A expressdo de ambas tem sido utilizada para
auxilio a identificacdo do sitio de origem de varios tumores metastaticos, pois sao
proteinas que retém sua especificidade tissular, mesmo no tecido neoplésico (72).

O papel da expressao de CK7 (Fig. 9) e CK20 (Fig. 10) tem sido avaliado em
diversas neoplasias. O ponto de corte de positividade varia entre os autores e a
maioria situa-se a partir de 10 — 25% das células tumorais com expressao
citoplasmatica (7, 14). CK7 foi relatada em colangiocarcinomas intra-hepaticos,
carcinoma de células transicionais de bexiga e carcinomas de mama, endométrio,
ovario e pulmdes. Expressao variavel ocorre em carcinomas de esodfago, estbmago,
rins e pancreas. CK20 foi relatada em carcinomas gastrico e de célon, carcinoma
mucinoso de ovario, carcinoma de ceélulas transicionais de bexiga e carcinoma de
células de Merkel. Expressdo heterogénea de CK20 foi observada em
colangiocarcinomas intra e extra-hepaticos e carcinomas de vesicula biliar e

pancreas. Assim como a analise da combinacdo da expressao CK7/CK20 tem sido
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proposta e utilizada na determinacdo do sitio de origem de varias neoplasias
metastaticas, também parece ter um papel na identificacdo do padréao

histopatolégico em carcinomas ampulares (72).

Fig. 9 — Positividade de CK 7

Adenocarcinoma tipo pancreatobiliar (200X). Células neoplasicas coradas no

citoplasma. Banco de dados do autor.
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Fig. 10 — Positividade de CK 20
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Adenocarcinoma tipo intestinal (200X). Células neoplasicas coradas no citoplasma.

Banco de dados do autor.

Zhou et al observaram que a classificacao histopatologica e imunoistoquimica
pelo par de citoqueratinas apresentam boa concordancia (7). Carcinomas de tipo
pancreatobiliar correlacionaram-se bem com a combinagcdo CK7+/CK20-, refletindo a
expressdo de citoqueratinas da mucosa pancreatobiliar, em 87,5% dos casos.
Correlacdo também foi observada para carcinomas de tipo intestinal (60%),
caracteristicamente CK7-/CK20+ (7) (Tabela 3). A taxa de CK20+ em carcinomas

pancreatobiliares corresponde a menos de 50% (16).
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Tabela 3 — Comparacéo entre classificacdo histolégica convencional (4) e

imunoistoquimica para carcinomas de ampola de Vater

Padrdo por Imunoistoquimica Padréo por Histopatologia

Intestinal Pancreatobiliar Outro Total
Intestinal (CK7-/CK20+) 9 0 4 13
Pancreatobiliar (CK7+/CK20-) 1 21 8 30
Outro 5 3 4 12
Total 15 24 16 55

Modificado de Zhou e colaboradores (7)

2.9.2 Expressao de CDX2

CDX2 é gene homeobox de identificacdo recente que codifica fator de
transcricéo intestino-especifico. E expresso no nucleo de células colorretais normais,
adenocarcinoma colorretal e variantes mucinosas de adenocarcinomas de ovario e
pulmdo (16, 73). Expressdo em outros tecidos pode ocorrer, como
adenocarcinomas gastricos e esofagicos (16, 73). Em publicacdo de Chu, CDX2
esteve presente em 100% dos carcinomas ampulares de tipo intestinal e em 17%
dos de tipo pancreatobiliar (16). Outros autores descreveram indices de positividade
gerais de 27% (74) e 33% (75) para carcinomas ampulares. O ponto de corte para
caracterizacdo de positividade é variavel entre os estudos e a maioria considera a
partir de 5 — 25% das células tumorais com expressao nuclear(74-76) (Fig. 11).

A expressao de CDX2 foi reportada como marcador independente de
progndstico em pacientes submetidos a resseccao de adenocarcinoma de AV, com

impacto benéfico na sobrevida(74).
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Fig. 11 — Positividade de CDX2

Adenocarcinoma tipo intestinal (200X). Células neopléasicas exibindo coloracdo nos

nucleos. Banco de dados do autor.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar associacdo entre dados histopatolégicos e sobrevida em

adenocarcinomas da ampola de Vater.

4.2 Objetivo especifico

Analisar associacdo entre padrdo histopatologico (intestinal ou
pancreatobiliar) e expressdo de citoqueratina 7, citoqueratina 20 e CDX2 em

adenocarcinomas da ampola de Vater.
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RESUMO

Introducdo / Objetivos: O prognostico do adenocarcinoma ampular pode ser
influenciado por fatores como estadiamento e variaveis histopatolégicas, como o
padrdo intestinal ou pancreatobiliar. O diagnéstico do padréo histopatolégico pode
ser auxiliado pela expressao de citoqueratinas, CK, 7 e 20 e do gene homeobox
CDX2. O objetivo do estudo foi analisar associagBes entre caracteristicas
histopatolégicas e sobrevida, e entre padrdo histopatoldgico e expressdo de CK7,

CK20 e CDX2.

Método: Estudo de coorte retrospectivo desenvolvido no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre entre 2000 e 2011. Foram avaliados dados histopatoldgicos,
estadiamento pTNM, padrdo histopatolégico e expressdo imunoistoquimica e

sobrevida.

Resultados: A amostra constou de 65 carcinomas ampulares (n = 65). Foi
observado padrdo intestinal em 46, pancreatobiliar em 16 e outros em trés.
Sobrevida em cinco anos apds duodenopancreatectomia (n = 47) foi de 27%.
Associaram-se a menor sobrevida na andlise univariada: dois ou mais linfonodos
metastaticos, razdo de linfonodos, RL, maior ou igual a 20%; estagio IIB em relagéo
a inferiores; tumor de alto grau; invasdo linfovascular. Na analise multivariada,

metdastase linfonodal e RL = 20% influenciaram sobrevida.

~

Conclusdes: O pior prognostico foi associado a metastase linfonodal. Nao foi

observada associacéo entre padréo histopatologico e expresséo imunoistoquimica.



DESCRITORES: Ampola de Vater; Papila Duodenal; Adenocarcinoma;

Linfadenectomia; Imunoistoquimica.
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INTRODUCAO

O adenocarcinoma de ampola de Vater apresenta melhor prognéstico em
relacdo a outras neoplasias periampulares, que sdo tratadas com
duodenopancreatectomia, como adenocarcinoma ductal cefalico de pancreas e
colangiocarcinoma (1, 2). Doenca linfonodal metastatica (1-6) e grau de
diferenciacdo (3, 7, 8) parecem ser os principais fatores prognosticos. Em 1994,
Kimura descreveu que os carcinomas ampulares podem assumir dois padrdes
histopatolégicos com prognésticos distintos: intestinal e pancreatobiliar (9). A maior
sobrevida, no primeiro tipo, dar-se-ia devido a semelhanca com os tumores
colorretais ou duodenais; o pior prognoéstico do segundo, seria decorrente da

semelhanca com o adenocarcinoma ductal pancreatico.

Albores-Saavedra e colaboradores revisaram a classificacdo de Kimura
detalhando-a e acrescentando a ela outros tipos (3). A influéncia do padréo
histopatolégico na sobrevida foi objeto de outros estudos, com resultados
conflitantes. Em casos de avaliagdo histopatoldgica dificil, a expresséo
imunoistoquimica das citoqueratinas 7 (CK7) e 20 (CK20) e CDX2 auxilia na
classificagdo mais acurada dos carcinomas ampulares (6, 10-12). Positividade de
CK7 e negatividade de CK20 sédo caracteristicas do tipo pancreatobiliar (6, 10, 12).
Expressdo de CDX2, marcador especifico para tumores intestinais, pode identificar
tumores ampulares deste tipo (11, 13, 14). Este estudo objetiva avaliar dados
histopatolégicos com impacto na sobrevida e examinar a associacao entre padrao
histopatoldgico (intestinal ou pancreatobiliar) e expressao imunoistoquimica de CK7,

CK20 e CDX2.
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METODO

Populacdo e Amostra

Entre janeiro de 2000 e junho de 2011, foram identificados 73 pacientes
adultos acima de 18 anos com diagndstico de adenocarcinoma da ampola de Vater,
conforme censo no banco de dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Estavam disponiveis para a analise histopatolégica materiais de 65 individuos (n =
65), assim distribuidos: pacientes submetidos a cirurgia de duodenopancreatectomia
com preservacdo de piloro (DPTPP) ou a Whipple (n = 47), pacientes apenas
biopsiados (n = 14) e pacientes submetidos a ressecc¢dao local (n = 4). A escassez (n
= 1) ou indisponibilidade de material (n = 7) determinaram exclusédo do estudo. Um
estudo de coorte historica foi conduzido para anélise de dados histopatol6gicos com
possivel influéncia na sobrevida e para avaliacdo da associacdo entre padrédo
histopatolégico e expressdo imunoistoquimica. Tecido tumoral representativo de
adenocarcinoma de ampola de Vater foi recuperado para avaliacdo por dois
patologistas cegados para o desfecho. Fluxograma apontando a obtencdo da
amostra e o desenho do estudo é apresentado na Figura 1. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo e registrado, apropriadamente, no
Grupo de Pesquisas em Pos-Graduacao (GPPG no. 09-287), conforme Resolucéo

196/96 do Conselho Nacional de Saude.



