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RESUMO

O cancer colorretal (CCR), atualmente, é classificado como o terceiro cancer
mais incidente em todo o mundo. Além disso, ocupa a quarta posicdo dentre as
neoplasias que causam mais mortalidade no planeta. A Ciclina D1 é uma
proteina que atua na regulagdo do ciclo celular, e, atualmente, tem sido
apontada como possivel marcador diagndéstico e progndstico para o tratamento
de certos tipos de cancer, inclusive o CCR. A proteina Ki-67 € um conhecido
marcador de proliferacdo celular, e alguns estudos demonstram que a
expressao elevada de Ki-67 pode servir como um biomarcador preditivo valioso
para mau prognostico em pacientes com CCR. O trabalho teve por objetivo
avaliar a expressdo da Ciclina D1 e Ki-67, em amostras de pacientes com
cancer colorretal, pela técnica de imunohistoquimica, e correlacionar aos dados
clinico-patolégicos. Os dados clinicos de 66 pacientes (> 18 anos)
diagnosticados com CCR foram coletados (CAAE: 5.017.299) através dos
prontuarios clinicos do Hospital Universitario Lauro Wanderley e Hospital
Napoledo Laureano, ambos em Jodo Pessoa - PB. Os blocos parafinados
foram obtidos dos laboratérios de Patologia destes hospitais e processados por
imunohistoquimica com anticorpos Anti-Ciclina D1 e Anti-Ki-67. As laminas
foram analisadas em microscopia 6ptica e foram categorizadas conforme as
marcagodes: 0 (0%), 1 (£ 10%), 2 (10-50%), 3 (50-80%) e 4 (> 80%). Foram
consideradas negativas as expressdes até 10% (0 e 1) e consideradas
positivas as expressdes acima de 10% (categorias 2, 3 e 4). Informagdes como
género bioldgico, idade, cor, escolaridade, localizacdo e tamanho do tumor,
grau e tipo histologico, metastase em Orgdos linfaticos e outros 6rgaos,
estadiamento patolégico e marcacdo do CEA de cada paciente foram levadas
em consideragdo. Dos 66 pacientes envolvidos neste estudo, 63,6%
apresentaram expressao positiva para Ciclina D1. Para a proteina Ki-67, 65,2%
dos pacientes apresentaram expressao positiva. Houve forte associacdo entre
a expressao positiva da Ciclina D1 e da Ki-67 (p=0,001). O presente trabalho
verificou que a maioria dos casos de CCR, incluidos nesta pesquisa,
apresentaram positividade para a expressao de Ciclina D1 e Ki-67. No entanto,
nao houve associacdo significativa entre a expressao de Ciclina D1 e de Ki-67
com as variaveis levadas em consideracdo neste estudo. Os resultados
exibidos neste estudo ndo confirmam a Ciclina D1 e Ki-67 como marcadores
gue apontam para um bom ou mau prognostico. Mais estudos sobre a
interferéncia de marcadores moleculares em etapas do quadro clinico, como
diagndstico e prognaéstico, de pacientes com CCR séo necessarios.

Palavras-chave: Amostras de pacientes, Dados clinico-patolégicos,
Imunohistoquimica, Blocos parafinados, Microscopia Optica e Associacdo
significativa.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC), currently, is classified as the third most incident
cancer in the world. In addition, it ranks fourth among the neoplasms that cause
more mortality on the planet. Cyclin D1 is a protein that acts in the regulation of
the cell cycle, and currently has been pointed out as a possible diagnostic
marker and prognosis for the treatment of certain types of cancer, including
CRC. The Ki-67 protein is a well-known marker of cell proliferation, and some
studies demonstrate that elevated Ki-67 expression can serve as a valuable
predictive biomarker for poor prognosis in patients with CRC. The objective of
this study was to evaluate the expression of Cyclin D1 and Ki-67 in samples of
patients with colorectal cancer, by immunohistochemistry technique, and
correlate to clinical-pathological data. The clinical data of 66 patients (> 18
years) diagnosed with CRC were collected (CAAE: 5,017,299) through the
clinical records of Lauro Wanderley University Hospital and Napoledo Laureano
Hospital, both in Jodo Pessoa - PB. The paraffin blocks were obtained from the
pathology laboratories of these hospitals and processed by
immunohistochemistry with antibodies Anti-Cicline D1 and Anti-Ki-67. The
slides were analyzed by optical microscopy and were categorized according to
the markings: 0 (0%), 1 (£10%), 2 (10-50%), 3 (50-80%) and 4 (> 80%).
Expressions up to 10% (0 and 1) were considered negative and expressions
above 10% (categories 2, 3 and 4) were considered positive. Information such
as biological gender, age, color, schooling, location and size of the tumor,
degree and histological type, metastasis in lymphatic organs and other organs,
pathological staging and CEA marking of each patient were taken into account.
Of the 66 patients involved in this study, 63.6% had positive expression for
Cyclin D1. For Ki-67 protein, 65.2% of patients showed positive expression.
There was a strong association between the positive expression of Cyclin D1
and Ki-67 (p=0.001). The present study found that most cases of CRC, included
in this study, showed positivity for the expression of Cyclin D1 and Ki-67.
However, there was no significant association between the expression of Cyclin
D1 and Ki-67 with the variables taken into account in this study. The results
shown in this study do not confirm Cyclin D1 and Ki-67 as markers that point to
a good or bad prognosis. Further studies on the interference of molecular
markers in clinical stages, such as diagnosis and prognosis, of patients with
CRC are necessary.

Keywords: Patient samples, Clinical-pathological data, Immunohistochemistry,
Paraffin blocks, Optical microscopy and Significant association.
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1. INTRODUCAO

O cancer é um dos principais problemas de saude publica no Brasil e no
mundo, principalmente devido a sua alta taxa de mortalidade. Dentre as
variacfes de canceres mais comuns e incidentes estdo o de pulmao, mama,
colorretal e préstata (RIBEIRO et al., 2023).

O céncer colorretal (CCR) tem atingido uma parcela significativa de
homens e mulheres nos mais variados paises e territorios. Hoje, esta entre os
tipos de cancer mais incidentes no ser humano (KANTH; INADOMI, 2021). No
ano de 2020, 1,1 milhdo de casos de cancer de célon e reto foram registrados
em homens, espalhados por todo o mundo, e 865 mil em mulheres. Os maiores
indices de casos de cancer colorretal foram notificados no Centro, Norte e Sul
da Europa, assim como também na Oceania (FERLAY et al., 2020).

A estimativa para o presente triénio (2023 a 2025) é de
aproximadamente 45.630 novos casos. Estima-se que sejam aproximadamente
23.660 para mulheres e 21.970 para homens atingidos por esta patologia nos
proximos anos (INCA, 2022). Enquanto os numeros de casos aumentam, 0S
estudos precisam acompanhar 0 mesmo ritmo.

Marcadores moleculares do cancer tem sido alvo de muitos estudos, em
se tratando de compreender a importancia e necessidade de encontrar
solucdes para uma problemética crescente a nivel mundial (JESUS; OLIVEIRA,
2020).

Uma classe de proteinas totalmente envolvida nos processos que regem
o ciclo celular é a formada pelas ciclinas. Dentre estas, é possivel destacar a
Ciclina D1 como aquela que auxilia na passagem da fase G1 para a fase S na
divisdo celular, através da fosforilacdo da proteina do retinoblastoma (Proteina
Rb), cancer ocular raro que acomete o publico infantil (RADENKOVIC et al.,
2021).

Quando se associa a Ciclina D1 ao desenvolvimento tumoral ou
tumorigénese, esta proteina, fundamental para o avanco do ciclo celular,
assume a posicdo de biomarcador, indicando em diversos casos um
prognadstico ruim. Todavia, em trabalhos que focaram a acéo desta proteina em
individuos diagnosticados com cancer colorretal, os resultados séo divergentes
(WANGEFJORD et al., 2011; AL-MAGHRABI et al., 2015; BABIC et al., 2021).
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Outra proteina envolvida no processo de proliferacdo celular é a Ki-67, ja
gue sua expressao € bem evidenciada em células que estdo em divisdo celular.
Tal proteina acabou sendo estudada como biomarcador para o cancer, a
exemplo do cancer de mama, avaliando seu papel no diagndstico e progndstico
dos pacientes (UXA et al., 2021).

Em relacdo ao papel da proteina Ki-67 como biomarcador para casos de
cancer colorretal, os resultados sdo discrepantes, uma vez que ha trabalhos
que destacam a acgédo de Ki-67 voltada para uma baixa sobrevida, enquanto
que em outros uma estimativa favoravel de sobrevida é visualizada (IVANECZ
et al., 2014; HAYASHI et al., 2015; LUO et al., 2019).

O presente trabalho busca analisar a importancia das proteinas Ciclina
D1 e Ki-67 como biomarcadores para pacientes diagnosticados com cancer
colorretal, observando sua relevancia no diagndstico e progndéstico de tal

neoplasia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cancer

2.1.1 Definicao

O termo “cancer” é utilizado na literatura para definir uma proliferagcao
desenfreada de células em alguma regido do organismo, resultando no
desenvolvimento de enfermidades de natureza maligna, j& sendo registradas
mais de cem variacfes deste tipo de enfermidade (INCA, 2022). O cancer
apresenta-se como um forte obstaculo para o acréscimo da expectativa de vida
em todo o planeta, ostentando dados estatisticos preocupantes, ocupando as
primeiras colocagbes no ranking mundial das causas de mortalidade na
espécie humana (SUNG et al., 2021). Tal avanco em ritmo crescente esta
associado a fatores como, alteracbes no quesito demogréafico, aumento
expositivo do homem a condi¢cdes que possam interferir diretamente na salde
e, consequentemente, no bem-estar. Neste interim, o custo dos procedimentos
terapéuticos para tratar o cancer vem apresentando um aumento progressivo
(WILD et al., 2019).

Uma caracteristica gritante deste tipo de doenca é a velocidade absurda
de replicacdo apresentada pelas células cancerigenas, além de um tom
agressivo e indomavel que reflete no surgimento de estruturas denominadas de
tumores, que podem se manifestar em diversos pontos do individuo. A
nomenclatura atribuida a um determinado tipo de cancer depende do local de
origem da enfermidade: Carcinoma (tecido epitelial) e Sarcoma (tecido
conjuntivo) (INCA, 2022).

Devido a rapida proliferagédo celular, visualizada nesse tipo de doenca, a
migracdo de um determinado ponto do corpo para outras regides acaba sendo
uma realidade vista em alguns casos, sendo denominada de metastase
(SEFERBEKOVA et al., 2023).

Do ponto de vista genético, tudo comeca com a ativagdo de genes até
entdo adormecidos no organismo. Sao os chamados “proto-oncogenes”. Estes
sao postos em atividade a partir de mutagdes genéticas dentro da célula. Apos

este evento, ocorre uma mudanca na nomenclatura, passando a serem
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conhecidos como “oncogenes”, na medida em que trabalham diretamente na

transformacao de células saudaveis em células doentes (WANG et al., 2018).

2.1.2 Carcinogénese

A origem de um tipo de cancer no organismo é denominada de
“carcinogénese” ou “oncogénese”. Ndo é um processo que acontece “da noite
para o dia”’, mas que leva um certo tempo para o estabelecimento definitivo da
enfermidade no individuo, a partir da formacéo de estruturas tumorais visiveis a
olho nu. Os chamados agentes cancerigenos ou carcin0genos sao
considerados o0s encarregados de acionarem a chave de ativacdo do
desenvolvimento tumoral (INCA, 2022).

E possivel destacar trés estagios da carcinogénese: a) estagio de
iniciacdo — marcado pela modificacdo genética, a partir da atuacéo dos agentes
carcindgenos, alterando a acdo de alguns genes; b) estagio de promocdo —
destaca-se a atividade dos “oncopromotores”, classe de agentes cancerigenos
que atuam na transformacdo da célula saudavel em uma célula maligna,
através do contato direto, havendo paralisacdo da acao, caso tal contato seja
interrompido; c¢) estadgio de progressdo — caracterizado pela proliferacdo
desgovernada e inconversivel de células geneticamente modificadas. Neste
altimo estagio, a doenca jaA se encontra em um estado de estabilidade no
organismo, promovendo 0s sintomas iniciais no individuo. Os oncoaceleradores
sdo 0s agentes responsaveis pelos estagios de iniciacdo e progressao (GUO;
ZHOU; HU, 2022).

Dentro do material genético de uma célula considerada normal
encontram-se 0s chamados proto-oncogenes que exercem uma agao
reguladora em diversos mecanismos bioldgicos, tais como crescimento,
transducdo de sinais e transcricdo. Os proto-oncogenes destacam-se pelo
potencial de controle em eventos ligados a divisédo de células em alguma area
especifica. Modificagbes em tais genes acabam ligando uma chave que os
transforma em oncogenes nas células cancerigenas, colaborando assim para a
proliferacdo celular descomedida, resultando na formacdo do cancer. Alguns

exemplos de alteragbes que contribuem para a ativacdo dos oncogenes sao:
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mudanca na configuracdo estrutural de uma proteina especifica e erros de
expressao proteica (KONTOMANOLIS et al., 2020).

