UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR
E MOLECULAR

AVALIACAO DA EXPRESSAO DE TP53 EM AMOSTRAS DE
PACIENTES COM CANCER COLORRETAL E SUA CORRELAGAO
COM FATORES PROGNOSTICOS

ALECIA COURA TOMAZ

JOAO PESSOA-PB
2023



ALECIA COURA TOMAZ

AVALIAGCAO DA EXPRESSAO DO GENE TP53 EM AMOSTRAS
DE PACIENTES COM CANCER COLORRETAL E SUA
CORRELAGCAO COM FATORES PROGNOSTICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e Molecular, da
Universidade Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Biologia Celular e Molecular.

Orientadora:

Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins

JOAO PESSOA
2023



[

L 00 N o0 U & wWwoN

10

<1~ UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA (

I\ ! A ) ez f
N PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR PGBCM

s -

Ata da Sessdo Pablica da Defesa de Dissertacdo de Mestrado
da discente Alecia Coura Tomaz, candidata ao Titulo de
Mestre em Biologia Celular e Molecular - Area de
Concentracdo em Biologia Celular e Molecular.

Aos trinta e um dias do més de marco de dois mil e vinte e trés, ds nove horas, reuniram-se,
no ambiente virtual, os membros da Banca Examinadora, composta pelos Professores
Doutores: Glaucia Verissimo Faheina Martins (Orientador / Presidente), Ana Pavla Almeida
Diniz Gurgel (Examinador interno) e Renata dos Santos Almeida (Examinador extermo)
constituida para examinar a candidata Alecia Coura Tomaz ao grau de Mestre em Biologia
Celular e Molecular, area de concentracdo em Biologia Celular e Molecular. Iniciando a
sessdo, na qualidade de Presidente. a Professora Doutora Glaucia Verissimo Faheina Martins
comunicou aos presentes a finalidade da reunido. A seguir, concedeu a palavra para que a
candidata fizesse, oralmente, a exposicio do trabalho intitulado “AVALIACAO DA
EXPRESSAO DO GENE TP53 EM AMOSTRAS DE PACIENTES COM CANCER
COLORRETAL E SUA CORRELACAO COM FATORES PROGNOSTICOS". Concluida a
exposic¢do, a candidata foi arguida pela Banca Examinadora, que avaliou, julgou e proferiu o
seguinte parecer: “aprovada”™. Ao final da sessdo, a orientadora preencheu a Ficha de
Avaliagdo e emitiu o Relatério Final, para serem encaminhados ao Colegiado deste Programa
para homologacdo. E. para constar, eu. Maria do Socorro de Oliveira Souza, Assistente em
Administragdo, lavrei a presente ata, que assino junto com os membros da Banca

Examinadora.

Glaucia Verissimo Fahema Martins -
Orientador / Presidente Coarientador

Ana Pavla Almeida Diniz Gurgel Renata dos Santos Almeida
Examinador Interno Examinador Externo
Alecia Coura Tomaz Mana do Socorro de Oliverra Souza

Discente Assistente em Administraga



Catalogagio na publicacgio
Secdo de Catalogacio e Classificacdo

TE55a Tomaz, Alécia Coura.
Evaliacio da expressic do gene TP53 em amostras de
pacientas com cincar colorretal & sua corralacdo com

fatores prognosticos / Alécia Coura Tomaz. - Jodo
Pessca, 2023,

T4 £,z 11,

Orientacio: Glaucia Verissimo Faheina Martins.

Dissertacac (Mestrado) - UFFE/CCEN.

1. Céncer - Colorretal. 2. Biomarcadores. 3. P53. 4.
Expressiac génica. 5. Imunchistoguimica. I. Martins,

Glaucia Verissimo Faheina. II. Titule.

UFFE/BC CDU 616-006.6(043)

Elaborade por GRACILENE BARBOSA FIGUEIREDD - CRB-15/794




AGRADECIMENTOS
“Porque dele e por ele, e para ele, sdo todas as coisas; gloria, pois, a ele eternamente. Amém”.

Romanos 11:36

Primeiramente a Deus por me conceder o dom da vida e por ser sempre minha maior
inspiracéo e fortaleza, nunca me deixando desanimar e renovando minhas forcas a cada dia
para conquistar os propésitos dEle em minha vida.

A minha familia, meu pai Anténio Tomaz Neto e minha mée Lucineide Rodrigues
Coura Tomaz. Meus maiores incentivadores, que muitas das vezes ndo entendia minhas
escolhas, mas sempre me apoiava. Falar deles se torna meu ponto fraco, pois sempre
dedicaram sua vida a mim e minha irmas Aline e Alany. Muitas das vezes que pensei em
desistir, eu lembrava de todos 0s ensinamentos, e com isso me incentivava a buscar esse titulo
por eles. E isso é pra eles.