62

Seguimento

Houve perda de seguimento de apenas um paciente. Obitos foram
confirmados em prontudrio, contato telefénico com responséaveis ou servico de

vigilancia epidemioldgica.

Dados Histopatolégicos

Todas as variaveis histopatoldgicas foram definidas mediante consenso entre
0s observadores, em analise simultanea. Os espécimes de interesse foram
revisados com base na coloracdo hematoxilina e eosina (H&E). As neoplasias foram
classificadas conforme critérios propostos por Albores-Saavedra e colaboradores
(Armed Forces Institute of Pathology, AFIP) (3). Tumores semelhantes ao
adenocarcinoma colorretal, com predominio de células colunares, ndcleos ovais de
tamanhos semelhantes e arranjo pseudoestratificado foram classificados como
intestinais. Tumores similares ao adenocarcinoma de pancreas, exibindo projecdes
papilares, estroma densamente desmoplasico, com predominio de células cuboides
ou colunares baixas, sem pseudoestratificacdo, com nucleos arredondados e de
tamanho variado foram designados como pancreatobiliares. Em trés pacientes,

foram descritos subtipos menos frequentes: carcinomas adenoescamoso, Mucinoso
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e indiferenciado. Tumores bem diferenciados (Grau 1) e moderadamente
diferenciados (Grau 2) foram referidos como de baixo grau, e tumores pouco
diferenciados (Grau 3) foram assinalados como de alto grau. Invasdo pancreatica,
perineural e linfovascular foram definidas pela presenca de neoplasia nestes
estratos. Margem microscopicamente positiva (R1) foi definida por carcinoma nos

limites de resseccdo, em contraposicdo a margem negativa (RO).

Estadiamento pTNM

A avaliacdo histopatolégica do estagio foi realizada segundo American Joint
Committee on Cancer, AJCC, - 72 edicdo (tumor — node — metastasis, pTNM).
Também foi calculada a razédo de linfonodos (RL), obtida pela divisdo do niumero de

linfonodos metastaticos pelo nimero total de linfonodos dissecados.

Imunoistoquimica

A expressédo de citoqueratinas 7 e 20 (CK7 e CK20) e CDX2 foi utilizada para
comparacdo com o padrdo histopatolégico. Foram usados anticorpos primarios
contra CK7 (OV-TL 12/30, DAKO, diluicao de 1:100), CK20 (Clone Ks20.8, DAKO,
diluicdo de 1:100) e CDX2 (Clone AMT28, DBS, diluicdo de 1:20 a 1:50). Blocos de
parafina foram cortados em seccbes de 3 a 4 micrometros e desparafinizados. Kit

diaminobenzidina (DAB) foi utilizado apés o tratamento das laminas com anticorpo
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secundario. Pelo menos dez campos representativos e de grande aumento (X 400)
foram escolhidos para a analise apos confirmacdo do controle interno. Os escores
foram registrados de forma continua em porcentagem, e a expressao foi
considerada positiva quando 25% ou mais das células tumorais coraram-se em
citoplasma (CK7 e CK20) ou nucleo (CDX2). A expressdo imunoistoquimica foi
avaliada separadamente e o coeficiente kappa para analise da concordancia

interobservadores foi 0,7; as divergéncias foram resolvidas por consenso.

Analise Estatistica

As estatisticas foram apresentadas como média (+ desvio-padrao), mediana,
amplitude [valor minimo e maximo] e porcentagem. As associacfes envolvendo
padrdes histopatologicos, estadiamento TNM, presenca e nivel de comprometimento
linfonodal, razéo de linfonodos (RL), invasdo pancreatica, linfovascular, perineural e
demais variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste exato de Fisher. Na analise
da expressao imunoistoquimica e associa¢do com tipo histopatoldgico, foi utilizado o
teste Wilcoxon-Mann-Whitney. Curvas de Kaplan Meier foram usadas para estimar a
média (Intervalo de 95% Confianca, 1C95%) e a mediana do tempo de sobrevida. No
estudo de variaveis com possivel impacto na sobrevida, foi empregada a regresséo
de Cox em andlises uni- e multivariadas, com obtenc¢do dos valores bruto e ajustado
da razéo de risco (hazard ratio, HR, 1C95%). O programa estatistico utilizado foi o

PASW Statistics, versao 18.
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RESULTADOS

Caracteristicas da Amostra

As caracteristicas da amostra estao listadas na Tabela 1. A média de idade foi
64 anos, predominando representantes do sexo masculino (57%). Biopsia
endoscépica foi realizada em 47 pacientes. Adenocarcinoma foi identificado em
62%; adenoma com displasia de alto grau em 19%; adenoma com displasia de baixo
grau em 6%,; atipias acentuadas em 8%. Resultado falso-negativo ocorreu em 4%.
Biopsia ndo foi possivel nas seguintes situacdes: limitacdo técnica em tumor
endofitico, tumor revestido por mucosa normal, papila ndo visualizada e disturbio da
coagulacdo. Nao foram obtidas bidpsias em trés pacientes submetidos a

duodenoscopia.

A taxa de resseccdo radical da populacdo com carcinoma ampular da
instituicdo, no periodo, foi 68%. Na amostra, dos 65 individuos, Whipple e DPTPP
foram realizadas em 34 e 13 pacientes, respectivamente, e a mediana do tempo de
internacdo foi 17 dias. A mortalidade e morbidade cirurgicas foram de 6,4% e 26%,
respectivamente. Obitos hospitalares ocorreram devido a sangramento intra-
abdominal em um paciente e complicacdes de infeccao intra-abdominal em outros
dois. As principais complicagBes cirargicas foram fistula pancreética (23%),
pneumonia (8%), fistula biliar (6%) e gastroparesia (6%). Nao houve mortalidade ou
complicagbes graves associadas as quatro ressec¢fes locais. A paliacdo de
sintomas obstrutivos foi obtida por insercdo de endoprétese biliar em 15% dos

pacientes e por cirurgia de derivacdo em 6%. Entre os individuos submetidos a
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resseccdo radical, dois receberam adjuvancia com quimiorradioterapia e dois com

quimioterapia exclusiva.

Padrdo Histopatoldgico e Expressao Imunoistoquimica

A classificacéo revelou o tipo intestinal em 46 pacientes (71%), pancreatobiliar
em 16 (25%) e tipos menos prevalentes em trés (4%) — carcinomas adenoescamaoso,
mucinoso e indiferenciado. A associacao dos tipos intestinal e pancreatobiliar com
dados demograficos, clinicos e terapéuticos foi analisada sem ter havido diferenca
estatisticamente significativa. Também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo a estadiamento, metastases linfonodais, invasdo perineural,
pancreatica ou linfovascular. Neoplasias de baixo grau foram observadas em 78%
dos tumores intestinais e 50% dos tumores pancreatobiliares (P = 0,053).
Comparando-se os padrées CK7+/CK20- e CK7-/CK20+, o primeiro foi encontrado
com maior frequéncia entre os tumores pancreatobiliares (79% versus 48%, P =
0,064). Combinacbes diferentes de CK7+/CK20- ocorreram em 21% e 57% dos
tumores pancreatobiliares e intestinais, respectivamente (P = 0,030). Nenhum tumor
pancreatobiliar exibiu positividade para CK20. Positividade para CDX2 ocorreu com
maior frequéncia no tipo intestinal (31% versus 8%, P = 0,144). A Tabela 2 expbe a

expressao imunoistoquimica nos tumores intestinais e pancreatobiliares.

Estadiamento pTNM
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O estadiamento histopatologico foi obtido em todos os 47 individuos
submetidos a resseccdo cirdrgica radical (Whipple ou DPTPP) e em quatro pacientes
com metastases a distancia submetidos a tratamento paliativo, com 0s seguintes
achados: IA (T1INOMO): cinco pacientes; IB (T2NOMO): seis pacientes; IIA (T3NOMO):
13 pacientes; IIB (T1-3N1MO0): 22 pacientes; lll (T4, qualquer N, M0): um paciente; IV
(qualquer T, qualquer N, M1): quatro pacientes. A mediana de linfonodos dissecados

foi sete linfonodos (1 a 18). RL média foi de 15%.

Outras neoplasias

Neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN) de alto grau foi encontrada em
trés pacientes, quando da analise do espécime cirdrgico. Ocorreram, ainda, duas
neoplasias colorretais, dois tumores do estroma gastrintestinal (GIST), dois

carcinomas de mama e um melanoma.

