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GUEDES, Virgilio Ribeiro. Avaliacdo da expressdo das proteinas Cerb-B2, P53 e
Instabilidade de Microssatélites no Adenocarcinoma Colorretal no Estado do Tocantins.
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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) € uma das neoplasias mais frequentes no mundo. No Brasil ainda
existe muito atraso no diagnéstico e tratamento, sendo o CCR diagnosticado em estadios
avancados associados a altos indices de mortalidade. A instabilidade de microssatélites (MSI)
€ um importante fator de impacto prognostico com um significativo potencial na classificacdo
dos pacientes para a quimioterapia. Outros marcadores moleculares que mostram o estado
de alteracdes e mutagdes sdo as proteinas cerb-B2, p53 que estdo sendo atualmente muito
usados para orientar o prognostico e tratamento individualizado do CCR. Deste modo, o
objetivo desse trabalho foi relacionar a expressado imunoistoquimica dos marcadores p53,
cerb-B2 e MSI com parametros clinicos e patolégicos em individuos com CCR no Estado do
Tocantins. Para isso, foi realizado estudo transversal, no periodo de marco de 2017 a margo
de 2019 com portadores de CCR submetidos a exame anatomopatologico e
imunoistoquimico. Para o estudo imunoistoquimico utilizou-se os marcadores MSI, cerb-B2 e
p53. A classificagdo histologica seguiu os critérios da Organizacdo Mundial da Saude. O Teste
de Fisher foi utilizado para avaliar as diferengas entre as propor¢des dos marcadores p53,
cerb-B2 e MSI com parametros clinicos e patologicos. Considerou-se significancia estatisticas
valores de p <0,05. O estudo incluiu 77 pacientes com média de idade de 60,1+14,8 anos.
Destaca-se que a idade foi um fator risco para CCR, a presenca do tumor aumentou quanto
maior foi a faixa etaria, e em mais de 50% dos casos ocorreu em individuos com mais de 50
anos. A frequéncia de CCR no sexo masculino (57,2%) foi ligeiramente maior do que no sexo
feminino (42,8%). O grau de diferenciacdo celular do CCR é um fator importante para
determinar o progndstico e neste estudo o tipo histopatolégico mais frequente foi
adenocarcinoma em 73 casos (94,8%). A frequéncia de expressdo imunoistoquimica dos
marcadores cerb-B2, p53 e MSI em individuso com CCR foi de 2,6%, 57,1% e 62,3%,
respectivamente. O marcador p53 relacionou-se com a idade dos individuos, enquanto os
marcadores cerb-B2 e MSI ndo apresentaram associagdo estatistica com os parametros
clinicos e morfolégicos avaliados. Além disso, o tamanho do tumor ndo teve relacdo com
idade, grau de diferenciac@o e invasao linfatica. A expressédo de MSI ndo teve associa¢ao
significativa com a expressao do p53 e do cerb-B2, pois esses marcadores podem atuar em
vias carcinogénicas distintas. Dessa forma, conclui-se que a expressdo do MSI foi a mais
frequente entre os individuos com CCR no estado do Tocantins, enquanto o marcador p53

relacionou-se com a idade dos pacientes.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common neoplasms in the world. In Brazil there is
a delay in diagnosis and treatment of CRC, what cause a high mortality rates. Microsatellite
instability (MSI) is an important prognostic factor, and it has a significant potential in the
classification of patients for chemotherapy treatment. Other molecular markers in CCR are
cerb-B2 and p53 proteins, that are currently widely used to guide the prognosis and
individualized treatment. Thus, the aim of this study was to correlate the immunohistochemical
expression of p53, cerb-B2 and MSI markers to clinical and pathological parameters, in people
with CRC in the state of Tocantins. For this, a cross-sectional study was performed between
March 2017 and March 2019. Colorectal samples were submitted to anatomopathological and
immunohistochemical examination to detection of CCR. The immunohistochemical study was
performed for the MSI, cerb-B2 and p53 markers. The histological classification used was the
proposed by the World Health Organization. Fisher's test was performed to evaluate the
differences between the proportions of p53, cerb-B2 and MSI markers with clinical and
pathological parameters. Values of p <0.05 were considered statistically significant. The study
included 77 patients with mean age of 60.1 + 14.8 years. It stands out that age was a risk factor
for CRC because tumor presence increased with age, and more than 50% of cases occurred
in individuals older than 50 years. The frequency of CRC in males (57.2%) was slightly higher
than in females (42,8%). The degree of cell differentiation of CRC is an important factor in
determining the prognosis. In this study, the most common histopathological type was
adenocarcinoma in 73 cases (94.8%). The frequency of immunohistochemical expression of
cerb-B2, p53 and MSI markers in CRC individuals was 2.6%, 57.1% and 62.3%, respectively.
The p53 marker was related to individuals age, while the cerb-B2 and MSI markers had no
statistical association with the clinical and morphological parameters evaluated. In addition,
tumor size was not related to age, degree of differentiation and lymphatic invasion. The
expression of MSI had no significant association with the expression of p53 and cerb-B2, since
these markers can work in different carcinogenic pathways. Thus, it was concluded that MSI
expression was the most frequent among individuals with CRC in the state of Tocantins, while

the p53 marker was related to the patient’s age.

Keywords: Colorectal cancer; microsatellite instability; P53; Cerb-B2; Immunohistochemical.
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1 - INTRODUCAO

O carcinoma colorretal (CCR) € uma neoplasia que pode acometer qualquer area
dos segmentos do colon e do reto, pode possuir aspectos clinico-patolégicos multiplos e ndo
possui sintomas ou sinais patognomoénicos (CUTAIT; FARIAS, 2016).

O CCR apresenta-se como um problema de salde publica de escala mundial,
embora sua incidéncia varie bastante nos diferentes paises, 0os maiores valores sao
encontrados nos continentes mais ricos ou industrializados, como Oceania (Australia),
América do Norte e parte da Europa, enquanto Africa, Asia (india) e América do Sul
apresentam valores menores (STEWART et al., 2014).

Além da incidéncia, o CCR é um tumor com elevadas taxas de mortalidade
(SENOL et al., 2017; WU et al., 2017) tanto no ocidente quanto no oriente. As neoplasias
colorretais representam uma causa importante de letalidade, configurando de 10% a 20% de
todos os oObitos, e o indice de sobrevida geral inferior a 40%. Mesmo diante dos
aperfeicoamentos do diagndstico e no tratamento do cancer colorretal, as taxas persistem
guase inalteradas (INCA, 2019).

Em 2018, dados provenientes dos Registros de Céncer do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) apontam 17.380 casos novos de CCR, correspondendo a 8,1% dos casos de
cancer em homens e 18.980 novos casos em mulheres, o que corresponde a 9,4% dos casos
de cancer em mulheres. Nos homens o CCR foi 0o 3° mais frequente em 2018, depois de
cancer de préstata e traqueia, brénquio e pulmao. J4 nas mulheres, foi 0 segundo mais
incidente, depois do cancer de mama e a frente da incidéncia do cancer de colo de Gtero
(INCA, 2019).

No que se refere a mortalidade, em 2017 o CCR foi responsavel por 9.207 6bitos
em homens, 8% da mortalidade por cancer, ainda atrds de cancer de traqueia, brénquios e
pulmdes e préstata. Nas mulheres, foi responsavel 9.660 6bitos por cancer (9,3%) depois de
Obitos por cancer de mama e traqueia, brénquios e pulmdes (INCA, 2019).

Na regido centro-oeste, em 2018 o CCR foi responsavel por 8,5% dos casos de
cancer nos homens e 10,1% dos casos de cancer nas mulheres. Nos homens sua incidéncia
vem depois dos casos de cancer de préstata e traqueia, bronquio e pulméao e nas mulheres
depois depois do cancer de mama e colo do utero (INCA, 2019).

Na regiao nordeste, os homens foram acometidos pelo CCR em 5,2% dos casos
de céancer, ocupando a 42 posicdo em relacdo a incidéncia de cancer, atras de cancer de
prOstata, estbmago, traqueia, bronquios e pulmao e nas mulheres ocupou a 32 posi¢cdo com
6,2% dos casos, com incidéncia inferior aos casos de cancer de mama e colo do utero (INCA,
2019).
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A regido norte segue padréo parecido ao da regido nordeste, sendo o CCR 0 4°
mais frequente com incidéncia de 4,8% dos casos de cancer. Nas mulheres, o CCR ocupa
também a terceira posic¢ao, responsavel por 7,1% de todos os casos de cancer (INCA, 2019).

Na regido Sudeste o padrdo se modifica e 0 CCR nos homens torna-se o segundo
mais frequente no ano de 2018, com incidéncia de 10,4% dos casos de cancer, depois dos
casos de céancer de préstata. Da mesma forma foi 0 segundo mais incidente nas mulheres
(11,2% dos casos), depois do cancer de mama (INCA, 2019).

Por fim, na regido Sul foi o terceiro mais frequente tipo de cancer nos homens
(6,7% dos casos) depois de cancer de prostata e traqueia, bréonquios e pulméo. Nas mulheres
ocupa a segunda incidéncia de cancer (9% dos casos), depois do cancer de mama (INCA,
2019).

Sobre mortalidade por regides, as regides Norte e Nordeste tem apresentado um
aumento na mortalidade por CCR entre 0s anos de 1996 e 2012 tanto em homens quanto em
mulheres (OLIVEIRA et al., 2018). No que se refere especificamente ao estado do Tocantins,
gue possui uma populacéo de 1.572.866 habitantes (IBGE, 2019), em 2018 o CCR apresentou
uma taxa de 4,48 casos a cada 100 mil e em mulheres 8,25 casos a cada 100 mil. Oliveira et
al. (2018), destacam um aumento significativo nas taxas de mortalidade por CCR no estado
do Tocantins, sendo o quarto estado com maior incremento na taxa de mortalidade nos
homens (0,21 casos/ano) e o segundo nas mulheres (0,18 casos/ano). Os autores relatam
que diferencas quanto as taxas de mortalidade do CCR, assim como a evolucao temporal,
segundo estados e regibes podem ser reflexo das desigualdades socioecon6micase ao
acesso aos servicos de saude, que estdo diretamente relacionadas aos fatores de risco para
0 CCR. Esses autores destacam que as diferencas nas taxas de mortalidade podem advir do
sub-registro e das mudancas no perfil populacional dos estados brasileiros (OLIVEIRA et al.,
2018).

Segundo Neves et al. (2017), que avaliaram os tipos de cancer mais prevalentes
e a ocorréncia de Obitos em individuos internados por cancer no periodo de 2010 a 2015 no
Hospital Geral Publico de Palmas (maior hospital publico do Tocantins) o CCR foi a 82 causa
mais frequente de internagéo, totalizando 5,32% de todas as internagfes por cancer nesse
periodo. Em relag@o a mortalidade por cancer apresentada nesse estudo, 5,16% das mortes
por cancer no Hospital Geral Publico de Palmas de 2010 a 2015 foram decorrentes do CCR
(NEVES et al., 2017).

Em relac&o ao perfil dos pacientes acometidos por CCR, Valadéao et al. (2010),
destacam que apesar de um bom conhecimento a respeito do CCR e da ampliacdo da chance
de sobrevida decorrente de rastreamento, cirurgias, quimioterapia e radioterapia, esta
realidade nédo se aplica de maneira uniforme no Brasil. Esses mesmos autores encontraram

em seu estudo que 70% dos casos de CCR foram diagnosticados ja em estadios tardios e
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destacam a necessidade de um melhor restreamento e diagndstico precoce para essa
condicdo. Um diagnéstico precoce do CCR favorece um bom prognéstico (OUAKRIM et al.,
2015). Dessa forma, a organizagéo da rede assistencial quanto a prevencao, a deteccdo e ao
tratamento oportuno podem levar a um consequente aumento da sobrevida dos pacientes
(OLIVEIRA et al., 2018).

Para estabelecer o diagndstico precoce e um melhor tratamento destacam-se o
estudo dos marcadores tumorais, que sdo produtos moleculares secretados por tecido
neoplasico, detectaveis em células e fluidos organicos que séo capazes de indicar presenca,
extensdo, resposta ao tratamento e presenca de recorréncia da neoplasia (HUNERBEIN,
1998).

Deste modo, a identificacdo de marcadores moleculares no panorama atual
podem impactar significativamente no conhecimento, possibilitando tratamentos mais
individualizados, seja cirdrgico, por quimioterapia ou radioterapia (OLIVEIRA; FONSECA,
2011).

No CCR, dentre os marcadores moleculares destacam-se: a instabilidade de
microssatélites (MSI), que ocorre quando ha alteragbes no pareamento do DNA e alteracdes
nos genes de reparo de mal pareamento (MMR), e que assumem um importante papel para
0 prognéstico com um significativo potencial na classificacdo dos pacientes para a
quimioterapia (MLECNIK et al., 2016; GUEDES; PRANCHEVICIUS, 2019). A proteina cerb-
B2 e p53 também assumem o papel de protagonistas para determinar o progndstico e
tratamento do CCR, possibilitando a identificacdo de alteracbes moleculares e mutacdes das
vias de carcinogenese (COHEN et al., 2017; CICENAS et al., 2017; SINICROPE et al., 2015;
WON et al., 2017, GUEDES, et al., 2019).

Diante desse cenario, destaca-se a importancia do estabelecimento de medidas que
favoregam o diagnéstico precoce e um tratamento direcionado aos individuos acometidos pelo
CCR. Além disso, é sabido que a oferta de servicos e programas de rastreamento de cancer
€ desigual no territério brasileiro (OLIVEIRA et al., 2018). Nesse sentido, até o presente
estudo, ndo foram encontrados dados relacionados especificamente ao perfil de pacientes
com CCR no estado do Tocantins, nem mesmo sobre o perfil de expressao de marcadores
tumorais que tém demonstrado grande relevancia para o diagnéstico e tratamento do CCR.
Dessa forma, este estudo mostra as caracteristicas clinicas e patologicas de individuos com
CCR no estado do Tocantins e qual a relagdo dessas com a expressao imunoistoquimica dos

marcadores p53, cerb-B2 e MSI.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cohen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28214977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cicenas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28074351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sinicrope%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25305506
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - CARCINOMA COLORRETAL

O CCR é um processo proliferativo maligno que pode acometer qualquer parte do
segmento do intestino grosso, com maior prevaléncia nos adultos de ambos os sexos (SENOL
et al., 2017; WU et al.,, 2017). E uma patologia composta de varios aspectos clinico-
patoldgicos, com localizagbes multiplas, ndo possuindo sinais ou sintomas clinicos especificos
ou patognomonicos, porém tem elevadas taxas de incidéncia e mortalidade (SENOL et al.,
2017; WU et al., 2017). Essas taxas variam amplamente no mundo e estéo relacionadas ao
indice de desenvolvimento humano (IDH) (ARNOLD et al., 2016) (Figura 1).

Figura 1 — Incidéncia mundial de carcinoma colorretal (idade ajustada de acordo com a populagéo
padrédo mundial, por 100.000) em 2012,
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Fonte: Ferlay et al., 2013.
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Figura 2 — Mortalidade mundial por carcinoma colorretal (idade ajustada de acordo com a populacéo
padrao mundial, por 100.000) em 2012.
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Fonte: Ferlay et al., 2013.

2.1.1 — Aspectos Epidemiologicos

Em alguns paises desenvolvidos, o CCR € o segundo tipo de carcinoma mais comum
em termos de incidéncia (BEPA, 2009).0 fato de sua histéria natural ser bem conhecida, com
uma lesdo precursora que, ap0s um tempo, normalmente superior a dez anos, cresce e se
transforma em uma neoplasia maligna, torna esta doenca passivel de identificacéo, resseccao
e, portanto, de prevencao através de provas de rastreamento populacional (BEPA, 2009).

O CCR apresenta ampla distribuicdo pelo mundo, mas a sua incidéncia é mais
alta nos Estados Unidos da América e nos paises da Europa Ocidental (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019). Tem pico de incidéncia entre 60 e 79 anos, mas ocorre também antes dos
50 anos (menos de 20% dos casos) e, nesses casos, deve-se suspeitar de outras condicbes
clinicas (CAMPQOS, 2017).
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Nos Estados Unidos em 2019 as estimativas da American Cancer Society para o
namero de casos de céancer colorretal sdo de 101.420 novos casos de cancer de célon e
44.180 novos casos de cancer reto (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Em geral, o
risco de desenvolver um CCR € de aproximadamente 1 em 22 (4,49%) para homens e 1 em
24 (4,15%) para mulheres (FERLAY et al., 2013). Este risco é ligeiramente menor nas
mulheres do que nos homens e outros fatores também podem afetar o risco de desenvolver
o CCR. Em relac¢do a mortalidade, nos Estados Unidos, o CCR ¢€ a terceira principal causa de
mortes relacionadas ao cancer em homens e mulheres, e a segunda causa mais comum de
morte por cancer quando homens e mulheres sdo combinados. Espera-se que cause cerca
de 51.020 mortes durante 2019 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer a estimativa para cada ano
do biénio 2018-2019, é de 17.380 de novos casos de CCR para os homens e de 18.980 para
mulheres (INCA, 2018). Esses valores correspondem a um risco estimado de 16,83 casos
novos a cada 100 mil homens e 17,90 para cada 100 mil mulheres. E ainda segundo o INCA
em 2016, este era o terceiro tipo de cancer mais frequente em homens e o segundo entre as
mulheres, com o numero de mortes de 15.415 casos; sendo 7.387 em homens e 8.024 em
mulheres (INCA, 2018). Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCR em
homens é o segundo mais frequente na regido Sudeste (23,29/100 mil), terceiro nas regides
Sul (22,17/100 mil) e Centro-Oeste (16,95/100 mil), ocupando a quarta posi¢do nas regides
Nordeste (7,98/100 mil) e Norte (4,97/100 mil). Para as mulheres, é o segundo tipo de tumor
mais frequente nas regides Sudeste (23,86/100 mil) e Sul (22,92/100 mil) e nas regibes
Centro-Oeste (17,98/100 mil), Nordeste (9,52/100 mil) e Norte (7,38/100 mil), é o terceiro mais
frequente.

2.1.2 — Fatores de risco

O risco de desenvolver CCR depende de varios fatores que podem ser classificados
em estilo de vida ou fatores comportamentais e fatores determinantes genéticos (LABIANCA
et al., 2013).

A idade é considerada um importante fator de risco, com quase 90% dos casos
ocorrendo depois dos 50 anos (INCA, 2018).

Atualmente sabe-se que setenta e cinco por cento dos cénceres de colon sdo
esporadicos e ndo estdo associados a sindromes hereditarias (DEVITA; LAWRENCE;
ROSENBERG, 2014).

Existem diferencas geogréficas na incidéncia do CCR, porém com um aumento da
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incidéncia em todos os paises, o que podem refletir a adocdo de habitos alimentares em
comum da humanidade, devido a globalizacdo. (ARNOLD et al., 2016). Dentre os fatores
dietéticos, os que mais se relacionam com o aparecimento do CCR estdo a ingestédo
energética excessiva, baixa ingestdo de fibras vegetais inabsorviveis, alta ingestdo de
gorduras e de carboidratos refinados, assim como o consumo elevado de carnes vermelhas
e baixa ingesta de vitaminas (BRASILEIRO FILHO, 2017).

Apesar dessa relagdo entre hébitos alimentares e CCR estar estabelecida, o
mecanismo pelo qual os habitos alimentares aumentam os riscos, permanece ainda pouco
esclarecido. Uma hipétese é que o grande consumo de alimentos gordurosos aumenta a
sintese hepética de colesterol e &cidos biliares, que podem ser transformados em
carcindgenos por bactérias intestinais (FAUSTO; KUMAR; ABBAS, 2016). Uma dieta com
uma quantidade reduzida de fibras leva a diminuicdo do volume das fezes, fazendo com que
microbiota intestinal fique alterada. Esta alteragdo pode aumentar a sintese de subprodutos
oxidativos potencialmente téxicos do metabolismo bacteriano, que ficam em contato com a
mucosa do colon durante muito tempo e levam a uma transformacdo neoplasica (FAUSTO;
KUMAR; ABBAS, 2016).

No CCR, os fatores de risco ligados ao estilo de vida e habitos alimentares, podem ser
modificaveis como o consumo de bebidas alcodlicas, a baixa ingestdo de frutas e vegetais, o
alto consumo de carnes vermelhas e de alimentos processados, a obesidade, o tabagismo e
a inatividade fisica (BOUVARD et al., 2015; FEDIRKO et al., 2011; HARRISS et al., 2009;
WALTER et al., 2014).

2.1.3 — Prevencdo farmacolégica

Além da modificacao dietética e habitos de vida, a quimio-prevenc¢ao farmacolégica no
CCR tornou-se uma area de grande interesse. Em estudo epidemiolégico Kummer e Coelho
(2002) sugerem que a aspirina e/ou outros anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) tém um
efeito protetor. Isto é também relatado no estudo de Cole at al. (2009) que demonstraram que
alguns AINEs causam regresséo de polipos em pacientes com Polipomatose Adenomatosa
Familiar (PAF). Suspeita-se que esse efeito seja mediado pela inibicdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), que é expressa em cerca de 90% dos carcinomas colorretais e em

40% a 90% dos adenomas.
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2.1.4 - Caracteristicas morfolégicas

O CCR é uma doenca com grande heterogeneidade e apresentacdo de tumores
clinico-patolégicos muito semelhantes, sendo que a grande dificuldade do diagndstico comeca
a partir do seu quadro semiético variado e depende da localiza¢do e do tamanho do tumor
(COOPER, 2005)

Os sinais e sintomas séo inespecificos e podem incluir alteracdes do ritmo
intestinal, sensacgéo de cansaco constante, sangue nas fezes e perda de peso. Em um estudo
Carneiro Neto et al., (2006) demostraram que 0s sinais e sintomas mais prevalentes foram:
dor abdominal, alteracdo do habito intestinal, além de perda ponderal, dor retal e
hematoquezia (CARNEIRO NETO et al., 2006).

O quadro clinico do paciente com CCR varia de acordo com a localiza¢do do tumor.
Tumores localizados no célon direito costumam ulcerar, portanto geralmente os individuos
tém sintomas como fadiga, palpitagédo, angina e anemia hipocrémicas e microcitica (devido a
deficiéncia de ferro). Aqueles localizados no célon transverso ou esquerdo causam
obstrucdes, provocando colicas abdominais e até perfuracdes. Por fim, os que se encontram
no retossigmoide podem apresentar hematoquezia, tenesmo e diminuigdo do calibre das
fezes (KASPER et al., 2008).

A localizag&o do tumor ao longo da mucosa do intestino grosso ocorre em cerca
de 50% dos tumores no reto e no sigmoide, 20% dos casos no colon esquerdo e 30% no célon
direito. Macroscopicamente, pode assumir forma exofitica (vegetante), polipdide ou infiltrativa
(ulcerada). Em pacientes mais jovens, o CCR é descrito como sendo mais volumoso, mais
avancado, com pouca diferenciacdo histolégica e com invasdo das estruturas adjacentes
(CARNEIRO NETO et al., 2006).