De forma bem especial, a minha orientadora Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina
Martins, por todo apoio, paciéncia e dedicacdo para a realizacdo do nosso trabalho, mesmo
sabendo de todas as minhas limitacdes e dificuldades, sempre buscou me incentivar. Tenho a
senhora como grande exemplo de profissional que tomo para a minha vida!

A todos os participantes da pesquisa, bem como aos funcionarios do Hospital
Universitario Lauro Wanderley (HULW), em especial ao Dr. Alexandre, e as suas
funcionarias: Denise e Gilvaneide, por terem me ajudado no recrutamento dos pacientes e por
todas as demais contribuicdes valiosas ao meu trabalho. Agradeco também aos funcionarios
do Hospital Napoledo Laureano em nome do Dr. Péricles, por toda paciente e palavras de
incentivos, a toda sua equipe do bloco cirtrgico que aceitaram a contribuir em nosso estudo, a
Assistente Social, Mariana Mendes juntamente com sua equipe do NIR, onde auxiliaram nas
pesquisas dos pacientes, por todas as contribuicdes relevantes ao meu trabalho.

A toda equipe do Centro Profissional e Tecnoldgico Escola Técnica de Saude, pelo
uso do Laboratorio de Vigilancia Molecular Aplicada (LAVIMAP), especialmente a Profa.
Msc. Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo, pela imensa contribuicdo a minha pesquisa,
tanto na parte experimental da expressdo génica, quanto no armazenamento das amostras no
freezer -80°C, nas analises de dados e ideias para engrandecer o trabalho. Agradeco a Profa.
Msc. Lidiane, por toda contribuicdo em nossas Analises Estatisticas.

Agradeco também a equipe do CBIOTEC, em nome do Prof. Dr. Demetrius Araujo
pelo espago utilizado durante a fase experimental e especialmente a Yasmin, uma grande

companheira que encontrei para dividir as rotinas dos experimentos, sempre ajudou e buscou



o melhor para a pesquisa. A Inaldo, que contribuiu também em nossas analises
compartilhando todo seu conhecimento, gratidao pela dedicagéo de todos.

Agradeco ao meu namorado, Henrick Mendes Pedroza. Pelo incentivo e pela paciéncia
durante esse periodo. Ele com suas palavras tentava me acalmar em dias dificeis, sempre
buscando me mostrar o melhor. E por algumas vezes ja a noite, esperava sair do laboratério.

N&o poderia deixar de citas aos meus amigos de trabalho que criei um laco familiar,
que durante essa fase compartilharam comigo medos e angustias, e sempre me motivaram a
persistir e continuar, obrigada a todos torceram por mim, especialmente a Maysa, Tamires,
Adelaide, Maria José, Sandra, Jodo Claudino, Jario, Ant6nio. As minhas amigas-irmas que
mesmo distante torceram por mim, Ticyanne, Julia, Eduarda, Emanuely, desde o inicio
comemoram comigo os melhores momentos, assim como Sd0 0 meu porto seguro NOS meus
piores dias. A minha irmd de coracdo, Thalita Andrade, foi meu pilar na mudanca de cidade,
uma das minhas maiores incentivadoras, sempre com suas mensagens me encorajava a
continuar.

A Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado da Paraiba (FAPESQ - PB) pelo apoio
financeiro para a realizacdo desta pesquisa através do projeto pelo edital PPSUS 2020, pois
sem todo o recurso seria impossivel realizar o estudo.

E por fim, a todos aqueles que de forma direta ou indireta contribuiram para realizacao
deste projeto. Muito obrigada!



“Ndo fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e corajoso!
N&o se apavore nem desanime, pois 0 Senhor, 0 seu

Deus, estarda com vocé por onde vocé andar.’