Andlise de Sobrevida

A sobrevida em cinco anos de toda a série foi de 20%. Nos pacientes
submetidos a Whipple ou DPTPP, a sobrevida relacionada a doenca, em cinco anos,
foi de 27%. Nestes pacientes, a média do tempo de sobrevida foi 69 meses [1 — 128]
e a mediana de 41 meses. Pacientes submetidos a tratamento paliativo
apresentaram sobrevida de nove meses [1 a 20], com HR = 7,0 (IC95%: 3,0 — 16,2),
P < 0,001. Entre os pacientes ressecados, andlise univariada demonstrou que 0s
fatores associados ao prognostico foram presenca e numero de linfonodos

metastaticos, RL e estagio IIB (em comparacdo com inferiores). Presenca de
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metastase linfonodal associou-se a sobrevida média de 37,3 meses [4 — 94], inferior
a dos pacientes com linfonodos negativos, que foi de 90,5 meses [1 — 128], com HR
= 3,3 (IC95%: 1,3 — 8,3), P = 0,012. O ponto de corte de dois ou mais linfonodos
metastaticos associou-se a menor sobrevida (28,8 meses [4 — 65]) em comparacao
com auséncia de metastase, com HR = 4,0 (IC95%: 1,4 — 11,5), P = 0,009 (Fig. 2).
O ponto de corte RL > 20% também foi associado a um menor tempo de sobrevida
(22,3 meses [4 — 48]) em comparacdao com RL = 0%, com HR = 5,6 (IC95%: 2,0 —
15,9), P = 0,001 (Fig. 3). Estagio 1IB associou-se a menor sobrevida do que estagios
inferiores (47,2 meses [4 — 113] versus 88,4 meses [1 — 128]), com HR = 2,6
(IC95%: 1,0 — 6,6), P = 0,045 (Fig. 4). Em comparacao com tumores de baixo grau,
tumores de alto grau associaram-se a menor sobrevida (17 meses [8,6 — 25,4]
versus 48 meses [1 — 128]), com HR = 2,1 (IC95%: 1,0 — 4,3), P = 0,036. Presenca
de invaséo linfovascular determinou menor sobrevida (49,6 meses [1 — 113] versus
96 meses [11 — 128]), com HR = 3,1 (IC95%: 1,1 — 9,2), P = 0,040. Invasao
pancreatica (pT3-4), invasdo perineural e status microscépico da margem de
ressec¢ao nao atingiram significAncia estatistica na analise de sobrevida univariada.
Na andlise multivariada, apenas metéstases linfonodais e RL > 20% controladas
pelo grau de diferenciacdo tumoral associaram-se a menor sobrevida, com P = 0,024
e P = 0,003, respectivamente. A Tabela 3 apresenta o resultado das anélises uni- e

multivariadas.

Progressdo tumoral foi documentada em 20 pacientes, ocorrendo, para
pulméo, em oito; figado, em sete; leito cirargico, em quatro; ossos da fronte, coluna
vertebral e pelve, em quatro; cavidade peritoneal, em dois; linfonodo cervical, em
dois, e encéfalo, em um. Em alguns pacientes, implantes secundarios foram

detectados em mais de um sitio.
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Dos quatro pacientes submetidos a resseccao local, dois apresentaram
recidiva, um teve o0 seguimento perdido e um, submetido a ampulectomia

transduodenal, sobreviveu 85 meses, morrendo por causa desconhecida.

DISCUSSAO

A baixa incidéncia do carcinoma de ampola de Vater (0,49 por 100.000/ano)
contribui para 0 menor nimero de pacientes em boa parte dos estudos em centro
anico (15). As maiores casuisticas relatadas em carcinoma ampular decorrem de
estudos multicéntricos (7, 16) ou de base populacional (2, 17, 18). Estes ultimos,
apesar das vantagens de maior populacdo e tempo de acompanhamento, podem
conter limitagcdes, como atualizagcdes no estadiamento, dificuldade de informacdes
aprofundadas, vieses na configuracdo do banco de dados que se perpetuam, por
exemplo. Outras publicagbes incluem na andlise as demais neoplasias
periampulares, inclusive benignas. Neste estudo, destaca-se o acompanhamento
total da série e o conhecimento da sobrevida e mortalidade de todos os individuos

incluidos até o seu término, excetuando-se um paciente, perdido apds 16 meses.

Do elevado indice de pacientes com historia pessoal de neoplasia encontrado
(15,4%), é digno de nota o achado, no espécime cirargico, de PanIN de alto grau em
trés pacientes com carcinoma de padrdo intestinal. Segundo Fischer e Zhou, dois
estudos avaliaram a associacdo de lesBes precursoras intrapancreaticas e
carcinoma ampular (4). Em um deles, PanIN em grandes ductos foi encontrada em
22% dos espécimes ressecados (19). Em outra série, dois de cinco adenomas e

sete de 17 adenocarcinomas estavam associados a PanIN de alto grau (20).
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Infelizmente, o padréo de adenocarcinoma nao foi informado e, até 0 momento, ndo
ha conhecimento de associacdo com subtipo histopatolégico, embora a especulagéo

aponte para o padréo pancreatobiliar (4).

A semelhanca do que ocorre no carcinoma colorretal, em pacientes
submetidos a resseccdo local de adenoma ampular, foi relatado risco de
desenvolvimento de carcinoma em 30% dos casos (21). Além disso, carcinoma
invasivo foi documentado em 40,9% de adenomas ressecados (1). A sequéncia
adenoma-carcinoma pode aqui ser exemplificada pelo achado de adenoma em 25%
das biépsias endoscopicas. A displasia de alto grau em um adenoma corresponde,
tecnicamente, a carcinoma in situ (3). No entanto, todos os casos de displasia de
alto grau do presente estudo revelaram-se carcinomas invasores quando da analise
do espécime cirurgico. Portanto, devido a variabilidade na graduacdo de displasia
entre patologistas e os potenciais problemas na coleta da amostra, até mesmo

displasia de baixo grau e diagndstico negativo devem ser interpretados com cautela

guando houver suspeita clinica ou endoscépica de neoplasia.

O carcinoma ampular contabiliza 10 a 36% de todos 0s carcinomas
periampulares ressecaveis (22). A taxa de ressecabilidade da instituicdo, no periodo
(68,4%), aproximou-se da documentada por outras séries (40 a 80%) (4). A taxa de
sobrevida em cinco anos, apos resseccao, esta dentro do reportado por diferentes
séries, cujos indices variam de 28 a 80% (1, 4, 5, 7, 8, 17, 18, 22-28), bem como a
mediana (41 meses), variando em outras séries de 43,6 a 70 meses (1, 10, 28, 29).
Diferencas na sobrevida podem decorrer de fatores como referéncia da instituicéo,
experiéncia cirurgica do centro, progressiva reducdo da mortalidade cirargica por
Whipple/DPTPP(5), cuidados intensivos apropriados e, atualmente, uso de novos

esquemas de adjuvancia (30-32). Nao foi possivel explorar o efeito do tratamento
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multimodal nesta amostra, uma vez que adjuvancia contemplou pequena proporcao

de individuos (8%).

Embora o padrédo histopatolégico ndo tenha influenciado a sobrevida neste
estudo, associagdo significativa foi observada em outras séries. Kimura, analisando
53 casos de carcinoma ampular, descreveu o predominio do tipo pancreatobiliar,
que foi associado & menor sobrevida (9, 33). Albores-Saavedra e colaboradores,
analisando 140 espécimes de carcinoma ampulares do Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center (MSKCC), revisaram a classificacdo histopatoldgica adicionando a
descricdo de padrbes pouco prevalentes, dos quais trés foram encontrados neste
estudo. Na série do MSKCC, houve predominio do tipo intestinal e a sobrevida foi
maior, porém ndo estatisticamente significativa (3). Desde entdo, distintas
propor¢cdes sdo relatadas e resultados de analise de sobrevida permanecem

conflitantes (4, 10, 11, 34-38).

Imunoistoquimica para identificacdo do padrdo histopatolégico nédo se
mostrou tdo eficaz quanto a analise histopatolégica convencional. A analise da
associacdo da combinacdo CK7+/CK20— como os tipos histolégicos evidenciou
maior frequéncia nos tumores pancreatobiliares (P = 0,030), porém também foi
encontrada em tumores intestinais. A avaliacdo de CDX2 foi prejudicada pelo baixo
indice geral de positividade, embora a expressao tenha se associado mais aos
tumores intestinais, de forma nado significativa. CDX2, apesar de especifico para o
tumor de tipo intestinal, apresenta relatos de indices de positividade de 27% (13) e

33% (14) para carcinoma ampular.

A comparagao dos estagios I-11A versus 1IB, favorecendo com maior sobrevida

o primeiro grupo (P = 0,045), faz notar o efeito da presenca de linfonodos positivos,
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principal diferenca entre ambos. No presente estudo, a associacdo entre
profundidade da lesé&o (pT) e sobrevida ndo foi estatisticamente significativa (P =
0,140). Entretanto, a maioria dos pacientes submetidos a resseccado radical
aglutinou-se nos estagios iniciais até IIB, razdo pela qual a avaliacdo aprofundada
dos estagios Il e IV ndo pdde ser obtida. Apesar disso, especula-se que a menor
sobrevida dos pacientes submetidos a tratamento paliativo seja reflexo de um

estagio avancado, apenas nao confirmado do ponto de vista histopatoldgico.