O adenoma colorretal € considerado um precursor do desenvolvimento do CCR,
gue junto a processos genéticos complexos com alteracdes mutacionais, leva ao
aparecimento do cancer (SENOL et al.,, 2017; XI HONG-QING et al., 2017). Os pdlipos
adenomatosos sao divididos em 3 subtipos: a) adenomas tubulares: apresentam mais de 75
% de sua arquitetura composta por glandulas tubulares e sao a grande maioria dos adenomas;
b) adenomas vilosos: apresentam mais que 50 % de projecdes vilosas; ¢) adenomas tubulo-
vilosos: constituindo entre 5 a 10 % dos adenomas colorretais, sédo constituidos por um misto
de glandulas tubulares e projecdes vilosas, onde estas Ultimas compde entre 25 e 50 % do
total da arquitetura da leséo (FAUSTO; KUMAR; ABBAS, 2016). Embora os adenomas vilosos
contenham focos de invasdo mais frequentes do que adenomas tubulares, a arquitetura por
si s6 ndo aumenta o risco de CCR, quando o tamanho do pélipo é considerado (FAUSTO;
KUMAR; ABBAS, 2016).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sangramento_gastrointestinal_inferior
https://pt.wikipedia.org/wiki/Perda_de_peso
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Outros tipos de pdlipos que sdo descritos sdo os polipos serrilhados que sdo
clinicamente e molecularmente diversos e tém como caracteristica comum, a morfologia das
criptas luminais, caracterizadas por arquitetura glandular serrilhada e um maior potencial de
malignizac@o (SZYLBERG et al., 2015). A classificagcdo histologica dos pélipos serrilhados
tem evoluido ao longo das duas ultimas décadas para distinguir trés subtipos: pélipo
hiperplasico, adenoma serrilhado séssil e adenoma serrilhado tradicional (ROSTY e
BETTINGTON, 2013).

O carcinoma intramucoso é resultado de uma lesdo adenomatosa de alto grau
prévia, a qual apresenta células epiteliais displasicas que rompem a membrana basal para
invadir a lamina propria ou a camada muscular da mucosa. Como nesta area ndo ha vasos
linfaticos funcionais, entdo o carcinoma intramucoso hdo possui capacidade metastatica e se
o tratamento for uma polectomia e tiver ressec¢cdo completa, sem margens comprometidas, o
paciente esta tratado (cura). A invasao abaixo da muscular da mucosa inclusive do pediculo
submucoso é compativel com um adenocarcinoma invasor, apresentando nesta forma riscos
de metastases (FAUSTO; KUMAR; ABBAS, 2016).

2.2 — ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS DO CANCER COLORRETAL

Os CCR sao les6es com origem em pélipos benignos (adenomas), que podem crescer
na parede interna do intestino grosso e/ou reto e evoluirem para uma neoplasia malignha
(FLETCHER, 2007).

2.2.1 - Avaliacao histoldgica

Histologicamente, 95 % dos tumores do intestino grosso sdo adenocarcinomas, cujo o
grau de diferenciacdo, pode ser classificado quanto a diferenciacdo celular em: bem
diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado (CUTAIT E FARIAS, 2016).
O grau de atipias € avaliado por pleomorfismo celular, aumento da atividade mitética e
sobreposicdo nuclear (pseudo-estratificacdo). Quanto mais préximo o epitélio estiver das
caracteristicas de um epitélio normal, este ser& mais bem diferenciado. E quanto mais
diferente estiver das caracteristicas de um epitélio normal, sera mais pouco diferenciado
(GORDON; NIVATVONGS, 1999).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece outras variantes histologicas,

porém sdo mais raras como, Carcinoma mucinoso/coloide (mais de 50% da area tumoral com
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presenca de areas mucinosas/ coloide), Carcinoma de células em anel de sinete (mais de
50% da area tumoral, com presenca de areas de células em anel de sinete), Carcinoma
neuroenddcrino de alto grau, Carcinoma neuroendécrino de grandes células, Carcinoma
neuroenddcrino de pequenas células, Carcinoma de células escamosas, Carcinoma
adenoescamoso, Carcinoma medular e Carcinoma indiferenciado (BOSMAN et al. 2010).
Outras neoplasias que acometem o intestino grosso s&o linfomas e tumor carcinoide
(BRASILEIRO FILHO, 2017).

2.2.2 - Classificagdo Tumor / Linfonodo / Metéstases (TNM)

Atualmente, o0 estadiamento anatomopatolégico € o principal recurso para
determinar o prognéstico dos pacientes portadores de CCR (ZLATIAN et al., 2015), sendo que
o sistema de classificacdo € baseado no Sistema Tumor / Linfonodo / Metastase (TNM), que
avalia o tamanho do tumor, o “status” dos linfonodos loco-regionais e metastases a distancia,
sendo este sistema 0 mais usado para esta finalidade (DAWSON et al., 2019).

No decorrer do tempo algumas classificagdes foram propostas, no inicio a mais
usada foi a descrita por Dukes (AJCC, 2016) e, posteriormente, foi modificada por Astler-
Coller (AJCC, 2016) (Figura 3).

A American Joint Committee on Cancer (AJCC) publicou a primeira edi¢gdo do seu
manual de estadiamento em 1977 e comegou a utilizar o esquema organizado de
estadiamento T (tumor) N (status linfonodal) e M (presenga ou auséncia de metastases a
distancia por via sanguinea).

Atualmente, a classificagdo proposta pela Unido Internacional de Combate ao

Cancer e AJCC (2016), é recomenda para uso geral, e assim é descrita:

Tx - O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO - Nao ha evidéncias de tumor primario

Tis - Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasdo da lamina prépria

T1 - Tumor que invade a submucosa

T2 - Tumor que invade a muscular propria

T3 - Tumor que invade através da muscular prépria, alcangando os tecidos pericolorretais
T4a - Tumor que penetra na superficie do periténio visceral

T4b - Tumor que invade diretamente outros 6rgdos ou estruturas ou que adere a eles

Nx - Os linfonodos regionais n&o podem ser avaliados

NO - Auséncia de metastases em linfonodos regionais
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N1 - Metastase em 1-3 linfonodos regionais

Nla - Metastase em 1 linfonodo regional

N1b - Metastase em 2-3 linfonodos regionais

N1c - Depdsito (s) de tumor na subserosa, no mesentério ou tecidos pericolicos ou
perirretais ndo peritonizados sem metastase em linfonodos regionais

N2 - Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais

N2a - Metastase em 4-6 linfonodos regionais

N2b - Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais

Mx - Met4stase a distancia ndo podem ser avaliadas

MO - Auséncia de metastase a distancia

M1 - Metéstase a distancia

Mla - Metéastase confirmada a um érgao ou local (p. ex., figado, pulmao, ovario, linfonodo
nao regional)

M1b - Metastase em mais de um 6rgao/local ou peritbnio

O estadiamento patoldgico para o CCR, também denominado estagio cirtrgico é
mais preciso do que o estadiamento clinico.

O conhecimento do diagndstico histopatolégico do tumor néo é pré-requisito para
se realizar o estadiamento do CCR. Em consulta de primeira vez, suspeitando do diagnéstico
de neoplasia maligna, o médico clinico podera, a partir de uma coleta bem feita da histéria
natural do tumor, identificando queixas principais e buscando todos os sinais que se associam
ao mesmo, procurar avaliar a extensdo da doenca (INCA; 2011).

O sistema descrito para estadiamento do CCR sempre deve contar com a adi¢cdo
do estadiamento patoldgico, denominado estagio cirargico, sendo este bem mais preciso do
gue o estadiamento clinico, levando-se em conta que € a soma dos resultados do exame
fisico, bidpsias, exames de imagem e pecas cirurgias (Oncoguia, 2019).

De acordo com a classificacdo TNM obtém-se a classificacdo com os estadios |,
I, 1l e IV (Figura 3) (AJCC, 2016).
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Figura 3 — Estadiamento do cancer pela American Joint Committe on Cancer (AJCC, 2016).

Table 17-13 Colorectal Cancer Staging Systems

American Joint Committee Astler-Coller Modification
on Cancer (AJCC) Stage of Dukes Classification
T N M
I T NO MO A
T2 NO MO B1
1A T3 NO MO B2
IIB T4a NO MO B2
IIC T4b NO MO B3
A -T2 N1/Nic MO C1
) N2a MO C1
1B T3, Tda N1 (any) MO C2
T2, T3 N2a MO C1/C2
M, 12 N2b MO C1
lIIC T4a N2a MO C2
T3, Tda N2b MO C2
T4b N1, N2 MO C3
IVA Any T Any N M1a D
VB Any T Any N M1b D
*Stages not included in original Dukes classification; added later for comparison with AJCC
staqing.

Fonte: AJCC, 2016.

2.2.3 — Estudo dos Linfonodos

A presenca de invasdo de blocos de células tumorais no interior de vasos linfaticos é
considerada como infiltracdo linfatica pelo tumor e é um fator adverso independente no
prognostico através de analises multivariadas e univariadas (ZLOBEC; LUGLI, 2008).

Embora as alteragBes histolégicas como adenocarcinoma pouco diferenciado
juntamente com carcinoma mucinoso, sejam associadas a pior prognostico, os dois fatores
prognosticos mais importantes sdo a profundidade da invasao (T) e presenca de metéstases
em linfonodos (N) (BRASILEIRO FILHO, 2011).
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2.2.4 - Tamanho tumoral

O tamanho do tumor é medido no maior eixo do CCR e € registrado no laudo com
avaliacdo macroscopica, para fins de estudo de margens, verificando se as distancias das
margens cirurgicas estao livres de comprometimento neoplasico e para documentacdo do
caso, para possivel comparacao com 0s exames de imagem, porém o tamanho do tumor n&o

tem significancia prognéstica (COMPTON et al., 2003).

2.3 - ALTERACOES GENETICAS (CARCINOGENESE COLONICA)

As alteragbes genéticas ou carcinogénese sdo o resultado de varias etapas de
alteracdes, podendo estar asssociada a dezenas, até centenas, de genes, por meio de
instabilidade gendmica, mutacdes génicas, amplificagcbes génicas, quebras e perdas
cromossdmicas e mecanismos epigenéticos, sendo envolvidos varios grupos de genes nesse
processo: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo do
DNA (ROCHA; SILVA, 2003).

Os protoncogenes (oncogenes) sdo genes sintetizam proteinas que estimulam a
proliferacdo e o crescimento celular. Estas muta¢des produzem ganho de funcéo e podem ser
causadas pela mutacdo em apenas um dos alelos. Os principais oncogenes envolvidos no
CCR séo os genes da familia RAS (KRAS e NRAS) (VASEN, 2000).

Os genes de supressao tumoral (genes supressores de tumor) produzem proteinas
gue inibem a formacao do tumor pela regulagéo da atividade mitética, proporcionando controle
inibitério do ciclo celular. Ocorre proliferagcdo tumoral quando esses controles inibitorios séo
desregulados pela mutagéo. Os principais genes supressores de tumor relacionados ao CCR
sdo o gene Adenomatous Polyposis Coli (APC) e o gene p53. (JIMENO et al., 2009).

O sistema de reparo de DNA (Genes de reparo) atua durante o seu processo de
replicacdo e é responsavel pela substituicdo, com alta fidelidade, de nucleotideos que
apresentem pareamento incorreto. A inativacdo desse sistema, portanto, pode levar ao
acumulo errébneo de nucleotideos pareados e predisposicdo a carcinogénese. Mutacdes
nesses genes estao relacionadas a sindrome de CCR hereditério ndo polipose (HNPCC), ou
Sindrome de Lynch (VASEN, 2000).

A carcinogénese coldnica possui duas vias patogenéticas que sao: Via supressora (ou
do Adenomatous Polyposis Coli / beta-catenina), na qual a instabilidade genémica provoca

uma série de mutacdes sucessivas e ordenadas que leva a formacdo de adenomas e sua
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posterior malignizac&o. Via mutadora (ou da instabilidade de microssatélites), caracterizada
por mutacBes ou inativacdes nos genes de reparo do DNA (MMR) (BRASILEIRO FILHO,
2011).

2.3.1 - Via supressora (ou do Adenomatous Polyposis Coli / beta-catenina)

Esta via é marcada por transtornos da regulacéo da proliferacdo celular da via
supressora da carcinogénese colbnica. Quando ha instabilidade genbémica, que favorece
mutagbes sucessivas em multiplos genes supressores e proto-oncogenes, resulta em
adenomas que irdo progredir para um adenocarcinoma. As mutagfes no gene APC séo as
primeiras alteragfes em 80% dos tumores esporadicos. A progressao de um adenoma para
adenocarcinoma ocorre devido a alteracbes de mutacdo adicionais e/ou perda da
heterozigose em alguns genes que promovem o crescimento do adenoma, levando a um grau
maior de displasia e capacidade de infiltrar e invadir tecidos, que é o adenocarcinoma
(BRASILEIRO FILHO, 2011) (Figura 4).

Em alguns casos pode ocorrer adenocarcinoma sem que haja a presenca de
pélipos adenomatosos precursores de displasias (lesdes displasicas associadas a uma
doenca inflamatéria cronica intestinal, RCUI, Doenca de Crohn ou a criptas aberrantes)
originando a neoplasia sem um adenoma prévio no local. Os principais genes que sofrem
mutagdes nesta via sdo: APC, KRAS, SMAD, TGFR3 e o p53 (BRASILEIRO FILHO, 2011).

Figura 4 - Via supressora.
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Fonte: FAUSTO; KUMAR; ABBAS, 2016.
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2.3.2 - Via mutadora (ou via de instabilidade de microsatélites)

As alterac6es gendmicas (mutacdes e inativacdo) sdo caracterizadas por genes
de reparo do DNA. O produto destes genes (hMSH2, hMLH1, hMSH6, hPMS1, hPMS2) sdo
revisores do “DNA”, pois eles vao detectar erros ocorridos durante a replicagao celular. A
grande maioria das mutagdes envolve o hMSH2 (cromossomo 2p22) e o hMSH1
(cromossomo 3p21). No genoma humano existem sequencias repetidas (50.000 a 100.000)
de um a seis nucleotideos que receberam o nome microssatélites (BRASILEIRO FILHO,
2011). As mutacdes no gene de reparo do DNA correlacionam por vezes a alteracdes de
sequencias repetidas de nucleotideos chamadas de MSI. Algumas destas sequencias ficam
pareadas ou ocorrem em regides codificadoras de genes envolvidos com a proliferacdo
celular, como TFGRR tipo II, IGFIIR, Braf e BAX. (Figura 3).

Figura 5 - Via mutadora.

ADENOMA SERRILHADO SESSIL CARCINONAS

COLON NORMAL

Fonte: FAUSTO; KUMAR; ABBAS, 2016.

As mutagBes nesses genes MSI resultam no aumento da proliferacéo celular e/ou
diminuicdo da apoptose. Nos genes de reparo do DNA com anormalidades as taxas de novas
mutacBes aumentam de 100 a 1000 vezes (BRASILEIRO FILHO, 2011).
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2.3.3 - Eventos Epigenéticos

Os processos que regulam a expressao génica e que ndo estdo relacionados a
sequéncia primaria do DNA, séo definidos pelo termo “Eventos Epigenéticos”, sendo que
estes processos sao herdaveis ao longo das divisbes celulares (REIK et al., 2003). A metilacéo
do DNA é um processo no qual o radical metil (-CH3) ¢é adicionado ao carbono 5 da citosina
(5 metilcitosina) e ocorre predominantemente em regides denominadas “ilhas CpG” (KLOSE;
BIRD, 2006), regides do DNA ricas em dinucleotideos C-G (TANG et al., 2007). O fenétipo
metilador da ilha CpG (CIMP) estd presente em varios tipos de cancer inclusive no CCR,
sendo este conceito introduzido por Toyota et al. (1999).

Aproximadamente 60% das regifes promotoras de genes humanos séo ricas em ilhas
CpG e quando ndo metiladas encontram-se em estado ativo para a transcricdo e quando sdo
metiladas a transcricdo génica fica impedida, ou seja, o gene alvo é reprimido, sugerindo que
estes clusters sédo importantes elementos de regulacédo génica (STRAUSSMAN et al. 2009).
Os eventos epigenéticos possibilitam o silenciamento de muitos genes por metilacdo, o que
pode aumentar a progressdo ao longo da cada via da carcinogénese. (FAUSTO; KUMAR,;
ABBAS, 2016).

2.4 - CANCER COLORRETAL ESPORADICO

O CCR tem diferentes fatores que parecem estar relacionados com a ocorréncia
da doenca, contudo mais de 75% dos casos de CCR sao definidos como esporadicos, de
carater ndo familiar e decorrente de uma exposigéo cronica da mucosa intestinal a agentes
carcinogénicos (BEPA, 2009).

No entanto, estudos epidemiolégicos demonstram alguns fatores de risco
envolvidos como, idade avangada, historico de adenomas, doenca inflamatéria intestinal e
histérico familiar de CCR hereditario (BEPA, 2009).

No caso do CCR esporadico, ele se caracteriza pela presenca de genes com
ambos os alelos inativados por eventos epigenéticos fortuitos, como mutacdes somaticas,
delecdes ou hipermetilacbes (DEVITA; LAWRENCE; ROSENBERG, 2014). Ademais, para
que ambos os alelos dos genes envolvidos sejam perdidos no mecanismo da carcinogénese,
em geral ,sdo necessarias varias décadas, o que poderia explicar porque o CCR esporadico

tem maior prevaléncia em pessoas com idade mais avangada (VASEN, 2000).
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2.5 — CANCER COLORRETAL HEREDITARIO

O CCR hereditario é dividido em dois subtipos: Sindrome da Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP) e Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipose (HNPCC), que recebe a
nomenclatura de Sindrome de Lynch (LYNCH et al.,1995; LYNCH et al.,1998).

2.5.1 - Sindrome da Polipose Adenomatosa Familiar

A Sindrome da polipose adenomatosa familiar (PAF) € doenca hereditaria de carater
autossdmico dominante, sendo responsavel por apenas 1% dos casos de CCR na populagéo
(HABR-GAMA et al., 2005). E caracterizada pela presenca de centenas a milhares de polipos
adenomatosos colorretais, na qual, e se ndo for realizado o tratamento cirurgico, havera
desenvolvimento de CCR em 100% dos casos. O defeito genético localiza-se no gene APC
situado no brago longo do cromossomo 5021 (KINZLER et al.,, 1991), sendo que em
aproximadamente 20% dos casos, a doenca pode ser decorrente de mutagfes genéticas
(GRODEN et al.,1991).

2.5.2 - Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipose (HNPCC)

E uma sindrome relacionada a mutacdes da linhagem germinativa dos genes de
reparo (MMR), que incluem o CCR entre outros tipos de neoplasias (BALMANA et al., 2006).
Deverdo ser usados critérios para indicagcdo de testes genéticos para a detec¢édo do Cancer
Colorretal Hereditario N&o Polipose (HNPCC) (VALADAO; CASTRO, 2007).

A sindrome de Lynch I, ou HNPCC cléssica, apresenta critérios bem definidos
estabelecidos por um Grupo Colaborativo Internacional em HNPCC (ICG-HNPCC) (Critérios
de Amsterdam |, (VASEN et al., 1991)). Critérios menos restritivos tém sido propostos por
diferentes grupos, como os critérios de Bethesda (RODRIGUEZ-BIGAS et al., 1997) e os do
ICG-HNPCC (Critérios de Amsterdam II, (VASEN et al., 1999)), considerando a presenca de
tumores extra-col6énicos (Sindrome de Lynch IlI). Os critérios sugeridos para realizacao de

testes moleculares para deteccao de alteragdes nos genes MSI sdo os seguintes:
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¢ Critérios de Amsterda |

1. CCR histologicamente confirmado em, pelo menos, trés parentes, um dos quais parente
em primeiro grau dos outros dois;

2. Pelo menos duas geracdes sucessivas diagnosticadas com CCR;

3. Pelo menos um caso de CCR diagnosticado antes dos 50 anos, e

4. Exclusao clinica de FAP.

¢ Critérios de Amsterda Il

Familias com pelo menos trés parentes apresentando um dos canceres associados a HNPCC

(CCR, cancer de endomeétrio, intestino delgado, ureter ou pelve renal), sendo que:

5. Um deve ser parente em primeiro grau dos outros dois;

6. Pelo menos duas geracdes sucessivas devam ser afetadas;

7. Pelo menos um caso de cancer deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade;
8. O diagndstico de polipose adenomatosa familiar deve ser excluido nos casos de CCR;

9. Os tumores devem ser verificados por exame anatomo-patoldgico.

* Critérios de Bethesda

1. Individuos com CCR em familias que preenchem os critérios de Amsterda; ou

2. Individuos com dois canceres associados ao HNPCC, incluindo CCR sincrénico e
metacrdnico ou canceres extra-colénicos (endométrio, ovario, estbmago, intestino delgado,
hepatobiliar, pelve renal ou ureter); ou

3. Individuos com CCR e com um parente em primeiro grau com CCR ou com cancer extra-
coldnico associado ao HNPCC e/ou com adenoma colorretal; um dos canceres
diagnosticados antes dos 45 anos, e 0 adenoma diagnosticado antes dos 40 anos; ou

4. Individuos com CCR ou cancer de endométrio diagnosticado antes dos 45 anos; ou

5. Individuos com CCR no célon direito com padrdo histopatolégico indiferenciado,
diagnosticado antes dos 45 anos; ou

6. Individuos com CCR com padrao histopatolégico em anel de sinete, diagnosticado antes
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dos 45 anos; ou

7. Individuos com adenoma diagnosticado antes dos 40 anos.

A identificacdo de tumores associados a MSI, do Kras e do Braf sdo muito importantes,
visto que constitui um critério de rastreamento para o cancer de cdlon hereditario ndo
associado a polipose (HNPCC), popularmente chamada de sindrome de Lynch (BACCHI et
al., 2014).

2.5.3 - Sindrome de Turcot

Os pacientes que séo considerados portadores da sindrome de Turcot sdo aqueles
com sindrome de PAF ou sindrome de Lynch que apresentam tumor cerebral. Existem muitas
mutacbes genéticas diferentes podem causar a sindrome de Turcot. Sendo que
freqientemente, uma mutacdo em um gene chamado APC faz a doenga se desenvolver.
Anormalidades no gene APC sao tipicamente associadas a sindrome de PAF. Existem outros
casos, em gque as mutacdes nos genes S, que sdo responsaveis pela reparacdo de outros
genes, também conhecidos como genes de reparo incompativeis, que também podem causar
a sindrome. Quando a sindrome de Turcot é secundaria a esse tipo de defeito, ela é
frequentemente considerada um subconjunto da sindrome de Lynch. (BRASILEIRO FILHO,
2011).

2.5.4 - Sindrome de Gardner

A Sindrome de Gardner podem apresentar sinais e sintomas principalmente na partir
da segunda década, mas podem aparecer em qualquer fase da vida, € uma doenca
autossdmica dominante, no gene APC, do cromossomo 5g21, sendo assim considerada uma
PAF. Afeta 1:14000, de forma igual entre homens e mulheres. Relacionado com a sindrome,
h& a presenca de outros tumores extra-colénicos, podendo ser osteomas, cancer de tireoide,
cistos epidermoides, fibromas, cistos sebaceos, anormalidades dentais e tumores
periampulares. Além da polipose intestinal, pode acarretar outros polipos no duodeno, no
baco, no mesentério e no intestino delgado. (BRASILEIRO FILHO, 2011).
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2.6 — ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

A imunoistoquimica (IHQ) é um procedimento diagnostico amplamente utilizado
na patologia, as reac¢des imunoistoquimicas podem ser utilizadas nas mais diferentes
situacdes dentro de um laborat6rio de patologia cirdrgica. Segundo Bodey (2002) sao as mais

importantes:

1) elucidagao do tecido de origem de uma neoplasia indiferenciada;

2) determinagédo do 6rgdo de origem de uma neoplasia diferenciada;

3) subclassificacdo de linfomas;

4) pesquisa de fatores progndsticos, terapéuticos e indices proliferativos de
algumas neoplasias;

5) identificacdo de estruturas, organismos e materiais secretados pelas células;

6) detecgdo de células neoplésicas metastaticas.