Josué 1:9



RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia que acomete o intestino grosso nos Sseus
segmentos do colon, reto e anus. E o terceiro cancer comumente diagnosticado e a segunda
principal causa de morte relacionada ao cancer em todo o mundo. Alguns dos fatores de riscos
para o cancer colorretal incluem: dieta rica em gordura, sedentarismo, obesidade, tabagismo e
consumo excessivo de alcool. Entre os genes que sdo frequentemente mutados, as alteragdes
no gene TP53 sdo consideradas uma das principais alteracfes genéticas relacionadas ao
desenvolvimento do CCR. Fatores sociodemograficos, como etnia e nivel socioeconémico,
sdo conhecidos por influenciar a incidéncia, estagio, diagndstico, sobrevida e mortalidade
deste cancer. O trabalho teve como objetivo realizar um estudo de coorte ambispectiva de
pacientes com Cancer Colorretal de amostras blocadas em parafinas. Assim como, analisar a
expressdo génica de TP53 por PCR em tempo real em amostras frescas de pacientes do
Hospital Napoledo Laureano em Jodo Pessoa/PB, Brasil. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do software SPSS® versdo 22.0 e do programa de dominio publico
OpenEpi, versdo 3.01. Foram realizados testes de associacdo, como Qui-quadrado de Pearson
e Teste Exato de Fisher, o valor de P considerado significante estatisticamente <0,05. Foi
observada a marcagédo positiva para p53 em 46,5% das 43 amostras de pacientes analisadas
por imunohistoquimica, e 53,5% foram negativos. Das amostras analisadas para
imunohistoquimica, verificou-se que 55,8% dos pacientes foram do sexo feminino, com
média de idade acima dos 60 anos (79,1%). A cor da pele mais frequente foi de pessoas
pardas (81,4%). Com relacdo a lateralidade do tumor, a regido do colon esquerdo foi mais
incidente (60,4%), e o grau histolégico mais presente foi 0 moderadamente diferenciado
(88,3%). Quanto ao padrdo morfoldgico, o tubular foi o mais frequente (74,4%). No que diz
respeito ao Estagio, o Il foi o mais observado na populacdo de estudo (81,4%). A metastase
em linfonodos se mostrou ausente na maior parte dos individuos analisados (51,1%).
Pacientes que apresentaram marcagdo positiva para 0 antigeno carcinoembrionéario (CEA)
corresponderam a 30,2%, considerado positivo quando CEA > 4,0 ng/ml. N&o foi verificada
associacao significativa da expressdo de p53 com nenhuma das variaveis analisadas (sexo,
idade, escolaridade, etnia, localizacdo, grau histologico, padrdo histolégico, estagio e
quantificacdo positiva para CEA). Nas analises da expressdo génica de TP53 por PCR em
tempo real, realizadas em amostras frescas (n=10), observou-se uma maior expressao de TP53
em tecidos normais (adjacente ao tumor) em relacdo ao tecido tumoral (p< 0,05). A anéalise
dos dados dessa coorte permitiu conhecer melhor o perfil da doenca, destacando os principais
fatores sociodemogréficos e clinicos associados a enfermidade, possibilitando auxiliar em
possiveis praticas preventivas e de manejo ao paciente. Contudo, ndo foi possivel associar a
expressdo de p53 a outros marcadores como o CEA, nem a outros fatores clinicos patoldgicos.
Estudos mais abrangentes e com maior nimero de pacientes possivelmente podem esclarecer
melhor a contribuicdo de p53 como biomarcador para cancer colorretal.

Palavras-chave:  Cancer Colorretal, biomarcadores, P53, Expressdo  génica,
Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a neoplasm that affects the large intestine in its segments of the
colon, rectum and anus. It is the third most commonly diagnosed cancer and the second
leading cause of cancer-related death worldwide. Some of the risk factors for colorectal
cancer include: high fat diet, sedentary lifestyle, obesity, smoking and excessive alcohol
consumption. Among the genes that are frequently mutated, alterations in the TP53 gene are
considered one of the main genetic alterations related to the development of CRC.
Sociodemographic factors such as ethnicity and socioeconomic status are known to influence
the incidence, stage, diagnosis, survival and mortality of this cancer. The aim of this study
was to carry out an ambispective cohort study of patients with Colorectal Cancer using
paraffin-blocked samples. As well as analyzing TP53 gene expression by real-time PCR in
fresh samples from patients at Hospital Napoledo Laureano in Jodo Pessoa/PB, Brazil.
Statistical analyzes were performed using SPSS® software, version 22.0 and the public
domain program OpenEpi, version 3.01. Association tests were performed, such as Pearson's
Chi-square and Fisher's Exact Test, the P value considered statistically significant <0.05.
Positive p53 staining was observed in 46.5% of the 43 patient samples analyzed by
immunohistochemistry, and 53.5% were negative. Of the samples analyzed for
immunohistochemistry, it was found that 55.8% of the patients were female, with a mean age
above 60 years (79.1%). The most frequent ethnicity was brown people (81.4%). Regarding
the laterality of the tumor, the region of the left colon was more frequent (60.4%), and the
most present histological grade was the moderately differentiated (88.3%). As for the
morphological pattern, the tubular was the most frequent (74.4%). With regard to Internship,
Il was the most observed in the study population (81.4%). Metastasis in lymph nodes was
absent in most of the individuals analyzed (51.1%). Patients who presented positive marking
for carcinoembryonic antigen (CEA) corresponded to 30.2%, considered positive when CEA
> 4.0 ng/ml. There was no significant association between p53 expression and any of the
analyzed variables (gender, age, education, ethnicity, location, histological grade, histological
pattern, stage and positive quantification for CEA). In the analyzes of TP53 gene expression
by real-time PCR, performed in fresh samples (n=10), a higher expression of TP53 was
observed in normal tissues (adjacent to the tumor) in relation to tumor tissue (p< 0.05 ). The
analysis of data from this cohort allowed us to better understand the profile of the disease,
highlighting the main sociodemographic and clinical factors associated with the disease,
making it possible to assist in possible preventive and management practices for the patient.
However, it was not possible to associate p53 expression with other markers such as CEA, or
with other pathological clinical factors. More comprehensive studies with a larger number of
patients may possibly better clarify the contribution of p53 as a biomarker for colorectal
cancer.