Embora ndo haja evidéncia definitiva do papel da linfadenectomia ampliada
(39), procedimento mais agressivo, quanto maior o numero de linfonodos
ressecados, mais exato € o estadiamento. RL é uma medida menos precisa, porém,
quando o numero de linfonodos ressecados € baixo, pode auxiliar na avaliagdo
prognoéstica (40, 41). No presente estudo, a disseccdo linfonodal ficou, com
frequéncia, aquém dos dez linfonodos preconizados pela AJCC (41-43). Todavia,
ainda assim, tanto a presenca de linfonodos positivos quanto RL associaram-se ao

pior prognadstico nas analises de sobrevida uni e multivariadas.

Os autores concluem que o principal fator prognostico foi a presenca de
metastases linfonodais, sobretudo quando = 2 linfonodos comprometidos, e RL 2
20%. O padrao histopatolégico dos adenocarcinomas nao se associou a menor
sobrevida ou a expressdo especifica dos marcadores imunoistoquimicos usados
neste trabalho, porém novos estudos sdo necessarios. Ha vasto territério para
pesquisa e entendimento do carcinoma ampular, sob ponto de vista cirargico,
oncoldgico clinico, histopatolégico, imunoistoquimico, genético e molecular. A
uniformidade na avaliacdo histopatologica € necesséria para fins de classificacéo,

estadiamento, graduacdo histologica, verificacdo apropriada de margens e
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identificacdo de invasdes/microinvasfes de estruturas que determinam uma pior

sobrevida.
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Tabela 1 — Caracteristicas da amostra

Caracteristica

Valor

Idade (anos), média = DP [amplitude]

64 + 13 [22 — 86]

Sexo, N (%)

Masculino 37 (57)
Feminino 28 (43)
Dados clinicos, n (%)

Ictericia 59 (91)
Dor abdominal 19 (29)
Vémitos 6 (9)

Diabetes mellitus tipo 2 12 (18)
Tabagismo 14 (21)
Alcoolismo 8 (12)
Histoéria pessoal de neoplasia 10 (15)
Neurofibromatose tipo 1 2 (3)

Valores laboratoriais, média = DP [amplitude]
Hemoglobina (g/dL)
Albumina (mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)

11,6 +- 1,8 [6,7 — 14,0]
3,5 +- 0,6 [2,3 — 4,4]
8,9 +- 8,5 [0,4 — 34,1]

Duodenoscopia, n (%)

Tumor exofitico 45 (83)
Tumor endofitico 8 (15)
Papila ndo visualizada 1(2)
Total 54 (100)
Bidpsia endoscopica, n (%)
Adenocarcinoma 29 (62)
Adenoma com displasia de alto grau 9 (19
Adenoma com displasia de baixo grau 3 (6)
Atipias acentuadas 4 (8)
Negativa 24
Total 47 (100)
Tratamento operatério / endoscépico
Whipple 34 (52)
DPTPP 13 (20)
Resseccéo local 4 (6)
Paliacéo cirurgica / endoprotese biliar endoscépica 14 (21)
Total 65 (100)
Quimioterapia, n
Adjuvante 4
Paliativa 8
Radioterapia, n
Adjuvante 2
Paliativa 1
Padrao histopatolégico, n (%)
Intestinal 46 (71)
Pancreatobiliar 16 (25)
Outros 3(4)
Total 65 (100)
Estadiamento histopatol6gico (pTNM), n
Estagio | 11
Estégio Il 35
Estégio Il 1
Estagio IV 4
NA’ 14
Total 65

DP = Desvio-Padrao ; DPTPP = duodenopancreatectomia com preservacao do piloro; * NA = N&o

avaliado por auséncia de material (individuos ndo ressecados ou biopsiados)
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Tabela 2 — Expresséo imunoistoquimica e padréo histopatologico

Expressdo | Resultado Tipo Intestinal (%) Tipo Pancreatobiliar (%)
CK7 Positivo 85 100
Negativo 15 0
CK20 Positivo 52 21
Negativo 47 79
CDX2 Positivo 30 8
Negativo 70 92

CK7 = citoqueratina 7; CK20 = citoqueratina 20;

(caudal-related homeobox gene 2).

CDX2 = gene homeobox CDX2

Tabela 3 — Associacdo de variaveis terapéuticas e histopatolégicas na sobrevida

(desfecho = 6bito).

Fator NuUmero de HR (IC95%) P (Cox)
€asos

Tratamento

Whipple / DPTPP 47 1,0

Paliativo 14 7,0 (3,0-16,2) < 0,001

Local 4 0,7(0,1-5,4) 0,751
Estadiamento

lallA 24 1,0

1B 22 2,6(1,0-6,6) 0,045
Tipo de tumor

Intestinal 46 1,0

Pancretobiliar 16 1,4 (0,7 - 3,0) 0,347
Grau de diferenciagéo

Baixo grau (1 ou 2) 46 1,0

Alto grau (3) 19 21(1,0-43) 0,036 (0,813%)
Linfonodos positivos

Nao 25 1,0

Sim 22 3,3(1,3-8,3) 0,012 (0,024**)
Numero de linfonodos
positivos

0 15 1,0

1 10 2,7(0,9-8,1) 0,080

2 ou mais 12 4,0(1,4-11)5) 0,009
Razéo de linfonodos

0% 25 1,0

0,1% - 19,9% 10 1,8 (0,5-6,0) 0,373

>= 20% 12 56 (2,0-15,9) 0,001 (0,003**)
Invaséo linfovascular

Nao 14 1,0

Sim 38 3,1(1,1-9,2) 0,040
Ressecc¢éo

RO 43 1,0

R1 4 1,4(0,3-6,1) 0,658

*Ajustado por presenca de metastase linfonodal;** Ajustado por grau de diferenciacao; HR =

hazard ratio; DPTPP = duodenopancreatectomia com preservacgéo do piloro; Negrito: valores

estatisticamente significativos
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Fig. 1 — Fluxograma de obtencédo da amostra e anélise de variaveis

Carcinomas ampulares no periodo (n = 73)
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Carcinomas ampulares com material

disponivel (n = 65)
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Sobrevida documentada (n = 4).

47 espécimes de 4 espécimes de ressecgao 14 bidpsias (tratamento paliativo)
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Padrdo histopatolégico v Padrio histopatoldgico v Padrio histopatoldgico
Expressao CK7, CK20, v' Expressdo CK7, CK20, v' Expressdo CK7, CK20,
CDX2 CDX2 CDX2
v' Estadiamento v Grau de diferenciac¢do v/ Estadiamento
histopatoldgico v" Sobrevida histopatoldgico”
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Fig. 2 — Sobrevida segundo numero de linfonodos metastaticos
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Fig. 3 — Sobrevida segundo razéo de linfonodos (RL)
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ABSTRACT

Background / Objectives: The prognosis of patients with ampullary adenocarcinomas
can be influenced by such factors as pTNM stage and histopathological variables,
such as intestinal or pancreatobiliary patterns. The characterization of these patterns
can be facilitated by the expression of cytokeratins 7 (CK7) and 20 (CK20) and
caudal-related homeobox gene 2 (CDX2). The aim of the present study was to
analyze the association between the histopathological characteristics and the
survival of patients with ampullary adenocarcinomas, as well as the association

between the histopathological patterns and CK7, CK20 and CDX2 expression.

Methods: This retrospective cohort study was performed at the Clinics Hospital of
Porto Alegre between 2000 and 2011 and examined the histopathological data,
PTNM stage, histopathological patterns, immunohistochemical expression patterns

and survival of patients with ampullary adenocarcinomas.

Results: The sample patient population consisted of 65 ampullary carcinomas. Of
these carcinoma samples, an intestinal pattern was observed for 46, a
pancreatobiliary pattern was observed for 16 and other patterns were observed 3 of
the samples. The 5-year survival rate for patients following
pancreaticoduodenectomy (n = 47) was 27%. From the univariate analysis, the
following variables were associated with shorter survival times: the presence of 2 or
more metastatic lymph nodes; positive lymph node ratio (LR) = 20%; stage 1IB or
greater; high-grade tumors; and lymphovascular invasion. From the multivariate
analysis, lymph node metastases and a LR = 20% were shown to influence survival

significantly.
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Conclusions: Lymph node metastases were associated with poor patient prognoses,
although no association was found between the histopathological pattern and

immunohistochemical expression.

Keywords: Bile Ducts, Extrahepatic; Biliary Tract Diseases; Biliary Tract Neoplasm;

Major Duodenal Papilla; Surgical Procedure, Biliary Tract.
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INTRODUCTION

Adenocarcinomas of the ampulla of Vater typically have more desirable
prognoses than other periampullary neoplasms treated by
pancreaticoduodenectomy, such as adenocarcinoma of the pancreatic head and
cholangiocarcinoma (1, 2). Metastatic lymph node disease stage (1-6) and grade of
differentiation (3, 7, 8) are the main prognostic factors used to evaluate ampullary
cancers. In 1994, Kimura et al. described how ampullary carcinomas often exhibit 2
distinct histopathological patterns with different prognoses, which include the
intestinal and pancreatobiliary types (9). Carcinomas of the intestinal type are
associated with increased survival rates, which are probably related to the similarity
of these carcinomas to colorectal or duodenal tumors, whereas the poorer prognoses
associated with the pancreatobiliary type may be related to similarities with
pancreatic ductal adenocarcinomas.