Dentre os processos que favorecem a ativacdo dos proto-oncogenes €&
importante destacar: alteragdo cromossdmica, promovendo a translocagéo de
um determinado proto-oncogene de um lugar para outro, podendo resultar no
aumento da transcricdo deste proto-oncogene; mutacdes especificas dentro do
proto-oncogene; aumento quantitativo génico, permitindo uma multiplicidade
tanto do oncogene como da oncoproteina; e a adicdo de um gene habil para
induzir a transcricdo numa regido proxima ao proto-oncogene, possibilitando
um aumento progressivo na expressao génica (KONTOMANOLIS et al., 2020).

A producao de células cancerosas ocorre em uma velocidade maior do
que a registrada na divisdo de células normais. Um acumulo exacerbado
destas células provoca uma espécie de invasdo nos mais variados 6rgaos e
tecidos do organismo, resultando no comprometimento da saude do individuo.
Tais células se mantém vivas e bem nutridas através do processo conhecido
por angiogénese, com a formacgéo de vasos sanguineos exclusivos para estes
fins (INCA, 2022). Tais células apresentam uma habilidade de segregacao do
local de origem do tumor para outras regides do organismo. Isso é permitido
através do deslocamento pelos vasos sanguineos e linfaticos até tecidos
vizinhos e/ou distantes. O resultado de tal acdo é o processo conhecido por
colonizacdo metastéatica ou metastases (SEFERBEKOVA et al., 2023).

Ha uma distincdo clara entre as células saudaveis e cancerosas no
tocante a funcionalidade, ja que estas sdo menos especializadas. Por isso é
possivel visualizar, nos pacientes com cancer, a perda de funcbes dos 6rgaos
acometidos por esta enfermidade (BONNAY et al., 2020; INCA, 2022; LIU,
PENG; WEI, 2022; RANGEL et al., 2022).

Muitas das células tumorais, por meio do processo de sele¢édo natural,
vao se adaptando ao meio inserido, desenvolvendo resisténcia as drogas
aplicadas no tratamento, caminhando dessa forma para estagios mais criticos,
como é o caso da colonizagdo metastatica no organismo do paciente (NIIDA et
al., 2021).

2.1.3 Classificacéo e estadiamento
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As chances de sobrevida do acometido variam de acordo com o local de
origem do cancer e com a capacidade de colonizar e invadir outros 6rgaos.
Sendo assim, classificam-se os casos de céncer em estadios no intuito de
examinar o nivel de propagacédo. O estadiamento de um cancer revela, além do
progresso e ampliagdo da enfermidade, a relagcéo entre o tumor e o hospedeiro
(KEUNG; GERSHENWALD, 2018).

Diversos sdo os critérios utilizados para classificar uma neoplasia. As
variaveis utilizadas nesse caso sao: regido de origem, circunferéncia,
capacidade invasiva, colonizagdo metastatica, histopatologia, sintomas,
alteracdes no sistema, dentre outras (TSIKITIS et al., 2014).

O Sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos é o sistema de
estadiamento mais usual, sendo recomendado pela Unido Internacional para o
Controle do Cancer (UICC). O critério chave para este tipo de especificacédo é a
dilatacdo em termos anatémicos da patologia. Sdo levados em consideracao os
aspectos do tumor primario (T), atributos dos linfonodos do local onde é
possivel detectar um desenvolvimento tumoral (N) e a aparicdo ou ndo de
metdstases a curta e longa distancia (M). Tais preceitos sdo graduados
numericamente de TO a T4, NO a N3 e MO a M1, respectivamente (CHEN et al.,
2021).

Em casos de cancer colorretal, o estadiamento anatomopatolégico é
considerado o tipo de variante mais interligada ao progndstico, estando
fundamentada no nivel de invasdo na parede intestinal do paciente, levando
em consideracdo, também, a deteccdo ou ndo de metastases no individuo
(LIMA et al., 2019).

Também existe a possibilidade de reunir os casos de cancer em
estadios classificados por algarismos romanos (I a [V), possuindo uma
subclassificagdo em A e B, aferindo o ponto evolutivo da neoplasia (INCA,
2022).

2.2 Cancer colorretal
O cancer colorretal (CCR), atualmente, é classificado como o terceiro

cancer mais incidente em todo o mundo. Além disso, ocupa a quarta posicao

no topo das neoplasias que causam mais mortalidade no planeta. O
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desenvolvimento de metastases no figado é uma caracteristica visualizada em
uma boa parte dos individuos com CCR, sendo taxada como o principal motivo
gue pode levar um paciente com este tipo de patologia a 6bito (KITSEL et al.,
2023).

O CCR é uma neoplasia que atinge o célon e o reto, ambos fazem parte
do intestino grosso, e consequentemente do sistema digestorio ou
gastrointestinal. Tudo comeca a partir de uma alteracdo na fisiologia celular,
provocando um crescimento desordenado de células que resulta na formacao
de tumores (NIIDA et al., 2021).

2.2.1 Céblon e reto

Para que haja a manutencdo da vida, é necessario que ocorra um
abastecimento de nutrientes no organismo. O ato da ingestdo de alimentos &
seguido da transformacdo quimica, resultando na quebra de particulas cada
vez menores, para que assim 0s nutrientes sejam absorvidos e exergam seu
papel dentro do corpo. Este processo € denominado de digestdo, sendo
realizado pelo sistema digestério. As funcbes deste importante sistema vao
desde a mastigacdo até a excrecdo residual, através das fezes, além da
conversdo quimica e absorcdo do material digerido (DANGELO; FATTINI,
2007).

Um dos 6rgaos que constituem o sistema digestério € o intestino grosso,
gue € maior em circunferéncia do que o intestino delgado, compondo assim a
parte terminal do canal alimentar. Ele é dividido basicamente em: ceco, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente, célon sigmoéide e reto
(DANGELO; FATTINI, 2007).

O colon ascendente inicia o intestino grosso, especificamente com uma
estrutura em forma de bolsa, denominada de ceco, que se encarrega de
receber o bolo alimentar diretamente do intestino delgado e prossegue para o
topo no sentido vertical, na regido direita do abdome. Em seguida, encontra-se
o0 coOlon transverso, que passeia nas duas regifes (direita e esquerda).
Posteriormente, localiza-se o célon descendente, ja que descende pelo lado

esquerdo do abdome. Por fim, chega no célon sigmoide, possuindo um formato
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de “S”, que se une ao reto, desembocando no anus (Figura 1) (MOORE;
DALLEY, 2007).

Outra forma de divisdo para o célon consiste em classifica-lo em cdlon
direito e esquerdo. O primeiro partindo do ceco e estendendo-se até o coélon
transverso. JA4 o segundo tem seu inicio do célon descendente até o cdlon
sigmaoide (BRAGA, 2020).

Figura 1 - Partes do célon.
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Fonte: TERESE WINSLOW LLC.
https://www.teresewinslow.com/digestion/aoz6hbz112a4qiloikf6z6vyzuul34

Uma das funcdes do célon esta relacionada a capacidade de absorcao
de 4gua e sal do bolo alimentar, que veio do intestino delgado para o intestino
grosso. O resto residual, que fica apés o percurso por todas as secdes do
colon, é encaminhado para o reto. Através do anus, as fezes sao liberadas no
processo denominado de evacuacdo. A estrutura muscular que rodeia o anus,
chamada de esfincter, se encarrega de controlar a expulsédo dos restos solidos
dos alimentos que ndo foram digeridos e absorvidos pelo organismo
(DANGELO; FATTINI, 2007).

2.2.2 Epidemiologia do CCR
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Em relacéo ao cancer colorretal, estima-se para o triénio de 2023 a 2025
que 45.630 novos casos surjam no cenario nacional (uma média de 21,10
pessoas por 100 mil habitantes). Deste niumero estimado, espera-se que a
maioria dos casos (23.660) ocorram no publico feminino e a outra parte
(21.970) no publico masculino, com uma diferenca de quase dois mil casos
entre os dois géneros biologicos (INCA, 2022).

O céancer colorretal encontra-se na terceira posi¢céo entre os subtipos de
cancer mais incidentes no territério brasileiro. a regido do Brasil, onde mais
pessoas se tornam vitimas deste tipo de patologia € a Sudeste. A regido
Nordeste ocupa a quarta posicao entre as regides do Brasil onde homens e
mulheres sdo mais atingidos pelo CCR (10,99 por 100 mil habitantes e 13,08
por 100 mil habitantes, respectivamente) (INCA, 2022).

O CCR assumiu um lugar de destaque no cenario atual, ocupando as
primeiras posi¢cdes de incidéncia das neoplasias mais comuns em homens e
mulheres em todo o territério mundial. Trazendo consigo uma probabilidade
significativa de mortalidade e resisténcia, este tipo especifico de cancer tem se
levantado como um grave problema de saude nos dias hodiernos (NIIDA et al.,
2021).

Algo ainda mais preocupante é o fato de que, nos Ultimos anos, jovens e
adultos, entre 20 e 50 anos de idade, também vém se tornando vitimas desse
tipo de neoplasia (KANTH; INADOMI, 2021). Registros de decréscimos nos
niveis de ocorréncia do céancer colorretal em algumas localidades foram
notificados, mediante a alteracdo no estilo de vida dos seus habitantes,
optando por escolhas alimentares e comportamentais mais saudaveis (SUNG
et al., 2021).

2.2.3 Neoplasia do célon e reto

Na estrutura anatdmica do célon é possivel identificar um aglomerado de
células denominado criptas. No interior de tais estruturas estdo agindo as
células-tronco do colon. Devido a capacidade de autorrenovacdo das ceélulas-
tronco, um tumor pode ser originado, em consequéncia de um conglomerado

de células com algum tipo de modificacdo genética. Tumores formados a partir
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da acdo de uma célula-tronco sdo mais resistentes aos procedimentos
terapéuticos comumente utilizados, a exemplo da quimioterapia. Quando uma
cripta evolui, assumindo a forma de cripta aberrante, aumenta a chance de
aparecimentos de pdlipos adenomatosos benignos, que, com o0 passar dos
tempos, pode progredir para um céncer colorretal. O termo “adenocarcinoma” é
utilizado para definir um tumor maligno que pode atingir sitios do trato
digestivo, a exemplo do cdlon. Inicia-se a partir de uma pequena estrutura do
tamanho de uma verruga, chamada pélipo, na superficie epitelial, exibindo um
crescimento com o passar dos anos e evoluindo para o adenocarcinoma (LI et
al., 2023).

2.2.4 Fatores de risco

Dados de relatorios mais atualizados do Fundo Mundial de Pesquisa do
Cancer (WCRF) apontam um crescimento de 7% na ocorréncia de cancer
causado por ingestdo continua de 10 gramas de &lcool por dia. Em pessoas
consideradas consumidoras leves de alcool, a chance de ocorréncia da
neoplasia diminui significativamente. O aumento no nivel de consumo alcodlico
contribui até para o aparecimento de lesdes no célon, colaborando
negativamente para o estabelecimento de uma doenca maligna nesta regiao do
individuo (RUMGAY et al., 2021).

A etiologia dos casos de CCR ¢é variada, incluindo causas de ordem
hereditaria até mesmo fatos considerados imprevistos e infrequentes. Ha quem
associe 0 aumento da incidéncia do céancer colorretal com o nivel de
desenvolvimento da populacédo, especifico para cada nacdo. Quanto mais
desenvolvido o pais, maior o niumero de casos registrados de CCR. Habitos
alimentares do Ocidente, disseminados por todo o mundo, também ganham
destaque nesta discussao (KANTH; INADOMI 2021).

A situagdo socioecondmica de um determinado pais exerce um papel
determinante na predisposicdo de individuos ao desenvolvimento do cancer
colorretal. Paises em situac&o transicional, resultado de aumento no indice de
Desenvolvimento Humano (IDH), acabam exibindo um aumento na ocorréncia
de casos. Isto se deve ao fato de que, junto com tal aumento vem as mudancas

comportamentais, associadas ao novo estilo de vida adotado. Alteragées nos
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padroes alimentares e na rotina de atividades provocam um estado de
vulnerabilidade no organismo e, consequentemente, aumentam a probabilidade
de contrair uma enfermidade desta natureza. Alcoolismo, tabagismo, consumo
excessivo de proteina animal sdo exemplos de préticas que favorecem o
aumento de risco para o céancer colorretal. Em contrapartida, os riscos sao
reduzidos mediante a ingestdo de alimentos ricos em calcio e fibras, além do
consumo de graos (SUNG et al., 2021).

Grande parte dos pacientes com cancer colorretal possui historico
familiar marcado por algum tipo de neoplasia. Inflamacdes na regido intestinal
levam ao surgimento a curto ou longo prazo, deste tipo de patologia. O estilo
comportamental dos individuos reflete diretamente na predisposicdo ao
desenvolvimento deste tipo de cancer. Auséncia de atividades fisicas, consumo
de bebidas alcoodlicas, tabagismo, dieta desregrada, sdo exemplos de

comportamentos que contribuem para uma evolucao tumoral (LI et al., 2023).