Keywords: Colorectal Cancer, biomarkers, P53, Gene expression, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O Cancer Colorretal (CCR) é uma neoplasia que acomete o intestino grosso nos seus
segmentos do cdlon, reto e anus. Ocupa a terceira posicdo no pddio dos tipos de cancer mais
incidentes no cenario mundial. Milhares de homens e mulheres morrem vitimas dessa doenca
todos os anos (FANG et al. 2021). Esse tumor se desenvolve nas células epiteliais que
revestem o trato gastrointestinal, sendo a neoplasia mais frequente e o tipo mais comum de
malignidade do trato digestivo. Frequentemente, 0 CCR se desenvolve em uma populacdo a
partir dos 50 anos (CHAITRA et al., 2022).

As principais causas do CCR estdo associadas a fatores genéticos e/ou ambientais
ocasionadas por meio de um processo de alteracBes histomorfolégicas e genéticas
desencadeadas com o tempo. Com isso, varios fatores estdo relacionados ao seu
desenvolvimento. Dentre eles, os fatores de risco modificiveis incluem dieta, obesidade,
sedentarismo, tabagismo e etilismo. E os fatores de risco ndo modificaveis incluem sexo,
etnia, historico pessoal de doenca inflamatoria intestinal ou familiar de pdlipos colorretais ou
CCR, condigdes hereditarias como a sindrome de Lynch, além de genes envolvidos no
processo de carcinogénese do CCR (SANTOS et al., 2021).

A doenca inicia-se a partir um pdlipo intestinal adenomatoso benigno, que evolui para
adenoma avancado com displasia de alto grau, adenocarcinoma invasivo e metéstase para
orgdos distantes (NAKAYAMA et al.,, 2018). O pdlipo ndo tratado ou removido, pode
desenvolver um tumor agressivo e letal. Desse modo, quanto mais cedo forem detectados os
polipos, maiores serdo as chances de prevenir o CCR (DE RENZI et al., 2021).

No Brasil, para o0 ano de 2023 foram estimados 73.610 casos novos, 0 que representa
uma taxa ajustada de incidéncia de 41,89 casos por 100.000 mulheres. Dentre os tipos de
cancer no pais, o tumor maligno mais incidente é o de pele ndo melanoma (31,3% do total de
casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), prostata (10,2%), c6lon e reto (6,5%),
pulm&o (4,6%) e estdmago (3,1%) (INSTITUTO JOSE DE ALENCAR, 2022).

Alguns programas de rastreamento tém sido inseridos na tentativa de reduzir a
incidéncia e mortalidade associadas ao CCR por meio da retirada dos p6lipos ndo neoplasicos,
pré-cancerosos e na detecgdo de cancer em estagio inicial (SILVA et al., 2019). Alguns
biomarcadores e genes prognosticos tém sido analisados, com algum beneficio para pacientes
com CCR, permitindo a detecgé@o precoce e consequentemente um tratamento adequado (SU
etal., 2018).
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Sé&o inseridos programas de rastreamento, na tentativa de reduzir 50% na incidéncia e
mortalidade associadas ao CCR através da remocédo de pélipos pré-cancerosos e detecgdo de
cancer em estagio inicial (SILVA et al., 2019).

A colonoscopia e a biopsia sdo considerados o padrdo ouro para confirmar o
diagndstico de CCR. No entanto, as amostras de bidpsia podem nédo fornecer um diagndstico
definitivo se o tecido tumoral viavel for dificil de obter ou se as amostras de tecido estiverem
extensamente ulceradas ou necroticas. Além disso, varios marcadores tumorais Séricos,
incluindo antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de cancer 19-9 (CA19-9) e CA 72-4,
sdo amplamente utilizados para a triagem, diagnostico e vigilancia pos-operatoria do cancer
gastrointestinal, porém ndo possui boa sensibilidade e especificidade em relagdo a doenca
(YU etal., 2020).