Albores-Saavedra et al. revised the classification system proposed by Kimura
et al. to include additional details and types (3). In addition, the influence of the
histopathological pattern on survival has been the focus of various studies, although
the results of these studies are conflicting. In cases where histopathological
assessments are difficult, an evaluation of the immunohistochemical expression of
cytokeratins 7 (CK7) and 20 (CK20) and caudal-related homeobox gene 2 (CDX2)
can contribute to a more accurate classification of ampullary carcinomas (6, 10-12).
The pancreatobiliary type of ampullary carcinomas is characterized by positive CK7
expression and negative CK20 expression (6, 10, 12). Additionally, the expression of
CDX2, which can be used as a specific marker of intestinal tumors, may further serve

to identify this type of ampullary tumor (11, 13, 14). Thus, the present study aimed to
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assess histopathological data in terms of its impact on patient survival and also
evaluated the connection between the histopathological (intestinal or
pancreatobiliary) pattern and immunohistochemical expression of CK7, CK20 and

CDX2.

METHODS
Population and Sample

A survey of the database from the Clinics Hospital of Porto Alegre (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre) identified 73 adult patients older than 18 years of age who
had been diagnosed with adenocarcinoma of the ampulla of Vater between January
2000 and June 2011. Specimens from 65 individuals were available for
histopathological analysis and were distributed according to whether the patients
were subjected to pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy (PPPD) or Whipple
surgery (n = 47), biopsy (n = 14) or local resection (n = 4). Insufficient (n = 1) or
unavailable (n = 7) tissue specimens constituted the exclusion criteria. A historical
cohort study was performed to analyze the histopathological data and the potential
influence of these data on patient survival. In addition, this study aimed to assess the
association between the histopathological disease pattern and immunohistochemical
expression. Tumor tissue from adenocarcinomas of the ampulla of Vater was
recovered and assessed by two pathologists who were blinded to patient outcomes.
A flowchart describing the sampling methods and study design in shown in Fig. 1.
The present study was approved by the institutional Research Ethics Committee and
was properly registered at the Postgraduate Research Group (GPPG no. 09-287 —
Grupo de Pesquisas em Pdés- Graduacao) according to Resolution 196/96 of the

Brazilian Health National Council (Conselho Nacional de Saude — CNS).
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Follow-Up
Only 1 patient was lost to follow-up. Patient deaths were confirmed based on
clinical records, telephone calls to relatives or the epidemiological surveillance

service.

Histopathological Data

All histopathological variables were defined by interobserver consensus during
a simultaneous analysis. The specimens of interest were reviewed according to the
hematoxylin-eosin (HE) staining. Neoplasms were classified according to the criteria
of Albores-Saavedra et al (3). Tumors similar to colorectal adenocarcinomas that
exhibited a predominance of columnar cells, similarly sized oval nuclei and a pseudo-
stratified arrangement were classified as the intestinal type. In contrast, tumors
similar to pancreas adenocarcinomas that exhibited papillary projections, a dense
desmoplastic stroma, a predominance of cuboidal or low columnar cells without
pseudo-stratification and round nuclei of different sizes were classified as the
pancreatobiliary type. Less frequent subtypes were described for 3 patients and
included adenosquamous, mucinous and undifferentiated carcinomas. Well (Grade
1) and moderately (Grade 2) differentiated tumors were classified as low-grade, and
poorly differentiated tumors (Grade 3) were classified as high-grade. Pancreatic,
perineural and lymphovascular invasion were defined as the presence of neoplasms
within these respective locations. Microscopically positive margins (R1) were defined
by the presence of the carcinoma within the resection borders in opposition to the

negative margins (RO).
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pPTNM Staging

Histopathological staging was performed according to the American Joint
Committee on Cancer (AJCC, 7" edition, tumor — node — metastasis, pTNM). The
lymph node ratio (LR) was calculated by dividing the number of metastatic lymph

nodes by the total number of dissected lymph nodes.

Immunohistochemistry

The expression of CK7, CK20 and CDX2 was compared according to the
histopathological pattern. Primary antibodies against CK7 (OV-TL 12/30, DAKO,
used at a 1:100 dilution), CK20 (Clone Ks20.8, DAKO, 1:100 dilution) and CDX2
(Clone AMT28, DBS, 1:20 to 1:50 dilutions) were used. The paraffin blocks were
sliced into 3- to 4-um sections and deparaffinized. A Diaminobenzidine (DAB) Kit was
applied after the slides were treated with the secondary antibody. At least 10
representative and high-magnification (400X) fields were selected for analysis
following confirmation with the internal control. The scores were continuously
recorded as percentages, and expression was defined as positive when the
cytoplasm (CK7 and CK20) or nuclei (CDX2) of 25% or more of the tumor cells were
positively stained. The immunohistochemical expression was assessed separately,
and the kappa coefficient for interobserver agreement analysis was 0.7,

discrepancies were resolved by consensus.

Statistical Analysis
The data are represented as the mean (+ standard deviation), median,

amplitude [maximum and minimum values] and percentage. The following
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associations and categorical variables were assessed using Fisher's exact test:
histological patterns; pTNM stages; the presence and level of lymph nodes involved;
the lymph node ratios and pancreatic, lymphovascular and perineural invasion. The
Mann-Whitney-Wilcoxon test was applied to analyze immunohistochemical
expression and its association with histopathological pattern. Kaplan-Meier curves
were used to estimate the mean (95% confidence interval — 95% CI) and median
survival times. For variables with a potential impact on survival, Cox regression was
applied for the univariate and multivariate analyses, and the raw and adjusted hazard
ratio values (HR, 95% CI) were obtained. Data were analyzed using the PASW

Statistics software package, version 18.

RESULTS
Sample Characteristics

The sample characteristics are described in Table 1. The average age of the
patients examined was 64 years, and male patients were more highly represented
(57%). An endoscopic biopsy was performed for 47 patients; adenocarcinoma was
detected in 62% of patients, adenoma with high-grade dysplasia was detected in
19%, adenoma with low-grade dysplasia was detected in 64% and remarkable atypia
was observed in 8% of patients. False-negative results were found in 4% of patients.
In certain cases, biopsies could not be performed for the following reasons: technical
limitations related to an endophytic tumor; tumors coated by normal mucosa; poor
visualization of the papilla and coagulation disorders. Additionally, biopsies were not

performed for the 3 patients subjected to duodenoscopy.
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The rate of radical resection for the population of patients with ampullary
carcinoma who were seen at the institution during the study period was 68%. Of the
65 individuals who underwent resection, Whipple and PPPD procedures were
performed in 34 and 31 patients, respectively, with a median hospitalization period of
17 days. Surgical mortality and morbidity were 6.4% and 26%, respectively. In-
hospital deaths during the study period were due to intra-abdominal bleeding in 1
case and intra-abdominal infectious complications in the other 2 cases. The main
surgical complications included pancreatic fistula (23%), pneumonia (8%), biliary
fistula (6%) and gastroparesis (6%). The 4 cases administered local resections did
not exhibit mortality or severe complications. Palliation of any obstructive symptoms
was achieved by the insertion of a biliary endoprosthesis in 15% of patients and via
bypass surgery in 6% of these patients. Of the individuals subjected to radical
resection, 2 were given adjuvant chemoradiotherapy, and 2 were administered

chemotherapy alone.

Histopathological Pattern and Immunohistochemical Expression

The histopathological examinations identified the intestinal pattern of
ampullary carcinoma in 46 patients (71%), the pancreatobiliary pattern in 16 (25%)
and less prevalent types in 3 patients (4%; adenosquamous, mucinous and
undifferentiated carcinomas). The evaluation of associations between the type of
carcinoma (intestinal vs. pancreatobiliary) and the demographic, clinical and
therapeutic variables did not reveal any statistically significant differences. Thus,
tumor stage, the presence of lymph node metastases and the occurrence of
perineural, pancreatic or lymphovascular invasion did not exhibit significant

differences according to the histological type of the carcinoma. Low-grade tumors
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represented 78% of the intestinal and 50% of the pancreatobiliary tumors (P =
0.053). Regarding the CK7+/CK20- and CK7-/CK20+ expression patterns, the
former pattern was more frequent in pancreatobiliary tumors (79% versus 48% for
intestinal tumors, P = 0.064). The CK7+/CK20—- expression pattern occurred in 21%
and 57% of the pancreatobiliary and intestinal tumors, respectively (P = 0.030). None
of the pancreatobiliary tumors were positive for CK20 expression, whereas CDX2
was more frequently expressed in tumors of the intestinal type (31% versus 8% of
pancreatobiliary tumors, P = 0.144). The immunohistochemical expression patterns
of the intestinal and pancreatobiliary tumors are summarized in Table 2.
Histopathological staging was performed for all 47 individuals who underwent
radical surgical resection (Whipple or PPPD), as well as for 4 patients with distant
metastases who were subjected to palliative treatment. The staging results were as
follows: stage IA (TINO MO), 5 patients; stage IB (T2NO MO0), 6 patients; stage IIA
(T3NO MO), 13 patients; stage 1IB (T1-3N1 M0), 22 patients; stage Il (T4, any N, MO),
1 patient; and stage IV (any T, any N, M1), 4 patients. The median number of

dissected lymph nodes was 7 (range, 1 — 18), and the mean LR value was 15%.