2.2.5 Suscetibilidade genética

O aparecimento de uma adenocarcinoma € resultado de alteracdes
genéticas em alguns genes, tais como APC e P53. ModificacBes moleculares
sao registradas como produto de tal desenvolvimento, a exemplo da perda de
funcdo dos teldmeros e ruptura da dupla fita de DNA. Muta¢gbes no oncogene
KRAS sao visualizadas concomitantemente com a colonizacdo metastéatica
(Figura 2). Também sado registrados outros tipos de mutacdes, classificadas
como sendo de baixa frequéncia e reduzido perfil de transcricdo, mas que
contribui diretamente para a heterogeneidade dos casos de cancer colorretal.
Algumas das alteracdes genéticas visualizadas em células cancerigenas do
cOlon ou reto sdo: metilacdo do DNA, alteracdo na configuragdo das histonas e

controle dos eventos transcricionais do RNA (LI et al., 2023).
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Figura 2 - Modelo de cancer colorretal (adenoma, carcinoma e metastase).
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A evolucdo do cancer colorretal revela sua origem incialmente como uma cripta aberrante, que
vai se desenvolvendo e formando um pdlipo adenomatoso benigno, o qual evolui formando o
carcinoma. Na medida em que o tumor vai se tornando invasivo, por meio da mutacdo do
oncogene KRAS, a colonizagdo metastatica acaba sendo um fendbmeno visivel no paciente.
(Fonte: LI, Jiexi et al. 2023).

Analisando o perfil genébmico dos pacientes com cancer colorretal, é
possivel visualizar uma notavel variacdo tumoral, marcada pelo acumulo de
alteracdes genéticas, que resultam na formacdo de aberracdes no material
genético, norteando assim o inicio e evolucdo da enfermidade (KITSEL et al.,
2023).

2.2.6 Diagndstico e prognostico

Possiveis sintomas manifestados em individuos com suspeita de cancer
colorretal sdo: sangramento no reto, dores na regido do abdome, constipacao
ou prisédo de ventre, como € popularmente conhecida, e diarreia. Destes, as
dores e incbmodos no abdome e a dificuldade na evacuacdo sdo 0s mais
presentes em homens e mulheres com suspeita de céancer colorretal
(HOLTEDAHL et al., 2021).

Infelizmente, a maioria dos casos € diagnosticada em etapas criticas e
avancadas, quando ndo ha muito mais o que fazer. Nesse momento, é natural

que a doencga avance de uma forma agressiva. No entanto, o CCR pode ser
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evitado, agindo da maneira correta ao se deparar com sinais estranhos no
organismo, como uma anemia e prisdo de ventre, procurando alternativas que
visem driblar uma situacao indesejavel (KANTH; INADOMI 2021).

A colonoscopia € o procedimento mais usual no diagnostico precoce do
CCR e consiste na visualizacao do intestino grosso e delgado, sendo indicado
para individuos que desenvolvem algum tipo de sintoma de natureza intestinal.
Quanto mais cedo for detectado, menor a probabilidade de o individuo vir a
Obito (KANTH; INADOMI 2021). Tal exame tem sido eficiente na deteccdo do
cancer colorretal, quando recomendado pelo médico para alguém com suspeita
de algum tipo de alteracdo na regido do célon e do reto. Todavia, 0 alto custo
acaba afastando a clientela que, em alguns casos, se mantém resistente na
submisséo a tal exame (ZYGULSKA; PIERZCHALSKI, 2022).

Outras alternativas no rastreamento do cancer colorretal s&o
constantemente estudadas por pesquisadores, que procuram tornar mais
acessiveis os métodos de diagnostico e tratamento do cancer colorretal. Os
biomarcadores ganham destaque neste cendrio, contribuindo para uma
deteccdo precoce de alteracbes genéticas no individuo. Dentre o0s
biomarcadores mais utilizados em casos de cancer colorretal estdo as
proteinas e os acidos nucléicos, além das modificacbes na microbiota
intestinal. Normalmente, esta deteccdo € feita a partir de materiais coletados
dos pacientes, a exemplo de sangue, fezes, urina, muco e saliva. S&o
realizados testes de quantificacdo de proteinas no sangue ou imuno-
histoquimica para verificar a presenca de determinados antigenos em amostras
de tecidos. Normalmente, em regifes onde € registrada a presenca de lesfes
malignas, o nivel de &cidos nucleicos circulantes multiplica significativamente.
A facilidade de coletar e examinar 0 sangue o torna uma das ferramentas
praticas para realizagdo da triagem do CCR. Grande parte das células com
anomalias genéticas, envolvidas no processo de carcinogénese, sao
eliminadas através dos efluentes biologicos a exemplo das fezes e urina. Este
material € submetido a testes no intuito de verificar a presenca de sangue
oculto, utilizando técnica de imunoquimica (ZYGULSKA; PIERZCHALSKI,
2022).

2.2.7 Tratamento
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O primeiro passo para a obtencao de um tratamento terapéutico eficiente
€ a total compreenséo do processo evolutivo da neoplasia em questédo. Este &
um ponto que ndo é exclusivo do CCR, mas dirigido para qualquer tipo de
enfermidade. No entanto, apesar do avanco das informacdes e das pesquisas
envolvendo patologias desta natureza, muitos pontos ainda necessitam ser
esclarecidos em sua totalidade (KANTH; INADOMI, 2021).

Normalmente o procedimento cirlrgico para a remocao do tumor é
invasivo, porém, ja estd sendo notificada uma evolugdo nas cirurgias, tornando
0 processo menos invasivo. A cirurgia ndo isenta o paciente dos riscos, que
podem se manifestar em diferentes niveis de complicacdo. A quimioterapia, em
combinacdo com a radioterapia, € comumente utilizada no tratamento de CCR
(SINHA, 2021).

2.3 O ciclo celular

Uma célula duplica seu material, sinalizando a aptiddo para dividir-se em
um processo denominado de ciclo celular. O resultado de tal evento é a
producdo de duas células-filhas idénticas a célula méae. Estudiosos dividiram
este evento celular, de extrema importancia para a manutencdo da vida, em
quatro fases: G1, S, G2 e M. Na fase G1, a célula inicia um movimento
preparatério para uma subsequente divisdo, através de um amontoado de
estruturas fundamentais para esta acdo. Na proxima etapa, S, ocorre a
duplicacdo do material genético. Em G2 é registrado um intervalo de transicéo
entre a duplicacdo e a divisao propriamente dita. Por fim, a fase M consiste no
momento em que o material genético é direcionado, por meio da segregacao
do DNA, para as novas células que serdo produzidas, coroando assim a
divisdo celular. Além disso, outra etapa importante a citar € a fase GO,
conhecida por permitir a célula ja dividida um repouso, apds passar por todas
as etapas relatadas anteriormente. Tal célula pode novamente ingressar no
ciclo celular, como resultado da acéo de fatores mitogénicos especificos (QIE;
DIEHL, 2016; KCIUK et al., 2022; SUSKI et al., 2022).

O controle do ciclo celular fica a cargo de proteinas especificas, a
exemplo das ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKSs). Estas, para
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serem ativadas, precisam ligar-se a uma ciclina especifica, em um sitio de
ligacdo diferente do sitio ativo. Sendo assim, as ciclinas sédo reconhecidas
como ativadoras alostéricas das CDKs. Os fatores de regulacédo da atividade e
funcionalidade das CDKs incluem a parceria das quinases ligadas as ciclinas
especificas, mecanismos de fosforilacdo e presenca de proteinas que atuam
inibindo as CDKs, a exemplo da familia INK4, CIP e KIP (Figura 3) (QIE;
DIEHL, 2016; TCHAKARSKA; SOLA, 2020; KCIUK et al., 2022).

Figura 3: O ciclo celular.
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Fonte: Allifer School.

https://lwww.alliferschool.com/2020/05/sequencia-didatica-o-ciclo-celular.html
2.3.1 Reguladores do ciclo celular

Proteinas do tipo quinases estdo envolvidas em processos de extrema
relevancia para a manutencdo da estrutura e saude celular, a exemplo do
envolvimento deste tipo de proteina na desconstrucdo do nucleo, na fase
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mitética, para a formacdo de dois novos nucleos iguais ao molde. Durante o
processo divisorio, CDKs acionadas na fase M fosforilam as nucleoporinas,
favorecendo assim a desagregacéo do envelope nuclear e, consequentemente,
a desmontagem do nucleo (ALBERTS et al., 2017; COLAS, 2020).

Classificam-se quatro tipos de ciclinas em vertebrados, de acordo com o
momento do ciclo celular em que ocorre a jungdo com uma quinase para
desempenhar uma determinada funcdo: Gi/S-ciclinas (ciclina E e Cdk2), S-
ciclinas (ciclina A, Cdk2 e Cdkl), M-ciclinas (ciclina B e Cdkl) e Gi-ciclinas
(ciclina D, Cdk4 e Cdk6). Em mamiferos sdo encontrados trés tipos de ciclinas
D — D1, D2 e D3 (ALBERTS et al., 2017). Em células de animais € possivel
identificar no minimo 10 tipos diferentes de ciclinas, sendo nomeadas por letras
do alfabeto — A, B, C, etc (NELSON; COX, 2014).

Esta classe de proteinas estd envolvida na regéncia do ciclo celular,
sendo submissa a uma série de comandos extracelulares. A acdo das CDKs
esta intrinsecamente associada a fosforilacdo de estruturas especificas, para
que o ciclo celular aconteca de uma maneira satisfatéria. As quinases sao
classificadas como heterodimeros que possuem duas subunidades distintas:
uma denominada de reguladora, onde a ciclina se ligard, e outra conhecida por
catalitica. Para que a proteina quinase esteja em seu estado ativo € necessario
que haja a presenca da ciclina. Do contrario, a proteina permanece em seu
modo inativo (NELSON; COX, 2014; LUKASIK; ZALUSKI; GUTOWSKA, 2021).

A familia de proteinas denominadas de CDKs €& conhecida por sua
participacdo meritdria na dire¢cdo do processo de divisdo celular. Ao longo do
ciclo celular, a atuacéo de tais proteinas registra niveis que passeiam nos dois
extremos, interferindo na conformacédo de proteinas dentro da célula que séo
responsaveis por executar acées necessarias ao ciclo. Proteinas encarregadas
de dirigir a condensacdo dos cromossomos sdo fosforiladas em um nivel
elevado, como consequéncia da acdo de uma CDK na etapa de transi¢cao entre
as fases G2 e M. Ja sao conhecidas vinte CDKs, na espécie humana, e
aproximadamente vinte e nove ciclinas (DING et al., 2020; LUKASIK; ZALUSKI;
GUTOWSKA, 2021; SUSKI et al., 2022).

Quatro mecanismos de regulagcdo controlam a ag¢do das CDKs. S&o
estes: a atividade de proteinas que inibem as CDKs, producéo de CDK, assim

como também de ciclinas, eliminacdo sob controle da subunidade ciclina e
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fosforilacdo ou desfosforilacdo de CDKs. Para que o ciclo celular aconteca é
necessario que ocorra a ativacdo ou desativacdo das CDKs em momentos
oportunos (NELSON; COX, 2014).

A agédo das CDKs interfere drasticamente no comportamento celular,
policiando eventos como divisdo, diferenciacdo e até mesmo quiescéncia
(COLAS, 2020; DING et al., 2020).

Algumas estruturas proteicas sdo incumbidas de promover o controle da
acao das CDKs. Dentre elas estéo as ciclinas, que recebem essa nomenclatura
pelo resultado manifestado por elas ao final do ciclo celular — apresentam ciclos
de sintese e degradacédo. Alteracdes nos graus de concentracdo das ciclinas
depende da presenca de complexos Ciclina/CDK ativos durante o ciclo celular
(DULINSKA-LITEWKA et al., 2022).

Em sintese, a participacdo das ciclinas no controle do ciclo celular ocorre
da seguinte maneira: sinais extra e intracelulares atuam na ativacao de G1-
CDK. Esta coopera para a expressao dos genes que codificam G1/S-ciclinas e
S-ciclinas. G1/S-CDKs influenciam na atuagdo das S-CDKs, que trabalham
diretamente na duplicacdo cromossémica na fase S. Quando M-CDK ¢ ativada,
da-se a largada das fases iniciais da mitose. Quando a fase M chega ao fim, a
atividade das CDKs é suprimida, provocando uma fase de estabilidade para a
célula (ALBERTS et al., 2017).

No grupo das ciclinas D estéo as ciclinas D1, D2 e D3. Elas associam-se
com dois tipos de CDKs (CDK4 e CDK®6), fosforilando a proteina do
retinoblastoma (tipo raro de cancer ocular, que atinge o publico infantil, tendo
como sintomas o desenvolvimento de uma area branca e opaca na regido da
pupila, alteracdo na posicdo dos olhos, estrabismo e tremor nos olhos) e
induzindo a passagem da fase G1 para S, no ciclo celular. A interferéncia no
ciclo celular, por parte desta classe de proteinas, depende de critérios como
disposicéo dos fatores de crescimentos e nutrientes, sem falar nos sinais de
adeséo, provenientes das integrinas (QIE; DIEHL, 2016).