Nesse sentido, buscamos identificar nesse estudo o papel de P53 como biomarcador

do céancer colorretal por imuno-histoquimica (IHQ) e gPCR.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER E DEFINICOES

Conforme a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), o cancer € um termo geneérico que
designa um amplo grupo de doengas que pode afetar qualquer parte do corpo. Tem como
caracteristica a rapida multiplicacdo de células anormais, que se estendem para além dos seus
limites habituais e podem invadir partes adjacentes do corpo ou difundir-se para outros
6rgdos, em um processo chamado de metéstase (SILVA, 2019).

A sintomatologia causada pelo cancer varia para cada paciente, e dependera do tipo de
cancer, localizacdo e estagio, bem como da extensdo do envolvimento. A morbidade, que
geralmente aumenta com o diagndstico do cancer em estdgio avancado, bem como a
progressdo da doenca, podem estar relacionados aos efeitos generalizados, como deficiéncias
na funcdo do oOrgdo, circulagdo e outros processos fisioldgicos. As morbidades gerais
relacionadas ao cancer sdo: fadiga, febre e perda de peso, e sdo frequentemente acompanhadas
de outras morbidades especificas do tipo de cancer (POURRAHMAT et al., 2021).

O cancer é uma doenca heterogénea podendo alcancar diferentes partes do corpo e se
espalhar para outros érgdos. Utiliza-se o estadiamento do cancer para contribuir na avaliagcdo
do prognostico e orientar nas decisdes de tratamento (POURRAHMAT et al., 2021).

2.2 CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) ¢é classificado como problema de sadde pablica mundial
(CARVALHO, 2019) sendo caracterizado por ser uma doenca complexa, multifatorial e de
diversas categorias, definida pela neoplasia maligna do trato digestivo. Considerado o terceiro
cancer mais comum do mundo, além de ser a segunda causa mais comum de morte por cancer
em ambos os sexos (ZHANG et al., 2021). Milhares de pessoas sdo diagnosticadas
anualmente e a doenca gera implicaces fisicas, psicoldgicas e socioecondmicas, além da alta
taxa de mortalidade (CUNHA, 2018).

Devido a sua funcéo, o colon possui um alto indice de replicacdo celular, e quando
exposto a agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, essas condi¢cbes podem aumentar as chances
de ocorréncia de alteracBes genéticas e moleculares envolvidas em processos neoplasicos

(LAPORTE., 2019). Em definicdo, o CCR compreende qualquer tumor que acomete o
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intestino grosso até a linha pectinea na junco do reto com o canal anal (INSTITUTO JOSE
DE ALENCAR, 2017).

Anatomicamente o CCR é dividido em direito e esquerdo, de acordo com localizacéo
do tumor pela borda da flexura esplénica (HULTCRANTZ, 2021). E considerado coldn
direito a partir do ceco até a flexura esplénica, incluindo o célon transverso. O cdlon esquerdo
inicia-se no angulo esplénico e termina no sigmaide, excluindo o reto, como mostra a figura 1
(BRAGA, 2020).

Figura 1. Lateralidade do Cancer Colorretal

Intestine Delgado

Colon Transverso

Célon
Ascendente
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Fonte: Adaptado pelo autor BRAGA, 2020.

Pesquisas apontam e verificaram a relacdo da localizacdo do tumor com o
desenvolvimento, caracteristicas clinico-patoldgicas, tratamento e prognostico. Porém, o
efeito da localizagdo do tumor nos marcadores moleculares continua incerto. Atualmente,
varios estudos relataram que os biomarcadores clinico patoldgicos e moleculares do CCR
eram divergentes em diferentes regides (SONG et al., 2020). Os céanceres colorretais ocorrem
em todas as partes do colon, embora a prevaléncia dos CCRs esteja localizada na parte distal e
50% estejam localizados no sigmdide e no reto (HULTCRANTZ, 2021).

Algumas das manifestagbes clinicas de um paciente acometido com CCR sdo
caracterizadas por: dor abdominal, hematoquezia e alteragdo no habito intestinal, além dos
sintomas ocasionados pela metastase a distancia quando presente. Alguns desses sintomas
evoluem de acordo com o tamanho e localizagdo em que o tumor se encontra, 0 que muitas

vezes resulta em uma terapia cirdrgica, especialmente em casos de obstrucdo intestinal,
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impedindo a evacuacao das fezes pelo anus, sendo necesséria a realizacdo de uma colostomia
(ASSUNCAO et al., 2021).