A IHQ também pode fornecer informagBes genéticas importantes sobre os
tumores, atualmente com a ampliagédo do espectro de novos painéis de anticorpos, bem como
a disponibilidade de técnicas de recuperacdo de antigenos mais eficazes e uma melhor
compreensdo das alteracdes moleculares dos tumores e juntamente com sistemas de
deteccdo imunoistoquimicos altamente sensiveis, pode-se realizar diagnésticos com
informacfes mais relevantes em patologias como o CCR (CHRISTOPHER et al., 2014).

Por exemplo, a IHQ para a MSI é recomendado para todos os pacientes com CCR,
sendo esta importante para a identificacdo de pacientes com Sindrome de Lynch, além de
orientar as decisdes terapéuticas e aconselhamento genético (VAKIANI, 2017).

Outra situacdo, as amostras de mucosa coldnica submetidas a técnica IHQ
apresentam resultados para expressdo de p53, em cerca de 80% das amostras de CCR
(ZLATIAN et al.,, 2015; SENOL et al., 2017; XI HONG-QING et al., 2017). O cerbB-2 é
considerado um biomarcador promissor, porém ainda ndo se tem informagao suficiente para
utiliza-lo na pratica clinica diaria (HERRERO; LOPEZ; GIL 2015).

2.6.1 - Instabilidade de Microssatélites.

A patogenia do CCR ainda n&o esta muito bem esclarecida, entretanto, € comumente

definida por duas vertentes moleculares de instabilidade genbémica. Uma delas é a
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instabilidade cromossémica, que esta envolvida em certos oncogénese e genes supressores
de tumor, como a proteina p53 e a outra via é a MSI (MLECNIK et al., 2016; AMIRA et al.,
2014; ALEX 2016; KAWAKAMI; ZAANAN; SINICROPE, 2015). A presenca de MSI no CCR é
muito importante na clinica oncolégica, pois desta forma pode-se prever resultados favoraveis,
sendo que o tumor pode ser menos agressivo e ha uma probabilidade menor de metéstases
para linfonodos (MLECNIK et al., 2016).

Os microssatélites sdo sequéncias proteicas curtas presentes em todo o genoma e
sdo usadas como marcadores de deficiéncia de MMR (do inglés: “mismatchrepair’) que sao
genes de reparo do sistema DNA-MMR. Este sistema é composto de 4 genes MMR e suas
proteinas codificadas: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (KAWAKAMI; ZAANAN; SINICROPE,
2015; SETAFFY; LANGNER, 2015; CHRISTOPHER et al., 2014). Estudos moleculares tém
identificado que esta familia de genes pode predispor os individuos ao CCR. Por exemplo,
alguns destes genes envolvidos no MMR, sendo eles: hMSH2, hMLH1, hPMS2, hMSH3 e
hMSH6 (GRIZZLE et al., 1999), tem sido correlacionados a Sindrome de Lynch (HNPCC)
(LYNCH et al., 1991; LYNCH et al.,1997) e respondem por aproximadamente 15% de todos
0s CCR (KAWAKAMI; ZAANAN; SINICROPE, 2015; 2015; YUAN et al., 2015; NOWAK et al.,
2017) que advém da via de MSI, que é uma consequéncia da deficiéncia do reparo de
incompatibilidade de DNA MMR (dMMR). (KAWAKAMI; ZAANAN; SINICROPE, 2015).

A perda da MMR leva a freqiiéncia elevada de pontos de mutagcéao (mutator phenotype)
e MSI. As muta¢bes desses genes, resultam no aumento dessa proliferacéo e/ou diminuicédo
da apoptose que predispdem ao CCR (BRASILEIRO FILHO, 2011). As proteinas MMR estéo
anormalmente presentes em muitas células humanas, particularmente em células em
proliferacédo, tais como epitélio da cripta intestinal (CHEN; SWANSON; FRANKEL, 2017).

Nos casos de neoplasias deficientes nos genes MMR (dMMR) apresentam
caracteristicas patolégicas e clinicas peculiares, incluindo inicio mais precoce da doenca, a
sua localizag&o é mais proximal, grande reacao inflamatoria linfocitaria do tipo Crohn e padréo
de crescimento medular, resultando num pior prognéstico para o paciente (YUAN et al., 2015).

No CCR néo-polipoide (HPNCC), é muito importante realizar teste para identificagcéo e
a pesquisa de MSI, onde se realiza a comparacdo de sequéncias de microssatélites das
células tumorais com as do tecido normal. A classificacéo € baseada de acordo com o numero
de marcadores onde for detectada a instabilidade: MSS (stable) quando nenhum marcador
mostra instabilidade, MSI-L (low) quando se observa a instabilidade em um marcador, e MSI-
H (high) quando houver instabilidade em dois ou mais marcadores (LASSANCE et al. 2012).

A MSI deve-se a deficiéncia do sistema de reparos com erros de mal pareamento
cromossdmico, causada por silenciamento epigenético de MLH1 ou por mutacdes
germinativas de um gene de reparo de DNA, seguido pela inativagcdo somatica do segundo

alelo, caracterizando a sindrome de Lynch (MLECNIK et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28259170
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Na maioria dos CCR de pacientes com HNPCC ocorrem MSI, as quais sao usadas
como biomarcadores. O gene hMLH1 esta localizado no cromossomo 3p21-23 em area de
importancia para os genes envolvidos no CCR hereditario ndo polipdide (LINDBLOM et al.,
1993; NYNSTROM-LAHTI et al., 1994) e 0 gene hMSH2 esta localizado no cromossomo 2p21,
em area inicialmente identificada como uma regido importante para genes envolvidos no CCR
hereditario ndo polipéide (HNPCC) (LEACH et al., 1993; PELTOMAKI et al., 1993).

A identificacdo do MSI no CCR € de grande importancia, ja que este marcador ajuda
a diferenciar o CCR com dMMR e com MSS, o que ajuda na individualizagédo do tratamento e
da avaliacéo clinica e prognéstica do paciente (YUAN et al., 2015).

2.6.2 - Gene Tp53

A ativacdo de oncogenes e a inativagdo de genes supressores de tumor sdo a
base molecular para o surgimento das neoplasias malignas no célon. A maioria dos CCR se
desenvolve a partir de adenomas preexistentes, em pacientes com polipomatose
adenomatosa familiar, ha uma mutacao herdada no cromossomo 5q, responsavel pelo epitélio
hiperproliferativo, que caracteriza uma carcinogénese em estagio inicial nestes pacientes.

O Tp53 € um gene supressor do tumor, que esta localizado no cromossomo 17 e
18, este gene codifica uma fosfoproteina denominada proteina p53, que exerce um importante
papel no controle do ciclo celular e previne o aparecimento de cancer (EISENBERG;
KOIFMAN, 2001). A proteina p53 é uma ativadora de apoptose e tem o papel de bloquear a
divisdo celular nas células que sofreram injurias no seu DNA, dando assim tempo para a
reparacgao celular (ALMEIDA et al., 2007). Sendo assim as dele¢des nos cromossomos 17p e
18g, bem como mutagdes no gene Tp53 ocorrem com mais frequéncia em estagio tardio da
carcinogénese (CUTAIT; FARIAS, 2016; FEARON; VOGELSTEIN 1990). Mutagdes na
proteina p53 sdo encontradas em cerca de 50% de todos os casos de cancer humanos e em
mais de 50 tipos diferentes de tumores (MATTOS et al., 2005).

A superexpressio da p53 leva a um crescimento acelerado devido a aceleracéo da
fase G1-S (DEMIR et al., 2014). Porém, caso os danos ao DNA ndo possam ser reparados, a
p53 inicia a apoptose, ativando o gene Bax pro-apoptotico. Se as mutagbes na célula se
tornarem permanentes, as células neoplasicas passardo a acumular a proteina p53 mutada,
que pode ser visualizada por técnicas de IHQ (MELINCOVICI et al., 2016).

O exame de IHQ do p53 é importante para a diferenciagéo dos tipos de tumor, e na
avaliagao de sua agressividade e reconhecimento da origem de metastases (ZLATIAN et al.,

2015). Sob a analise do exame de um IHQ para p53, o nucleo da célula apresenta varios
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granulos marrons, quando é positivo, e possibilita assim sua visualizagao no nucleo celular
(MELINCOVICI et al., 2016; LU et al., 2017; WU et al., 2017).

A expressao de p53 pode contribuir para a decisao do tratamento do CCR, e é um
marcador de prognostico reservado para a doenga. (MELINCOVICI et al., 2016; SENOL et al.,
2017; WU et al., 2017; JUNIKU-SHKOLOLLI et al., 2015; SAYAR et al., 2015). Quanto menor
a diferenciacdo do tumor, maior a expressao de p53, portanto a p53 pode indicar o
comportamento de maior agressividade (malignidade) do CCR (WU et al., 2017; JUNIKU-
SHKOLOLLI et al., 2015; SAYAR et al., 2015). A expresséo de p53 também aumenta o risco
de morte e recidiva tumoral, porém sua expressao nao interfere no desfecho clinico do
tratamento quimioterapico (DEMIR et al., 2014).

O gene TP53 mutante no CCR se relaciona com resisténcia a quimioterapia e com pior
progndstico, bem como metastases em linfonodos (METEOGLU et al., 2015). A medida que
o0 CCR se desenvolve, as mutagdes no gene TP53 se tornam mais frequentes, sendo estas
menos frequentes no adenoma e mais frequentes no CCR (METEOGLU et al., 2015).

O CCR com superexpressdao de p53 se associa com metastases em linfonodos,
disseminacao por contiguidade e metastases a distancia (metastases hepaticas, infiltragao
pleural e invasao extra-tiredidea) (LI et al., 2016). A expressdao de p53 em metastases
linfonodais € bem maior do que nos tumores primarios (METEOGLU et al., 2015). A
superexpressao de p53 também modula o risco de metastases pulmonar (metastases a
distancia) e reduz o tempo de sobrevida a metastectomia pulmonar (retiradas de metastases
pulmonar), sendo a sobrevida maior em pacientes com p53 negativos e menor para pacientes
com p53 positivos (LI et al., 2016).

A heterogenicidade de um tumor é um ponto critico e limitante para seu diagnéstico
molecular e para uma terapia individualizada, porém no CCR se tem distribuicdo homogénea
de p53. A baixa taxa de heterogenicidade da p53 suporta a afirmagéo de que as mutag¢des no
gene TP53 sdo um evento precoce no desenvolvimento do CCR (ZLATIAN et al., 2015; STAHL
et al., 2015; SENOL et al., 2017; KOBAYASHI et al., 2014). O status genémico do TP53 pode
ser analisado por meio de sequenciamento genético, porém a reprodutibilidade, concordéancia
e o baixo prego da IHQ, fazem com que este método diagndstico seja 0 mais conveniente,
sendo assim a IHQ da proteina p53 faz-se util na detecgao de CCR em estagios iniciais (LI et
al., 2016).
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2.6.3 - Gene Cerb-B2

O gene cerb-b2, também descrito na literatura por diversos outros nomes e grafias
(c-erbB-2; cerbB-2; C-erbB-2; HER-2; HER-2/neu; ERBB2; erbB2; erbB-2; neu/ c-erbB-2;
oncogene neu; proteina neu; neu), localiza-se no cromossomo 17g21.1 e é responsavel pela
codificacdo de uma proteina transmembrana que atua como receptor tirosina quinase, de
185kDa, membro da familia dos receptores dos fatores de crescimento (BEGNAMI et al.,
2005; EISENBERG; KOIFMAN 2001).

A amplificagdo do cerb-b2 se relaciona com a superexpressao na membrana
celular da proteina que o mesmo codifica, € denominada também de proteina cerb-b2.
Estudos apontam que esse gene estd superexpresso nos canceres de mama e em diversos
tipos de carcinomas, como nos ovarianos, de glandulas salivares, colénicos e no CCR
(BEGNAMI et al., 2005; SHABBIR et al., 2016). Vérias mutacdes ativadoras de cerb-B2, as
vezes amplificagbes cerb-B2 concomitantes, foram identificados no CCR. Estas mutagdes
estdo presentes em aproximadamente 7% dos CCR, em dados do “The Cancer Genome
Atlas”, e pode coexistir com a amplificagdo do gene cerb-B2 em cerca de 20% dos casos
(KAVURI et al. 2015).

Alguns autores correlacionam a expressao aumentada de cerbB-2 como um
indicador de pior prognéstico. De acordo com estes autores, pacientes com tumores que
apresentam expressdo aumentada de cerbB-2 tiveram um periodo livre de doenca menor e
com uma menor sobrevida em geral. No entanto, estes autores, em andlises multivariadas
nao conseguiram encontrar uma associagao entre sobrevida geral, ou periodo livre de doenca
a presenca da expressao do cerbB-2 (EISENBERG; KOIFMAN, 2001).

Herrero, Lopez e Gil (2015) classificaram os biomarcadores moleculares e
gendmicos no CCR com base nas categorias estabelecidas pelo consenso realizado pelo
College Of American Pathologists. Essas categorias foram baseadas em evidéncias
apresentadas como fatores diagnésticos e sao elas: categoria I: definitivamente comprovado
como fator prognostico e utilizado na pratica clinica diaria; categoria IlA: extensivamente
estudado, com valor progndstico e/ou preditivo de resposta, porém sua importancia clinica
ainda nao foi validada em ensaios clinicos randomizados; categoria |IB: fatores promissores,
porém sem informacéo suficiente para a inclusdo na categoria | ou IIA; categoria lll: fatores
ainda ndo estudados o suficiente para determinar o seu valor prognéstico ou preditivo;
categoria IV: fatores sem significancia progndstica.

O cerbB-2 é classificado como categoria lIB, ou seja, considerado um biomarcador
promissor, porém ainda ndo se tem informacé&o suficiente para utiliza-lo na pratica e na clinica

diaria. Ainda ndo existem estudos clinicos suficientes que tenham explorado de maneira
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adequada o papel de terapias anti cerb-B2 no CCR, e se tem apenas dados muito limitados,
que inclui estudos com um numero pequeno de pacientes, porém este marvcador podera ser
uma possibilidade terapéutica (HERRERO; LOPEZ; GIL, 2015).
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3 - OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Relacionar a expressado imunoistoquimica dos marcadores p53, cerb-B2 e MSI com
parametros clinicos e patoldégicos em individuos com cancer colorretal no Estado do

Tocantins.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever as caracteristicas clinicas e patoldgicas de individuos com céancer
colorretal.
o Associar a distribui¢cdo dos individuos com cancer colorretal de acordo com o tamanho

do tumor e caracteristicas clinicas.

o Analisar a distribuicdo da expressao imunoistoquimica dos marcadores p53, cerb-B2
e MSI de individuos com cancer colorretal .

o Associar a distribuicdo da expressdo imunoistoquimica do marcador cerb-B2 com
caracteristicas clinicas e patologicas de individuos com céncer colorretal.

o Associar a distribuicdo da expressdo imunoistoquimica do marcador p53 com
caracteristicas clinicas e patologicas de individuos com cancer colorretal.

o Associar a distribuicdo da expressdo imunoistoquimica da MSI com caracteristicas
clinicas e patoldgicas de individuos com cancer colorretal.

o Associar a distribuicdo da expresséo imunoistoquimica da MSI com a expressao dos
marcadores p53 e cerb-B2 de individuos com céancer colorretal.

o Subsidiar o conhecimento cientifico acerca de tumores col6nicos e marcadores

tumorais de interesse oncoldgico.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Este é um estudo transversal, realizado no periodo compreendido entre marco de
2017 a margo de 2019, com abordagem predominantemente quantitativa.

4.2 — POPULACAO

A populagéo-alvo foram pacientes portadores de CCR, com diagnostico realizado por
exame anatomopatoldégico e imunoistoquimico no Laboratorio Centro Diagnéstico de
Anatomia Patologica de Palmas (CDA) o qual atende pacientes da cidade de Palmas e
também de outros grandes municipios do estado como Araguaina e Gurupi, sendo estas as
principais cidades do Estado do Tocantins.

No presente estudo, o delineamento transversal foi escolhido pois pretendia-se
investigar a presenca ou auséncia de alteracdes do CCR, sendo avaliado a expresséo do
marcadores tumorais e as caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas.

O estudo transversal € uma caracterizacao do estudo clinico-patolégico de acordo
com o seu periodo de seguimento (mar¢co de 2017 a marco de 2019, com abordagem
predominantemente quantitativa). Este delineamento € utilizado quando pretende-se realizar
um corte instantaneo em determinada populagéao por meio de uma amostragem (HOCHMAN
et al., 2005).

4.3 — DADOS

Os dados foram coletados a partir dos resultados obtidos de exames
anatomopatoldgicos (bidpsias endoscopicas e pecas cirurgicas), sendo estes coletados em
individuos oriundos dos trés maiores centros do Estado do Tocantins: Araguaina, Palmas e
Gurupi).

Os exames anatomopatologicos ap0s a coleta foram recebidos pelo laboratorio

CDA, onde foram registrados e identificados por numero préprio, além de ser encaminhado
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para o exame macroscépico, aonde sera descrito cor, tamanho, peso e aparéncia do 6rgao
analisado. No caso de diagndstico patoldgico, este registro foi acompanhado de uma ficha
técnica com identificacdo do 6rgdo e as datas de fixacdo e da entrada do material no
laboratério, e informacgdes do paciente. Os resultados de carcinomas do colorretal invasores
foram classificados seguindo os parametros morfologicos da OMS (BOSMAN, 2010).

Os resultados dos exames anatomopatolégicos incluem dados sobre sexo, idade,
caracterizacao histologica e tamanho do tumor, grau de diferenciacao, além da presenca ou
auséncia de invasao linfética. Tais variaveis foram utilizadas para a caracterizacao clinica dos
individuos incluidos na pesquisa.

O estudo imunoistoquimico do nosso trabalho foi realizado com os painéis de
rotina para os marcadores p53, cerb-B2 e MSI, seguindo as diretrizes de Bethesda para
detecgcdo do CCR hereditario ndo associado a polipose (HNPCC - Sindrome de Lynch). A
caracterizacao da expressao imunohistoquimica desses marcadores foi entdo posteriormente

associada as caracteristicas clinicas obtidas por meio dos exames anatomopatoldgicos.

4.4 — PROCESSAMENTO DO MATERIAL

O material selecionado para este estudo foi oriundo do laboratério CDA, o qual foi
registrado e acompanhado de ficha técnica com a identificacdo do 6rgdo, a datas de fixacao
e entrada do material, bem como as informacg@es clinicas pertinentes aos pacientes, sendo
estas enviadas pelo médico assistente. Em todos os casos, na entrada foram verificadas as
condi¢cbes do transporte, acondicionamento e fixacdo, sendo o material encaminhado logo
apoés para a clivagem, depois submetido ao processamento histolégico, emblocamento em
parafina, cortes dos blocos de parafina, confeccédo de laminas e coloracdo com hematoxilina
e eosina, montagem das laminas, analise histoldgica e diagndstico anatomopatoldgico.

Em se tratando de estudo envolvendo seres humanos vivos, foram observados
todos os principios da ética médica, normas da VISA (Vigilancia Sanitaria), bem como as

Resolucdes do Conselho Federal de Medicina.

4.4.1- Fixacao

As pecas cirargicas foram imersas em formol tamponado a 10%, sendo que esta

fixacdo impede o processo de autdlise ou morte tecidual, fazendo que as estruturas biologicas
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se mantenham praticamente intactas. Segundo Caputo et al. a fixacao interrompe o processo
de autodlise do tecido que retirado do organismo ou ap0s a sua morte, deixa de ser oxigenado,
ai as moléculas de diéxido de carbono comecam a se acumular nestes tecidos, fazendo com
que enzimas lisossomiais atuem sobre as préprias células. Para que o fendmeno da autolise
ndo ocorra, faz-se necesséario o processo de fixagdo dos tecidos. Para uma boa fixacéo,
utilizamos o formol tamponado cobrindo todo tecido a temperatura ambiente (em média 25°
C), no minimo por 2 horas e com uma rela¢do do volume fixador de 10 vezes o volume do

material a ser fixado.

4.4.2 - Clivagem

A clivagem (corte das pecas) foi realizada ap6s o processo de fixagédo, sendo esta
utilizada para reduzir o tamanho das pecas e para facilitar a penetracdo do formol tamponado
10% em menor tempo, evitando assim, perda de qualidade do tecido bem como a necrose
isquémica e autolise tecidual. As pecas cirurgicas foram abertas longitudinalmente pela borda
antimesentérica, procurando néao transfixar a lesdo; as margens foram pintadas com nanquim
preta, para avaliacdo de invasdo e comprometimento destas margens.

Os cortes foram secionados de forma perpendicular a superficie e acompanharam
paralelamente a orienta¢do das fibras tecido muscular. O tumor foi medido em seus eixos
maiores, apos foram realizados cortes em toda a sua profundidade e foram incluidos
fragmentos representativos das margens radial, proximal e distal, com fragmentos
representativos da transi¢éo entre a lesao e a mucosa ndo neoplasica.

As secc¢les das pecas cirdrgicas foram realizadas com laminas de aco cortante
afiada, sendo utilizado cabo de aco de bisturi cirdrgico numero 3, e o corte foi realizado em
uma agcdo com 0 movimento Unico se iniciando a partir do cabo para a ponta da lamina do
bisturi, obtendo-se fragmentos planos e paralelos, sem franjas. Em média os fragmentos das
pecas cirurgicas foram na espessura de 3,5 mm de espessura, mas em alguns dos fragmentos
chegaram a 6,0 mm.

A orientacdo dos cortes na peca cirargica foi realizada para dar a melhorar a
orientagdo para a inclusdo no bloco de parafina para a microtomia. Os cortes das pecas
cirurgicas foram inseridas diretamente em cassetes e colocadas no formol.

No caso das biépsias endoscépicas foram colocadas em papel de filtro e inseridas

dentro dos cassetes e colocadas diretamente no formol.
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4.4.3 - Processamento Histoldgico

O material clivado foi enviado para o processamento histolégico, o qual é
basicamente uma preparagdo fisico-quimico, sendo que estes fragmentos foram
desidatrados, diafanizados, impreganados por parafina, incluidos e emblocados em parafina.
O processamento histoldgico é descrito abaixo:

4.4.3.1 - Desidratagao

O material biolégico, segundo Michalany, mesmo apds a fixagcdo, ainda retém
cerca de 85% de agua em seu interior. Diversas substancias desidratantes sdo eficazes, para
realizar a desidratacdo, sendo que no laboratério CDA o produto utilizado para esta fungéo é
alcool etilico. A parafina é um produto derivado do petréleo e é insoluvel em agua, e para que
a parafina consiga penetrar no tecido processado, € necessario que a agua presente nos
fragmentos seja retirada, por isso séo utilizadas substancias desidratantes como o alccol.

O Processador Automatico de Tecidos Lupetec Modelo PTO5 TS, possui
recipientes de alcool que foram utilizados para realizar a desidratacdo do tecido, de forma
progressiva quanto a grau de concentragdo alcodlica, indo da mais baixa concentragéo para
a mais alta e ndo diretamente com o alcool absoluto. Isto porque a desidratacéo se for rapida
pode provocar uma grande retracdo do tecido. A quantidade de volume que foi utilizada de
alcool etilico para processo de desidratacdo foi de 20 vezes maior que o0 volume dos
fragmentos das pecas cirdrgica e das bidpsias endoscopicas.

Segundo Masson a desidratacdo a partir do alcool absoluto produz excelentes
resultados, sendo sua a finalidade é retirar a 4gua dos tecidos, e a 4gua que é retirada,
também é responsavel pela diluicdo do desidratante.

Os recipientes de &lcool utilizados no Processador Automético de Tecidos Lupetec
Modelo PTO5 TS, durante o processamento dos tecidos, fizeram movimentos constantes,
permitindo que a mistura da agua depositada no fundo com o alcool ficasse homogeneizada
com o restante do liquido presente do recipiente.