Quando o complexo Ciclina/CDK esta formado, a ciclina encaminha a
CDK para proteinas-alvo que vao facilitar a execucdo de uma determinada
acdo. Sendo assim, tal complexo fosforila diversos tipos de proteinas-substrato
(JAVED et al., 2023).
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A ativacéo da CDK por uma ciclina ocorre da seguinte forma: uma ciclina
liga-se a uma CDK removendo uma algca proteica, encontrada no sitio de
ligacdo na auséncia da ciclina, e promovendo parcialmente a ativacdo da
enzima em questdo. A ativacdo plena acontece quando uma outra quinase,
denominada quinase ativadora de CDK (CAK), se aproxima do complexo
Ciclina/CDK e o fosforila, especificamente em um aminoacido localizado nas
proximidades da regido do sitio ativo. Segue-se uma alteracdo na configuracao
do complexo, necessaria para a execucdo satisfatoria da fosforilagdo em
proteinas-alvo (JIRAWATNOTAI; DALTON; WATTANAPANITCH, 2020).

Proteinas envolvidas na inibicho do complexo Ciclina/CDK séo
chamadas de proteinas inibidoras de CDK (CKIs). Tais proteinas se ligam ao
complexo, promovendo uma mudanga organizacional no corpo estrutural do
sitio de ligacdo da quinase, e, consequentemente, inativando-o (KCIUK et al.,
2022; SUSKI et al., 2022).

2.4 Marcadores

2.4.1 Ciclina D1

Uma funcdo importante atribuida as ciclinas do tipo D é a capacidade
proliferativa por meio de uma associacdo com uma CDK (CDK4 ou CDK®6).
Quando ocorre a ativacdo do complexo Ciclina D — CDK4/CDK®, verifica-se um
desprendimento mais acelerado entre as etapas do ciclo celular, envolvendo
quiescéncia, senescéncia e diferenciacdo (MUSGROVE et al., 2011).

A Ciclina D1 é uma proteina codificada pelo gene do cromossomo
11913, CCND1 (também conhecido por PRAD1), que inclusive foi descoberto
no final do século XX (HE et al., 2017; CAO et al., 2020; MONTALTO; AMICIS,
2020). Esta proteina tem sua funcionalidade associada a progresséao do ciclo
celular, uma vez que atua como reguladora na transicao das fases G1 e S (HE
et al., 2017; CAO et al., 2020; MONTALTO; AMICIS, 2020; MENG et al., 2021).
A superexpressdo de CCND1 resulta em uma redugao do tempo total para
completar o ciclo celular e, portanto, numa multiplicagdo de células em uma
determinada regido do organismo, atuando ativamente no processo de
tumorigénese (Figura 4) (CAO et al., 2020; JUN et al., 2023).
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A passagem de fase, por parte das células com o auxilio da Ciclina D1,
acontece gracas a fosforilacdo de uma proteina do retinoblastoma e, como
consequéncia, ocorre a liberacdo dos chamados fatores de transcricdo, como &
o caso do EGF2, que facilitam a transi¢do de estagio no ciclo celular (HE et al.,
2017).

A Ciclina D1, quando ligada a enzima RAD51, colabora em conjunto
com o gene BRCA2 para a instalagdo de um complexo que atua basicamente
no reparo central de rupturas na cadeia dupla de DNA, através do processo de
recombinacdo homologa (Figura 4). Dessa forma, as func¢des da Ciclina D1
visualizadas no ciclo celular e no reparo do DNA favorecem uma associacao de
tal proteina ao desenvolvimento tumoral, tornando-a assim uma estrutura
oncogéncia, na medida em que séo registrados altos niveis de expressdo da
Ciclina D1 em regides tumorais (JIRAWATNOTAI et al., 2011).

Figura 4: Duplo papel da Ciclina D1.
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a. A Ciclina D1 atua em conjunto com as enzimas CDK4/CDK6, dando inicio & fosforilacdo da

proteina do retinoblastoma e dos repressores transcricionais. Como resultado desta acgao, os
fatores de transcricdo E2F séo liberados, permitindo assim a promoc¢éo de fase no ciclo celular
(G1 para S). b. A Ciclina D1 trabalhando em conjunto com a enzima RAD51 e com 0 gene
BRCAZ2 instalam um complexo de reparo, que tem sua atuacdo focada nas quebras de cadeia
dupla de DNA, por meio da recombina¢&o homadloga.

Fonte: BARTEK, Jiri; LUKAS, Jiri, 2011.
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Possuindo um peso molecular de 36 kDa, a Ciclina D1 é expressa pela
grande maioria das células encontradas na espécie humana, com excecao das
linhagens de células-tronco da medula 6ssea. Pode ser localizada tanto no
ndcleo como no citoplasma. Em conjunto com quinases dependentes de
ciclinas, a Ciclina D1 forma um complexo de acdo no nucleo das células,
atuando na fosforilacdo de proteinas do retinoblastoma e anulando a acao
repressora sobre o fator de transcricio EGF2. Dessa forma, genes de
transcricao envolvidos na proliferacdo celular continuam desempenhando seus
papeis de maneira cabal, e abrindo caminhos para o desenvolvimento
indesejado de tumores (MONTALTO; AMICIS, 2020).

A superexpressdo do gene que codifica a Ciclina D1 resulta numa
producdo precoce e desenfreada de ceélulas. Tal fato contribuiu para que a
Ciclina D1 assumisse o0 posto de biomarcador para neoplasias, ao colaborar
com a mudanca fenotipica da célula, levando-a a assumir um comportamento
considerado anormal (MAAHS et al., 2007; FANG et al., 2021).

Mitdbgenos e fatores de crescimento sdo razdes importantes para a
expressdo elevada da CCND1, monitorando e dirigindo o processo de
multiplicacéo (GO et al., 2022).

2.4.2 Ki-67

Um exemplo de marcador para casos de proliferagcdo celular
significativa, muito utilizado para identificar o desenvolvimento de determinadas
enfermidades, é a proteina Ki-67 (Figura 5), sendo inicialmente detectada na
forma de antigeno. Em 1983, Gerdes e demais colegas, fizeram a identificacdo
do antigeno Ki-67, utilizando um anticorpo monoclonal. Os anticorpos
produzidos em resposta a este antigeno tornaram-se, com o passar dos
tempos, instrumentos utilizados para diagnosticar um paciente com cancer.
Geralmente, a Ki-67 € bem expressa em células que estdo em estagio de
proliferacdo (G1, S, G2 e mitose), enquanto que sua auséncia é notada em
células que estdo em estado de repouso (GO), sendo enxergada como

importante na acédo reguladora da producdo de células (WEI et al.,, 2018;
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AHADI et al., 2020; LIANG et al., 2020; UXA et al., 2021; ZENG et al., 2021
ROSA, 2023).

A proteina ndo-histona Ki-67 tem sua expressdo na forma de isoformas
que pesam de 320 a 395 kDa. Estas isoformas séo codificadas pelo gene
humano MKI67, localizado no cromossomo 10g25-terl7, e resultam de
variacdes do mRNA apresentando um diferencial no splicing. Tais estruturas
atuam na segregacdo dos cromossomos mitoticos, quando ocorre a ruptura do
ndcleo. Ki-67 coopera para produzir a proteina pericromossémica, a partir de
sua ligacdo com uma proteina fosfatase. Também trabalha tornando mais facil
a adesdo dos cromossomos ao fuso mitético. Possibilita movimento e cobertura
aos cromossomos. Ademais, influenciam na estruturacdo da heterocromatina.
A respeito do ciclo celular, Ki-67 se encarrega de eliminar do ndcleo estruturas
moleculares, como por exemplo, os ribossomos, ap0s o processo mitotico. Em
alguns casos, a reducdo dos niveis de Ki-67 resulta em atraso de entrada na
fase S do ciclo celular. Estudos enfatizam a resisténcia que tal proteina
apresenta no processo de carcinogénese (UXA et al., 2021; ZENG et al., 2021).

A expressdo de Ki-67 € notada inicialmente em G1 de forma discreta,
aumentando nas fases seguintes, atingindo seu topo na fase M. Baseados em
resultados que apontam a relacdo da Ki-67 com o diametro do tumor e
condicBes clinicas de cada individuo, esta proteina tem-se consagrado como
um marcador molecular em etapas importantes (diagnéstico e progndstico) de
pacientes com alguma neoplasia. A expressao de Ki-67 é visualizada no nacleo
ou em volta da estrutura nuclear, com o auxilio de um microscoépio (WEI et al.,
2018; AHADI et al., 2020; LIANG et al., 2020; UXA et al., 2021; ZENG et al.,
2021; ROSA, 2023).
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Figura 5: Regulacéo da expressao de MKI67/Ki-67 durante o ciclo celular.
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A represséo da transcricdo das células nas fases GO e G1 requer dois complexos repressores
transcricionais que sdo identificados pelo termo “DREAM”, que se ligam a um sitio CDE e dois
sitios CHR na regido promotora do gene MKI67, por meio da proteina LIN54 do complexo
MuvB. Os complexos MuvB associados as proteinas pl07/pl30 e fatores de transcricdo
E2F4/5-DP, junto com a acéo indireta da proteina supressora do retinoblastoma, atuam no
controle transcricional do gene MKI67, reprimindo a transcricdo nas fases GO e G1. O cenéario
muda quando acontece a dissociacdo de pl07/p130 e E2F4/5-DP do complexo DREAM,
proporcionando a ativagdo da transcricdo na fase S. Ocorre a formacdo de dois novos
complexos (B-MYB MuvB e FOXM1-MuvB) que trabalham na ativacéo da transcrigéo, ligados a
dois sitios CHR na regido promotora do gene MKI-67.

Fonte: UXA, Sigrid et al. 2021.

A importancia e uso da Ki-67 para o diagnostico de neoplasias sao
enfatizados por Mrouj et al. (2021) no processo de desenvolvimento tumoral,
uma vez que silenciado o gene MKI67 o crescimento tumoral é afetado. Em
pacientes com cancer de mama, através da técnica de imunohistoquimica, séo
avaliadas quatro estruturas: receptor de estrogénio, receptor de progesterona,

HER2 e Ki-67. Todo cancer de mama passa por essa avaliacdo, porque
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através desses quatro marcadores é possivel fazer o diagndstico, classificar o
cancer, avaliar o progndstico e o tipo de tratamento (UXA et al., 2021).

Basicamente, a proteina Ki-67 sofre degradacéo pelo proteassoma ainda
na fase G1 e no final do ciclo celular. Uma expressao exacerbada de E2F1
contribui significativamente para elevar os niveis de expressdo génica da Ki-67
(UXA et al., 2021).

2.4.3 Marcadores em cancer

Quando ocorre a amplificacdo de genes denominados oncogenes, O
processo conhecido por tumorigénese fica bem mais facil de ser manifestado
no organismo. A Ciclina D1 é um destes genes que sao alvos de estudos de
muitos pesquisadores (HE et al., 2017)

Atuando na regulacdo do ciclo celular, favorecendo a transicdo da fase
Gl para S, a Ciclina D1, ao adotar um comportamento alterado, incita o
desenvolvimento de tumores. Alguns estudos j& enfatizam uma expressao
significativa de Ciclina D1, associada ao reaparecimento de carcinomas em
sitios especificos do corpo (NAZAR et al., 2020).

Fatores de crescimento interferem diretamente no comportamento da
Ciclina D1, estimulando sua acdo proliferativa através de diversas vias de
sinalizacéo intracelular (MONTALTO; AMICIS, 2020).

Varios processos contribuem para uma proliferacéo celular desenfreada,
como por exemplo a ubiquitinacdo da Ciclina D1, uma vez que a ubiquitina se
liga & molécula alvo com o objetivo de promover uma renovacao ou destruicdo
das estruturas marcadas, exorbitancia desta proteina, desajuste no processo
de transcri¢cdo, composicéo e ativacao descomedida do complexo Ciclina/CDK.
Em vista disso, o potencial oncogénico da Ciclina D1 passou a atrair a atencao
de pesquisadores das mais variadas localidades, em virtude da vultosa relacao
entre expressao de Ciclina D1 e o desenvolvimento de diversas neoplasias,
exemplificando cancer de mama e pulméo (MONTALTO; AMICIS, 2020).

Em pacientes com carcinomas de células escamosas da lingua, o nivel
elevado de Ciclina D1 esteve relacionado a uma baixa sobrevida
(GUIMARAES, 2014). Ja no caso do carcinoma epidermoide de boca, os

pacientes ndo demonstraram relacao direta entre a expressao de Ciclina D1
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com os fatores preditivos da patologia. Neste caso, outros pontos incentivaram
o desenvolvimento de metastase: embolias vasculares e estadiamento clinico
(MAAHS et al., 2007).

Em um estudo de pacientes com carcinomas papiliferos de tireoide, em
quase todos os carcinomas foi notificada a expressao da Ciclina D1, mas, tal
ato ndo possuiu ligacdo direta com as manifestacdes clinicas da doenca
(BARTOLOMEI et al., 2022).