Other Neoplasms

High-grade pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) was found in 3 patients
upon analysis of the surgical specimen. An additional 2 cases of colorectal
neoplasm, 2 gastrointestinal stromal tumors (GIST), 2 breast carcinomas and 1

melanoma were also identified.
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Analysis of Survival

The 5-year survival rate for patients in this study was 20%. For patients
subjected to Whipple or PPPD procedures, the 5-year disease-related survival rate
was 27%. In these patients as a group, the mean survival time was 69 months
(range, 1 — 228) with median of 41 months. Patients subjected to palliative treatment
exhibited an average survival of 9 months (range, 1 — 20; HR = 7.0; 95% CI: 3.0 —
16.2; P < 0.001). Of the patients who received resections, the univariate analysis
indicated that the presence and number of metastatic lymph nodes, the LR and stage
IIB (compared to lower stages) were factors associated with a poor prognosis.
Patients with lymph node metastases had an average survival time of 37.3 months
(range, 4 — 94), which was lower than that of patients with negative lymph nodes
(90.5 months; range, 1 — 128; HR = 3.3; 95% CI: 1.3 — 8.3; P = 0.012). The existence
of 2 or more metastatic lymph nodes was associated with a shorter survival period of
28.8 months (range, 4 — 65) compared to that of patients without any metastases
(HR = 4.0; 95% CI: 1.4 — 11.5; P = 0.009) (Fig. 2). An LR above 20% was also
associated with a shorter survival time (22.3 months [4-48]) compared to that of
patients with a LR of 0% (HR = 5.6; 95% CI: 2.0 — 15.9; P = 0.001) (Fig. 3). Stage IIB
patients had a shorter survival time than those with lower stage disease (47.2 months
[4 — 113] versus 88.4 months [1 — 128]) (HR = 2.6; 95% CI: 1.0 — 6.6; P = 0.045) (Fig.
4). Compared to patients with low-grade tumors, high-grade tumors were associated
with shorter survival times (17 months [8.6 — 25.4] versus 48 months [1 — 128]) (HR =
2.1; 95% CI: 1.0 — 4.3; P = 0.036). The presence of lymphovascular invasion was
also associated with a shorter survival period (49.6 months [1 — 113] versus 96
months [11 — 128]) (HR = 3.1; 95% CI: 1.1 — 9.2; P = 0.040). Associations with

pancreatic (pT3-4) and perineural invasion, as well as the microscopic status of the
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resection margin, did not achieve statistical significance in the univariate survival
analysis. In the multivariate analysis, only lymph node metastasis and a LR above
20% after adjustments were made for the grade of tumor differentiation were
associated with shorter survival times (P = 0.024 and P = 0.003, respectively). The
results of the univariate and multivariate analyses are summarized in Table 3.

Tumor progression was recorded in 20 patients; of these patients, progression
was observed in the lungs in 8 patients, the liver in 7 patients, the surgical site in 4
patients, the forehead bones, vertebral column and pelvis in 4 patients each, the
peritoneal cavity in 2 patients, the cervical lymph nodes in 2 patients and the brain in
1 patient. In certain patients, secondary implants were found in 2 or more sites.

Of the 4 patients who underwent local resection, 2 relapsed, 1 was lost to
follow-up, and 1 underwent transduodenal ampullectomy and survived 85 months but

suffered an unknown cause of death.

DISCUSSION

The major aim of the present study was to investigate the association between
histopathological data and survival in patients treated at the same institution for
carcinoma of the ampulla of Vater. The low incidence of ampullary carcinoma
(0.49/100,000 people annually) results in a low number of cases in most single-
center studies (15). The largest case series of patients with ampullary carcinoma
have been conducted as multicenter (7, 16) or population-based (1,17,18) studies.
Despite the advantages of larger populations and an increased duration of follow-up,
population-based studies often suffer limitations regarding updated staging, difficult
access to thorough information and the perpetuation of bias in the configuration of

the databases. Other studies have also included benign tumors in their analyses. The
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present study emphasized the complete follow-up of the patient series and examined
the data on survival and mortality of all included individuals until the end of the study
with the exception of 1 patient who was lost after 16 months of follow-up.

Given the high proportion of patients with a personal history of neoplasia in
the present study (15.4%), it is worth noting the finding of high-grade PanIN in the
surgical specimens of 3 patients with intestinal-type carcinoma. According to Fischer
and Zhou, 2 studies have assessed the association between intrapancreatic
precursor lesions and ampullary carcinoma (4). In one of the studies, the presence of
PanIN in the major ducts was detected in 22% of resected specimens (19). In the
other series, 2 out of 5 adenomas and 7 out of 17 adenocarcinomas were associated
with high-grade PanIN (20). However, the pattern of the adenocarcinomas was not
reported, and no data currently exist regarding associations with histopathological
types, although it is likely that the pancreatobiliary pattern would be more associated
with PanlIN.

Similar to colorectal carcinoma, 30% of patients subjected to local resection of
an ampullary adenoma are reported to be at a risk of developing carcinoma (21). In
addition, invasive carcinoma was identified in 40.9% of patients with resected
adenomas (2). The sequence of adenoma to carcinoma was exemplified in the
present study, as adenomas were detected in 25% of the endoscopic biopsies.
Although high-grade dysplasia in an adenoma technically corresponds to carcinoma
in situ (3), all of the endoscopic diagnoses of high-grade dysplasia in the present
study were proven to be invasive carcinomas upon analysis of the surgical
specimens. Because of the variability of grading among pathologists and the

potential problems related to sample collection, even low-grade dysplasia or negative
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diagnoses should be interpreted with caution when there are clinical or endoscopic
results indicative of neoplasia.

Ampullary carcinomas account for 10 to 36% of all operable periampullary
carcinomas (22). The institutional resectability rate during the study period (68.4%)
was close to that documented in other series, which has been reported to vary
between 40 and 80% (4) and is thought to be influenced by such variables as the
type of center involved and the experience of the biliary and pancreatic surgeons.
The 5-year survival rate post-resection that was observed in the current study is in
agreement with reports from other series, which found rates that varied between 28
and 80% (1, 4, 5, 7, 8, 17, 18, 22-28), as well as median (41 months), ranging from
43,6 to 70 months (2, 10, 28, 29). This wide variation may have been due to such
factors as the reference level of the institution, the surgical experience of the center,
the progressive reduction in surgical mortality resulting from the Whipple/PPPD
procedure (5), appropriate intensive care or the use of new adjuvant schemes (30-
32). In the present sample population, the effect of multimodal treatment could not be
assessed because only a small fraction of individuals received adjuvant treatment
(8%).

Although the histopathological type did not influence survival in the present
study, series from reference centers have documented this association. The study by
Kimura et al. analyzed 53 cases of ampullary carcinoma and found a predominance
of the pancreatobiliary pattern, which was associated with a shorter duration of
survival (9, 33). Albores-Saavedra et al. analyzed 140 specimens of ampullary
carcinoma at the Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC, New York, USA)
and reviewed the histopathological classifications, including lesser prevalent

patterns, 3 of which were found in the present study. In the MSKCC series, the
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intestinal type predominated and patient survival was extended, although these
differences were not statistically significant (3). However, the results of additional
survival analysis were conflicting (4, 10, 11, 34-38).

The immunohistochemical identification of the histopathological pattern was
not as effective as the use of conventional histopathological analyses. The
CK7+/CK20- expression combination was more frequent among pancreatobiliary
tumors (P = 0.030) but was also observed in intestinal tumors. The assessment of
CDX2 expression was impaired by its overall low positivity index, although CDX2
expression was more frequent but not significantly different in the intestinal tumor
samples. CDX2 expression is generally specific for intestinal-type tumors and
positive expression rates ranging from 27% (13) to 33% (14) have been reported for
ampullary carcinoma.

The comparison of tumor stages | and IlA to stage 1IB revealed longer survival
for patients in the former group (P = 0.045), emphasizing the significance of positive
lymph nodes, which was also the main difference between these staging groups. In
the present study, the association between lesion depth (pT) and survival was not
statistically significant (P = 0.14). However, most patients subjected to radical
resection had tumors with stages as high as IIB, and for this reason, a thorough
assessment of stages Il and IV could not be performed. Nevertheless, it is possible
that the shorter survival of patients subjected to palliative treatment was the result of
more advanced tumor stages that were not confirmed by the histopathological
examination.