Houveram varias trocas de alcool realizadas pelo Processador Automatico de
Tecidos Lupetec Modelo PT05 TS, que possui uma sequéncia de 6 frascos de 2 liitros
contendo alcool em concentracdes diferentes, sendo que a agua liberada dos fragmentos foi
sendo desprezada paulatinamente, a medida que a cesta contendo os fragmentos passava
para 0os outros banhos de &lcool no processador. Outro detalhe € que o Processador

Automatico de Tecidos Lupetec Modelo PT05 TS, possui recipientes com fundo largo, assim
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favorecendo o volume de agua ser depositada no fundo, proporcionando menor contato da

agua depositada com a peca cirtrgica ou bidpsia endoscépica a ser desidratada.

4.4.3.2 - Diafanizag&o ou clarificagao

Para realizarmos a diafanizacdo ou clarificacdo, foi utilizado o Processador
Automatico de Tecidos Lupetec Modelo PTO5 TS, o qual possui dois recipientes de 2 litros
com xilol, e este faz a substituicdo do &lcool por xilol, penetrando no material processado, o
tornando mais claro, motivo o qual a etapa se chamada também de clarificacdo. O
diafanizador que foi utilizado para o processamento histol6gico de rotina no laboratorio CDA
foi o xilol, sendo que este produto € manipulado de acordo com as exigéncias de
biosseguranca e normas da VISA, com a utilizacdo adequada dos Equipamentos de Protecéo
Individual (EPI) e luvas, além de nao ser descartado em rede de esgoto.

O tempo de processamento histolégico na clarificagédo, dentro dos frascos de xilol
foi controlado automaticamente pelo Processador Automatico de Tecidos Lupetec Modelo
PTO5 TS, evitando prejudicar a qualidade e o ressecamento do material. Para o controle de
troca do xilol, foi verificado de maneira sistematica, se havia uma nata branca na superficie
do recipiente, indicando que o material processado em contato com o xilol ndo estava sendo

bem desidratado, assim detectado, realizamos a troca por xilol novo imediatamente.

4.4.3.3 - Impregnacao

Neste estudo foi utilizado a parafina histolégica SOLVEN WAX 140, na rotina para
processamento histolégico, no Processador Automatico de Tecidos Lupetec Modelo PTO5 TS
o qual possui dois recipientes termo-regulaveis, o qual aquece a parafina préximo ao seu
ponto de fusdo de aproximadamente 60° C. A parafina é sélida a temperatura ambiente, porém
guando fica em estado liquido, tem a capacidade de infiltrar tecidos, penetrando nos espagos
internos e depois endurece quando fica resfriada, formando fragmentos impregnados de
parafina, com rigidez suficiente para a realizagdo dos cortes. A parafina utilizada em nosso
laborat6rio sempre foi filtrada, antes de ser utilizada para realizacéo de impregnacdes. Desta
forma, evitou-se o carreamento de impurezas do processamento para 0 material, como

artefatos nas laminas durante a microscopia.
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4.4.3.4 — Inclusédo

A inclusdo na parafina foi feita com os fragmentos processados, apés a etapa da
impregnacédo, deixando-os depois esfriar e endurecer, e logo depois foram colocados em
moldes metalicos, na central inclusora LEICA, observando a superficie seccéo, voltada para
baixo, depois foi preenchido com parafina em fase liquida. Com o molde preenchido, colocou-
se 0 cassete histoldgico (peca de plastico devidamente identificada a qual é fixada ao
micrétomo para o corte do bloco) sobre o molde. Feito isso, o0 molde foi colocado na placa fria
na central inclusora LEICA, promovendo o resfriamento da parafina e o endurecimento do
bloco. Conferimos sempre apds o resfriamento a posi¢ao que os fragmentos nos blocos, como
foram colocados no molde, se estavam corretas, ou ndo, visto que isso determina a incidéncia

de corte.

4.5 — CORTES HISTOLOGICOS

Foi utilizado para realizar os cortes histolégicos de rotina o micrétomo rotatério
American Optical 620 com navalhas de a¢o da marca LEICA 505 (navalhas descartaveis, de
boa qualidade e adaptavel ao porta-navalhas). O material incluido em parafina, foi
previamente avaliado para que ndo houvesse, nos blocos de parafina, nenhuma substancia
anticorrosivas ou impurezas, bem como fios de ago utilizados para clampear algas intestinais.

Os cortes foram feitos na espessura de 3,5 a 5 micrébmetros, segundo Michalany,
1990 e Caputo et al., 2010, sendo estas a espessura ideal para a passagem de luz e
evidenciacdo do tecido em microscopio. As fitas de parafina produzidas com estes cortes
histolégicos, foram depositadas com o auxilio de uma pin¢ca de algodao numero 3, com
delicadeza, em banho-maria previamente aquecido, para ser realizada a distensdo sobre a
agua, evitando a formacgéo assim de dobras, na temperatura aproximada de 40°C.

Depois das fitas de parafina prontas, foi realizado a pesca destas fitas com laminas
de vidro de ponta fosca, previamente limpas e identificadas, sendo levadas para uma estufa
FENAN de secagem e esterilizacdo a 60°.

Seguindo orientacbes do manual de histologia USP 2002, foi realizada a limpeza
das laminas, antes da microtomia, para tirar todas as impurezas e evitar a contaminacéao dos
cortes. Apos a limpeza, a laminas receberam a devida identificacé@o, sendo feita marcagdes a
lapis e com etiquetas proprias com o respectivo codigo de barras, contendo o nimero de
registro correspondente ao bloco. Para evitar que os cortes se desprendem-se das laminas

durante a etapa da coloracao, foi aplicado albumina sobre todas as laminas.
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4.6 — COLORACAO E MONTAGEM

Segundo Aarestrup, 2012 e Souza Junior, 2010 a coloragédo universal utilizada
para histologia e histopatologia, € a hematoxilina e eosina (HE). A técnica de coloragao
Hematoxilina-Eosina foi usada para a classificagéo histolégica em nosso estudo. Logo apés a
fixacdo, processamento e os cortes, ja descritos, os tecidos mostram células sem cores
transparentes, sendo utilizado para a microscopia a coloragéo HE.

Os cortes dos tecidos foram depositados nas laminas apos sairem da estufa,
sendo lavados com xilol, antes da coloracéo, para a retirada de restos de parafina que ainda
estavam nas laminas. Depois deste procedimento as laminas foram submetidas a hidratagcéo
em alcool, em sequéncia decrescente de grau de concentragdo, para que o meio ficasse
pronto para receber os corantes sollveis em agua, sendo logo depois expostas aos corantes.
Foi aplicada neste estudo a técnica de coloragdo da Hematoxilina-Eosina (HE) descrita

segundo Prophet et al., (1992), sendo feita da seguinte maneira:

e Agua destilada - 6 a 8 minutos,

e Hematoxilina - 10 minutos,

e Agua - remoc&o do excesso de corante,

e Solucédo de HCL a 1% - 6 a 8 imersdes.

e Agua corrente (controle da coloragéo nicleo/microscopio),
e Eosina -1 a 2 minutos,

e Alcool etilico a 95% - 6 a 8 imersdes, e lavar com Xilol.

¢ Montagem da lamina.

As laminulas antes de serem colocadas sobre as laminas coradas, foram limpas em
solugdo alcodlica até ficarem translicidas evitando posteriormente manchas e sombras ao
serem observadas ao microscopio. O Etellan foi utilizado para fixar a laminula nas laminas
coradas, durante a colocagdo da laminula sobre o tecido, tomou-se muito cuidado para evitar

a formacao de bolhas, que poderiam prejudicar a visualizacdo dos fragmentos estudados.

4.7 — CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

A necessidade de se classificar histologicamente os casos de cancer baseia-se na

constatacdo do tipo de tumor e seu comportamento em relagdo com o hospedeiro. A
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classificacdo das neoplasias malignas em grupos obedece a diferentes variaveis de
diagnéstico histopatoldgico.

O Sistema de classificacdo histoldgica utilizado foi o proposto pela organizagéo
mundial de saude (OMS; 2010), com 0s seguintes tipos histoldgicos:

e Adenocarcinoma,

e Carcinoma mucinoso / coléide (mais de 50% da &rea tumoral representada por areas
mucinosas/coldide),

e Carcinoma de células em anel de sinete (mais de 50% da area tumoral representada
por células em anel de sinete),

e Carcinoma neuroenddcrino e alto grau,

e Carcinoma neuroenddécrino de grandes células,

e Carcinoma neuroenddcrino de pequenas células,

e Carcinoma escamoso,

e Carcinoma adenoescamoso,

e Carcinoma medular

e Carcinoma indiferenciado.

O termo diferenciacdo tumoral refere-se ao grau em que as células neoplasicas
assemelham-se as células normais.

As neoplasias malignas podem apresentar células com grau variavel de diferenciagéo
(bem diferenciado, moderadamente diferenciado, pouco diferenciado ou indiferenciado).

As células indiferenciadas, sao chamadas também de células anaplasicas.

O grau histoldgico (diferenciacdo tumoral) dos adenocarcinomas de coélon foi
classificado de acordo com o preconizado pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC,
2016):

» Baixo grau (bem e moderadamente diferenciado):
e Grau 1 — bem diferenciado;

e Grau 2 — moderadamente diferenciado;

» Alto grau (pouco diferenciado ou indiferenciado):
e Grau 3 — pouco diferenciado;

e Grau 4 - indiferenciado.
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4.8 - ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Os blocos de parafina contendo o material oriundo das biépsia endoscopicas e
fragmentos das pecas cirurgicas, foram processados e submetidos aos cortes histologicos.

A espessura média de cada corte foi de 3,5 micras. Estes cortes foram colocados
em |laminas de vidro silanizadas.

ApOs esta etapa, os cortes partiram para secagem em temperatura ambiente por
24 horas, com identificacdo da lamina.

Em seguida, as laminas foram colocadas em estufa a 60° C para desparafinar por
60 minutos, lavadas com dois banhos de xilol por 6 minutos cada, para a retirada de residuos
de parafina que ainda estavam nas laminas.

Depois deste procedimento as laminas foram submetidas & hidratagcéo em alcool,
em sequéncia decrescente de grau de concentragdo. Apos, as laminas foram lavadas em
agua deonizada por 1 minuto.

Para o estudo do exame IHQ, utilizou-se a recuperacdo antigénica pelo calor
Uumido sob pressao, com uso de uma camara de presséao Riptide (Celerus), sendo ultilizado o
tampdo universal DIVA - BioCare por 40 minutos a temperatura de 98°C com auxilio da jarra
de Coplin.

Apo6s o resfriamento a temperatura ambiente foi efetuada a lavagem com tampao
PBS (Phosphate Buffered Saline) ph 7,6 por 5 minutos. Sendo submetida entdo ao bloqueio
da peroxidade por 10 minutos, utilizando peréxido de hidrogénio a 30% diluido em tampé&o
PBS ph 7,6.

Logo em seguida foi efetuada duas lavagens com tampdo PBS ph 7,6 e uma
lavagem com tampédo TBST (Tris Buffered Saline) ph 7,6 e efetuado o bloqueio da proteina
(Background Sniper).

As amostras foram incubadas por uma hora com os anticorpos primarios. O painel
de rotina utilizado foram os marcadores: p53 (BioCare, Lote 081719, diluigdo 1:500), cerb-B2
(BioCare, Lote 022219, diluicdo 1:250) e MSI (BioCare, Lote 091718, diluicdo 1:250).

Posteriormente sendo efetuada duas lavagens por TBST ph 7,6 por 03 minutos
cada e incubado no polimero Probe Mouse (Kit universal Mach 4- Polimer) por 30 minutos,
em seguida mais duas lavagens em tampéo TBST ph 7,6 pelo tempo de 03 minutos cada.

As laminas foram incubadas posteriormente em MR HRP- Polymer pelo tempo de
30 minutos, passando novamente por duas lavagens em tampé&o TBST ph 7,6.

Na sequéncia os cortes foram incubados no DAB (Diaminobenzidina) por 5
minutos e submetidas a coloragéo de fundo pela hematoxilina de Harris.

O controle negativo da técnica foi realizado pela execugdo da técnica sem a
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adicdo do anticorpo primario, enquanto o positivo foi realizado com lamina proveniente de
paciente portador de CCR com reconhecida expressdo positiva. Para analise
imunoistoquimica utilizou-se microscépio optico comum (Nikon Eclipse E200), 40x, 100x e
magnificacdo final de 400x.

Todas as laminas foram lidas por patologista experiente, sem o conhecimento prévio
das caracteristicas clinicas de cada doente e com acesso somente aos seus proprios
resultados, o qual classificou a expressao tecidual dos marcadores cerb-B2, p53 e MSI. Apos
leitura de trés campos adotou-se o resultado, positivo ou negativo. Considerou-se como
reacdo positiva a coloragdo nuclear que ocorreu de modo difuso, com pontos de intensidade
variaveis e distribuicdo homogénea. Considerou-se auséncia de expressao tecidual
(negativo) quando menos de 10% das células analisadas apresentavam expressao tecidual
para os marcadores cerb-B2, p53 e MSI.

A figura 5 mostra o padrédo imunoistoquimico positivo para os marcadores cerb-B2,
p53 e MSI. A leitura da imunocoloragdo foi sempre realizada na regido de graduacdo
(diferenciacéo) histologica do tumor definida previamente no estudo convencional pela técnica
da hematoxilina-eosina. Assim, caso a neoplasia fosse considerada como bem diferenciada a

leitura foi realizada nessa area.

Figura 6. Imagens dos resultados positivos na avaliacdo imunohistoquimica para os marcadores (A)
cerb-B2, (B) p53 e (C) MSI. 100x.
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4.9 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados no Programa Excel e analisados no Programa Stata
14.0. Para as variaveis qualitativas, os dados foram descritos em valores absolutos e relativos;
e, para as variaveis quantitativas por meio de média e desvio-padrdo. Utilizou-se o Teste de
Fisher para avaliar as diferencas entre as propor¢des dos marcadores p53, cerb-B2 e MSI
com parametros clinicos e patoldgicos. Considerou-se significancia estatisticas valores de p
<0,05.

4.10 - ASPECTOS ETICOS

O uso de material biolégico humano, coleta dos dados e a manipulagdo das
informagdes deste projeto, foram somente utilizadas a partir da permissdo e a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tocantins (CEP — UFT).

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS
CERB-B2, P53, INSTABILIDADE DE MICROSSATELITES E MUTACOES DO KRAS E BRAF,
EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA COLORRETAL NO ESTADO DE TOCANTINS.
Pesquisador Responsavel: Maria Cristina da Silva Pranchevicius.

Area Temética: Biotecnologia

Versdo: 2. CAAE: 93356218.9.0000.5519.

Submetido em: 17/04/2018.

APROVADO EM: 13/06/2019.

Instituicdo Proponente: Fundacdo Universidade Federal do Tocantins.

Situacdo da Versédo do Projeto: Aprovado.

Localizagéo atual da Versao do Projeto: CAAE: 93356218.9.0000.5519

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio.
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5 - RESULTADOS

O estudo foi realizado com 77 pacientes portadores de cancer colorretal (CCR). A
média de idade encontrada nos pacientes portadores de CCR foi de 60,1 anos (+14,8). Em
relacdo a faixa etaria, 14,3% dos individuos possuiam idade inferior a 40 anos (11 casos),
11,7% com idade entre 41 a 50 anos (09 casos) e 74,0% com idade superior a 50 anos (57
casos) (Tabela 1).

Sendo que a frequéncia entre os genéros foi 57,2% pertencente ao sexo masculino e
42,8% pertencente ao sexo feminino (Tabela 1).

Quando nés avaliamos o tipo histopatolégico, a maior prevaléncia foi de
adenocarcinoma, com presenca de 73 casos (94,8%), e o de menor frequéncia foi de
carcinoma mucinoso com 4 casos (5,2%) (Tabela 1).

A maioria dos pacientes apresentaram a diferenciacdo histologica de baixo grau
(94,8%; 73 casos) (adenocarcinoma bem diferenciados e moderadamente diferenciados) e
apenas 5,2% (4 casos) dos pacientes possuiam a diferenciagdo histologica de alto grau
(adenocarcinomas pouco diferenciados ou indiferenciados) (Tabela 1).

As pegas cirurgicas (colectomias) no material analisado foram 44 (57,1%) casos, entre
esses, 54,5% dos casos tinham presenca de tumor medindo entre 2,0 a 5,0 cm, 34,1%
maiores que 5,0 cm, e apenas 6,8% menores ou igual a 2,0 cm (Tabela 1).

A avalicdo de presenca de invasdao linfatica (metastases para linfonodos regionais) foi
positiva para 23 casos (52,3%) e negativa para 16 casos (36,4%) e em 5 (11,3%) foram
desconhecidas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e patoldgicas de individuos com CCR (cancer colorretal). Estado do
Tocantins, 2017-2019. (n=77)

Caracteristicas n (%)
Média de idade (+tDP) 60,1+14,8 anos
Faixa etéria

<40 anos 11 (14,3)

41 - 50 anos 9 (11,7

> 50 anos 57 (74,0)
Sexo masculino 44 (57,2)
Sexo feminino 33(42,8)
Tipo histolégico

Adenocarcinoma 73 (94,8)

Carcinoma Mucinoso 4 (5,2)
Grau de diferenciacéo

Baixo grau 73 (94,8)

Alto grau 4(5,2)
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Tipo de procedimento

Cirargico 44 (57,1)
Endoscépico 33 (42,9)
Tamanho do tumor (extensséo) (n=42)*
<2,0cm 3(6,8)
2,0a5,0cm 24 (54,5)
>5,0cm 15 (34,1)
Sistema TNM
Invasado da parede (T)
Camada submucosa (T1) 2(2,6)
Camada muscular (T2) 0 (0,0)
Camada serosa (T3) 42(54,5)
Orgéo vizinhos (T4) 0 (0,0)
Sem avaliacéo (Tx) 33(42,9)
Invasao linfatica (N) (n=44)**
Positiva (N1,N2) 23 (52,3)
Negativa (NO) 16 (36,4)
Desconhecido (Nx)*** 5(11,3)
Metastases a distancia (M)
Desconhecido (Mx) 77 (100)
Total 77 (100,0)

* Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas e 2 casos de pegas cirurgicas fragmentas.
** Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscépicas.
*** Presenca de 5 pecas cirirgicas sem linfonodos avaliaveis.

De acordo com a classificagdo TNM (tumor, linfonodos, metastases) e o estadiamento
segundo o American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2016) (Figura 1), dos 44 pacientes
com pega cirargica ressecada, 42 tumores foram T3 e 2 tumores T1. Quando associados a
N (linfonodos) obtivemos os seguintes resultados: em 1 caso (2,3%) classificado como T1NO
(estadio 1), em 1 caso (2,3%) classificado como T1 Nx (estadio 1), em 3 casos (6,8%)
classificado como T3 Nx (estadio Il1A), em 17 casos (38,6%) classificado como T3 NO, (estadio
[IA), em 11 casos (25%) classificado como T3 N1, (estadio IlIB), em 10 casos (22,7%)
classificado como T3 N2a (estadio IlIB), e por fim 1 caso (2,3%) foi classificado como T3 N2b
(estadio IlIC) (Figura 7).

As pecas endoscopicas foram excluidas da classificacdo TNM, pois ndo possibilitaram
esta avaliacao. O tamanho do tumor, a invasao linfatica, foram parametros apenas utilizados
para as pecas cirurgicas.

A auséncia do envio dados clinicos e um followup dos pacientes, pelo medico
soliciante, em 33 casos para pacientes os portadores de CCR, ndo possibilitou a avaliacdo
pelo sistema TNM (tamanho do tumor, invasdo linfatica ou a presenca de metastates a
distancia), sendo que estes casos foram classificados apenas como Tx (invasdo de parede

desconhecida ou ndo pode ser avaliada).



52

Figura 7. Classificacdo TNM (tumor, linfonodos, metastases) de individuos com CCR (céncer
colorretal). Estado do Tocantins, 2017 -2019. (n=44)
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Tumores com tamanho entre 2,0 a 5,0 centimetros foram mais prevalentes nos
individuos com idade entre 41 a 50 anos (80,0%). Em individuos com idade superior a 50
anos, 45,2% possuiam tumor com tamanho entre 2,0 e 5,0 cm e 45,2% tumores com tamanho
acima de 5,0 cm.

Em relacé@o ao grau de diferenciacdo, tumores entre 2,0 e 5,0 cm ocorreram em 55%
dos tumores de baixo grau de diferenciagéo, enquanto todos os casos de tumores com alto
grau de diferenciagdo possuiam tamanho entre 2,0 a 5,0 cm.

A invasao linfatica foi mais prevalente (54,6%) também nos tumores entre 2,0 a 5,0
cm, enquanto 40,9% dos tumores maiores que 5,0 cm possuiam invasao linfatica positiva
(Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos individuos com CCR (cancer colorretal) de acordo com o tamanho e
caracteristicas clinicas. Estado do Tocantins, 2017-2019.

Caracteristicas Tamanho p
<2,0cm 20-50cm >50cm
n(%) n(%) n(%)
Idade (n=42)* 0,112
<40 anos 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0)
41 — 50 anos 0 (0,0) 4 (80,0) 1 (20,0)
> 50 anos 3(9,6) 14 (45,2) 14 (45,2)
Grau de diferenciacdo (n=42)* 0,455
Baixo grau 3(7,5) 22 (55,0) 15 (37,5)

Alto grau 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0)
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Sistema TNM (n=42)*

Invasao da parede (T) 0,116
Camada submucosa (T1) 1(33,3) 2 (66,7) 0 (0,0)
Camada serosa (T3) 2(5,1) 22 (56,4) 15 (38,5)

Invasao linfatica (N) 0,380
Positiva (N1,N2) 1(4,5) 12 (54,6) 9 (40,9)
Negativa (NO) 2 (12,5) 8 (50,0) 6 (37,5)
Desconhecida (Nx)** 0 (0,0) 4 (100,0) 0 (0,0)

Total 3(7.1) 24 (57,2) 15 (35,7)

*Foram excluidos 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas e 2 casos de pecas cirurgicas fragmentas.
** Presenca de 4 pecas cirirgicas sem linfonodos avaliaveis.

Em relacdo a frequéncia de expressao imunoistoquimica dos marcadores cerb-B2, p53
e MSI em individuos com céancer colorretal, 2,6% foram positivos para cerb-B2, 57,1% para

p53 e 62,3% dos casos apresentaram o marcados MSI (Figura 8).

Figura 8 . Distribuicdo da expressédo imunoistoquimica dos marcadores p53, cerb-B2 e MSI de
individuos com CCR (cancer colorretal). Estado do Tocantins, 2017-2019. (n=77).
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A pesquisa para cerb-B2 apresentou 2 (2,6%) casos positivos, 69 (89,6%) negativos,
e em 6 (7,8%) dos casos a pesquisa para marcador cerb-B2 ndo pode ser realizada, por falta
por blocos esgotados, com material exiguo para estudo.

Para o marcador cerb-B2 , individuos com idade abaixo de 40 anos 9 casos (81,8%)
foram negativos, 2 casos (18,2%) foram desconhecidos e nenhum caso foi positivo (0,0%).
Entre os pacientes com 41 a 50 anos, 7 casos (77,8%) foram negativos e 2 casos (22,2%)
foram desconhecidos.

Nos individuos com idade acima de 50 anos o cerb-B2 apresentou-se positivo em 2
casos (3,5%), negativo em 52 (93,0%) e desconhecido em 2 (3,5%) (Tabela 3).