J& numa pesquisa sobre individuos com adenocarcinoma de préstata, foi
registrado um aumento da expresséao da Ciclina D1, associado principalmente
a casos mais graves (PEREIRA, 2013).

Num estudo sobre cancer de mama, fazendo um comparativo entre 0s
niveis de RNAm e os de proteina, resultado da expressao génica da Ciclina D1,
nao foi registrada variagdo, fomentando a ideia de n&o-correlacdo da
expressao com a colonizacdo metastatica (MAIA, 2014).

Pesquisadores utilizam a expressdo génica de Ki-67 como ferramenta
para classificar o cancer de mama em subtipos especificos. Ainda sobre este
tipo de cancer, uma significativa expressdo de Ki-67 estd comumente
relacionada a uma maior probabilidade de recidiva, diminuindo as chances de
sobrevida aos pacientes (LIANG et al., 2020).

Afirmativas sobre a relacdo da expresséo génica de Ki-67 com o cancer
colorretal ainda sao contraditérias, uma vez que alguns estudos atribuem uma
elevada expressdo desta proteina a uma baixa sobrevida, enquanto outros
fazem esta mesma associacdo, mas para uma sobrevida que € promissora
para o paciente (LUO et al., 2019).

Deve-se levar em consideracdo o papel relevante de Ki-67 em células
do cancer, em altos niveis de expressao, na compreensao preditiva de alguns
pontos como prognoéstico, sobrevida e recidiva. Sobre a analise desta
expressédo em individuos com osteossarcoma, as conclusdes divergem de um
estudo para outro, tornando indefinido o real papel da Ki-67 no prognostico dos
pacientes com tal enfermidade (ZENG et al., 2021).

Em individuos com cancer de prostata, a presenca da expressao de Ki-
67 nas células cancerigenas pode estar relacionada a um aumento na
probabilidade de o paciente vir a Obito. Estudos recentes, confirmaram esta

afirmativa, demonstrando a relacdo do aumento da expressédo de Ki-67 com a
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elevacdo no perigo de morte em pacientes com céancer de prostata
(TOLLEFSON et al., 2014; SHAHAIT et al., 2018).

A expressao significativa de Ki-67 pode desempenhar um papel
agressivo em pacientes com carcinoma escamoso pulmonar, sendo também
associada a colonizagdo metastatica nos linfonodos em casos de carcinoma
gastrico e cancer de mama, e ao aumento da chance de mortalidade em

individuos com cancer de bexiga, mama e prostata (WEI et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

X/
°e

Avaliar a expresséo das proteinas Ciclina D1 e Ki-7, no adenocarcinoma

colorretal e correlacionar com dados clinico-patologicos.

3.2 Especificos

L X4

Fazer a caracterizacdo sociodemogréafica de pacientes com cancer
colorretal do Hospital Universitario Lauro Wanderley e do Hospital
Napoledo Laureano, em Jodo Pessoa - PB,;

Analisar a expressdo das proteinas Ciclina D1 e Ki-67 em amostras de
cancer colorretal;

Correlacionar a imunoexpressdo de Ciclina D1 e Ki-67 com as
caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes com cancer colorretal;
Verificar a relacao dos niveis do antigeno carcinoembrionario (CEA) com
a imunoexpressao de Ciclina D1 e Ki-67;

Identificar outras associacfes clinico-patolégicas relevantes para o

prognostico dos pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi desenvolvido apds apreciacdo e aprovagdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG (ANEXO ), sob parecer: 5.017.299.

4.2 Coleta de dados clinicos e obtencdo de amostras dos pacientes

Foram selecionados casos de pacientes com cancer colorretal que
foram atendidos no Hospital Universitario Lauro Wanderley — HULW (2018-
2022) e no Hospital Napoledo Laureano — HNL (2022-2023), ambos no
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba. Foram avaliados ao todo 66 pacientes,
sendo 43 do HULW e 23 do HNL, submetidos a cirurgia eletiva ou cirurgias de
urgéncia entre os anos de 2018 e 2023.

Foram excluidos do estudo pacientes com historico de polineuropatia
amiloidética familiar (PAF), cancer colorretal hereditario ndo polipose (CCHNP),
doenca inflamatdria intestinal — retocolite ulcerativa ou doenca de Crohn,
histéria de CCR sincronico ou prévio, submetido a radio e/ou quimioterapia
neoadjuvantes, com indisponibilidade de dados completos em prontuéario
médico.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos através de seus
prontuarios clinicos. Foram coletados dados referentes ao género bioldgico,
idade, cor, escolaridade, localizacdo do tumor (direito, esquerdo e reto),
tamanho do tumor (maior ou menor que 5 cm), grau histolégico (pouco,
moderadamente e bem diferenciado), tipo histologico (tubular e misto),
metastase em o6rgédos linfaticos e em outros 0rgaos, estadiamento patolégico

(grau 0 — IV) e niveis de expresséo do CEA (abaixo ou acima de 4,0 ng/mL).

4.3 Processamento e analises das amostras para imunohistoquimica

ApoOs a obtencédo dos blocos de parafina, que contém o tumor primario
dos pacientes. Foram realizados cortes de 4 um e preparados conforme
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protocolo descrito por REF., sumarizado a seguir. Os cortes foram adicionados
em laminas pré-tratadas com 10% de poli-L-lisina e deixados a 60°C por 24 h.
Para retirar a parafina do tecido, foram realizados 3 banhos com xilol por 10
min, seguidos por reidratagdo com concentragdes decrescentes de etanol (90,
80, 70%) por 3 min cada. Em seguida, as secc¢fes foram lavadas com &gua
destilada.

A recuperacao antigénica aconteceu por meio da digestdo com tripsina,
realizada depois do aguecimento a 37°C em uma solucdo de 0,1% de tripsina
com 0,1% de cloreto de célcio em pH 7,8. As laminas foram incubadas na
solucédo por 30 min a 37°C e, em seguida, lavadas com agua destilada. A
exposicdo aos antigenos em alta temperatura (100°C) foi realizada por
incubacdo, com um tampé&o contendo 1 mM de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) disposto em um angulo de 45° em forno microondas, em poténcia
meédia por cinco minutos e cinquenta segundos, seguido por oito minutos em
baixa poténcia (Panasonic, forno de micro-ondas de 1.500W).

Apds a recuperacao dos sitios antigénicos, o bloqueio da peroxidase
enddgena foi continuado com H202 a 3%. Apdés 10 minutos de incubacao, as
laminas foram lavadas com agua destilada e com solucédo salina tamponada
com fosfato (PBS) em pH 7,2. Os cortes foram incubados por uma hora com
antigeno primario Anti-Ciclina D1 e Anti-Ki-67 biotinilados por 1 h, seguido de
lavagem com PBS e incubacdo posterior com estreptavidina conjugada com
peroxidase. Apos 10 minutos de incubacéo, as laminas foram lavadas em PBS
e uma solucdo com diaminobenzidina (DAB). Apés a lavagem em &agua
destilada, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e
eosina por 15 segundos, lavadas em &agua e imersas em uma solucdo de
amonia a 37 mM. Apds o contra-coloracédo, as laminas foram lavadas em agua
morna, seguidas de desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol
(80%, 90% e puro, respectivamente) por trés minutos em cada diluicdo. Apés
dois tratamentos por cinco minutos em xileno, as secdes foram cobertas por
finas laminas montadas em balsamo do Canada.

As laminas foram analisadas em microscopia Optica, com o objetivo de
avaliar a expressdo da Ciclina D1 e da proteina Ki-67. As laminas séo

examinadas ao microscopio BX46 DA OLYMPUS nos aumentos de 100, 200 e
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400x, pesquisando as células coradas e estimando o percentual (estimativa
visual) em 10 campos de grande aumento (400x).

Para andlise dos dados de imunohistoquimica, considerou-se como
desfecho a positividade para Ciclina D1, e a positividade para Ki-67. Quanto
maior a expressdo de Ciclina D1 e Ki-67, maior € a coloragdo amarronzada
evidenciada nas laminas. Foi considerada uma expressao positiva para Ciclina
D1 e Ki-67 aqueles pacientes que estiveram enquadrados nos niveis 2, 3 e 4.
Ja aqueles classificados na categoria 1 foram julgados exibindo uma expresséo
negativa para tais marcadores. Pacientes enquadrados na categoria O ndo
apresentaram expressdo para as proteinas Ciclina D1 e Ki-67. Para realizar a
analise imunohistoquimica das laminas histologicas, foi considerado uma
média Cut Off (em concordancia com o trabalho de Wang et al., 2017 sobre
P53), que serviu de parametro para classificar os pacientes em cinco
categorias, de acordo com a porcentagem de expressdo para os alvos do
presente estudo (Ciclina D1 e Ki-67): 0 (0%), 1 (£ 10%), 2 (£ 50%), 3 (£ 80%) e
4 (> 80%).

4.4 Andlise estatistica

A anadlise estatistica foi feita com o auxilio do aplicativo IBM SPSS
Statistics 22. Na analise univariada, foram estimadas as frequéncias absolutas
e relativas para variaveis categoricas, média e desvio padréo para as variaveis
guantitativas. Na andlise bivariada foi realizado o teste de associacédo
denominado de Qui-quadrado de Independéncia, a fim de verificar se duas
variaveis categoricas sao independentes ou ndo. No caso das variaveis com
apenas duas possibilidades de respostas, o aplicativo fornece a opcédo de
escolha do resultado, de acordo com a contagem minima esperada (acima de 5
— Qui-quadrado de Pearson; abaixo de 5 — Exato de Fisher). As associacfes
foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05.

4.5 Financiamento

A pesquisa fez parte de um projeto tematico maior, financiado pela
Fapesq (edital n°005/2020, termo de outorga n° 10/2021), intitulado:
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“PROSPECCAO DE NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA O
CANCER COLORRETAL E CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA
MORTALIDADE POR ESTA DOENCA NO SUS”, sendo o responsavel a Profa.
Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo dos pacientes

A distribuicdo do CCR foi maior em pacientes do género feminino, trinta
e quatro (51,5%) contra trinta e dois do género masculino (48,5%). A média de
idade dos pacientes acometidos foi de 67,09 £ 12,1 anos, variando entre 35 e
95 anos. Para facilitar a analise os pacientes foram separados em dois grupos,
de acordo com a faixa etéria: 1) jovem/adulto (pessoas com menos de 60 anos)
e 2) idoso (publico acima de 60 anos). No grupo 1 foram registrados treze
pacientes (19,7%), enquanto que cinquenta e duas pessoas (78,8%) no grupo
2 (Tabela 1).

Em relacdo a cor da pele, seis pessoas (9,1%) se identificaram como
sendo da cor branca, em contrapartida, um nimero significativo de cinquenta e
um pacientes (77,3%) se identificou como sendo da cor parda. Neste estudo,
nove pacientes (13,6%) ndo informaram a cor da pele (Tabela 1).

Com relacdo ao nivel de escolaridade, vinte e nove (43,9%) pacientes
nao possuem ensino médio completo, entre analfabetos, alfabetizados com
ensino fundamental incompleto, ensino fundamental completo e ensino médio
incompleto. Outros doze pacientes (18,2%) informaram que possuem 0 ensino
médio completo. E um ndmero reduzido de quatro pacientes (6,1%) concluiram
0 ensino superior. Vinte e um pacientes deste estudo (31,8%) ndo informaram
o nivel de escolaridade (Tabela 1).

Sobre o local onde o tumor teve origem, vinte e nove pacientes (43,9%)
receberam o diagndéstico de tumor no lado direito do intestino grosso,
envolvendo uma ou mais das seguintes estruturas: ceco, célon ascendente e
célon transverso. Trinta e um individuos (47%) foram diagnosticados com
tumor no lado esquerdo do intestino grosso, atingindo uma ou mais das
seguintes partes: colon descendente e colon sigmoide. Seis pacientes (9,1%)
apresentaram tumor na regiao do reto.

Em relacdo ao tamanho do tumor, 0os pacientes que apresentaram o
tumor com diametro menor que 5 cm foram vinte e um (31,8%), e aqueles em

gque a massa tumoral foi maior que 5 cm foram trinta e oito (57,6%). Esta
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informagé&o ndo foi encontrada em sete casos (10,6%) dos sessenta e seis
envolvidos neste estudo (Tabela 1).

Sobre a colonizacdo metastatica para orgaos linfaticos, vinte e sete
pacientes (40,9%) apresentaram a presenca de metdstase nestes locais,
enguanto que em trinta e trés casos (50%) nao foi visualizada tal invasao. Esta
informacé&o nao foi encontrada em seis (9,1%) dos sessenta e seis casos deste
estudo (Tabela 1).

Em seis pacientes (9,1%) foram registradas metastases em outros
orgdos diferentes do local de origem, enquanto que em cinquenta e cinco
individuos (83,3%) tal colonizacdo metastatica ndo foi visualizada. Nao foi
encontrada esta informacdo em cinco (7,6%) do total de casos envolvidos
neste estudo (Tabela 1).