Os sinais e sintomas ocorrem acordo com a localizacdo do tumor. Entre as
caracteristicas clinicas observadas, os tumores que acometem o lado direito podem destacar a
presenca de massa na fossa iliaca direita, anemia, perda ponderal, obstrucdo intestinal e
apendicite em lesdes cecais. Enquanto, as lesdes do lado esquerdo podem provocar
sangramento ou perda de muco pelo reto, alteracdo do habito intestinal, dor na parte inferior
do abdémen, obstrucdo intestinal, tenesmo ou dor retal em lesbes retais (CARVALHO.,
2019).

O processo de Carcinogénese Col6nica possui duas vias patogenéticas que sdo: Via
supressora (ou do Adenomatous Polyposis Coli / beta-catenina), na qual a instabilidade
gendmica provoca uma série de mutacBes sucessivas e ordenadas que leva a formacdo de
adenomas e sua posterior malignizacdo. Via mutadora (ou da instabilidade de microssatélites)
associada ao aparecimento do CCR hereditario ndo poliposo, caracterizada por mutacdes ou
inativacdes nos genes de reparo do DNA (GUEDES, 2020)

A patogénese do CCR acontece pelo o acimulo progressivo de alteracfes genéticas e
epigenéticas, algumas das quais responsadveis por ativar oncogenes ou inativar genes
supressores, capazes de conduzir a evolucdo maligna do epitélio normal para lesGes
neoplésicas precoces (focos de criptas aberrantes, adenomas e adenomas serrilhados) para
CCR. Em casos que, este processo de transformacdo maligna requer até 15 anos, conforme as
caracteristicas da lesdo e de outros fatores, tais como, sexo, peso corporal, indice de massa
corporal, sedentarismo (DE PALMAS et al., 2019).

Na via supressora, 0s polipos formados consistem em dois tipos: pdlipos neoplésicos e
ndo-neoplasicos. Dentre os neoplasicos, estdo inclusos todos os adenomas, adenocarcinoma
ou carcinoide. Em adenomas séo classificados em tubular, tdbulo-viloso e viloso. Porém, os
polipos ndo-neoplasicos consistem em hiperplasicos, inflamatérios e hamartomas (GOMES et
al., 2018)

Em casos de pdlipos hiperplasicos e pdlipos inflamatorios, ndo sdo considerados pré-
cancerosos, porém, alguns tipos de polipos hiperplésicos tém maior predisposi¢cdo para
desenvolver adenomas e cancer. Geralmente eles se originam no colon ascendente (DE LIMA
etal., 2019).

Nessa via, 0 CCR inicia-se como um pdlipo intestinal adenomatoso benigno ou nao-
canceroso, que evolui para adenoma avangado com displasia de alto grau, adenocarcinoma

invasivo e metastase para orgaos distantes (figura 2). Esse processo de progressdo gradual do
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cancer colorretal é denominado como "tumorigénese em varias etapas”, e acredita-se que cada
etapa esteja associada a alteracGes genéticas especificas em genes supressores de tumor ou
oncogenes (NAKAYAMA et al, 2018). Algumas manifestacbes morfoldgicas séo
observadas, arquitetura glandular, pleomorfismo celular e padrédo da secrecao de muco. Sendo
assim, os adenocarcinomas sdo categorizados em trés graus de diferenciagdo: bem
diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau Il) e indiferenciado (grau Il1I)
(MIYAZAKI., 2020). Os genes comumente afetados por essa via sdo identificados como
grandes precursores, tais como: os genes APC, TP53, KRAS, dentre outros (MELO et al.,
2019).

Os graus de diferenciacdo tém suas caracteristicas distintas, assim, 0s tumores
altamente diferenciados assemelham-se muito aos tecidos normais, tanto morfologicamente
guanto funcionalmente, e sdo caracterizados por alta maturidade celular, baixo grau de
malignidade, progressdo lenta e metéstase tardia. Contudo, os tumores moderadamente
diferenciados se assemelham a uma morfologia de células-tronco, com alta proporgéo
carioplasmatica e fraqueza ou perda da funcdo bioldgica anterior. Assim, 0s tumores pouco
diferenciados sdo caracterizados por baixa maturidade, alto grau de malignidade, rapida

progressdo e metastase precoce (Ql et al., 2018).

Figura 2. Via supressora.
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Fonte: (Adaptado de Janne & Mayer, 2000)

A segunda via, (figura 3) considerada via mutadora ou “serrated pathway”, evidencia-

se pelo aparecimento de adenomas ou pdlipos serrilhados como lesdes precursoras (10 a 30%
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dos casos de CCR esporadicos). Os polipos serrilhados sdo definidos por criptas luminais com
arquitetura glandular serrilnada e podem ser marcados em trés subtipos principais: pélipos
hiperplasicos, adenoma serrilhado seéssil com ou sem displasia e adenoma serrilhado
tradicional (MIYAZAKI., 2020).