Em relac&o ao sexo, o marcador cerb-B2 foi positivo em 2,3% dos homens e em 3,0%
das mulheres com CCR. Os casos desconhecidos entre os homens teve uma prevaléncia de
11,3%, e entre as mulheres de 3%.

O tipo histolégico de CCR encontrado nos casos positivos para o marcador cerb-B2
foi 0 adenocarcinoma, sendo que o0s casos de carcinoma mucinoso foram negativos. Ademais,
casos negativos para o cerb-B2 foram identificados em 100% dos casos com lesao de alto
grau e em 89,1% das lesdes de baixo grau, enquanto que dos casos positivos 2,7% todos
apresentaram lesbes de baixo grau. O tamanho do tumor ndo associou-se ao marcador cerb-
B2.

Em relacdo a invaséo linfatica, 100% dos casos de invasao de linfonodos negativos,
também foram negativos para o marcador cerb-B2 e 87% dos positivos apresentaram
negatividade para este marcador (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo da expressédo imunoistoquimica do marcador cerb-B2 segundo caracteristicas
clinicas e patoldgicas de individuos com CCR (cancer colorretal). Estado do Tocantins, 2017-2019.
(n=77)

Caracteristicas Marcador cerb-B2
Positivo Negativo N&o p
n(%) n(%) realizado
n(%)
Idade 0,181
<40 anos 0 (0,0) 9(81,8) 2(18,2)
41 - 50 anos 0 (0,0) 7(77,8) 2(22,2)
> 50 anos 2(3,5) 52 (93,0) 2(3,5)
Sexo
Masculino 1(2,3) 38 (86,4) 5(11,3) 0,398
Feminino 1(3,0) 31 (94,0) 1(3,0)
Tipo histolégico 0,404
Adenocarcinoma 2(2,7) 66 (90,4) 5 (6,9)
Carcinoma Mucinoso 0 (0,0) 3 (75,0) 1(25,0)
Grau de diferenciacéo 0,783
Baixo grau 2(2,7) 65 (89,1) 6 (8,2)

Alto grau 0 (0,0) 4 (100,0) 0 (0,0)



Tamanho do tumor (n=42)* 0,191
<2,0cm 0(0,0) 3(100,0) 0 (0,0)
2,0a5,0cm 0(0,0) 20 (83,3) 4 (16,7)
>5,0cm 0(0,0) 15 (100,0) 0 (0,0)

Sistema TNM

Invasdo da parede (T) 0,533
Camada mucosa (T1) 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0)
Camada serosa (T3) 0 (0,0) 38 (90,5) 4 (9,5)
Desconhecidos (Tx) 2(6,1) 29 (87,8) 2(6,1)

Invaséao linfatica (n=44)** 0,252
Positiva (N1,N2) 0 (0,0) 20 (87,0) 3(13,0)
Negativa (NO) 0 (0,0) 16 (100,0) 0 (0,0)
Desconhecida (Nx) 0 (0,0) 4 (80,0) 1(20,0)

Total 2 (2,6) 69 (89,6) 6 (7,8)
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*Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas e 2 casos de pegas cirurgicas fragmentas.
** Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas.

Com relacdo a distribuicdo imunoistoquimica do marcador p53 (Tabela 4), 44 casos
(57,1%) foram positivos, 30 casos (39,0%) negativos, e 3 (3,9%) eram desconhecidos. O
marcador p53 foi associado estatisticamente com a idade (p< 0.044), sendo que as
prevaléncias de positivos foram de 54,5%, 55,6% e 57,9%, entre 0s casos com idade igual ou
inferior a 40 anos, entre 41 a 50 anos e maior que 50 anos, respectivamente.

Destacam-se as proporgdes de casos hao realizados para este marcador entre as
faixas etarias, cujos valores foram de 18,2% entre o grupo com idade inferior a 41 anos e
11,1% entre aqueles com idade superior a 50 anos (Tabela 4).

Foi observado que, entre 0 sexo masculino, 59,1% foram positivos para o marcador
p53, 34,1% foram negativos e 6,8% desconhecidos. Entre as mulheres, 54,5% foram positivas
e 45,5% negativas. Quanto ao tipo histolégico, obtivemos em 57,5% dos adenocarcinomas e
50% dos carcinomas mucinosos positividade para o marcador p53 (Tabela 4).

Foi encontrado valores positivos para o p53 em 56,2% e 75% dos casos de baixo e
alto grau de diferenciacdo, respectivamente. A porcentagem de marcador p53 positivo entre
os tamanhos de tumor foi de 66,7% entre os casos com tumores menores que 2,0 cm, 45,8%
entre 0s casos com tumores entre 2,0 a 5,0 cm, e 53,3%, para aqueles casos com tumores
maiores que 5,0 cm.

Entre os individuos com invasdo linfativa positiva, 43,5% foram positivos para o p53,
47,8% negativos e 8,7% néo realizados. Em relacdo aos casos com invaséo linfatica negativa,
68,7% foram positivos para este marcador, 31,3% negativos e em 8,7% destes a pesquisa

para o p53 ndo foi realizada (Tabela 4).



56

Tabela 4. Distribuicdo da expressdo imunoistoquimica do marcador p53 segundo caracteristicas
clinicas e patoldgicas de individuos com CCR (cancer colorretal). Estado do Tocantins, 2017-2019.
(n=77)

Caracteristicas Marcador p53 p
Positivo Negativo N&o realizado
n(%) n(%) n(%)

Idade 0,044
<40 anos 6 (54,5) 3(27,3) 2(18,2)
41 - 50 anos 5 (55,6) 3(33,3) 1(11,2)
> 50 anos 33 (57,9) 24 (42,1) 0 (0,0)

Sexo
Masculino 26 (59,1) 15 (34,1) 3(6,8) 0,230
Feminino 18 (54,5) 15 (45,5) 0 (0,0)

Tipo histolégico 0,846
Adenocarcinoma 42 (57,5) 28 (38,4) 34,1
Carcinoma Mucinoso 2 (50,0) 2 (50,0) 0 (0,0)

Grau de diferenciacéo 0,737
Baixo grau 41 (56,2) 29 (39,7) 3(4,1)
Alto grau 3 (75,0) 1(25,0) 0 (0,0)

Tamanho do tumor (n=42)* 0,617
<2,0cm 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0,0)
2,0a5,0cm 11 (45,8) 10 (41,7) 3(12,5)
>5,0cm 8 (53,3) 7 (46,7) 0 (0,0)

Sistema TNM

Invaséo da parede (T) 0,202
Invasdo mucosa (T1) 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0)
Invaséo serosa (T3) 22 (54,4) 17(40,5) 3(7,1)
Desconhecida (Tx) 21(63,6) 12 (36,4) 0(0,0)

Invasao linfatica (n=44)** 0,225
Positiva (N1,N2) 10 (43,5) 11 (47,8) 2(8,7)
Negativa (NO) 11 (68,7) 5(31,3) 0 (0,0)
Desconhecida (Nx) 3 (60,0) 1 (20,0) 1 (20,0)

Total 44 (57,1) 30 (39,0) 3 (3,9

*Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas e 2 casos de pegas cirurgicas fragmentas.
** Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscdpicas.

A pesquisa para MSI (Tabela 5) apresentou o total de casos de 48 (62,3%) positivos,
24 (31,2%) negativos e, em 5 (6,5%) casos a pesquisa nao foi realizada.

Nos individuos com faixa etéaria abaixo de 40 anos, os casos distrubuiram-se com 9
(81,8%) de casos positivos, 1 (9,1%) de casos negativos e 1 (9,1%) de casos desconhecidos.
Pacientes com faixa etaria entre 40 a 50 anos contabilizaram 6 (66,7%) casos positivos, 1
(11,1%) de casos negativos e 2 (22,2%) de casos desconhecidos para o marcador p53. Nos
pacientes acima de 50 anos, 33 (57,9%) casos foram positivos, 22 (38,6%) negativos e 2
(3,5%) desconhecidos (Tabela 5).

Na Tabela 5, pode-se observar que todos os casos com tumores < 2,0 cm (100%, n=3)
foram positivos para a instabilidade microssatélite. A invaséo linfatica foi positiva em 34,8% e

negativa em 50% dos individuos positivos para MSI.
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Tabela 5. Distribuicdo da expressdo imunoistoquimica da MSI segundo caracteristicas clinicas e
patolégicas de individuos com CCR (céncer colorretal). Estado do Tocantins, 2017-2019. (n=77)

Caracteristicas Instabilidade de microssatélites (MSI) p
Positivo Negativo N&o realizado
n(%) n(%) n(%)

Idade 0,059
<40 anos 9 (81,8) 1(9,1) 1(9,1)
41 - 50 anos 6 (66,7) 1(11,2) 2(22,2)
> 50 anos 33 (57,9) 22 (38,6) 2(3,5)

Sexo
Masculino 29 (65,9) 11 (25,0) 4(9,1) 0,282
Feminino 19 (59,6) 13 (39,4) 1(3,0)

Tipo histolégico 0,304
Adenocarcinoma 46 (63,0) 23 (31,5) 4 (5,5)
Carcinoma Mucinoso 1(25,0) 2 (50,0) 1(25,0)

Grau de diferenciacéo 0,805
Baixo grau 45 (61,6) 23 (31,5) 5(6,9)
Alto grau 3 (75,0) 1(25,0) 0 (0,0)

Tamanho do tumor (n=42)* 0,152
<2,0cm 3(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
2,0a5,0cm 8(33,3) 13 (54,2) 3(12,5)
>5,0cm 7 (46,7) 8 (53,3) 0 (0,0)

Sistema TNM

Invasado de parede (T) 0,179
Invasdo mucosa (T1) 2 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Invaséo serosa (T3) 19 (45,3) 20 (47,6) 3(7,1)
Desconhecidos (Tx) 23 (69,7) 8 (24,2) 2(6,1)

Invasao linfatica (n=44)** 0,348
Positiva (N1,N2) 8 (34,8) 13 (56,5) 2(8,7)
Negativa (NO) 8 (50,0) 8 (50,0) 0 (0,0)
Desconhecida (Nx) 1(20,0) 3 (60,0) 1(20,0)

Total 48 (62,3) 24 (31,2) 5 (6,5)

*Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscopicas e 2 casos de pegas cirurgicas fragmentas.
** Foram excluidos os 33 casos oriundos de biopsias endoscépicas.

Nao foram encontraram associacdes estatisticas entre a propor¢éo de expressao dos
marcadores p53 e cerb-B2 com a MSI de individuos com CCR. Entre os casos com marcagao
positiva para p53 e cerb-B2, 73,2% e 100% foram positivos para a marcacdo MSI,
respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo da expressao imunoistoquimica dos marcadores p53, cerb-B2 e MSI de
individuos com CCR. Estado do Tocantins, 2017-2019. (n=71)*

Marcadores Instabilidade de microssatélites (MSI) p
Negativo Positivo
n (%) n (%)
P53 0,146
Negativo 13 (43,3) 17 (56,7)
Positivo 11 (26,8) 30 (73,2)
cerb-B2 0,305
Negativo 24 (34,8) 45 (65,2)
Positivo 0 (0,0) 2 (100,0)

*Foram 6 casos excluidos ou ndo realizados.
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6 - DISCUSSAO

O CCR possui grande relevancia epidemiologica por ser a terceira neoplasia
maligna mais comumente diagnosticada, e a quarta principal causa de morte por cancer
(INCA, 2018). No presente estudo a faixa etaria que foi acometida variou de 45,3 anos a 74,9
anos. Os individuos mais afetados tinham mais 50 anos de idade (57,2%), sendo que a média
de idade dos pacientes acometidos foi de 60,1 anos. Tais achados corroboram com a
literatura, onde foi demonstrado que o CCR tem pico de incidéncia entre 60 e 79 anos,
podendo ocorrer também antes dos 50 anos (menos de 20% dos casos) e nesses casos deve-
se suspeitar de outras condi¢des clinicas (BRASILEIRO FILHO, 2011).

Em outros trabalhos, as popula¢des que mais foram afetadas possuiam entre 50
e 75 anos, sendo a idade média de 62 anos (KOYAMA; KOTAKE, 1997, MENDES; COSTA,
TAMURA, 1992, PINHO et al., 2004, PONK DE LEON et al., 2004), mostrando uma maior
prevaléncia da doenca na populacdo mais idosa, semelhante aos encontrados em nosso
estudo. Em consonancia com os resultados obtidos, destaca-se que a idade é fator risco para
CCR, sendo que o risco desse tumor aumenta quanto maior for a faixa etaria, uma vez que
mais de 50% dos casos ocorrem em individuos com mais de 50 anos (HABR-GAMA, 2005).

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes portadores de CCR foram do sexo
masculino com 44 casos (57,2%) e 33 casos (42,8%) foram pertencentes ao sexo feminino,
porém sem significancia estatistica, e com pouca diferenca em relacdo a outros estudos
(BRASIL, 2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Em geral, a literatura descreve que
o risco de desenvolver um CCR é de aproximadamente 1 em 22 (4,49%) para homens e 1 em
24 (4,15%) para mulheres. Este risco é ligeiramente menor nas mulheres do que nos homens,
sendo que outros fatores também podem afetar o risco de desenvolver o CCR (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

No Brasil o CCR entre os homens é o segundo mais frequente na Regido Sudeste
(23,29/100 mil) e o terceiro nas Regides Sul (22,17/100 mil) e Centro-Oeste (16,95/100 mil).
Nas Regides Nordeste (7,98/100 mil) e Norte (4,97/100 mil), ocupa a quarta posi¢do. Para as
mulheres, é o segundo mais frequente nas Regides Sudeste (23,86/100 mil) e Sul (22,92/100
mil). Nas Regibes Centro-Oeste (17,98/100 mil), Nordeste (9,52/100 mil) e Norte (7,38/100
mil), é o terceiro mais frequente (BRASIL, 2017).

No Estado do Tocantins, a estimativa de novos casos em 2018, foi em taxas brutas e
ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes e do nimero de casos novos de céancer,
segundo sexo e localizagédo priméria de CCR, de 50 casos em homens, taxa bruta 6,91, e
uma taxa ajustada 8,48, e para as mulheres de 60 casos, uma taxa bruta 8,20 e uma taxa

ajustada de 8,25 (BRASIL, 2017). Sugere-se que estas variacdes das taxas de incidéncia do
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CCR no Estado do Tocantins (Regido Norte) serem diferentes de outras regibes do Brasil,
poderia ser em virtude do indice de Desenvolvimento Humano (IDH) (ALLEMANI, et al., 2015).
Em nossa casuistica, o tipo histolégico mais frequente entre os casos de CCR foi o
adenocarcinoma, acometendo 94,8% dos individuos incluidos no estudo. De acordo com
alguns autores, os adenocarcinomas respodem por cerca 95% dos tumores do intestino
grosso (SANTOS; SILVA; MIIJI, 2005). A progressao de um adenoma para adenocarcinoma
€ a via carcinogénica mais comum que ocorre, devido as alteracdes de mutacao adicionais
e/ou perda da heterozigose, em alguns genes que promovem o crescimento do adenoma, que
levam a um grau maior de displasia e capacidade de infiltrar e invadir tecidos (BRASILEIRO
FILHO, 2011). Este fato explica o adenocarcinoma ser a neoplasia mais frequente no colon.

Em nosso estudo, o tipo histologico de menor frequéncia foi de carcinoma mucinoso
com 4 casos (5,2%). Carcinomas mucinosos de CCR na literatura apresentam incidéncia de
8 a 20% (PINHO et al., 2004). Em uma analise realizada no Oxford Cancer Registry (GREEN
et al., 2007) foi demonstrado que 10% dos tumores de c6lon e 5% dos tumores de reto séo
mucinosos. O adenocarcinoma mucinoso, em qualquer grau de diferenciagéo, € considerado
como fator localmente agressivo e de pior prognostico (MONTEIRO et al., 2006). Tumores
mucinosos sao 0s que, com maior assiduidade, se associam a um maior envolvimento da
circunferéncia intestinal (FARHOUD et al., 2002) podendo levar a obstrugdes.

A distribuicdo do grau de diferenciagdo celular nos pacientes do nosso estudo foi
semelhante a encontrada na literatura (LUPINACCI et al., 2003; GREEN et al., 2007; KIM et
al., 2006), pois a maior parte dos pacientes apresentaram ao diagndstico, um adenocarcinoma
com baixo grau diferenciagdo, em 73 casos (94,8%). O grau de diferenciacéo celular do CCR
€ um fator importante para determinar o progndstico. A graduacao histol6gica mostrou ter um
efeito significativo na sobrevivéncia independentemente do estadiamento, mas seu valor
prognostico ainda pode ser aperfeicoado se critérios mais objetivos forem usados para melhor
avaliar essa variavel (VOLPATO; KOCH, 2009).

Outro fator importante é o estadiamento anatomo-patoldgico (classificacdo TNM) da
peca operatoria, sendo que esta € a principal ferramenta utilizada isoladamente para oferecer
subsidios para o progndstico em pacientes com CCR (VOLPATO; KOCH, 2009).

As categorias T e N podem ser subclassificadas em graduagdes numéricas e
graduacbes alfabéticas (a, b, c). Tanto as graduacdes numéricas como as alfabéticas
expressam o nivel de evolug¢édo do tumor e dos linfonodos comprometidos. O simbolo "X" é
utilizado quando uma categoria ndo pode ser devidamente avaliada. Quando as categorias T,
N e M séo agrupadas em combinagdes pré-estabelecidas, ficam distribuidas em estéadios que,
geralmente, variam de | a IV. Estes estaddios podem ser subclassificados em A e B, para
expressar o nivel de evolugéo da doenga. (INCA; 2018). Em 44 pacientes que tiveram pecas

cirurgicas ressecadas em nosso estudo, foram estadiados pelo grau de invaséo (T), em 42



61

casos (95,45%) apresentavam grau de invasdo T3 e apenas 2 casos (4,55%) foram
estadiados como T1, isso demonstra o CCR diagnosticado em uma fase mais avacanda da
doenca, na maioria dos casos. A avaliacdo do envolvimento de linfonodos regionais (N) é de
suma importancia para determinar o prognostico e seu estudo é mandatério (YASUDA et al.,
2001; JESTIN et al., 2005; CSERNI, 2002), desta forma associamos o estudo dos linfonodos
para fazer o estadiamento (AJCC, 2016) em nossa avaliagéo.

O sistema de estadiamento tumor / linfonodo / metéstases (Sistema TNM) da
UICC/AJCC ainda se mantém como padrdo ouro (COMPTON, 2006) para fatores
prognosticos nos CCR. Em nossos resultados, obtivemos 50,0% dos casos em estadio llI,
45,4% dos casos em estadio Il, 4,6% dos casos em estadio |, demonstrando um diagnéstico
da doenca em estadios clinicos avancados. Com relacdo ao estadiamento clinico, dados
publicados pelos Registros Hospitalares de Céncer mostram que até 80% dos pacientes
encontram-se em estadios avangados da doenca no momento do diagnéstico (estadios Il e
IV) (BRASIL, 2003). Sabe-se que quanto maior os estadios menor a sobrevida. A taxa de
sobrevida para pacientes com CCR é correlacionada diretamente ao estadio TNM, o qual foi
inicialmente desenvolvido para predizer prognoéstico, porém sua fungdo foi alterada e
valorizada, podendo assim também auxiliar na decisbes e na escolha do tratamento
(ZLOBEC; LUGLI, 2008).

Outro fator estudado foi tamanho do tumor, qgue € um achado morfolégico que esta
principalmente relacionado com as manifesta¢des clinicas, sendo importante também para
documentacao do caso, e para possivel compara¢do com o0s exames de imagem, se caso for
necessario, porém nao ha evidéncias demonstrando que o tamanho do tumor tem alguma
significancia prognoéstica (COMPTON, 2003), o que corrobora com os dados encontrados
neste estudo, pois 0 tamanho de tumor ndo apresentou associacdo estatistica, nem com a
idade, ou grau de diferenciacao e invaséo linfatica nos individuos com CCR.

No estudo de Volpato e Koch (2008), tentou-se associar o didmetro maior que 3,5 cm
a outros parametros clinicos, mas tumores maiores apenas apresentaram um estadio T mais
avancado, porém no geral, ndo atribui valor de importancia ao tamanho da neoplasia. Em um
outro estudo Yasuda et al., (2001), também n&o conseguiram demonstrar relagao significativa
entre a recorréncia do CCR e a presenca de tumores de didmetros maiores que 3,5 cm.

Em relacéo a frequéncia de expresséo imunoistoquimica dos marcadores cerb-B2, p53
e MSI, em individuos com cancer colorretal, 2,6% dos casos foram positivos para cerb-B2,
57,1% dos casos para p53 e 62,3% dos casos apresentaram o marcagao positiva para MSI.
Na literatura foi encontrado valores similares ao nosso estudo, Amira et al.,, (2014)
encontraram uma prevaléncia de expressdo de MSI em 71% dos individuos com CCR,
enquanto Xi Hong-Qing et al., (2017) detectaram a expressao da proteina p53 em 60,6% dos

CCR, Laurent-Puig et al. (2016) encontraram que a superexpressao de cerb-B2 é responsavel
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por aproximadamente 2% nos casos CCR.

O cerb-B2, embora, corroborando com a literatura apresentou uma frequéncia de
expressao baixa (2,6%) e ndo se associou estatisticamente as caracteristicas clinicas. Tal
achado pode relacionar-se ao aspecto do cerb-B2 ser um marcador que esta surgindo como
um preditor negativo para resposta aos tratamentos direcionados ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (LAURENT-PUIG et. al., 2016), porém estudos ainda
deverédo ser realizados para validar sua utilizacdo na oncologia. Alteracdes genéticas deste
marcador ja foram identificadas clinicamente em alguns pacientes com CCR (BERTOTTI et
al., 2015). Embora o papel do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (cerb-
B2) permaneca ainda incerto como biomarcador prognéstico no CCR, seu papel como alvo
terapéutico, a cada dia esta aumentando. Desta forma, pacientes com CCR e cerb-B2 positivo,
poderdo ter menos opcdes de tratamento e progndstico menos favoravel (HAINSWORTH et
al., 2018). Outro fato é a diversificacao de funcdes de cerb—B2, que pode se dar também pela
utilizacdo de diferentes vias intracelulares de sinalizacdo (FREITAS et al., 2008). Varias
mutacdes ativadoras de cerb-B2, que podem ser concomitantes, foram identificados no CCR.
Estas mutacdes estéo presentes em aproximadamente 7% dos CCR, e estas podem coexistir
com a amplificacédo do gene cerb-B2 em cerca de 20% dos casos (KAVURI et al., 2015).

No presente estudo, mais da metade dos casos foram positivos para p53 e, foi
encontrado associagdo com a idade acima de 50 anos, reforgando os achados da literatura
gue demonstram que a forma mais comum de transformacdo maligna é a esporadica
(BRASILEIRO FILHO, 2011). A progressdo de um adenoma para adenocarcinoma, S&o
devidas as alteragBes de mutagdo adicionais e/ou perda da heterozigose (LOH) em alguns
genes que promovem o crescimento do adenoma, levando a um grau maior de displasia e
capacidade de infiltrar e invadir tecidos (BRASILEIRO FILHO, 2011). Em um estudo Martinez
et al., (2008) encontraram positividade da proteina p53 em 77% dos casos. Com relacdo as
diferentes variaveis clinicas consideradas verificou-se maior tendéncia de expressao da
proteina mutante quando se considerava a idade, porém ndo encontrou relagdo com género
e tamanho do tumor (MARTINEZ et al., 2008), assim como os achados do nosso estudo.