Quanto ao grau histologico dos tecidos afetados. Apenas quatro (6,1%)
pacientes apresentaram o tumor pouco diferenciado, enquanto cinquenta e oito
(87,9%) foram moderadamente e/ou bem diferenciado. O grau histologico ndo
foi encontrado nos prontuérios de quatro pacientes (6,1%) (Tabela 1).

Segundo o tipo histolégico identificado nos pacientes, cinquenta
pacientes (75,8%) foram classificados como tecido tubular e quinze individuos
(22,7%) foram classificados como misto. Em apenas um caso (1,5%) a
informacgé&o nao foi encontrada (Tabela 1).

Fazendo a determinacéo do estadiamento patoldgico dos pacientes, (0 a
IV). Um paciente (1,5%) foi classificado no grau 0, sete pacientes (10,6%)
foram agrupados no grau 1, vinte e sete pessoas (40,9%) se encaixaram no
grau 2, vinte e um individuos (31,9%) tiveram grau 3, e dois pacientes (3%)
foram diagnosticados no grau 4. Oito casos (12,1%) ndo foram classificados
em nenhuma das categorias, de acordo com o nivel da neoplasia (Tabela 1).

Sobre os niveis sanguineos do marcador tumoral (CEA), foi feita uma
divisdo de pacientes que apresentaram uma concentracao abaixo de 4,0 ng/mL
e aqueles com concentragcfes acima (> 4,0 ng//mL). Do total de sessenta e seis
pacientes, vinte (30,3%) foram classificados no primeiro grupo e vinte e um
(31,8%) no segundo. Tal informacdo n&o foi encontrada no prontuério de vinte
e cinco pacientes (37,9%) (Tabela 1).

As caracteristicas clinico-patoldgicas estao agrupadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas das amostras de pacientes com CCR
(n=66).

CARACTERISTICAS N %

SEXO

MASCULINO 32 48,5
FEMININO 34 51,5
IDADE

> 60 anos 52 78,8
< 60 anos 13 19,7
N.I. 1 1,5
COR

BRANCA 6 9,1
PARDA 51 77,3
N.I. 9 13,6
ESCOLARIDADE

1° GRAU COMPLETO/ INCOMPLETO 29 43,9
2° GRAU COMPLETO 12 18,2
SUPERIOR 4 6,1
N.I. 21 31,8
LOCALIZACAO

LADO DIREITO 29 43,9
LADO ESQUERDO 31 47

RETO 6 9,1
TAMANHO DO TUMOR

<5,0cm 21 31,8
>5,0cm 38 57,6
N.I. 7 10,6
METASTASE EM LINFONODOS

AUSENTE 33 50

PRESENTE 27 40,9
N.I. 6 9,1
METASTASE EM OUTROS ORGAOS

AUSENTE 55 83,3
PRESENTE 6 9,1
N.I. 5 7,6
GRAU HISTOLOGICO

POUCO DIFERENCIADO 4 6,1
MODERADAMENTE/ BEM DIFERENCIADO 58 87,9
N.I. 4 6,1
TIPO HISTOLOGICO

TUBULAR 50 75,8
MISTO 15 22,7
N.I. 1 1,5
ESTADIAMENTO

GRAU 0 1 1,5

GRAU | 7 10,6
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GRAU I 27 40,9
GRAU IlI 21 31,9
GRAU IV 2 3
NLI. 8 12,1
MARCADOR CEA

>4,0 ng/ml 21 31,8
<4,0 ng/ml 20 30,3
N.I. 25 37,9

N.l.: Nao Informado.

Fonte: o autor.

5.2 Associagoes significativas

5.2.1 Localizagéo do tumor

O teste de Qui-Quadrado de Independéncia mostrou que h& associacao
entre localizacdo do tumor e a ocorréncia de metastases em outros 6rgaos (p =
0,012). Observou-se uma associacdo positiva nos pacientes que exibiram
tumores no célon esquerdo, uma vez que nestes individuos néo foi detectada a
presenca de metastase em outros 6rgdos. Em contrapartida, os pacientes que
desenvolveram metastases em outros 0rgados apresentaram tumores primarios
no colon direito e no reto.

A associagdo entre a localizagdo do tumor e a presenca de metastase
em outros 6rgdos nos pacientes diagnosticados com cancer colorretal esta

descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacao da localiza¢do do tumor com metastase em outros 6rgdos nos casos de
céncer colorretal.

Variaveis Localizacdo do Tumor
Direito Esquerdo Reto p —valor

Metastase em
Outros Orgéos

Ausente 24 (39,3) 28 (45,9) 3 (4,9) *0,012

Presente 4 (6,6) 0 (0) 2 (3,3)

*Qui-quadrado de Pearson.
Fonte: o autor.

5.2.2 Estadiamento patolégico
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As associacbes entre o0 estadiamento patolégico e algumas
caracteristicas dos pacientes diagnosticados com cancer colorretal estao

descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacao do estadiamento patolégico com alguns parédmetros clinicos
prognésticos dos casos de cancer colorretal.

Variaveis ESTADIAMENTO PATOLOGICO
Grau 0/ Grau 1/ | Grau 3/ Grau 4 p — valor
Grau 2
Cor
Branca 5 (10) 0(0,0) #0,016
Parda 18 (36) 27 (54)
Metastase em
Linfonodos
Ausente 20 (35,1) 10 (17,5) *0,002
Presente 7 (12,3) 20 (35,1)

*Qui-quadrado de Pearson.
#Exato de Fisher.
Fonte: o autor.

O teste de Qui-Quadrado de Independéncia mostrou que ha associacéo
do estadiamento patolégico com a cor da pele (p = 0,016) e com a presenca de
metastase em linfonodos (p = 0,002).

5.2.3 Marcador CEA

As associacbes entre o nivel de marcacdo do CEA com algumas
caracteristicas dos pacientes diagnosticados com cancer colorretal estao

descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Comparagdo do marcador tumoral (CEA) com alguns parametros clinicos

progndsticos dos casos de cancer colorretal.

Variaveis CEA
<4,0 ng/mL >4,0 ng/mL p —valor
Cor
Branca 4 (11,1) 0 (0,0) #0,031
Parda 12 (33,3) 20 (55,6)
Metastase em
Linfonodos
Ausente 14 (38,9) 5(13,9) *0,021
Presente 6 (16,7) 11 (30,5)
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Estadiamento

Grau 0, I, Il 12 (33,3) 5 (13,9) *0,086

Grau lll e IV 8 (22,2) 11 (30,6)

*Qui-quadrado de Pearson.
#Exato de Fisher.
Fonte: o autor.

O teste de Qui-Quadrado de Independéncia mostrou que ha associacao
da marcacdo do CEA com a cor da pele (p = 0,031) e com a ocorréncia de
metastase em orgaos linfaticos (p = 0,021). Nao foi verificada uma associacao
entre o estadiamento e o marcador tumoral, embora foi notada uma certa

tendéncia para uma possivel associa¢éo (p = 0,086).

5.3 Avaliacéo da expressao das proteinas por imunohistoquimica

5.3.1 Expresséao da Ciclina D1

Em 42 (63,6%) dos 66 cortes histologicos dos tecidos dos pacientes
analisados, foi registrada a positividade para a expressao de Ciclina D1,
enguanto que nos outros 24 (36,4%) nao foi verificada tal expressao.

As expressbes do antigeno Ciclina D1 nas laminas de
imunohistoquimica dos pacientes, de acordo com as porcentagens de
expressao, estao descritas de uma forma geral na Tabela 5.

Nivel 1 de expressdo de Ciclina D1 foi encontrada em 22 pacientes
(33,3%), nivel 2 em 19 (28,8%), nivel 3 em 19 (28,8%) e nivel 4 em 4 (6,1%).
N&o foi encontrada expressdo em 2 (3%) pacientes. A expressao da proteina

Ciclina D1, nas cinco categorias estabelecidas, esta ilustrada na Figura 6.
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Figura 6: Expresséo imunohistoquimica do antigeno Ciclina D1 em tecido de cancer colorretal.

E

A. Categoria 0 (0%). B. Categoria 1 (< 10%). C. Categoria 2 (< 50%). D. Categoria 3 (< 80%).
E. Categoria 4 (> 80%). Todas as categorias com aumento de 400x. As células com o antigeno

Ciclina D1 no estado de super expressao sao visualizadas com a cor marrom.
Fonte: o autor.




Tabela 5. Expresséo da proteina Ciclina D1 nos pacientes.
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PROTEINA  NIVEL DE N %  MARCACAO N %
EXPRESSAQO DE
ANTIGENO
0 2 3 negativa 24 36,4
1 22 333
Ciclina D1 2 19 28,8 positiva 42 63,6
3 19 288
4 4 6,1

Fonte: o autor.

5.3.2 Associacdes da expressao da Ciclina D1 com as caracteristicas clinico-

patolégicas

As associacbes entre a expressdo da proteina Ciclina D1 com as

caracteristicas epidemiologicas dos pacientes diagnosticados com cancer

colorretal estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacéo do nivel da expressao de Ciclina D1, de acordo com parametros
clinicos prognésticos dos casos de cancer colorretal.

Variaveis Expresséao de Ciclina D1
Positiva Negativa p — valor
Localizacao n (%) n (%)
Direito 20 (30,3) 9 (13,6) *0,057
Esquerdo 16 (24,3) 15 (22,7)
Reto 6 (9,1) 0 (0)
Tamanho
<5cm 13 (22) 8 (13,6) *0,765
>5cm 25 (42,4) 13 (22)
Metastase em
Linfonodos
Ausente 21 (35) 12 (20) *0,957
Presente 17 (28,3) 10 (16,7)
Metastase em
Outros Orgéos
Ausente 34 (55,7) 21 (34,4) #0,404
Presente 5(8,2) 1(1,7)
Grau
Histoldgico
Pouco 2(3,2) 2(3,2) #0,610
diferenciado
Moderadamente/ 38 (61,3) 20 (32,3)
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Bem diferenciado
Tipo Histoldgico
Tubular 34 (52,3) 16 (24,6) *0,297
Misto 8 (12,3) 7 (10,8)
Estadiamento
Grau 0/ Grau 1/ 21 (36,2) 7(12,1) *0,086
Grau 2
Grau 3/ Grau 4 16 (27,6) 14 (24,1)
Marcador CEA
>4,0 ng/mL 16 (39) 5(12,2) *0,655
<4,0 ng/mL 14 (34,2) 6 (14,6)

*Qui-quadrado de Pearson.
#Exato de Fisher.
Fonte: o autor.

O Teste do Qui-quadrado de Independéncia mostrou que nao houve

associacado da marcacgdo da Ciclina D1 com nenhuma das variaveis analisadas.

5.3.3 Expresséao de Ki-67

Em 43 (65,2%) dos 66 cortes histolégicos dos tecidos dos pacientes
analisados, foi registrada a positividade para a expressao de Ki-67, enquanto
gue nos outros 23 (34,8%) nao foi verificada tal expresséo.

As expressdes do antigeno Ki-67 nas laminas de imunohistoquimica dos
pacientes, de acordo com as porcentagens de expressao, estdo descritas de
uma forma geral na Tabela 7.

Nivel 1 de expressao de Ki-67 foi encontrada em 22 pacientes (33,3%),
nivel 2 em 14 (21,2%), nivel 3 em 15 (22,7%) e nivel 4 em 14 (21,2%). Nao foi
encontrada expressao de Ki-67 em apenas um paciente. O grau de expresséo
tecidual da proteina Ki-67 esta ilustrada na Figura 7.
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Figura 7: Expresséo imunohistoquimica do antigeno Ki-67 em tecido de cancer colorretal.

E

A. Categoria 0 (0%). B. Categoria 1 (< 10%). C. Categoria 2 (< 50%). D. Categoria 3 (< 80%).
E. Categoria 4 (> 80%). Todas as categorias com aumento de 400x. As células com o antigeno

Ki-67 no estado de super expresséo sao visualizadas com a cor marrom.
Fonte: o autor.



Tabela 7. Expresséo da proteina Ki-67 nos pacientes.

ANTIGENO  NIVEL DE N %  MARCACAO N
EXPRESSAO DE
ANTIGENO
KI-67 0 1 15  NEGATIVA 23
22 333
2 14 212  POSITIVA 43
3 15 227
4 14 212

Fonte: o autor.

5.3.4 Associagbes da expressdo de Ki-67 com as caracteristicas clinico-

patologicas

As associacdes entre a expressdo da proteina Ki-67 com as

caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes diagnosticados com cancer

colorretal estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Comparagdo do nivel da expressado de Ki-67, de acordo com parametros clinicos

progndsticos dos casos de cancer colorretal.