As suas alteracGes gendmicas (mutagOes e inativagdo) séo caracterizadas por genes de
reparo do DNA. O produto destes genes (hMSH2, hMLH1, hMSH6, hPMS1, hPMS2) séo
revisores do “DNA”, pois eles vao detectar erros ocorridos durante a replicacao celular. A
grande maioria das mutacGes envolve o hMSH2 (cromossomo 2p22) e o hMSH1
(cromossomo 3p21). As mutagcOes ocorridas no gene de reparo do DNA correlacionam por
vezes a alteragdes de sequencias repetidas de nucleotideos chamadas de MSI. Algumas destas
sequencias ficam pareadas ou ocorrem em regides codificadoras de genes envolvidos com a
proliferacdo celular, como TFGRR tipo Il, IGFIIR, Braf e BAX (GUEDES., 2020).

Figura 3. Via mutadora.
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Fonte: (Adaptado por Guedes., 2020)

A sequéncia do desenvolvimento do CCR ocorre de maneira lenta, permitindo a
deteccdo nesse periodo, sendo uma oportunidade de prevenir e interromper o0
desencadeamento da doenga por meio do rastreamento. Nesse rastreio busca-se localizar
lesGes precursoras do CCR logo no inicio dos estagios com o intuito de reduzir a incidéncia e
mortalidade causada por essa doenga (SILVA., 2019).

Em cada tipo de cancer, fatores como tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos
e presencga/auséncia de metéstase sdo critérios utilizados para definir o estdgio do céncer,

sendo o estagio 0 para tumores que ndo se espalharam para outros locais (ou seja, in situ), 0s



22

estagios 1, Il e 11l indicando tumores localizados variando em tamanho e com envolvimento
linfonodal, e o estdgio IV indicando metéstase a distancia (POURRAHMAT et al., 2021).

O estagio do CCR varia do | a IV. Em alguns paises desenvolvidos, a doenca é
detectada ja no estagio V. Considerando que, nesse estagio a metastase acomete a distancia,
atualmente ainda ndo ha cura. Contudo, no estagio | é provavel os pacientes apresentarem
grandes chances de serem tratados. Sendo assim, é de total importancia que o cancer seja
diagnosticado precocemente (HULTCRANTZ, 2021).

O estagio tumor-nodulo-metéstase, ou sistema de classificagdo TNM, desenvolvido
pelo American Joint Committee on Cancer e pela Union for International Cancer Control,
vem sendo o pardmetro prognostico mais apropriado para estratificar pacientes. O sistema
TNM ¢é capaz descreve a profundidade da invasdo do tumor em toda a parede do célon (T), o
namero de linfonodos afetados (N) e a presenca de metastase (M) (SAGAERT et al., 2018)

Na figura 4, (A) T1: tecido tumoral esta contido apenas na camada interna do
intestino. T2: presenca do tecido tumoral na camada muscular da parede intestinal. T3: o
tumor inicia seu crescimento para o revestimento externo da parede intestinal, mas néao
através dele. T4: nesse ponto a metastase acontece, o tumor cresce através do revestimento
externo da parede do intestino e se espalha para outras regides. Nos ultimos estagios (T3 e
T4), a invasdo do cancer nos linfonodos acontece (B), seguida da metéastase para 6rgaos
proximos (C) (CALLEGARI et al., 2021).

Com base nos classificadores T, N e M, os tumores sdo divididos em 4 estagios
diferentes com diversas consequéncias prognésticas e terapéuticas. De acordo com as
pesquisas, 0s tumores de estagio 1 tém uma taxa de sobrevida de 5 anos de 94%. Os tumores
do estagio 2 tém uma taxa de sobrevida em 5 anos de 82%, cai para 67% para os pacientes do
estagio 3. Os canceres de célon metastaticos ou estagio 4 tém uma taxa de sobrevida em 5
anos de apenas 11% (SAGAERT et al., 2018).

Durante décadas, 0 TNM tem sido o padrdo-ouro para estimar o prognéstico do cancer
colorretal. No entanto, muitos pacientes no mesmo estagio tém prognosticos clinicos variados,
e mesmo pacientes com tumores em estagio Ilb tendem a ter um progndstico pior do que
aqueles com tumores em estagio Illa, sugerindo que o sistema de estadiamento TNM tem

deficiéncias na previsdo do progndéstico do CCR (DU et al., 2022). (Tabela 1)
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Figura 4. O estadiamento baseado na classificagdo de tumor, linfonodo e metastase (TNM)
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Tabela 1. Classificacdo do Sistema TNM de acordo com a sétima edi¢cdo do American Joint
Committee on Cancer (AJCC) de 2010.