As mutacgBes no gene APC (via supressora) que estdo associadas ao p53, tem uma
incidencia em 80% dos tumores esporadicos (BRASILEIRO FILHO, 2011) que séo
encontrados em pacientes com idade mais avancada. Embora o APC nédo foi analisado nesse
estudo, a expressdo do marcador p53 associou-se a idade dos pacientes sendo mais
frequente em pacientes acima de 50 anos. Também é de conhecimento que a proteina p53 é
uma ativadora de apoptose e tem o papel de bloquear a divisdo celular em células que
sofreram injurias no seu DNA, dando tempo para a sua reparagdo (BRASILEIRO FILHO,
2011). A perda da funcdo desse gene pode estar relacionada tanto a iniciacdo, quanto a

progressao tumoral (ALMEIDA et al., 2007), desta forma, também podemos associar a
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sequéncia de progressdo adenoma para adenocarcinoma, justificando o tipo histolégico mais
encontado nos casos positivos para p53 ser 0 adenocarcinoma.

Os autores Xi Hong-Qing et al., (2017) apontam uma diferenca da expressdo de p53
quanto ao tamanho e o grau de diferenciagéo variando com o tipo histologico do CCR, sendo
que guanto maior o tumor, consecutivamente menor sera o grau de diferenciacdo e maior a
presenca de mutacdo do p53. Essa associagdo ndo foi encontrada nesse estudo, pois a
expressao do p53 foi mais frequente em tumores menores de 2,0 cm. Porém de acordo com
alguns estudos a maior expressao do p53 esta associada a menor diferenciacdo do tumor e
pior comportamento (agressividade tumoral) (WU et al., 2017; JUNIKU-SHKOLOLLI et al.,
2015; SAYAR et al., 2015) o que corrobora com o encontrado nesse estudo, pois 75% dos
tumores com alto grau de diferenciacéo foram positivos para o p53. Desta forma, a expressao
da p53 pode contribuir para a decisdo do tratamento do CCR, pois esta € um marcador de
prognostico reservado para a doenca (MELINCOVICI et al., 2016; SENOL et al., 2017; WU
et al., 2017; JUNIKU-SHKOLOLLI et al., 2015; SAYAR et al., 2015). A expressao de p53
também aumenta o risco de morte e recidiva, porém sua expressao nao interfere no desfecho
clinico do tratamento quimioterapico (DEMIR et al., 2014).

Na andlise de nossa casuistica para MSI, ndo foi encontrada qualquer relacdo entre
caracteristicas histologicas dos tumores e idade dos pacientes, mesmo considerando os
grupos abaixo de 40 anos e acima desta idade. Alguns trabalhos (GUASTADISEGNI et al.,
2010; PINHO, , 2004) correlacionam a MSI com CCR, com o aparecimento de tumores
precoces (abaixo de 50 anos) e maior incidéncia de tumores mucinosos (SINICROPE, at al
2015; BOGLIOLO, 2011). Em nosso estudo, 48 (62,3%) dos individuos com CCR,
apresentaram positivitividade para MSI, sendo que destes 15 individuos (19,5%) foram
positivos abaixo de 50 anos de idade.

Em nosso estudo o carcinoma mucinoso apresentou de 4 casos (5,2%), apesar de ter
havidos casos de metastases positivas linfonodal e MSI positivo, observou-se também que
individuos com presenca de invasao linfatica, ndo apresentaram associacao estatistica com a
MSI. Desta forma, corroborando com a literatura referendada, que descreve que tumores MSI
positivo, podem predizer menor freqiiéncia de invasdo de vasos, menor numero de
metastases linfonodais e um melhor prognéstico (GUASTADISEGNI et al., 2010; PINHO et
al., 2004).

A expressdo de MSI néo teve associagdo significativa com a expresséo do p53 e do
cerb-B2. Isso pode estar relacionado ao fato desses marcadores indicarem aspectos
comportamentais diferentes do CCR e por ter origem em vias carcinogénicas distintas
(BRASILEIRO FILHO, 2011). Por fim, ressaltamos que a expressao das proteinas cerb-B2,
p53 e MSI, estdo também correlacionadas com outros marcadores, e que S80 necessarios

mais estudos para entender melhor seu comportamento frente a outras alteragées.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sinicrope%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25305506
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7 — CONCLUSAO

O cancer colorretal € uma neoplasia muito frequente, associa-se a altos indices de
comorbidade e mortalidade, e pode-se inferir que os individuos no Estado do Tocantins estéo
sendo diagnosticados tardiamente, ja que a maior parte dos pacientes classificados em nosso
estudo, foram diagnosticados com o adenocarcinoma em estadios avancados da doenca.
Ademais o nosso estado vem apresentando aumento progressivo nas taxas de mortalidade
por cancer de colon é reto.

Foi observado que o CCR diagnosticado em individuos mais velhos teve associagao
ao marcador p53, corroborando com resultados tipicos mostrados, que a forma mais comum
de transformacao maligna é a esporadica. Vale ressaltar que a expressao da p53 pode estar
correlacionada também com outros marcadores, e que sao necessarios mais estudos para
entender melhor seu comportamento frente a estas e outras alteragoes.

A expressao da MSI nao teve associacao com a expressao do p53 ou com cerb-B2,
demonstrando ndo haver correlagao direta entre as vias de carcinogénese, sendo assim os
marcadores podem ser expressos nos casos de CCR, concomitantemente ou ndo, com vias
distintas de mutagdes, demonstrando que o CCR é uma doenga multifatorial, com riscos
diferentes.

O marcador cerb-B2 ndo apresentou associacdo com os parametros clinicos e
morfoldgicos avaliados, dessa forma a expressdo deste marcador pode estar associada a
outras caracteristicas que nao foram investigadas nesse estudo, sendo uma area altamente
significante para estudos exploratérios futuros.

Destaca-se a relevancia deste estudo, pois é o primeiro no Tocantins e um dos poucos
da regido Norte a demonstrar as caracteristicas clinicas e patoldgicas de individuos com CCR,
assim como o perfil de expressao de marcadores tumorais nesses individuos. No presente
trabalho a utilizagao de biomarcadores moleculares para o diagndstico do CCR, da respaldo
cientifico as correlagcdes encontradas, oferece subsidio tedrico para novos estudos e melhores
classificagbes morfologicas, bem como aplicabilidade na oncologia. Além disso, o
conhecimento de biomarcadores no CCR e fatores genéticos especificos, respalda
tratamentos mais individualizados, seja cirdrgico, por quimioterapia, radioterapia ou

imunoterapia, resultando em um melhor progndstico ou mesmo a cura.
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9 — APENDICES

9.1 - CAPITULO DE LIVRO

9.1.1 PRINCIPAIS ASPECTOS GENETICOS E MARCADORES MOLECULARES DO
CANCER COLORRETAL.

Virgilio Ribeiro Guedes

Maria Cristina da Silva Pranchevicius

Neste capitulo apresentaremos informacdes que permitirdo ao leitor conhecer as
principais caracteristicas na génese do cancer colorretal e de alguns marcadores tumorais
moleculares, que podem demonstrar alteracfes e mutacdes, sendo que estas atualmente séo

muito usadas para orientar o prognostico e tratamento desta enfermidade.

INTRODUCAO

Aspectos Gerais do Cancer Colorretal e de Suas Caracteristicas Genéticas

O cancer colorretal (CCR) é um problema de salde publica e de propor¢cdes
mundial. Esta neoplasia apresenta taxas de incidéncias e mortalidade que variam bastante
em todo o mundo, sendo que as maiores frequéncias estdo nos continentes mais
industrializados e ricos, como América do Norte, parte da Europa e Oceania (Australia), no
entanto, esta ocorrendo um aumento crescente na América do Sul, Asia (india) e Africa
(STEWART, BW; KLEIHUES, P, 2014).

No Brasil, segundo os dados do Instituto Nacional de Céncer (INCA) a incidéncia
de CCR também estd aumentando, com estimativa de 36.360 novos casos, sendo 17.380
homens e 18.980 mulheres (INCA, 2008). O numero de mortes corresponde a 16.697;
sendo 8.163 homens e 8.533 mulheres (ATLAS DE MORTALIDADE POR CANCER (AMC),
2015).

O CCR é uma patologia com localiza¢des e aspectos clinico-patolégicos multiplos
e nNao possui sintomas ou sinais patognomonicos. A dificuldade em seu diagnéstico pode ser
ocasionada pelo quadro clinico variado, localizacdo e tamanho do tumor (INCA, 2008).
Semelhante a outras neoplasias malignas, o CCR tem diferentes fatores que parecem estar
relacionados com a ocorréncia da doenca, como a idade avancada, o histérico de adenomas,
doenca inflamatdria intestinal e histérico familiar de CCR hereditario (BEPA, 2009).

De acordo com a etiologia e genética da doenca, o CCR é classificado em

esporadico, familiar e hereditario. Em mais de 75% dos casos, os CCRs podem ser definidos
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como esporadicos, de carater ndo familiar, sendo que este é comum entre os idosos,
provavelmente como resultado de fatores ambientais, dietéticos e do envelhecimento
(ARVELO et al., 2015). O céancer familiar &€ também frequentemente considerado esporadico
e nenhum gene associado foi identificado ainda. Neste tipo de céancer, as pessoas com
historico de CCR, em um parente de primeiro grau, apresentam um risco aumentado de duas
a trés vezes maior do que a populagdo normal (NATURE, 2012). O céncer hereditario é
classificado em cinco subtipos: sindrome Lynch (LS), polipose associada a MUTYH (MAP),
polipose adenomatosa familiar (FAP), sindrome de Peutz-Jeghers (PJS), sindrome da
polipose serrilhada (SPS) (NOJADEH et al.,, 2018).

Também conhecida como cancer colorretal hereditario sem polipose, a sindrome
de Lynch (LS) é a sindrome mais comum de cancer de colon hereditario. LS é uma doenca
autossdmica dominante e é causada por mutagdes germinativas em um dos varios genes de
reparo do mal pareamento de DNA (MMR), incluindo o MSH2 no cromossomo 2p16, MLH1
no cromossomo 3p21, MSH6 no cromossomo 2p16 e PSM2 no cromossomo 7p22 (NOJADEH
etal.,, 2018; LYNCH et al.,, 2009). As muta¢cdes MSH2 e MLH1 s&o responsaveis pela maioria
dos casos de sindrome de Lynch (LYNCH & SHAW, 2013)

A polipose associada a MUTYH é uma doenga autossémica recessiva causada
por uma mutacdo germinativa bi-alélica no gene MUTYH do cromossomo 1p34.1. O gene
MUTYH codifica uma enzima chamada MYH glicosilase que esta envolvida em um sistema
de reparo de DNA chamado reparo de excisdo de base (BER) (NOJADEH et al.,, 2018;
GOODENBERGER & LINDOR, 2011).

Polipose adenomatosa familiar é a sindrome de polipose hereditaria mais comum,
gue é uma doenca autossdmica dominante causada por mutacdes no gene APC (insercdes,
delecdes, mutacdes nonsense), presente no cromossomo 5921 (BOGAERT & PRENEN,
2014). O gene APC é um gene supressor de tumor que produz a proteina APC, uma proteina
multifuncional que controla a rapidez com que as células crescem e previnem o0
desenvolvimento de tumores (NOJADEH et al.,, 2018). Além das mutacdes APC, outras
mutacdes como K-RAS, DCC, P53, COX-2, BCL-2 também levam ao desenvolvimento do
cancer (ZEICHNER et al.,, 2012; NOJADEH et al.,, 2018).

A sindrome de Peutz-Jeghers é uma desordem autossdmica dominante rara, no
qual é uma das sindromes de polipose hereditarias. Esta € caracterizada por multiplos pélipos
hamartomatosos benignos no trato gastrintestinal, mais comumente encontrados no intestino
delgado. O numero de pdélipos na PJS € menor que na sindrome MAP e esses polipos estdo
presentes desde a infancia (NOJADEH et al.,, 2018; GIARDIELLO & TRIMBATH, 2006). A
principal causa desta doenca sdo as mutagfes germinativas no gene STK11 (quinase serina
treonina 11), também conhecido como LKB1, que € um gene supressor de tumor e esta
localizado no cromossomo 19p13.3 (CHAE & JEON, 2014; NOJADEH et al.,, 2018)
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A sindrome da polipose serrilhada é uma sindrome relativamente rara,
caracterizada por multiplos pélipos serrilhados do célon, e que anteriormente era conhecida
como sindrome polipose hiperplasica (NOJADEH et al.,, 2018; SWEETSER et al.,, 2013). A
SPS é considerada esporadica e as causas genéticas subjacentes estdo relacionadas a
mutacdes germinativas dos genes da via de senescéncia induzida por oncogene (GALA et
al.,, 2014). Frequentemente, estes tumores possuem instabilidade de microssatélites baixa
(MSl-low) ou microssatélite estavel (MSS) (NOJADEH et al.,, 2018; GUARINOS et al.,, 2012).

Os CRCs se desenvolvem através da transformagéo do epitélio colénico normal
para um intermediario adenomatoso e por fim para o adenocarcinoma, também denominado
sequéncia adenoma-carcinoma (PINO & CHUNG, 2010; MORSON, 1974). O CCR tem
assinaturas genéticas variaveis, que podem ser Unicas e especificas para determinado
paciente. No entanto, o CCR se desenvolve através da aquisi¢cao de instabilidade genética de
pelo menos 3 vias principais, que incluem instabilidade cromossémica (CIN), reparo de mal
pareamento do DNA (MMR) e fen6tipo metilador de ilhas CpG (CIMP) (WRIGHT et al.,, 2017).
Considerando que essas vias ndo sdo exclusivas, o tumor pode apresentar caracteristicas
das multiplas vias (PINO & CHUNG, 2010).

¢ Instabilidade cromossdmica (CIN)

A maioria dos casos de cancer colorretal ocorre através da via de CIN, que é
caracterizada por desequilibrios generalizados no niamero de cromossomos e perda de
heterozigose (PINO & CHUNG, 2010). A sequéncia adenoma-carcinoma normalmente se
inicia através da mutacdo de um gene supressor de tumor, denominado Polipose
adenomatosa coli (APC), e sao descritas em até 85% dos pacientes com CCR esporadicos
(WRIGHT et al.,, 2017; CARETHERS & JUNG, 2015). Em CCR, as muta¢des no gene APC
geralmente sdo seguidas por mutacdes no gene KRAS, uma classe de genes conhecidos
COmMOo oncogenes, € na progressao para o carcinoma pode também ser encontras mutacdes
no gene p53 (FEARON & VOGELSTEIN, 1990), um gene supressor de tumor.

e Reparo de mal pareamento do DNA (MMR)

Os genes da via de MMR codificam proteinas relacionadas ao reparo de DNA, que
podem sofrer mutacdes (IMAI & YAMAMOTO, 2008). InativagBes genéticas e epigenéticas
dos genes dessa via estdo relacionados a sindrome de Lynch e a instabilidade de
microssatélites (MSI) (NOWAK & HORNICK, 2016). Aproximadamente, 15% dos CRCs
surgem a partir da via MMR, sendo que a maioria (12%) sao esporadicos, ocasionados por
mutacdes somaticas ou mecanismos epigenéticos e os restantes (3%) estao relacionados as
mutacdes germinativas associadas a sindrome de Lynch (WRIGHT et al.,, 2017; NOWAK &
HORNICK, 2016; BOLAND & GOEL, 2010). Os microssatélites sdo segmentos de DNA ndo
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codificantes presentes em todo 0 genoma, essas sequéncias sao polimérficas entre os
individuos, entretanto, sdo Unicas e uniformes em comprimento em cada tecido de cada
pessoa (BOLAND & GOEL, 2010). O acumulo de muta¢gdes em regibes de microssatélites,
produz a MSI que apresenta um fenétipo hipermutado e ocasiona perda de atividade do reparo
de mal pareamento do DNA (BAUDRIN et al.,, 2018; BOLAND & GOEL, 2010).

e Fenotipo metilador de ilhas CpG (CIMP)

As ilhas de CpG séo segmentos do DNA ricos em CG e que ocorrem em metade
de todos promotores de genes. O fenétipo metilador da ilha CpG (CIMP) esta presente em
varios tipos de cancer e foi originalmente introduzido por Toyata e colaboradores em 1999
(TOYOTA et al,, 1999). O CIMP é caracterizado pela hipermetilagdo simultanea de
numerosas ilhas CpG circundando as regides promotoras de varios genes (JOVER et al.,,
2011). Este fenbmeno ocasiona o silenciamento de muitos genes ndo mutados, inclusive os
genes supressores de tumor (ISSA, 2004). Os tumores podem ser classificados em alto grau
de hipermetilagdo (CIPM-H), baixo grau de metilagdo (CIMP-L) e CIMP negativos (CIMP-N)
(SIDERIS & PAPAGRIGORIADIS, 2014; ANG et al.,, 2010). Existe uma associagdo de CIMP-
H com a idade avancada, sexo feminino, localizagdo tumoral proximal, alto grau de
diferenciacao e tipo histologico mucinoso (KUDRYAVTSEVA et al.,, 2016). Além disso, altas
taxas de mutacdes em genes KRAS, ou BRAF (oncogene) e, em menor propor¢ao, mutacoes
em p53 também foram observadas (WRIGHT et al.,, 2017; SAMOWITZ et al.,, 2005,
HAWKINS et al.,, 2002), em adenoma serrilhado séssil (CARETHERS & JUNG, 2015).

PRINCIPAIS MARCADORES MOLECULARES DO CANCER COLORRETAL

Os marcadores moleculares, também denominados biomarcadores, s&o
moléculas capazes de serem detectadas em tecido ou soro do paciente, e que permitem
identificar uma condi¢éo particular ou uma doenca (BERRETTA et al.,, 2017). Os marcadores
tumorais podem possibilitar um diagndstico precoce e o risco de estratificacdo (DUFFY et al.,,
2011).

Os marcadores preditivos detectam a resposta do paciente a determinados
medicamentos, permitindo o uso de uma droga mais adequada e prevenindo sua toxicidade,
e 0s marcadores de progndstico permitem estimar o curso da doenga, classificando os
tumores em desfecho favoravel ou desfecho desfavoravel (PELUSO et al.,, 2017). Embora os
marcadores tumorais podem ser moléculas relacionadas a diferentes processos como,
proliferacdo celular, diferenciacdo, angiogénese, invasdo e metastase (LI et al.,, 2003). Em
CCRs, as mutacdes KRAS, BRAF, MSI e o p53 sdo muito detectadas, nas etapas de
diagnostico, progndstico e terapéutico (PELUSO et al.,, 2017; FEARON & VOGELSTEIN,
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1990).

e KRAS

A maioria dos canceres epiteliais humanos é caracterizada pela ativagéo funcional
de fatores de crescimento e de receptores da familia do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR). O EGFR é um receptor de tirosina quinase que, ao desencadear uma
série de sinais intracelulares, controla a proliferagéo de células cancerigenas, a diferenciagéo,
a angiogénese e a disseminacdo de metéstases (PORRU et al.,, 2018). A cascata de
sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK, conhecida como a via da proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPK), conduz a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo, sobrevivéncia e
angiogénese celular. A desregulacdo desta via estd subjacente a muitos casos de
tumorigénese (SANZ-GARCIA et al.,, 2017; ASCIERTO et al.,, 2012).

Se os genes RAS e/ou RAF estiverem mutados, a proteina mutada ndo sera
regulada pelo sinal de EGFR a montante e permanecera no estado ativada, continuando a
ativar a via de MAPK a jusante, levando a proliferagdo celular descontrolada e ao cancer
(YANG et al.,, 2018; DE ROOCK et al.,, 2010).

O KRAS é um proto-oncogene que codifica uma proteina GTPase com varias
fungBes nas vias de sinalizacdo molecular. Em situa¢cdes normais, a proteina KRAS do tipo
selvagem provoca a progressdo do ciclo celular. No entanto, pode atuar como um “gate
keeper” ao longo do crescimento do tumor e bloquear o desenvolvimento do cancer (ZHANG
et al.,, 2001). MutagcbBes no gene que codifica a KRAS podem alterar a sua capacidade de
hidrolisar GTP para GDP e resultar em proteina KRAS constantemente ativada (LARKI et al.,,
2017; KRANENBUR, 2005; McCOY et al.,, 1983).

Em CCR, aproximadamente, um terco das KRAS possuem mutac¢des no éxon 2
(cédons 12 and 13) ou no éxon 3, O que provoca ativacdo permanente da via
RAS/RAF/MAPK/ERK (ZARKAVELIS et al.,, 2017). Acredita-se que a sinalizagdo MAPK é
constitutivamente ativa no CCR com KRAS mutado, o0 que promoveria a progressao do tumor
independentemente da estimulacéo externa do EGFR (BLAJ et al.,, 2017; HATZIVASSILIOU
etal.,, 2013; KHAMBATA-FORD et al.,, 2007).

As mutacgdes nos genes RAS e RAF séo independentes uma da outra, somente
pacientes com os genes KRAS, NRAS e BRAF do tipo selvagem podem beneficiar da terapia
anti-EGFR, enquanto que pacientes com mutacdes nos genes KRAS, NRAS e BRAF sédo
resistentes a terapia com anticorpos monoclonais anti-receptor do fator de crescimento
epidérmico (anti-EGFR), tais como cetuximab e panitumumab (YANG et al.,, 2018;
GONZALEZ-PONS & CRUZ-CORREA, 2015; KARAPETIS et al.,, 2008). Portanto, a detec¢éo
dessas mutacdes tornou-se de alta utilidade como um fator preditivo, quando se decide sobre
0 uso de inibidores EGFR (PELUSO et al.,, 2017; ZARKAVELIS et al.,, 2017).
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Em casos de neoplasia colorretal metastatica com mutacdo KRAS, um fator de
crescimento endotelial anti-vascular (VEGF), pode ser usado junto com a gquimioterapia
metastética, como o FOLFOX, e fornece vantagem adicional de sobrevida. No gene KRAS do
tipo selvagem, a adicdo de uma terapia anti-EGFR ao regime padrdo FOLFOX fornece um
tratamento direcionado. O agente anti-EGFR liga-se ao EGFR impedindo a ativacdo a jusante
da via ERK MAPK, resultando em melhor sobrevida quando combinada com FOLFOX
(WRIGHT et al.,, 2017)

e BRAF

O oncogénese BRAF, codifica uma quinase serina/treonina citoplasmatica que
esta imediatamente a jusante do KRAS na via de sinalizacdo MAPK (URSEM et al.,, 2018).
Esta via é composta pela pequena RAS (GTPase), que ativa as proteinas da familia RAF
(ARAF, BRAF e CRAF), também conhecida como RAF1. Proteinas RAF ativadas levam a
fosforilagdo e ativacdo de proteinas MEK1/2, que subsequentemente fosforilam e ativam
ERKs. As ERKs fosforilam uma variedade de substratos, incluindo mdltiplos fatores de
transcricdo e regulam varias atividades celulares importantes (SANZ-GARCIA et al.,, 2017).
Aproximadamente 90% de todas as mutac¢des de BRAF identificadas sdo uma transverséo de
T1799A no éxon 15, que resulta em uma substituicdo de aminoacidos de valina (V) para acido
glutdmico (E) no c6don 600 (c. 1799T> A ou pV600E) (URSEM et al.,, 2018; CANTWELL-
DORRIS et al.,, 2011).