Variaveis Expressao de Ki-67
Positiva Negativa p —valor
Localizacéo n (%) n (%)
Direito 18 (27,3) 11 (16,6) *0,171
Esquerdo 19 (28,8) 12 (18,2)
Reto 6(9,1) 0(0)
Tamanho
<5cm 14 (23,7) 7(11,9) *0,890
>5cm 26 (44,1) 12 (20,3)
Metastase em
Linfonodos
Ausente 23 (38,3) 10 (16,7) *0,399
Presente 16 (26,7) 11 (18,3)
Metastase em
Outros Orgéos
Ausente 34 (55,8) 21 (34,4) #0,085
Presente 6 (9,8) 0 (0)
Grau
Histoldgico
Pouco 1(1,6) 3 (4,8) #0,140
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diferenciado
Moderadamente/ 38 (61,3) 20 (32,3)
Bem diferenciado
Tipo Histolégico
Tubular 34 (52,3) 16 (24,6) *0,297
Misto 8 (12,3) 7 (10,8)
Estadiamento
Grau 0/ Grau 1/ 19 (32,8) 9 (15,5) *0,534
Grau 2
Grau 3/ Grau 4 18 (31) 12 (20,7)
Marcador CEA
>4,0 ng/mL 17 (41,5) 4(9,7) *0,141
<4,0 ng/mL 12 (29,3) 8 (19,5)

*Qui-quadrado de Pearson.

#Exato de Fisher.
Fonte: o autor.

O teste de Qui-Quadrado de Independéncia mostrou que ndo houve

associacdo da marcacdo de Ki-67 com nenhuma das variaveis analisadas.

5.3.5 Associacao entre a expressao de Ciclina D1 X Ki-67

Houve forte associacao entre a expressao das proteinas Ciclina D1 e Ki-

67 (p = 0,001).

A associacdo entre a expressao das proteinas esta descrita na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacao do nivel da expressao de Ciclina D1 com o nivel da expresséao de Ki-67.

Variaveis Expressao de Ki-67
Positiva Negativa p — valor
Expresséo de n (%) n (%)
Ciclina D1
Positiva n (%) 35 (53) 7 (10,6) *0,001
Negativa n (%) 8 (12,1) 16 (24,3)

*Qui-quadrado de Pearson.

Fonte: o autor.
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6. DISCUSSAO

Dentre os sessenta e seis pacientes inseridos neste trabalho, cinquenta
e dois sdo considerados idosos. Akimoto e colaboradores (2021) ressaltam a
incidéncia do CCR em um publico considerado idoso, evidenciado no presente
trabalho. No intuito de definir subtipos de CCR, eles utilizaram dois termos
distintos para os pacientes mais jovens/adultos e pessoas acima dos 60 anos:
CCR de inicio precoce e CCR de inicio tardio, respectivamente. Um
crescimento no numero de casos de CCR em individuos mais jovens (20 — 29
anos) ou na fase adulta (30 — 49 anos) ja vem sendo registrado na literatura
(KANTH; INADOMI, 2021).

Verificou-se a participacdo de treze pacientes em uma faixa etaria
adulta. Em sua pesquisa, Low e colaboradores (2020) também notificaram um
avanco no numero de ocorréncias de CCR em individuos com menos de 60
anos, e também de mortalidade, nestes pacientes mais jovens. Dentre o
montante de casos levados em consideragao no seu estudo, foi registrada uma
média de idade de 45 anos, sendo a maioria do sexo masculino.
Semelhantemente, nossos resultados mostraram que a grande maioria dos
pacientes, de cada um dos géneros, ja estdo em uma faixa etaria acima dos 60
anos, a média de idade dos pacientes do nosso estudo foi de 67,09 + 12,1
anos, variando entre 35 e 95 anos.

Burnett-Hartman e colaboradores (2021) relataram em seu estudo um
crescimento de casos de CCR em pacientes na fase jovem ou adulta nas
Ultimas décadas. Tais autores expressam uma forte preocupacédo em relacao a
tal situacdo, uma vez que, esta enfermidade vem atingindo pessoas, agora ja
em diversas faixas etarias. Realmente, ha uma necessidade de alerta sobre a
incidéncia de CCR em individuos jovens ou adultos, baseada em dados
recentes citados acima, ja sendo o suficiente para gerar um despertamento na
populacdo sobre o aumento dos cuidados preventivos a fim de evitar um
problema indesejavel como o CCR.

Neste trabalho, o numero de pacientes do sexo masculino e sexo
feminino foram bem proximos, com uma diferenca de dois pacientes entre 0s
géneros biologicos. Akimoto e colaboradores (2021) enfatizam o aumento de

casos de CCR tanto em individuos do sexo masculino quanto do sexo feminino
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em diversos locais espalhados por todo o mundo. No entanto, em seus
estudos, Gausman e colaboradores (2020) verificaram uma contagem
crescente de casos de CCR, tanto de inicio precoce quanto de inicio tardio, em
homens. A maioria destes pacientes do sexo masculino se declarando negros
ou asidticos e possuindo registros de CCR no contexto familiar. No estudo de
Yu e Zhang (2020), 44,6% do numero dos pacientes foram homens, enquanto
gue as mulheres representaram a maioria dos casos com uma porcentagem de
55,4%.

A grande maioria dos pacientes que participaram deste estudo se
identificaram sendo da cor parda. Uma pequena minoria se apresentou sendo
de cor branca. A grande maioria dos pacientes de cor parda ndo apresentaram
altos niveis de escolaridade, possuindo apenas 1° grau completo ou
incompleto. Lima e Villela (2021) analisaram em seu estudo que pacientes
diagnosticados com cancer de célon e de reto, em uma faixa etéria idosa, que
se declararam com cor preta ou parda e apresentando baixa escolaridade ou
sendo analfabetos, experimentaram maiores dificuldades no acesso ao
tratamento desta patologia.

O presente estudo expds uma predominancia de pacientes com CCR
com ensino fundamental incompleto ou completo, enquanto que uma pequena
porcentagem de individuos possui ensino superior. Kuo e colaboradores (2021)
afirmaram em sua pesquisa que existe um impacto por parte do nivel
educacional sobre a ocorréncia de cancer colorretal. Pacientes com ensino
superior exibiram menor risco de desenvolvimento desta patologia em relagcéo
aos individuos com ensino fundamental. Este efeito provocado pela idade foi
bem mais evidente nos casos abaixo dos 65 anos, ou seja, numa populacao
mais recente e com mais acesso a educacdo. Dos 4 pacientes com ensino
superior incluidos neste estudo, apenas um encontra-se abaixo dos 60 anos,
enguanto que os outros trés ja desfrutam da fase idosa da vida.

Neste estudo, um total de sessenta pacientes foram diagnosticados com
tumores na regiao do colon, havendo uma discreta predominancia para o colon
esquerdo. Segundo uma pesquisa desenvolvida por Gausman e colaboradores
(2020), o CCR em individuos mais jovens ou na fase adulta foi visualizado
principalmente nas regides do coélon esquerdo e reto. Yu e Zhang (2020)

detectaram em sua pesquisa que a maioria significativa dos pacientes
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envolvidos no estudo (81,9%) apresentou cancer na regido do coélon. Em
contrapartida, uma minoria de 18,1% exibiu cancer na regiéo do reto.

Yu e Zhang (2020) descrevem em seu trabalho que a maioria dos
pacientes com CCR apresentaram uma estrutura tumoral com tamanho inferior
a 6 cm. Os resultados do presente estudo trouxeram outra visdo, ja que a
maioria dos casos desenvolveram tumores acima de 5 cm.

O presente estudo verificou uma certa equivaléncia de casos que
apresentaram metastase em 6rgaos linfaticos e que ndo desenvolveram este
tipo de invaséo. Todavia, houve uma predominancia de casos que néo exibiram
esta colonizacdo metastatica.

De acordo com Chen et al. (2021), um dos fatores preditivos para a
avaliacdo de um paciente com CCR é o comprometimento dos linfonodos. Tal
fator esta intimamente relacionado a outros fatores como estadiamento
patolégico e grau histolégico. Segundo eles, a sobrevida livre de até cinco anos
foi mais evidenciada em pacientes que nao apresentaram metastase em
orgaos linfaticos. Cerca de 30 a 35% dos pacientes envolvidos, e que exibiram
metdstase em linfonodos, desenvolveram recidivas, principalmente nos trés
primeiros anos apos a cirurgia de retirada do tumor. Estes autores afirmaram
que quanto maior a quantidade de linfonodos comprometidos, pior € o
prognaostico apresentado pelos pacientes com CCR.

A pesquisa de Resch e Langner (2013), gerou resultados semelhantes
aos citados acima, uma vez gue, a maioria dos casos que apresentaram
metastase nos linfonodos exibiram pior prognostico, resultando num quadro
clinico antagénico. Eles enfatizaram a recomendacéo de anélise minima de 12
linfonodos, no momento da avaliacdo do sistema linfatico, para garantir que
informacBes sobre estadiamento e prognostico sejam as mais acertadas
possiveis, levando em consideracdo o fato de que a colonizacdo metastatica
em linfonodos é um quesito definitivo no uso de quimioterapia como tratamento
alternativo.

Os dados deste trabalho mostraram que a maioria significativa de casos
de CCR nao desenvolveram metastases em outros locais do organismo.
Bhullar et al. (2019) afirmaram em sua pesquisa que metade dos casos de

CCR (50%) que passaram pelo procedimento cirargico de retirada tumoral
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exibiram metastases em um periodo de até 5 anos. Geralmente, os locais mais
afetados foram 6rgéos linfaticos, figado e pulméo.

A grande maioria dos casos deste estudo apresentaram um grau
histologico moderadamente diferenciado ou bem diferenciado. Yamada et al.
(2020) estudaram o impacto de caracteristicas clinicas de pacientes com CCR
nos efeitos terapéuticos de fluoropirimidinas, chegando a conclusdo de que os
pacientes com grau histolégico pouco diferenciado apresentaram menores
chances de sobrevivéncia global do que os individuos com grau histolégico
bem diferenciado.

Esta pesquisa registrou uma predominancia do tipo histolégico tubular
nos pacientes recrutados. Jiang et al. (2023) mostraram em sua pesquisa,
resultados que apontam para um decréscimo, visualizado nos ultimos anos, de
casos de cancer colorretal mucinosos em todas as faixas etarias.

A maioria dos pacientes com CCR estudados por Zhuang et al. (2021)
foram enquadrados nos estagios Ill e IV, havendo uma maior prevaléncia de
casos no estagio Ill. No presente estudo, a maioria dos pacientes
diagnosticados com CCR no HNL e no HULW foram enquadrados nos estagios
Il e lll, havendo uma prevaléncia de casos no estagio Il. Tal resultado pode ser
explicado pelo fato de que ainda existe uma deficiéncia no acesso a informacao
de saude preventiva por parte de uma camada da populacdo mais carente e
com baixo nivel de escolaridade.

Em relacdo as outras associacoes realizadas neste estudo, verificou-se
uma associacao significativa entre a marcacdo do CEA e a presenca de
metastase em linfonodos, mostrando que a presenca do marcador CEA esta
relacionada a recidiva ou pior prognéstico. Gao et al. (2018) alegam que o
antigeno carcinoembrionario (CEA) faz toda uma diferenca quando analisado
em pacientes com algum tipo de neoplasia. Os autores levaram em
consideracao valores de referéncia entre 0 — 3,40 ng/mL. Valores registrados
acima desta média foram considerados como positivos. Eles perceberam que
0s pacientes com CEA positivo exibiram maiores chances de colonizacao
metastatica em linfonodos e outros 6rgaos. Diante disso, compreenderam a
importancia deste marcador tanto no diagnéstico, como no estadiamento
patoldgico, a fim de proporcionar melhores caminhos que levem ao tratamento

com respostas curativas.
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Nesse trabalho, foi estabelecido como positivo a concentragcdo acima de
4,0ng/mL. Houve uma semelhanca na quantidade de casos com resultados
abaixo ou acima de 4,0ng/mL, havendo uma maioria de casos com
concentracfes acima desta média, com diferenca de um Unico paciente. Ja 0s
casos que nao relataram o resultado deste exame superaram a quantidade de
pacientes classificada em cada um dos dois grupos.

N&o houve associacao significativa entre a expresséao de Ciclina D1 e os
niveis elevados de CEA (> 4,0 ng/mL). Todavia, foi verificada uma possivel
associacao (ja que o valor de p foi um pouco maior que 0,05) entre a expressao
de Ki-67 com os niveis elevados de CEA. A maioria dos pacientes com
positividade para Ki-67 exibiram niveis do CEA acima de 4,0 ng/mL. Sun et al.
(2022) destacaram que o CEA ndo é o exame mais adequado para a
descoberta precoce de CCR ou deteccdo de uma colonizacdo metastética,
expondo algumas desvantagens, incluindo o custo elevado e uma percepcéo
nao clara sobre eventuais lesdes no organismo. Em concordancia, Hu et al.
(2022) registraram que o CEA ndo se trata de um exame com alta
especificidade, embora seja um biomarcador ja bem estabelecido no
tratamento e monitoramento de neoplasias em humanos. Em contrapartida,
Primrose et al. (2014,) em seu estudo, enfatizaram a importancia do CEA como
biomarcador para a¢cdes como monitoramento e avaliagdo prognostica em
pacientes com CCR.