Despite the lack of definitive evidence as to the role of extended
lymphadenectomy (39), which is a more aggressive procedure, a greater number of

resected lymph nodes is associated with more exact staging classification. The LR is
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a less precise measure, although when the number of resected lymph nodes is small,
it can contribute to the assessment of prognosis (40, 41). In the present study, lymph
node dissection was frequently below the standard of 10 recommended by AJCC
(41-43). Nevertheless, both the presence of positive lymph nodes and the LR were
associated with poorer prognoses in the univariate and multivariate survival
analyses.

The present study demonstrated that the main prognostic factor is the
presence of lymph node metastasis, especially when 2 or more lymph nodes were
affected, and the LR was above 20%. The histopathological pattern of
adenocarcinomas did not exhibit an association with shorter survival or with specific
expression of the investigated immunohistochemical markers. However, further
studies are needed to clarify these associations. Ample opportunities exist for
research in ampullary carcinoma, including surgical, clinical oncological,
histopathological, immunohistochemical, genetic and molecular perspectives.
Uniformity in histopathological assessment is required for the purposes of
classification, staging, histological grading, appropriate verification of margins and
the assessment of the invasion/microinvasion of structures that are associated with

poor survival.
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Table 1 — Sample characteristics.

Characteristic

Value

Age (years), mean + SD [amplitude]

64 + 13 [22 — 86]

Gender, n (%)

Male 37 (57)
Female 28 (43)
Clinical data, n (%)

Jaundice 59 (91)
Abdominal pain 19 (29)
Vomiting 6 (9)

Type 2 diabetes mellitus 12 (18)
Tobacco smoking 14 (21)
Alcohol use 8 (12)
Personal history of neoplasm 10 (15)
Neurofibromatosis type 1 2(3

Laboratory values, mean + SD [amplitude]
Hemoglobin (g/dL)
Albumin (mg/dL)
Total bilirubin (mg/dL)

11.6 +- 1.8 [6.7 — 14.0]
3.5 +- 0.6 [2.3 — 4.4]
8.9 +- 8.5 [0.4 — 34.1]

Duodenoscopy, h (%)

Exophytic tumor 45 (83)
Endophytic tumor 8 (15)
Non-visualized papilla 1(2)
Total 54 (100)
Endoscopic biopsy, n (%)
Adenocarcinoma 29 (62)
Adenoma with high-grade dysplasia 9 (19)
Adenoma with low-grade dysplasia 3 (6)
Remarkable atypia 4 (8)
Negative 24
Total 47 (100)
Surgical / endoscopic treatment, n (%)
Whipple 34 (52)
PPPD 13 (20)
Local resection 4 (6)
Surgical palliation / endoscopic biliary Endoprosthesis 14 (21)
Total 65 (100)
Chemotherapy, n
Adjuvant 4
Palliative 8
Radiotherapy, n
Adjuvant 2
Palliative 1
Histopathological pattern, n (%)
Intestinal 46 (71)
Pancreatobiliary 16 (25)
Other 3(4)
Total 65 (100)
Histopathological stage (pTNM), n
Stage | 11
Stage |l 35
Stage Il 1
Stage IV 4
NA’ 14
Total 65

108

SD = Standard Deviation; PPPD = pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy;* NA = Not assessed

due to lack of material (no resection or biopsy).
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Table 2 — Immunohistochemical expression and histopathological patterns.

Expression | Result Intestinal type (%) Pancreatobiliary type (%)
CK7 Positive 85 100
Negative 15 0
CK20 Positive 52 21
Negative 47 79
CDX2 Positive 30 8
Negative 70 92

CK7 = cytokeratin 7; CK20 = cytokeratin 20; CDX2 = caudal-related homeobox gene

2.
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Table 3 — Associations between therapeutic and histopathological variables and

survival (outcome = death).

Factor Number of HR (95% CI) P (Cox)
cases

Treatment

Whipple / PPPD 47 1.0

Palliative 14 7.0 (3.0-16.2) <0.001

Local 4 0.7 (0.1 —5.4) 0.751
Stage

I-I1A 24 1.0

]3] 22 2.6 (1.0-6.6) 0.045
Type of tumor

Intestinal 46 1.0

Pancreatobiliary 16 1.4 (0.7 - 3.0) 0.347
Differentiation grade

Low-grade (1-2) 46 1.0

High-grade (3) 19 2.1(1.0-4.3) 0.036 (0.813%)
Positive lymph nodes

No 25 1.0

Yes 22 3.3(1.3-8.3) 0.012 (0.024**)
Number of positive
lymph nodes

0 15 1.0

1 10 2.7(0.9-8.1) 0.080

2 or more 12 40 (1.4-11.5) 0.009
Lymph node ratio

0% 25 1.0

0.1% - 19.9% 10 1.8 (0.5-6.0) 0.373

= 20% 12 5.6 (2.0 - 15.9) 0.001 (0.003**)
Lymphovascular
invasion 14 1.0

No 38 3.1(1.1-9.2) 0.040

Yes
Resection

RO 43 1.0

R1 4 1.4(0.3-6.1) 0.658

*Adjusted to the presence of lymph node metastasis; ** Adjusted to differentiation

grade

HR = hazard ratio; PPPD = pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy.

Bold = statistically significant values



Ampullary carcinomas during the period

(n=73)
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Insufficient material (n=1)
Unavailable material (n = 7)

Ampullary carcinomas with available

material (n = 65)

47 specimens of
pancreaticoduodenectomy

4 specimens of local
resection

14 biopsies” (palliative treatment)

<]

NN N O N NN

Histopathological pattern
CK7, CK20, CDX2
expression
Histopathological staging
Differentiation grade
Lymph node metastasis
Surgical margin
Lymphovascular invasion
Pancreatic invasion
Perineural invasion
Survival

Histopathological pattern
CK7, CK20, CDX2
expression
Differentiation grade
Survival

Fig. 1 — Flow chart listing the sample characteristics.

v Histopathological pattern

v’ CK7, CK20, CDX2
expression

v/ Histopathological staging

<

Differentiation grade
v’ Survival

" Biopsy of duodenal
papilla (n = 10) or distant
metastasis (n = 4).

” Possible when distant
metastasis documented
(n=4).
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Fig. 2 — Survival according to the number of metastatic lymph nodes.
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Fig. 4 — Survival for patients with stages I-1IA versus IIB tumors.



APENDICE A - Ficha de avaliacdo

IDENTIFICACAO
Registro
Sexo (M) (F) Cor (B) (P) (A) Estado Civil (S) (C) (V) (D) Profissao
Endereco
Cidade
Fone
Data de Nascimento / / Datalnternacdo / / DataAlta / |

QUADRO CLINICO

Historia

Dor abdominal () Dor dorsal () Ictericia () Prurido () Colangite () Acolia () Coluria ()
Vémitos () Cirrose () Hepatite viral () (A) (B) (C)

Co-morbidades

Emagrecimento kg em (tempo)

Cirurgia abdominal prévia ( ) Qual?
Tabagismo ( ) Alcoolismo ( ) Alergia ( )

Neoplasia prévia ( ) Historia familiar neoplasia ( )
Exame fisico

Ictericia ( ) Dor abdominal ( ) Massa palpavel ( ) Ascite ( ) Linfadenomegalia ( )

EXAMES PRE-OPERATORIOS

a) Tomografia computadorizada de adbome Nao realizado ( )
Massa periampular ( ) Dilatacdo vias biliares () Intra( ) Extra ()

Imagem sugestiva de metastase a distancia ( ) Invaséo vascular ( ) venosa ( ) arterial ( )
b) Colangiopancreatorressonancia N&o realizado ( )

¢) Duodenoscopia / Colangiopancreatografia endoscépica retrégrada
Data: _ / [ N&o realizado ( )

Tumor exofitico ( ) Tumor endofitico ( ) Cateterizou papila ( ) Dilatagao via biliar ( )
Intra ( ) Extra ( ) Papilotomia ( ) Colocacgéo prétese ( ) Tipo

Biopsia (AP numero )

Biopsia (AP numero )

TRATAMENTO PRIMARIO

(1) Drenagem endoscoépica apenas (5) Anastomose biliodigestiva

(2) Drenagem biliar transparietal (6) Derivacao biliar + gastrica

(3) Whipple (7) Ampulectomia transduodenal

(4) Duodenopancreatectomia com preservacao pilorica (8) Ampulectomia endoscépica
(9) Outro (10) Laparoscopia

CIRURGIA Data: _ /[

Congelacéo (peca) Tumor palpavel ( ) Dimensdo ___ cm

Diagnéstico Tempo cirurgia h

Padréo histopatolégico

(1) Intestinal (6) Células em anel de sinete

(2) Pancreatobiliar (7) Células claras

(3) Indiferenciado (8) Adenoescamoso

(4) Papilar invasivo (9) Outros

(5) Mucinoso (coléide)