Embora o melanoma maligno é a doenga mais comum associada com a mutacéo
BRAFV600E, as mutagdes do BRAF em CCR estdo presentes em 10% dos casos. Embora
com menor frequéncia, as mortes por CRC mutantes em BRAF excedem as dos melanomas
mutados em BRAF (URSEM et al.,, 2018). Semelhante as mutacdes RAS, CCRs mutantes
em BRAF sdo menos susceptiveis a terapia anti-EGFR. O vemurafenib, um inibidor BRAF,
nao apresenta atividade clinica significativa em pacientes com CRC mutante BRAFV600E e
a resisténcia a este farmaco é devido a reativagdo mediada por EGFR da sinalizagdo MAPK
(INAMURA, 2018; SHYAM et al.,,2015; LITO et al.,, 2012; CORCORAN et al.,, 2012).
Adicionalmente, mutacdes BRAFV600E estdo associadas fortemente a tumores
hipermutados e, frequentemente, exibem um fenétipo metilador de ilha CpG (CIMP) e
esporadicas instabilidades de microssatélites (MSI) (ENGLISH et al.,, 2008).

E importante considerar que a mutacdo BRAF ¢ considerada como um
direcionador na via serrilhada e os pdlipos serrilhados séo considerados lesGes precursoras
(RAD et al.,, 2013). Os tumores serrilhados ndo sdo cromossomicamente instaveis, no
entanto, frequentemente exibem extensivas metilacdes no DNA das ilhas CpG, que podem
ocorrer no promotor do gene MLH1 (um gene do sistema de reparo), ocasionando o fendtipo
de microssatélite instavel (MSI) esporadico (SANZ-GARCIA et al,, 2017;
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WETEISENBERGER al., 2006). O CCR MSI esporadico esta associado em 60% dos tumores
com mutacao BRAF (TIE et al.,, 2011). No entanto, a mutacdo BRAF nado é observada na
sindrome de Lynch, uma vez que a instabilidade dos microssatélites ocorre por meio de uma
via diferente, baseada em mutacdes germinativas nos genes de reparo de mal pareamento
(SANZ-GARCIA et al.,, 2017; DENG et al.,, 2004).

e MSI (Instabilidade de Microssatélites)

Os microssatélites sdo sequéncias repetitivas dispersas no genoma, que contém
mono, di, trinucleotideo ou nucleotideo tetra com repeti¢cdes (A)n ou (CA)n. (KUNKEL & ERIE,
2005). A maioria dessas repeti¢cdes precisamente predispde ao acumulo de mutacdes, pois
normalmente as DNA polimerases ndo conseguem se ligar completamente ao DNA no
periodo de sintese e, geralmente ocorrem os erros de correspondéncia de base-base. Os
nucleotideos desemparelhados surgem quando o nucleotideo inicial e a cadeia molde
separam e incorretamente se anelam em um microssatélite. Inser¢cdes ou delecdes em
microssatélites situados em regides dos éxons causam mutacdes em frame, que podem levar
a formacao de proteinas truncadas (PARINE et al.,, 2016).

A instabilidade de microssatélites (MSI) é encontrada em aproximadamente 15%
dos cénceres colorretais (CCR) de estagio Il a Ill, e podem ser causadas por mutacdes
germinativas hereditarias de genes de reparo de mal pareamento (MMR) ou inativacdo
epigenética desses genes. Destes, 3% estao associados com sindrome de Lynch (SAMSTEIN
& CHAN, 2017; ANDRE et al., 2015). Os principais genes afetados sdo MLH1, MSH2, MSH6
e PMS2 (POYNTER et al., 2008). Apesar da presenca de MSI predizer um bom desfecho em
CCR, com uma taxa de sobrevida de até 15% quando comparada com pacientes com
microssatélite estavel (MSS) (KANG et al.,, 2018; POPAT et al.,, 2005; GRYFE et al.,, 2000),
a razao para seu bom progndstico ainda ndo esta esclarecida, e o0 MSI tem varios problemas
que limitam seu uso como um fator progndstico pratico em todos os estagios do CCR (KANG
et al.,, 2018). Os CCRs MSI sdo propensos a inativacao epigenética do gene MLH1, possuem
um fenotipo CIMP-positivo e SCNA-baixo (alteracdes no numero de cépias somaéticas),
apresentam alta frequéncia da mutagdo BRAFV600E e uma baixa frequéncia de mutacdes
APC e TP53, e sao caracterizadas por sua ocorréncia em fémeas que possuem uma idade
tardia, e no célon proximal com pobre diferenciacdo tumoral e histologia celular mucinosa
/anel de sinete (INAMURA, 2018; BOLAND & GOEL, 2010).

A deteccgdo de MSI é realizada indiretamente pela andlise da expresséo da
proteina MMR por coloracdo Imunohistoquimica (IHC), ou diretamente por amplificacdo de
repeticdes especificas de microssatélites por PCR, que € o método mais comum para detectar
MSI (BUECHER et al.,, 2013). Os antimetabolitos (5-fluorouracil), agentes alquilantes e

inibidores de topoisomerase sao as trés categorias de agentes quimioterapicos usados no
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tratamento de CCR (NOJADEH et al., 2018; WARUSAVITARNE & SCHNITZLER, 2007).
Apesar do tratamento quimioterapico ser eficaz em alguns pacientes, estes podem causar
muitos efeitos adversos (NOJADEH et al., 2018; ROTHENBERG et al., 2001; ADLARD et al.,
2002). Em 2017, o Food and Drug Administration (FDA, 2017) dos EUA aprovou o
pembrolizumab, um anticorpo monoclonal anti-PD-1 (PDCD1), para pacientes com tumores
solidos deficientes em MSI ou MMR. Esta foi a primeira aprovacao pelo FDA de um tratamento
contra o cancer baseado em um biomarcador comum, em vez de uma abordagem baseada
em 6rgaos (INAMURA, 2018).

e P53

O gene humano TP53 esta localizado no cromossomo 17p e consiste de 11 éxons
e 10 introns (SAHA et al., 2013) e esta bem caracterizado como um gene supressor de tumor
(CHANG et al., 2003). A proteina p53 selvagem consiste de 393 residuos de aminoacidos e
de varios dominios funcionais, como o dominio de transativacdo (TAD), dominio rico em
prolina, dominio de tetramerizacdo e dominio basico (LI et al., 2015). No inicio de sua
descoberta, a p53 foi classificada como proteina de ligagao ao antigeno T grande SV40 (TAN
et al., 1986; FARNEBO et al., 2010). A p53 é um fator de transcricdo induzivel por estresse
que regula um grande numero de diversos genes a jusante e exerce multiplas funcdes no
processo de sinalizagado (LI et al., 2015).

Embora a proteina p53, ndo seja necessaria para o crescimento normal da célula,
esta proteina desempenha um papel critico na prevencao da formacédo de tumores, pois é
capaz de induzir a parada do ciclo celular, fazer o reparo do DNA, inibir a angiogénese,
diferenciagao, ou apoptose em resposta ao estresse celular oncogénico, incluindo danos no
DNA induzidos por carcinogénicos, estimulagao proliferativa anormal e hipdxia (CHANG et al.,
2003).

Em canceres humanos, o gene Tp53 é o0 mais alterado, com mutagbes em
aproximadamente 60% dos canceres (FEARON et al., 1987; LEVINE, 1993; VOGELSTEIN,
1990). Destas, 74% sao mutagdes missense, que resultam na formagao de uma proteina
mutada (NAKAYAMA et al., 2017; MULLER & VOUSDEN, 2014; BROSH & ROTTER, 2009).

Em CCR a p53 mutagao ocorre em 34% dos tumores de colon proximal e 45%
dos tumores colorretal distal (RYAN et al., 2001). A maioria das mutagdes ocorrem no éxon 5
ao 8 (no dominio de ligagao ao DNA) e, principalmente, em cédons hotspots como 0 175, 245,
248, 237 e 282, compreendendo a transicdo de G para A e C para T, e ocasionando a
substituicdo de um unico aminoacido na proteina p53 (LI et al.,, 2015; LOPEZ et al.,, 2012;
RUSSO et al.,, 2005). Estudos tem sugerido que a presenga de p53 mutante do tipo missense
em hotspots pode promover a progressdao dos tumores de cdélon de adenoma para

adenocarcinoma, através do mecanismo de ganho de fungcdo (COOKS et al.,, 2018), e a
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adicional perda de p53 selvagem através da perda de heterozigose (LOH) induz um fenétipo
mais avangado em um estagio posterior da tumorigénese (NAKAYAMA & OSHIMA, 2018;
MULLER & VOUSDEN, 2014; BROSH & ROTTER, 2009).

O sequenciamento de DNA tem sido usado com um padrdo ouro para a detecgao
de mutacgdes em p53 (IACOPETTA, 2003). No entanto, a avaliagdo da superexpressao da p53
usando um procedimento padronizado de Imunohistoquimica (IHC) ainda é um método
promissor, conveniente e barato de identificar pacientes com CCR, e que pode fornecer
beneficios para o direcionamento do regime de quimioterapia adjuvante padrdo e em uso para
esta doenca (IACOPETTA, 2003).

Embora ocorram algumas evidéncias de que diferentes muta¢des do gene p53
estdo associadas a diferentes propriedades clinicas, incluindo progndstico e resposta a
terapia, estudos mais aprofundados sado necessarios para estabelecer essa relagdo. No
entanto, o perfil de p53 pode ter aplicagdo clinica para a identificacdo de pacientes que
poderiam se beneficiar da quimioterapia baseada em 5-fluorouracil (5-FU) (IACOPETTA,
2003), pois a atividade antitumoral do 5-FU, em parte, foi atribuida a sua capacidade de induzir
a parada do crescimento celular dependente de p53 e levar a célula a apoptose (SUN et al.,,
2007).

CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir, que o adenocarcinoma colorretal € um tipo cancer com altas
taxas de incidéncia, prevaléncia e mortalidade significante, e que o estudo da expresséao
génica e de seu produto proteico, como os marcadores moleculares, possuem um papel
importante para corroborar na detecg¢ao precoce, prognéstico e decisao do tratamento.

Estes marcadores podem ser analisados por diversos métodos como, IHQ,
Reacdo em Cadeia da Polimerase, entre outros, oferecendo ao médico e ao paciente uma
importante ferramenta de valor diagndstico e progndstico, uma vez que sdo capazes de
evidenciar uma transformagéo neoplasica precoce e predizer o comportamento bioldgico do
tumor.

Vale a pena ressaltar também que a expressao e/ou mutacdes de KRAS e BRAF,
p53, MSI, aqui citadas, podem estar também correlacionadas com outros marcadores, sendo
assim sdo necessarios maiores estudos para entender melhor o comportamento desta

patologia frente a outras alteragbes genéticas e até imunoldgicas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o conhecimento e entendimento de uma gama cada vez maior de
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oncogenes, proto-oncogenes, proteinas tumorais, genes supressores tumorais, mutagées
genéticas e vias alternativas de sinalizacdo, as quais determinam fatores genéticos, bem
como variantes imunofenotipicas, em um futuro bem proximo iremos determinar o perfil
biol6gico de cada paciente. Isto permitira melhores respostas ao tratamento individualizado e
personalizado, seja este cirlrgico, por quimioterapia ou radioterapia, resultando em um melhor
prognostico e melhores indices terapéuticos com queda exponencial da morbidade e
mortalidade para esta patologia.

Assim novas pesquisas que contemplam a padronizacdo e a caracterizagéo deste
tumor vao propiciar uma melhor compreensao dos subtipos moleculares e imunofendtipos do

cancer colorretal, colaborando com terapias mais eficazes e a cura desta enfermidade.
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9.2 - ARTIGOS PUBLICADOS

9.2.1 - AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA PROTEINA P53 NO
ADENOCARCINOMA COLORRETAL - REVISAO BIBLIOGRAFICO
Virgilio Ribeiro Guedes, Natalia Ferreira Bueno, Victor Vargas de Oliveira, Maria Cristina da

Silva Pranchevicius

RESUMO

Introdugao: O carcinoma colorretal (CCR) € um tumor que se destaca por suas taxas de
incidéncia e mortalidade no mundo. A maioria dos CRR se desenvolve a partir de adenomas
preexistentes devido a mutagdes genéticas acumuladas. As mutagdes no gene TP53 séo as
mais comuns encontradas nas neoplasias malignas humanas. Sua mutacdo pode levar ao
acumulo da proteina p53 nuclear, que pode ser vista por métodos de imuno-histoquimica
(IHQ). Atualmente, o estadiamento anatomopatoldgico € principal método utilizado para
determinar o prognéstico de pacientes com CCR. Metodologia: Foi realizado um
levantamento bibliografico na base eletronica PubMed utilizando os descritores: “colorectal
cancer’ and “p53 protein” and “immunohistochemistry”’. Resultados: O CCR é um tumor com
altas taxas de incidéncia e mortalidade no ocidente e oriente. Amutagdo no gene TP53 parece
ser um precursor do CCR e leva ao acumulo da p53 mutada, que é visivel aos métodos de
IHQ. A maioria das amostras de CCR apresentaram-se positivas para p53, o que determina
um comportamento mais agressivo do tumor e também serve como um fator de progndstico
ruim. Sua superexpressao indica maior chance de metastases e reducao da sobrevida. Uma
vez que a mutacido do TP53 é um evento precoce, a detecc¢ao precoce do CCR pode ser feita
através da visualizagdo de p53 acumulada sob IHQ. Alteragdes no gene TP53 sao fatores de
prognéstico ruim em varios tipos de cancer, incluindo o CCR. Outros marcadores e fenétipos
se correlacionam com a p53 no desenvolvimento do CCR, como a vitamina D, o estrogénio e
a progesterona. Por fim, em nosso estudo nao foi detectado relagéo entre a expressao da p53,
idade, género, invasao tumoral, e taxa de regressdo. Conclusao: Pode-se inferir que o CCR
€ um cancer com taxas de incidéncia, prevaléncia e mortalidade significantes, e que a IHQ da
p53 tem papel importante na detecgéo precoce e decisao do tratamento.

Palavras-chave: Carcinoma colorretal; gene TP53; proteina p53; imuno-histoquimica.

ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is well known for its incidence and mortality rate. Most
of CRCs develops from colonic adenoma, that accumulates genetic mutations. TP53 gene’s
mutations are the most common mutations found in human cancers. It's mutation leads to

nuclear p53 accumulation, which can be seen by immunohistochemistry (IHC) methods.
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Method: A research was done in PubMed using the following words: “colorectal cancer’ and
“p53 protein” and “immunohistochemistry’. Resulted: The CRC is a tumor with high incidence
and mortality rates in the west and in the east. A mutation in TP53 gene seems to be a
precursor of the CRC and leads to the accumulation of mutated p53, seen by the IHC methods.
Most of CRC samples presents positive p53, and its positivity determinate a more aggressive
behavior of the tumor, leading to a poor prognosis. Its overexpression indicates bigger chances
of metastasis and survival rate loss. Being an early event, TP53 mutation and the following
p53 nuclear accumulation makes the detection of CRC easier by IHC methods. TP53 gene
alterations are also poor prognosis factors in various types of cancer, including the CRC. Other
marks and phenotypes correlate with p53 in the evolution of CRC, like the vitamin D, estrogen
and progesterone. Lastly, it wasn’t detected the relation between age, gender, tumor invasion,
neither regression rate. Conclusion: It can be inferred that the CRC is a cancer with significant
incidence, prevalence and mortality rates, and that the IHC methods have an important role in
the early detection and decision-making.

Keywords: Colorectal carcinoma; TP53 gene; p53 protein; immunohistochemistry.

INTRODUGAO

O carcinoma colorretal (CCR) é um tumor que se destaca por suas taxas de incidéncia
e mortalidade no mundo todo, em especial na populagéo ocidental." 2 Apesar deste destaque,
sua incidéncia varia pelo mundo: é a segunda neoplasia mais comum nos EUA, enquanto que
alcancga a quarta posi¢ao no Brasil, com destaque para os estados de Rio de Janeiro e Sao
Paulo.’

A maioria dos CCRs se desenvolve a partir de adenomas preexistentes. A ativacao de
oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor sao a base molecular para o
surgimento do carcinoma. Em pacientes com polipomatose adenomatosa familiar (PAF), ha
uma mutacido herdada no cromossomo 5q, responsavel pelo epitélio hiperproliferativo, que
caracteriza uma tumorigénese em estagio inicial nestes pacientes. Dele¢des nos
cromossomos 17p e 18q, bem como mutagdes no gene TP53 ocorrem com mais frequéncia
em estagio tardio da tumorigénese."- 3

Mutagcdes no TP53 sdo as mudangas genéticas mais comuns encontradas em
neoplasias humanas.*® A proteina p53, codificada pelo TP53, esta envolvida no
desenvolvimento de varios tipos de carcinomas humanos®. O TP53 selvagem é responsavel
por parar o ciclo celular na fase G1, permitindo reparos ao DNA. Porém, caso os danos ao
DNA ndo possam ser reparados, a p53 inicia a apoptose, ativando o gene Bax pro-apoptotico.
Se as mutagdes na célula se tornarem permanentes, as células neoplasicas passardo a
acumular a proteina p53 mutada, que pode ser visualizada por técnicas imuno-histoquimicas
(IHQ).®
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O adenocarcinoma é o tipo mais comum de CCR. Cerca de 50% dos tumores sao
localizados no reto e sigmoide, 20% no célon esquerdo e 30% no colon direito.
Macroscopicamente, pode assumir forma exofitica (vegetante), polipoide ou infiltrativa
(ulcerada), enquanto que microscopicamente pode ser classificado em diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado.’ Em pacientes mais jovens, o carcinoma
colorretal é descrito como mais volumoso, mais avangado, com pouca diferenciacdo e com
invasao de estruturas adjacentes.”

Atualmente, o estadiamento anatomopatoldgico € o principal recurso para determinar
o progndstico dos pacientes portadores de CCR?®, sendo que o sistema de classificagao tumor,

node, metastasis (TNM) é o sistema mais usado para tal finalidade.?

METODOLOGIA

A revisao de literatura foi realizada na base de dados eletronica PubMed. Para o
levantamento bibliografico foram utilizados os seguintes descritores: “colorectal cancer’ and
“p53 protein” and “immunohistochemistry”. Os artigos foram selecionados com base na leitura
de titulos e resumos, considerando trabalhos apenas em inglés. Primeiramente, foram
escolhidos 17 artigos com data de publicagdo nos ultimos 5 anos, porém, ao longo da

elaboragao do trabalho, um artigo foi excluido por se tratar de um relato de caso.

RESULTADOS

O CCR é um tumor com elevadas taxas de incidéncia e mortalidade,®® tanto no
ocidente quanto no oriente, crescendo em incidéncia a 4,2% por ano na China.® O adenoma
colorretal é considerado um precursor de seu desenvolvimento,® '° que junto a processos
genéticos complexos, leva a sua origem.

O TP53, presente no cromossomo 17p, codifica a proteina p53, que é responsavel
pela regulagao do ciclo celular.>" A mutagdo do TP53, o evento mais comum nos carcinomas
humanos,* % ' leva ao acumulo de p53 mutante, que tem meia vida maior que a p53
selvagem'® 1213 possibilitando sua coloragdo e visualizagdo no nucleo celular através da
IHQ.%"" Sob a IHQ, o nucleo da célula apresenta granulos marrons quando positiva para p53.°
A superexpressao da p53 leva a um crescimento acelerado devido a aceleracao da fase G1-
S_13

Em quatro artigos originais pesquisados,® 8'° amostras de mucosa coldnica normal
apresentaram resultados negativos para expressao de p53, enquanto que em amostras de
CCR houve expressédo de p53 positiva. Em dois estudos,'® 2 houve diferenga significativa da
expressao de p53 no adenoma coldnico em relagdo ao CCR, sendo que em um deles® houve
21,5% de positividade para o adenoma e 61% de para o CCR. No caso do adenoma, a

expressédo de p53 foi proporcional ao tamanho e a displasia, variando com o tipo histologico.
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A expressao de p53 pode contribuir para a decisao do tratamento do CCR, e € um
marcador de prognostico reservado para a doenga.®  ® 2. * Quanto menor a diferenciagao do
tumor, maior a expressao de p53, portanto a p53 pode indicar o comportamento e malignidade
do CCR.% 2.1 A express&o de p53 aumenta o risco de morte e recidiva, porém sua express&o
nao interfere no desfecho clinico do tratamento quimioterapico.

A IHQ é importante para a diferenciacdo dos tipos de tumor, avaliacdo de sua
agressividade e reconhecimento da origem de metastases.® CCRs com superexpressio de
p53 se associam com metastases em linfonodos, invasao extra-tiredidea, infiltragdo pleural,
disseminacao por contiguidade e metastases hepaticas.' A superexpressao de p53 modula o
risco de metastase pulmonar e reduz o tempo de sobrevida a metastasectomia pulmonar,
sendo este estendido para 62,6 meses em pacientes com p53 (-) e 46,1 meses para pacientes
com p53 (+)."5 A expresséo de p53 em metastases linfonodais € maior do que nos tumores
primarios.®

A heterogenicidade de um tumor é critica e limitante para seu diagnostico molecular e
terapia focalizada'’, porém o CCR tem distribuicdo homogénea de p53.5 '7: '8 A baixa taxa de
heterogenicidade da p53 suporta a afirmacdo de que as mutagbes no gene TP53 sdo um
evento precoce no desenvolvimento do CCR %8 7. 18 Portanto, a IHQ da p53 faz-se util na
detecgdo de CCR em estagios iniciais.> '8

A superexpressao da proteina p53 e as alteragbes especificas no gene TP53 sao
eventos dificeis de se correlacionar.”™ O status gendmico do TP53 pode ser analisado por
meio de sequenciamento genético, porém a reprodutibilidade, concordancia e o prego da IHQ
fazem com que este método seja mais conveniente.'® Alteragdes no TP53 indicam progndstico
ruim em varios tipos de cancer.'® '® O TP53 mutante no CCR se relaciona com resisténcia a
quimioterapia e com pior prognéstico, bem como metastases em linfonodos.'® A medida que
0 CCR se desenvolve, as mutacdes no TP53 se tornam mais frequentes sendo estas menos
frequentes no adenoma e mais frequentes no cancer invasivo.'®

Em relagdo a outros marcadores e fenotipos, destaca-se que pacientes com Bcl-2
(-)/p53(-)/Bax(+), p53(-)/Bax(+), Bcl(-)/p53(-) tém menor taxa de sobrevida.® Ndo houve
relagdo da expressdo de p53 com proteina MMR, E-caderina ou CDX2."® A presenga de PAK
1, B-catenina e p53 no nucleo se correlacionou com presenga de tumor em estagio avangado,
e os niveis de vitamina D foram menores em pacientes com acumulo de p53, expressao
nuclear de B-catenina e expressdo elevada de Ki67."? Estudos experimentais em ratos e
linhagens celulares mostraram que progesterona e estrogénio ativam a sinalizagcéo de efeitos
inibidores de crescimento nas células de CCR através de upregulation de p53."

Gasinska et. al.?' ndo encontraram relagao entre a expressdo de p53 com o sistema
de classificagdo TNM, porém Demir et. al'® e Juniku-Shkololli et. al.'? relataram que a

expressdo de p53 é proporcional ao estagio do tumor. Huh et. al.'® ndo detectaram associagio
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significativa entre a expressdo de p53 com idade'3, sexo, tamanho do tumor, invasio linfatica,

vascular, perineural, disseminag¢ao por contiguidade ou taxa de regressao.