O presente trabalho verificou que, a maioria dos casos de CCR incluidos
nesta pesquisa foram positivos para a marcacdo de Ciclina D1. Nao houve
associacao significativa entre a expressdo positiva de Ciclina D1 com as
variaveis clinico-patolégicas analisadas. O préprio numero de pacientes
envolvidos nesta pesquisa pode estar relacionado com essa hdo associacao
entre a proteina-alvo (Ciclina D1) e as caracteristicas selecionadas, sendo,
talvez, necessario aumentar o niamero amostral, a fim de que associacdes
significativas sejam visualizadas.

Jun e colaboradores (2023) avaliaram a expressao de Ciclina D1 em um
grupo de pacientes diagnosticados com CCR e perceberam uma maior
expressividade desta proteina na regido tumoral do que nas regibes
consideradas saudaveis. A partir de seus resultados, eles concluiram que a

Ciclina D1 se comportou como um marcador progndéstico positivo, atuando
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como um agente preditor para situagdées como sobrevida global e sobrevida
livre de progressdo. Dessa forma, os pacientes que demonstraram uma
positividade expressiva em relacdo a marcacao de Ciclina D1 exibiram maiores
chances de recuperacdo, uma vez que houve a possibilidade de detectar com
antecedéncia uma condicdo tumoral no organismo, mediante a expressao
elevada da Ciclina D1, proporcionando aos pacientes a oportunidade de retirar
o tumor, antes que avancasse para niveis mais agravantes, principalmente em
individuos mais jovens.

Em sua pesquisa, Yan, Jiang e Yang (2022) estudaram alguns
biomarcadores para cancer colorretal, a exemplo da Ciclina D1. Nesse
trabalho, quando superexpressa, esta proteina reduziu as chances de uma
maior sobrevida global.

O presente trabalho verificou que, a maioria dos casos de CCR incluidos
nesta pesquisa foram positivos para a marcacdo de Ki-67. N&do houve
associacao significativa entre a expressao de Ki-67 com as variaveis clinico-
patologicas analisadas.

Numerosas publicacdes ao longo dos anos tém discutido o papel da Ki-
67 como um marcador de proliferacdo (MENON et al., 2019; ANDRES-
SANCHEZ; FISHER; KRASINSKA, 2022; KASPRZAK, 2023) e, portanto, como
fator progndstico em muitas doencas, principalmente o cancer incluindo o CCR.
Luo et al. (2019), investigaram o potencial de Ki-67 como biomarcador para o
cancer colorretal. Em sua revisdo, eles visualizaram uma associacao entre a
alta expressédo de Ki-67 e um prognéstico ruim em individuos diagnosticados
com CCR. Com isso, estes autores confirmaram a importancia da proteina Ki-
67 assumindo o papel de biomarcador na predicdo de um mau prognéstico,
incluindo baixa sobrevida livre, para os casos de CCR.

Zeng et al. (2021) realizaram um trabalho semelhante, em
osteossarcoma, tumor maligno que atinge os 0ssos. Eles perceberam uma
associacao entre os elevados niveis de expressao de Ki-67 com a reducéao da
sobrevida livre e o desenvolvimento de metastases em outros orgéos. Os
autores destacaram o valor da proteina Ki-67 como biomarcador para o
osteossarcoma.

Shahait et al. (2018) estudaram a expressdo de Ki-67 em pacientes

diagnosticados com cancer de préstata e que foram submetidos a uma cirurgia
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de retirada deste 6rgdo (prostatectomia radical). Eles atentaram para os niveis
de expressdo principalmente numa regido conhecida por margem cirdrgica
positiva (extensao tumoral no local de corte da cirurgia). Tal regido prediz uma
possivel recidiva. Os autores verificaram que 0s pacientes que expressaram
altos niveis de Ki-67 estavam mais suscetiveis a uma recidiva. Todavia, eles
consideraram a necessidade de ampliar o nUmero de pacientes envolvidos na
pesquisa, para validar com precisdo a afirmacao anterior.

No caso do cancer de pulméao, conforme estudo desenvolvido por Wei et
al. (2018), a expressao de Ki-67 foi mais evidente em pacientes com idade
avancada, assim como em casos agrupados nos estagios Il e IV. Pacientes
gue exibiram tumores maiores apresentaram maiores niveis de expressao de
Ki-67. Em individuos diagnosticados com cancer de mama, de acordo com
Liang et al. (2020), os altos niveis de expressdo de Ki-67 visualizados em
alguns pacientes esteve diretamente relacionado a diminuicdo da sobrevida
livre. No estudo realizado por Ahadi et al. (2020), a proteina Ki-67 nao foi
importante no diagndstico e progndéstico de pacientes com cancer gastrico.

Em um estudo sobre cancer de mama desenvolvido por Ding et al.
(2020), os pacientes que foram submetidos a um tratamento com quimioterapia
neoadjuvante, aplicado antes da retirada completa do cancer do individuo, e
que exibiram expressédo positiva para Ki-67, apresentaram uma elevacdo no
risco de morte.

No presente estudo, voltado para o CCR, a maioria dos pacientes
envolvidos exibiram positividade para a marcacao de Ciclina D1 e Ki-67. Houve
uma associacdo significativa entre as marcacdes destes dois antigenos nas
amostras analisadas. Provavelmente, isto se deve ao fato de ambos estarem
envolvidos no processo de proliferacdo e multiplicacdo celular, uma vez que

atuam ativamente no controle do ciclo de divisdo das células.
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7. CONCLUSAO

Este estudo contou com a participacao de pacientes diagnosticados com
CCR com meédia de idade de 67 anos. A maioria dos pacientes exibiram
expressao positiva para Ciclina D1 e Ki-67. Nao houve associacao significativa
entre a expressao positiva de Ciclina D1 e de Ki-67 com as variaveis clinico-
patolégicas analisadas, incluindo os niveis de CEA. Foi verificada uma
associacao significativa entre a expressdo do CEA e a presenca de metastase
em linfonodos. Tal resultado mostrou que a presenca do marcador CEA esta
relacionada a recidiva ou pior prognéstico, confirmando assim a importancia
deste marcador para avaliar a situacdo do paciente com algum tipo de
neoplasia. Houve uma forte associacédo da expresséo das proteinas Ciclina D1
e Ki-67, jA que estdo envolvidas no processo de proliferacdo, sendo

provavelmente este o motivo desta correlacéo.
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8. PERSPECTIVAS

Reunir dados de mais pacientes seria importante, a fim de consolidar os
resultados obtidos, e assim, por exemplo, poder confirmar ou ndo a possivel
associacao da marcacao do CEA.

Os dados de pesquisa como esta sdo baseados em informacbes de
prontuérios preenchidos por profissionais da saude. Como visto nesta
pesquisa, muitos deles sdo incompletos, tornando algumas analises
impossiveis. Desta forma, uma politica visando melhoria no preenchimento dos

dados seria bem-vinda.
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COLORRETAL E CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA MORTALIDADE POR ESTA

DOENCA NO SUS”

Pesquisadora responsavel: Prof.2 Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins

1. Data da cirurgia: / /

2. Nome do paciente:

3. CAD:

4. Numeracéo da amostra (PAC):

5. Sexo do paciente: F ( ) M( )

6. Idade do paciente:

7. Localizagdo do tumor:

- Reto ( ) - co6lon esquerdo ( ) - colon transverso () - colon direito ( )
8. Diferenciac¢éo do tumor:

- Alta ( ) - moderada () - baixa ( ) - ndo-diferenciado ()

9. Tamanho do tumor (cm)

- maior que 5 cm ( ) —menor que 5 cm ( )

10. Metastase para érgaos linfaticos
- Sim ( ) - Nao ( )
11. Metéastase para outros 6rgéos:

- Sim ( ) - Néo ( )

Médico responsavel pela coleta de dados
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntério (a) no estudo “PROSPECCAO DE
NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA O CANCER COLORRETAL E
CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA MORTALIDADE POR ESTA DOENCA NO
SUS”, coordenado pela professora Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins e vinculado a
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE do CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE.

Sua participacdo € voluntaria e vocé podera desistir a qualquer momento, retirando seu
consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade. Este estudo tem por
objetivo coletar um pequeno fragmento de tecido que serd retirado durante a cirurgia para
identificacdo de marcadores moleculares tumorais que auxiliardo em diagndsticos mais rapidos
e precisos, bem como a descoberta de novos tratamentos para cancer colorretal. Seu material
ficara armazenado provisoriamente por tempo determinado apenas para realizagdo dos ensaios
propostos por esta pesquisa no Laboratério de Ensaios Toxicol6gicos e Genética do Cancer-
TOXGEN da Universidade Federal de Campina Grande e se faz necessario porque o cancer
colorretal tem grande incidéncia no Brasil e no mundo e apesar de existirem quimioterapicos
efetivos, eles sdo muito toxicos e ndo tem agdo em alguns tumores, pois as células dos tumores
se tornaram resistentes. Além disso, o diagndstico inicial desta patologia estd diretamente
relacionado a grandes taxas de sobrevivéncia ao tratamento. A descoberta de novos alvos
farmacoldgicos para esta patologia, como 0s canais ibnicos Kv, que ja sdo alvos farmacolégicos
para outras doencas, pode proporcionar a descoberta de nova terapias, bem como, diagnosticos
moleculares diferenciais.

Caso decida aceitar o convite, vocé sera submetido (a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: Apds a
remogdo de seu tecido durante a cirurgia, conforme ja estava previsto pelo seu médico, vamos
precisar de sua autorizagdo para armazenar o tecido e possivelmente coletar uma amostra de
qualquer outro material bioldgico conforme seu médico achar necessario. Os riscos envolvidos
com sua participacdo sdo 0S mesmos ja previstos no procedimento cirlrgico que ja estava
prescrito pelo seu médico, pois 0 mesmo ocorreria independente deste projeto, estamos apenas
solicitando sua permissdo para armazenar e utilizar parte deste material. Esse estudo tem o
intuito de descobrir novos diagnosticos e tratamentos, com a sua participacdo sendo totalmente
voluntéria, podendo desistir a qualquer momento, sem penalidades, danos e prejuizos. Quanto
aos riscos adicionais referentes ao constrangimento na abordagem, coleta de material ou
vazamentos de informacBes de dados coletados, estes sdo possiveis, mas pretendemos
minimiza-los, pois o projeto ndo visa constranger, inibir, desrespeitar, afrontar, mas sim
contribuir com 0s novos diagndsticos e tratamento do cancer colorretal. Os pesquisadores se
propdem a realizar identificacdo numérica das amostras evitando exposicdo de dados dos
pacientes no manuseio das amostras em laboratério. Os beneficios da pesquisa serdo: Os
pacientes que cederdo as amostras para o presente estudo receberdo orientacdes sobre 0 que é o
cancer colorretal, métodos de rastreamento e fatores de risco. Os participantes da pesquisa
poderdo contribuir para o desenvolvimento de testes diagnosticos mais eficientes e
desenvolvimento de novos tratamentos. Os participantes ndo terdo beneficio pessoal direto
através deste projeto, sendo sua participagdo voluntaria e ndo-remunerada.

Todas as informagdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo sera identificado em nenhum
momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacao dos resultados seré feita de
maneira que nao permita a identificacdo de nenhum voluntério.

Se vocé tiver algum gasto decorrente de sua participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso
solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta
pesquisa, vocé poderd buscar o direito de ser indenizado.
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Esta pesquisa atende as exigéncias das resolucbes 466/2012 e 510/2016 do Conselho Nacional
de Saude (CNS), as quais estabelecem diretrizes e normas regulamentadoras para pesquisas
envolvendo seres humanos.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Formagdo de Professores (CFP) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) é um colegiado interdisciplinar e
independente de carater consultivo, deliberativo e educativo, que tem como foco central
defender os interesses e a integridade dos participantes voluntarios de pesquisas envolvendo
seres humanos e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos.

Vocé ficara com uma via rubricada e assinada deste termo e qualquer divida a respeito desta pesquisa,
poderd ser requisitada a Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins, ou ao Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - CEP/CFP/UFCG, cujos dados para contato estdo especificados abaixo.

Dados para contato com o responsavel pela pesquisa
Nome: Glaucia Verissimo Faheina Martins
Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
Enderego Pessoal: Rua: Elvira Cecilia dos Santos, 190, Planalto das mansdes, Cuité-PB.

Enderego Profissional: Sitio Olho D'agua da Bica, bloco dos Professores, sala F19, térreo — Centro de

Educacao e Saude (CES), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Cuité.

Horario disponivel: 8:00-12:00 E DE 14:00-18:00 Telefone: 3372-1900

Dados do CEP
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Formacédo de Professores da
Universidade Federal de Campina Grande- CEP/CFP/UFCG, situado a
rua Sergio Moreira de Figueiredo, s/n, Bairro: Casas Populares,
Cajazeiras - PB; CEP: 58.900-000.

Email: cepcfpufcgcz@gmail.com

Tel: (83) 3532-2075

Declaro que estou ciente dos objetivos e da importancia desta pesquisa, bem como a forma
como esta sera conduzida, incluindo os riscos e beneficios relacionados com a minha
participacéo, e concordo em participar voluntariamente deste estudo.

LOCAL E DATA

Assinatura ou impressédo datiloscopica do Nome e assinatura do responsavel pelo estudo

voluntério ou responsavel legal