Resseccéo Margens Invaséo Linfovascular

(O)RO (1) R1 (1) R2 (0) Livres (1) Comprometidas (0) Ndo (1) Sim

Invasé&o Perineural Invaséo Pancreatica Adenoma

(0) Nao (1) Sim (0) Nao (1) Sim (0) Nao (1) Sim

Grau de Diferenciagéo Com displasia

(0) Bem diferenciado (1) Moderadamente diferenciado (0) Nado (1) Sim

(2) Pouco diferenciado

pPTNM

(0) pTis (1) pT1 (2) pT2 (3) pT3 (4) pT4 (0) pNO (1)pN1 (0) pMO (1) pM1
Estdgio pTNM (0)0 (1) IA (2)IB 3)IIA (4 1IB (5) Il (6) IV

RL % Numero de linfonodos(Lns) dissecado Nimero de Lns +
RESULTADO FINAL IMUNOISTOQUIMICA
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CK7 CK20 CDX2
O-Q+ % O-Q+ % Q-@Q+ %
COMPLICACOES
ADJUVANCIA PALIACAO
QT RxT QT RXT
(O)Ndo (1) Sim (0) Nao (1) Sim (0) Ndo (1) Sim (0) Nao (1) Sim
ULTIMA CONSULTA AMBULATORIAL __ /|
RECIDIVA _/ [
oBITO [/ | Confirmado por
Exame Resultado Exame Resultado Exame Resultado
Hemoglobina B. Total Albumina
Leucdcitos B. Direta Amilase
Plaquetas LDH Lipase
RNI Creatinina CEA
AST Fosfatase alcalina CA19.9
ALT Gama GT

M = masculino; F = feminino; B = branco; P = preto (afro-descendente); A = amarelo
(oriental); S = solteiro; C = casado; V = vilvo; D = divorciado; RNI = indice
internacional normalizado; AST = aspartato transferase; ALT = alanina transferase;
B. = bilirrubina; LDH = lactato-desidrogenase; GT = glutamiltranspeptidase; CEA =
antigeno carcinoembriénico; M1 = metastase a distancia; NE = ndo especificado; RO
= margem cirdrgica microscopicamente negativa; R1 = margem cirdrgica
microscopicamente positiva; R2 = margem cirdrgica macroscopicamente positiva;

TNM = tumor — linfonodo — metastase; CK = citoqueratina;
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APENDICE B - Material usado na definicdo do padrdo histopatologico

(adaptado de Albores-Saavedra e colaboradores [1])

INTESTINAL TYPE AMPULLARY ADENOCARCINOMA

complex cribriformed areas

well-differentiated well-formed tubular elongate glands infiltrate desmoplastic
stroma

solid nests may be present

poorly differentiated solid areas predominate

glands and cribriform nests exhibit central necrosis

aggregates of inflammatory cells

individual cells are columnar and the nuclei are oval

pseudostratified configuration in the more basal aspects of the cytoplasm
considerable nuclear atypia, but nuclei of adjacent cells generally resemble one
another

amount of desmoplastic stroma varies (occasionally abundant)

perineural or vascular invasion may be present.

intestinal type adenocarcinomas may produce neutral mucins

PANCREATOBILIARY TYPE AMPULLARY ADENOCARCINOMA
closely resemble primary tumors of the pancreas or extrahepatic bile ducts
simple or branching glands

small solid nests

desmoplastic stroma

focal papillary and micropapillary formations

necrotic luminal debris is not commonly present

cuboidal to low columnar cells

single layer without nuclear pseudo stratification

nuclei more rounded than those of intestinal type

anisokaryosis

high degree of nuclear pleomorphism in the presence of architecturally
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well-formed glands is a characteristic feature
perineural invasion is common; vascular invasion is less frequent
mixed features tumors: should be classified as intestinal unless

pancreatobiliary pattern predominates.

MUCINOUS (COLLOID) CARCINOMA

> 50% of pools of extracellular mucin containing neoplastic cells

< 10% percent of ampullary carcinomas

focal mucinous areas found in 20% of intestinal type; rare in pancreatobiliary type
adenomatous component present in 80%

thin fibrous septa surround lakes of basophilic mucin which contain the tumor
cells, free floating or adherent to peripheral stroma

cells arranged in nests, strips, and cribriformed structures;

some individual cells, often with a signet ring cell appearance.

cells generally moderately differentiated,

on occasion well-organized columnar layer, with basal pseudostratified nuclei and
apical mucin-rich

cytoplasm, simulating adenomatous epithelium.

may be transitions to nonmucinous areas tubular or papillary, resembling

intestinal type adenocarcinoma

ADENOSQUAMOUS CARCINOMA

squamous component should be > 25%

however: a tumor composed almost entirely of squamous elements is considered
adenosquamous if even focal glandular differentiation is found

keratinization generally present in the squamous areas

polygonal cells with abundant eosinophilic cytoplasm

glandular component may exhibit well-formed luminal spaces or may be more
solid, with mucin only identified by special staining.

when well-formed glands are present, they generally resemble those of

pancreatobiliary type
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PAPILLARY ADENOCARCINOMAS

infiltrating carcinomas which predominantly form papillary or micropapillary
structures in the invasive component.

Invasive papillary carcinomas may exhibit grossly visible papillary structures and
often

have a soft, friable consistency. Histologically, the majority of the tumor consists
of complex, branching papillary structures with fibrovascular cores or
micropapillary formations lacking fibrovascular cores

The cells lining the papillae may resemble those of either intestinal or
pancreatobiliary type adenocarcinoma, since the diagnosis of invasive papillary
carcinoma is based on the architecture of the tumor rather than on the cytologic

appearance.

SIGNET RING CELL CARCINOMA

> 50 % of the tumor must exhibit signet ring cells or diffuse growth pattern.
small, undifferentiated individual cells and classic signet cells with a diffuse
growth pattern and minimal gland formation.

resemblance to diffuse type gastric adenocarcinoma

UNDIFFERENTIATED ADENOCARCINOMA

exhibits no histologic features of glandular or other differentiation often appearing
sarcomatoid instead.

cells with epithelial appearance arranged in sheets, with a diffuse growth pattern
tumors are cellular and have minimal fibrous stroma.

cells are intermediate in size and have little cytoplasm.

necrosis abundant.

mitotic figures innumerable.

no glandular spaces or signet ring cells are identifiable;

may be transitions to more epithelioid areas
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Observacdo: Durante a fase de definicho do padrdo histopatologico,
permaneceu, a disposicdo dos observadores, o0 texto integral e as ilustracdes da
publicacdo de Albores-Saavedra e colaboradores, contendo, também descricbes de

padrbes menos prevalentes (adecarcinoma hepatoide, células claras, etc.)

1. Albores-Saavedra J, Henson DE, Klimstra DS. Malignant epithelial tumors of the ampulla. In:
Rosai J, Sobin LH (Eds) Tumors of the gallbladder, extrahepatic bile ducts, and ampulla of Vater: Atlas
of tumor pathology, third series. Washington, DC: Published by the Armed Forces Institute of
Pathology under the auspices of Universities Associated for Research and Education in Pathology;
2000. p. 259 - 316.
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APENDICE C - Andlise de associa¢des nos tumores intestinais e pancreatobiliares

da amostra

Categoria Intestinal Pancreatobiliar P
Numero de pacientes 46 16
Idade em anos, média (variacao) 62 (22-83) | 67 (41 -86) 0,136
Sexo (%)
Masculino 52,2 62,5
Feminino 47,8 37,5 0,566
Estadiamento (%)

OallA 48,6 45,5

=3 45,9 27,3 0,125

lelv 5,4 18,2
Grau histoldgico (%)

Baixo grau 78,3 50

Alto grau 21,7 50 0,053
Expressao CK7/CK20 (%)

Padrdo CK7+/CK20 — 42,5 78,6

Padréo CK7 —/ CK20 + 10 0 0,064
Expressao CDX2 (%)

Negativo 69,2 92,3




Positivo 30,8 7,7 0,144
Razao de linfonodos, média % (variacdo) | 15 (0 — 100) | 14,9 (0 — 66) 0,960
Razéo de linfonodos

< 20% 77,1 66,7

> 20% 22,9 33,3 0,669
Linfonodos dissecados, média (variacédo) | 7,6 (1 —18) 53(1-8) 0,152
Linfonodos positivos, média (variagéo) 091(0-7) | 0,78(0-2) 0,968
Linfonodos positivos (%)

Zero 54,3 55,6

1 22,9 111 0,787

2 ou mais 22,9 33,3
Invasdo pancreatica (%)

Ausente 40 33,3

Presente 60 66,7 1,000
Invaséo linfovascular (%)

Ausente 30,8 18,2

Presente 69,2 81,8 0,705
Invasao perineural (%)

Ausente 86,8 72,7

Presente 13,2 27,3 0,355

Tratamento (%)
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Whipple/DPTPP 76,1 56,3
Tratamento paliativo 17,4 37,5 0,098
Resseccéo local 6,5 6,3

Obitos (%) 435 68,8 0,146

DPTPP: duodenopancreatectomia com preservacéo do piloro.
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