CONCLUSAO

Pode-se inferir que o CCR é um cancer com taxas de incidéncia, prevaléncia e
mortalidade significantes, e que a IHQ tem papel importante na detecgéo precoce e deciséo
do tratamento. Dentre os marcadores que podem ser visualizados pela IHQ, destaca-se a
proteina p53, com valor diagnostico e progndstico, uma vez que é capaz de evidenciar uma
transformacgao neoplasica precoce e predizer o comportamento do tumor. Vale ressaltar
também que a expressao da p53 pode estar correlacionada com outros marcadores, e que

sdo0 necessarios mais estudos para entender melhor seu comportamento frente a outras

alteracdes.
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9.2.2 - EXPRESSAO DAS PROTEINAS MUTANTES DO KRAS NO ADENOCARCINOMA
COLORRETAL — REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Silva Pranchevicius

RESUMO

Introducéo: Os tumores colorretais foram o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado em
2018. Na tentativa de aumentar a sobrevida de pacientes com metastases, o teste KRAS é
relevante para a escolha da terapia mais apropriada para o carcinoma colorretal (CCR). O
gene KRAS (Kirsten Ras Oncogene) acompanhado dos genes BRAF e NRAS é responsével
por codificar as proteinas RAS na importante via de sinalizacao celular RAS/RAF/MEK/ERK.
A presenca de KRAS mutante no CCR é o principal biomarcador tecidual que indica a
resisténcia do tumor a terapia de primeira linha com anticorpos monoclonais inibidores do
EGFR (Cetuximabe e Panitumumabe). Metodologia: Foi realizado um levantamento
bibliografico na base eletrénica Google Scholar utilizando os descritores: “colorectal cancer”
and “KRAS gene”. Resultados: A conversao do aminoacido glicina (G) para acido aspartico
(D) no codon 12, também chamada de KRAS G12D, é a mutagdo mais frequente do KRAS
nas neoplasias malignas gastrointestinais. Cerca de 40% dos CCRs tém a mutag&o no gene
KRAS nos cédons 12 e 13 do éxon 2. Houve predominio (57,4%) das mutacdes no sexo
masculino, e todas as amostras de c6lon esquerdo, 66% das de colon direito e 51,8% das de
reto apresentaram mutacdes no KRAS. A sinalizacdo de células com KRAS mutante
determina um papel critico no rompimento inicial da submucosa e, por isso é essencial para
a progressao da invasdo e metastase do CCR. A eficacia de anti-EGFR é limitada em
pacientes que possuem mutacdo KRAS, entretanto 20% dos pacientes com KRAS selvagem
se beneficiam diante da terapia. Atualmente ndo ha droga ou vacina que consiga focalizar
efetivamente a proteina KRAS G12D em humanos. Conclusédo: Pode-se inferir que o CCR é
um céancer de prognostico ainda reservado. A decisédo terapéutica apropriada depende do
conhecimento do status mutacional do KRAS e as mutacdes no éxon 2 sdo claramente
preditivas as terapias com anticorpos monoclonais inibidores do EGFR.

Palavras-chave: Carcinoma colorretal; gene KRAS; mutagéo.

ABSTRACT

Introduction: Colorectal tumors were the third most diagnosed type of cancer in 2018. Trying
to improve the overall survival of patients with metastasis, the KRAS test is relevant for
choosing a mora appropriate therapy for the colorectal carcinoma (CRC). The KRAS gene
(Kirsten Ras Oncogene) along with BRAF and NRAS genes is responsible for encoding RAS
proteins from the important RAS / RAF / MEK / ERK cell signaling pathway. The presence of
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mutant KRAS in the CCR is the major tissue biomarker indicating the patient's resistance to
first-line therapy with the monoclonal vaccine EGFR inhibitors (Cetuximabe and
Panitumumabe). Methodology: A bibliographic survey was carried out in the database of
Google Scholar using the descriptors: "colorectal cancer" and "KRAS gene". Results: The
conversion of the amino acid glycine (G) to aspartic acid (D) at codon 12, also called KRAS
G12D, is a more frequent mutation of KRAS in gastrointestinal malignancies. About 40% of
the RCCs have a mutation in the KRAS gene at codons 12 and 13 of exon 2. There was a
predominance (57.4%) of the mutations in the male sex, and all samples from the left colon,
66% of the right colon and 51.8% of the mutational changes in KRAS. Marking of cells with
mutant KRAS determines a non-initial critical role of the submucosa and is therefore essential
for progression of CCR invasion and metastasis. Anti-EGFR is limited to patients who have
KRAS mutation, in addition, 20% of wild-type KRAS patients benefit from the therapy. There
is currently no drug or vaccine that can concentrate on a KRAS G12D protein in humans.
Conclusion: It can be inferred that the CRC still has a reserved prognosis. The multitude of
KRAS and mutations in exon 2 are clearly prescribed in therapies with EGFR inhibitory
monoclonal antibodies.

Keywords: Colorectal cancer; KRAS gene; mutation.

INTRODUCAO

O cancer foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018.1 Em nivel global, uma
em cada seis mortes esta relacionada a doenca, ou seja, € a segunda causa de morte no
mundo.! Os tumores colorretais séo o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado -1,8 milhdo
de casos- e o segundo tipo de cancer mais fatal - 862 mil mortes.!

Cerca de 90% dos carcinomas colorretais (CCR) sdo adenocarcinomas.? Lesfes
originarias de pdlipos benignos que podem crescer na parede interna do intestino grosso e/ou
reto e evoluirem a uma neoplasia maligna. Se realizado um diagnéstico precoce, este pode
impedir o aparecimento de metastases e, possivelmente, permitirda a cura. Entretanto,
aproximadamente 40%-50% dos pacientes desenvolvem cancer metastatico e 80%-90%
destes apresentam metastases ndo ressecaveis.?

O tratamento do CCR metastatico inclui a quimioterapia, sendo que 0s principais
farmacos utilizados sdo 5-Fluorouracil/Leucovorina, Irinotecano, Oxaliplatina e
Trifluridina/Tipiracil.* Os quimioterapicos atuam em nivel sistémico e dessa forma, a ndo
seletividade com as células cancerosas permite sua interferéncia no crescimento de células
normais e resulta no aparecimento de efeitos colaterais.®

Na tentativa de aumentar a sobrevida de pacientes com metéstases, o teste KRAS é
relevante para a escolha da terapia mais apropriada para o CCR. %7 O gene KRAS (Kirsten

Ras Oncogene), localizado no brago curto do cromossomo 12, juntamente com 0sS genes
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BRAF e NRAS é responséavel por codificar as proteinas RAS da via de sinalizacdo celular
RAS/RAF/MEK/ERK.*

A presenca de mutagdes envolvendo o gene KRAS reduz dramaticamente a taxa de
hidrolise do GTP com posterior aumento de estimulos intracelulares e formacé&o resultante de
células desordenadas.*® Os polimorfismos nos cédons 12,13,61,146 dos éxons 2,3,4 sdo
encontrados em torno de 50% dos casos de CCR. 489101112

Atualmente, a classificacdo do status mutacional do KRAS tem consequéncias
clinicas importantes. A presenca de KRAS mutante no CCR é o principal biomarcador tecidual
que indica a resisténcia do tumor a terapia de primeira linha com anticorpos monoclonais

inibidores do EGFR (Cetuximabe e Panitumumabe).* 610

METODOLOGIA

A revisao de literatura foi realizada na base de dados eletrénica Google Scholar. Para
o levantamento bibliografico foram utilizados os seguintes descritores: “colorectal cancer” and
“KRAS gene”. Os artigos foram selecionados com base na leitura de titulos e resumos,
considerando trabalhos apenas em inglés. Foram escolhidos 10 artigos com data de

publicag&o nos ultimos 5 anos.

RESULTADOS

Ha predominio de mutacées do KRAS em malignidades epiteliais.® A converséo do
aminoécido glicina (G) para acido aspartico (D) no c6don 12, também chamada de KRAS
G12D, é a mutacao mais frequente do KRAS nas neoplasias malignas gastrointestinais. Cerca
de 45% dos canceres pancreéticos e 13% dos canceres colorretais tém a mutagdo KRAS
G12D.* MutagGes somaticas no KRAS ocorrem em 30-55% dos CCRs com predominancia
no cédon 12.13 4 Cerca de 40% dos CCRs tém a mutacdo no gene KRAS nos cédons 12 e
13.12

O KRAS é um importante biomarcador que identifica resisténcia a terapia com
anticorpo monoclonal anti-EGFR.% 13 14 A determinacdo de seu status faz parte da pratica
clinica na maioria dos paises: na Franca, a prescricdo em primeira linha do teste KRAS chega
a81%.°

Em um estudo,® 53,8% dos CCRs apresentavam mutacdes no KRAS, sendo a mais
comum a mutacao no cédon 13, seguida da mutacao no cédon 12. Houve também mutacdo
nos dois cédons simultaneamente, sugerindo um carater heterogéneo das mutagfes e do
tumor.® 1° Ainda nesse estudo®, houve predominio (57,4%) das mutacdes no sexo masculino,
e todas as amostras de colon esquerdo, 66% das de colon direito e 51,8% das de reto
apresentaram mutacdes no KRAS.

Em outro estudo, ndo houve diferenca da expressédo de EGFR e gene KRAS entre
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0 grupo controle e 0 grupo com cancer colorretal, e a expressdo do gene KRAS foi maior em
pacientes diagnosticados com CCR abaixo dos 60 anos de idade. Em uma comparacao entre
pacientes com KRAS selvagem e KRAS G13D, os pacientes com KRAS G13D tiverem uma
pior resposta tumoral.*? Apesar de um estudo correlacionar a expressédo do KRAS com o grau
de diferenciacdo do tumor® outro estudo determinou que a expressdo do KRAS ndo mostrou
correlacdo com o desfecho clinico.*®

Para Boutin et.al,® apesar da sinalizacdo do KRAS oncogénico ser dispensavel para
0 crescimento adenomatoso, ela é essencial para a progresséo da invasdo e metastase do
CCR. De acordo com o grupo, células com KRAS mutante ativado superam as células com
KRAS selvagem e sua sinalizacdo determina um papel critico no rompimento inicial da
submucosa. Ainda no mesmo estudo®, a tendéncia de maior frequéncia alélica do KRAS no
avanco do estagio 1 para o estagio 4 do CCR confirmou a hipétese dos pesquisadores de que
o0 oncogene KRAS ¢é indispensavel para a manutengcdo do CCR avancado. Além disso, tal
estudo também comprovou que a extingdo da sinalizagdo do KRAS previne e elimina células
cancerigenas invasivas ou metastaticas.®

Knight e Irving,® constataram que mutacGes no KRAS aumentam a proporcéo de
pacientes com recaida no tratamento e com envolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC).
Em outro estudo®, metastases pulmonares do CCR foram correlacionadas com a presenca do
oncogene, indicando que esta é duas vezes mais comum na presenca de KRAS mutante nos
pacientes. Kosmidou et.al 1° destacou em outro estudo que 68,2% das metastases hepaticas
também apresentam a mutacado. Entretanto, analises de estudos demonstraram que o CCR
com KRAS selvagem é capaz de metastatizar e por isso a sobrevida de pacientes é
limitada.®1®

No CCR metastatico a decisao terapéutica apropriada sé pode ser tomada quando o
estado mutacional do KRAS for conhecido.® A eficacia de anti-EGFR é limitada em pacientes
gue possuem mutacdo KRAS.!* Células que apresentam mutacdo C.38 G>A sdo mais
sensiveis a terapia anti-EGFR comparada a outras mutacdes no KRAS, ao passo que
mutacGes nos cédons 61 e 146 conferem resisténcia a essa terapia.l’® Ja a mutagédo do KRAS
no éxon 2 é preditiva para o ndo beneficio com anti-EGFR.*? Quando se excluem pacientes
com mutagdo no KRAS, apenas 20% dos pacientes se beneficiam diante da terapia com anti-
EGFR.B

A ativacdo do anticorpo anti-EGFR nédo s6 falhou ao tentar aprimorar desfechos,
como também reduziu a sobrevida geral (SG) e a sobrevida livre de progressao (SLP) em tais
pacientes, independente do estado mutacional ou ndo do KRAS.® No entanto, para outro
estudo 2 ndo houve diferenca na SG de pacientes com KRAS selvagem e KRAS G13D e
apenas a KRAS G12D estava associada com efeito preditivo negativo na SG. Nesse mesmo

estudo, *? detectou-se também uma significancia estatistica no efeito do tratamento sobre a
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SLP entre KRAS selvagem e KRAS mutante.

MutagcbGes no KRAS sdo fatores negativos para a eficacia do Cetuximabe,* e em
pacientes com tumores que apresentam KRAS mutante, o uso de Cetuximabe apresentou
efeito prejudicial.’® Entretanto, o beneficio do Cetuximabe também foi limitado em pacientes
com tumor que apresentam KRAS selvagem, com apenas 3.5 meses de SG.1® Em se tratando
de mutacdes especificas, pacientes com mutacbes KRAS G13D se beneficiaram com a
adicdo de Cetuximabe: 7.6 meses contra 5.7 meses na SG; 4 meses contra 1.9 meses na
SLP.12 O Cetuximabe teve uma resposta melhor em pacientes com mutacdo KRAS G13D em
relacdo a pacientes com KRAS G12D.*?

O uso de Cetuximabe e quimioterapia em relagdo a quimioterapia exclusiva
apresentou diferenca insignificante na SLP em pacientes com KRAS G13D.*? A adicdo de
Cetuximabe ao 5-Fluoracil (5-FU) / Leucovorina e lIrinotecan ndo ocasionou nenhuma
diferenca na SLP independente do estado mutacional do KRAS. Contudo, pacientes com
KRAS selvagem recebendo 5-FU tiveram sua SLP prolongada no grupo que recebeu
Cetuximabe. 1©

Em relacdo ao Panitumumabe, sua adicdo ao 5-FU/Leucovorina e Oxaliplatina teve
beneficio restrito em pacientes com KRAS selvagem, com ligeiro aumento na SLP e aumento
insignificante na SG. Sua adi¢cdo ao 5-FU/Leucovorina e Irinotecan aumentou a SLP em
pacientes com tumor KRAS selvagem,'® porém ndo apresentou beneficio na SLP em
pacientes com KRAS mutante (7.3 semanas em relagdo a 7.4 semanas).!?

O beneficio do Cetuximabe e Panitumumabe foi restrito em pacientes com CCR
metastatico que apresentaram mutacdo no KRAS. Apenas 20-40% dos pacientes com CCR
com KRAS selvagem respondem ao Cetuximabe seja em monoterapia ou em terapia
combinada.*

Atualmente ndo h& droga ou vacina que consiga focalizar efetivamente a proteina
KRAS G12D em humanos!!, porém segundo um relato de caso, paciente com CCR
metastatico teve regressdo do seu tumor ap6s administracao de células TCD8* tendo como
alvo o KRAS G12D mutante!?. Inibidores da MEK suprimiram a resisténcia ao Cetuximabe em
células de CCR com mutacdo KRAS.*

Com a progressdo da doenca, alelos KRAS mutados podem ser encontrados em
amostras de sangue de pacientes com CCR, inclusive naqueles que respondem ao tratamento
anti-EGFR.® Sua porcentagem cai quando o tratamento com anti-EGFR é suspenso e se
mantém abaixo da deteccdo apos tratamento subsequente, e seu nivel € reduzido até mesmo
em populacdes com CCR resistente a terapia.*®

Em relacdo a outros genes e marcadores tumorais, mutacdes no KRAS foram
detectadas na maioria dos tumores PIK3CA, o que sugere um efeito sinérgico de ambos.°® O

KRAS e o BRAF atualmente estdo sendo focados como potenciais biomarcadores de
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prognostico e predicdo em pacientes com CCR metastatico tratados com anti-EGFR.X° A
amplificacdo de genes KRAS e MET assim como muta¢do no dominio extracelular do EGFR
mantem a resisténcia a anticorpos anti-EGFR em pacientes com CCR.*® A expresséo do gene
KRAS ndao sofreu diferengca com a variagdo do antigeno carcino-embriogénico (CEA) prévio

ao inicio do tratamento do cancer.®

CONCLUSAO

Pode-se inferir que 0 CCR é um cancer de prognéstico ainda reservado. A deciséo
terapéutica apropriada depende do conhecimento do status mutacional do KRAS e as
mutacdes no éxon 2 sao claramente preditivas a terapias com anticorpos monoclonais
inibidores do EGFR. Dessa forma, compreender o papel da sinalizacao do KRAS mutante na
regulacdo de outros processos envolvidos na carcinogénese do colon pode contribuir para

novas abordagens terapéuticas nos casos de CCR resistentes a terapia anti-EGFR.
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9.4 APROVACOES DO CEP

FUNDACAQO UNIVERSIDADE . PlabaPorma
FEDERAL DO TOCANTINS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS C-ERB-B2,
P53, INSTABILIDADE MICROSSATELITES E MUTAGOES DO KRAS E BRAF, EM
PACIENTES COM ADENOCARCINOMA COLORRETAL NO ESTADO DE

Pesquisador: Maria Cristina da Siva Pranchevicius

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: B3358218.9.0000.5518

Instituigio Proponente: Fundagio Universidade Federal do Tocantins
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3.380.938

Apresentagio do Projeto:

O cancer colometal (CCR) € uma das neoplasias mais frequentes no mundo. Mosso objetive & conhecer o
perfil dos genes alterados através da expressio imunoistoquimica dos marcadores p53, c-erb-B2 (HERZ),
Kras, Braf e a instabilidade microssatélites, caracteristico de cada paciente. Isto podera permitir um
tratamento mais individualizado, seja cinirgico, seja por quimiocterapia ou radioterapia, resultando em um
melhor progndstico para o doente. Este trabalho sera um estudo analitico, cbservacional, transversal, no
periodo compreendido entre janeiro de 2012 e dezembro de 2017, com abordagem predominantemente
quantitativa. Os 188 pacientes com CCR gque foram submetidos a exame anatomopatologico e
imunoistequimico no laboratario COA Palmas terdo seus resultados laboratoriais analisados em conjunto
para determinar alteragies nas proteinas p53, c-erb-B2 (HER2), Kras e Braf, bem como na instabilidade
microssatélites caracterizando assim a amostra dos casos de CCR no estado do Tocantins.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Conhecer o perfil dos genes alterados atraves da expressao imunoistoguimica dos marcadores p53, C-ERB-
B2 (HERZ2), Kras, Braf e a instabilidade microssatélites, caracteristico de cada paciente. Isto podera permitir
um tratamento mais individualizado, seja cinirgico, seja por quimioterapia ou radicterapia, resultando em um
melhor prognostico para o doente.
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FUNDAGCAO UNIVERSIDADE . Plotoforma
FEDERAL DO TOCANTINS asil

Confinusgio do Farecer: 3.330.938

Objetiva Secundario:

- Caracterizar o perfil de incidéncia do cancer colometal no estado do Tocantins, analisando as variaveis
sexo, idade, localizaglo, fipo histologico do

tumor e o perfil imunoistoguimico;

- Fazer comrelagdo entre os tipos histoldégicos do cincer colomretal, com menor & maior agressividade
histologica e a express3o imunoistogquimica dos marcadores p53, c-erb-B2 (HER2), e a instabilidade
microssatélites:

- Fazer a subclassificagdo do perfil genético baseado no estado de mutagio de genes BRAF e KRAS;

- Verificar a frequéncia dos pacientes gue apresentam e nio apresentam caracteristicas da Sindrome de
Hiperplasia N3o Polipside do Cancer do Colen (HNPCC) usando os critérios de Bethesda:

= Subsidiar o conhecimento cientifico acerca de tumores colnicos e marcadores tumorais de interesse

oncologico para uma melhor agdo terapéutica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos inerentes a pesquisa sao: estigmatizag3o a partir da divulgagio dos resultados, descarte
inadequado do material, invasdo de privacidade, divulgago de dados confidenciais e risco a seguranga dos
prontudrios. Para minimizar estes riscos serdo tomadas as seguintes providéncias: limitar o acesso aocs
prontuarios apenas pele tempo, quantidade e qualidade das informagdes especificas para a pesquisa;
garantir a ndo violagio & a integridade dos documentos (danos fisicos, copias, rasuras); assegurar a
confidencialidade e a privacidade, a protegdo da imagem e a ndo estigmatizagio, garantindo a nio
utilizagio das informagies em prejuizo das pessoas efou das comunidades, inclusive em termos de auto-
estima, de prestigio elou econdmico; assumir o compromisso de comunicar 3s autoridades sanitarias os
resultados da pesquisa, sempre que os mesmos puderem contribuir para a melhoria das condigies de
saude da coletividade, preservando, porém, a imagem e assegurando que os sujeitos da pesquisa n3o
sejam estigmatizados ou percam a autoestima; e garantir que o material biclogico e os dados cbtidos na
pesquisa serSo utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo.

Beneficios: Esperamos com o nosso trabalho poder contribuir de alguma para forma para uma melhor

classificagdo dos subtipos de tumores colometais e colaborar com as pesguisas que contemplam a
padronizagdo e a caracterizagio deste tipo de tumor, propiciando terapias mais
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FUNDAGCAO UNIVERSIDADE PlotoPormo
FEDERAL DO TOCANTINS asil

Confinuesgio do Farecer: 3330938

eficazes e até mesmo a cura desta neoplasia. Com conhecimento destes fatores genéticos especificos para
cada paciente, permitira no future um tratamento mais individualizado, seja cinirgico, seja quimicterapia ou
radioterapia, resultande em um melhor prognasfico para o doente.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
O Projeto & relevante ao contexto proposto.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
O projeto apresenta todos os itens obrigatorios de acordo com a Morma Operacional 001/2013, item 3.4.

Recomendagies:

- Atualizar o cronograma de execugio da pesquisa.
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
- Mio hé.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documernts Argquivo Postagem Auttor Situagio
Informagies Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO P 17472018 Acaitn
do Projeto ROJETO 1145324 pdf 08:13:32
Cutros TERMO_DE_FIEL_DEPOSITARIO_ATY] 17/D4/2018 |Maria Cristina da Acaitn

ALIZADOD. pdf 08:12:52 |Silva Pranchevicius
Cutros TERMO_DE_ANUEMCIA_ATUALIZADO| 17/D4/2018 |Maria Cristina da Acaitn
pdf 08:12:38 |Silva Pranchevicius
Cutros CARTA_RESPOSTA pdf 1742019 |Maria Cristina da Acaitn
08:12:22 | Silva Pranchevicius
Projeto Detalhade /.  (PROJETO_ATUALIZADD docx 1742019 |Maria Cristina da Acaitn
Broachura 08:12:04 |Silva Pranchevicius
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 15/068/2018 |Maria Cristina da Aceitn
17:50:27 | Silva Pranchevicius
Outros Termo_de_Fiel_Depositario. pdf 28/05/2018 |Maria Cristina da Aceitn
10:56:51 | Silva Pranchevicius
TCLE ! Termos de  |Solicitacac_de_lsencao_do_Termo_de_| 2B/D5/2018 |Mara Cristina da Aceitn
Assentimento / Consentimento_Livre_e_Esclarecido.pdf 10:56:23 | Silva Pranchevicius
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento. pdf 2B/05/2018 |Maria Cristina da Aceito
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FUNDACAQO UNIVERSIDADE Platoformo
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Orcamento Orcamento. pdf 15553 | Silva Pranchevicius | Aceito
Outros Declaracao_de_Fase_Inicial pdf 2B/052018 |Maria Cristina da Aceifo
10:55:40 | Silva Pranchevicius
Declaragdo de Declaracao_de Coordenadora pdf 2B/05/2018 |Maria Cristina da Aceito
Pesguisadores 10:55:13 | Silva Pranchevicius
Cronograma Cronograma_de_Execucao_pdf 2B/D52018 |Maria Cristina da Aceito
10:54:24 [ Silva Pranchevicius
Outros Carta_de_Apresentacao. pdf 2B/D52018 |Maria Cristina da Aceito
10:54:14  [Silva Pranchevicius
Projeto Detalhade /| Projeto_DOUTORADO. pdf 28/05/2018 |Maria Cristina da Aceitn
Brochura 106251 Silva Pranchevicius
Investigador
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo

PALMAS, 13 de Junho de 2018

Assinado por:
Victor Rodrigues Nepomuceno
(Coordenador{a))
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