Tumor primério (T)

Tx

Tumor primario inacessivel

TO

Sem evidéncias do tumor primario

Tis

Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasdo da limina propria

Tl

Tumor invadindo a submucosa

T2

Tumor invadindo a muscular propria

T3

Tumor invade através da muscular propria até o tecido pericolorretal

T4da

Tumor que penetra até a superficie do peritdnio visceral

T4b

Tumor esta invadindo ou aderido diretamente a outro 6rgédo ou estrutura ou que adere a
eles

Linfonodos regionais (N)

Nx

Linfonodos regionais inacessiveis

NO

Auséncia de metastases nos linfonodos regionais

N1

Metastases em 1-3 linfonodos regionais

Nla

Metastase em | linfonodo regional

Nl1b

Metastase em 2-3 linfonodos regionais

Nlc

Tumor depositado na subserosa, mesentério ou tecido pericolico ou perirretais nao
peritonizados sem metastase nos linfonodos regionais

N2

Metastases em 4 ou mais linfonodos regionais

N2a

Metastases em 4-6 linfonodos regionais

N2b

Metastases em 7 ou mais linfonodos regionais

MO

Metastase i distAncia (M)
Sem metastase a distincia

M1

Metdstase a distancia

MIla

Metastase confirmada em | orgdo ou sitio

MIb

Metastases em mais do que 1 orgdo, sitio ou no periténio

Fonte: (EDGE; COMPTON, 2010).
Com base no American Joint Committee on Cancer ( AJCC) e International Union for Cancer Control (UICC), o
Sistema TNM codifica a extensio do tumor primario (T), linfonodos regionais (N) e metastases distantes (M).

Alguns pacientes com doenga inflamatoria intestinal podem aumentar o risco de

desencadear CCR, assim como também, colite ulcerativa ou doenca de Crohn, sendo mais

provavel de ser provocada por inflamagédo crénica da mucosa intestinal do que por qualquer

predisposicdo genetica definitiva. Além de tudo, a inflamagéo crénica desempenha um papel

importante na ocorréncia e desenvolvimento de CCR esporadico, e a expressdo de

interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-17A e IL-23 esta aumentada na maioria dos casos esporadicos
de CCR (YANG et al., 2019).

Os CCRs séo classificados como adenocarcinomas, incluindo trés subtipos chave

amplamente estudados: adenocarcinoma classico (AC), adenocarcinoma mucinoso (AM) e

carcinoma de células em anel de sinete (SRCC). MA e SRCC sao subtipos raros de CCR e
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apresentam caracteristicas distintas da AC, incluindo idade de inicio mais jovem, estagio mais
avancado e maior possibilidade de invasdo linfatica e infiltracdo perineural (WU et al., 2021).

O subtipo histolégico mais comum de CCR é o adenocarcinoma classico, onde o
adenocarcinoma mucinoso é um subtipo distinto e é caracterizado por componentes
mucinosos abundantes que compreendem pelo menos 50% do volume do tumor.

Correlacionando a patologia clinica, o adenocarcinoma colorretal mucinoso é detectado com
mais frequéncia no colon proximal do que no cdélon retal ou distal. Além disso, 0s

adenocarcinomas colorretais mucinosos sao diagnosticados com maior intensidade quando ja
estdo em estagios avancados e geralmente ndo apresentam uma resposta satisfatoria nas

quimioterapias em comparacdo com 0s ndo mucinosos (LUO et al., 2019)

2.3 RASTREAMENTO, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Conforme a OMS, o rastreamento pode ser realizado em trés etapas diferentes. A
primeira é o rastreamento organizado, que € dispensado por meio de planejamento ativo a
pessoas convidadas da populacdo geral de faixa etaria pré-definida, em uma frequéncia pré-
estabelecida. A segunda forma é o rastreamento seletivo, que é oferecido para um subgrupo ja
propenso como de maior risco de desenvolver a doenca. A terceira forma é o rastreamento
oportunistico, que é oferecido de forma oportuna, ao individuo que por outras razdes procura
0s servicos de saude (CARVALHO, 2019).

Em anos de estudos e experimentos, existem diversas de técnicas para o rastreamento
de polipos colorretais, incluindo toque retal, enema baritado, colonoscopia e colonografia por
tomografia computadorizada. Como a colonoscopia permite a detec¢do e remocdo de p6lipos
em apenas uma etapa, estudos revelaram que o rastreamento populacional e a remoc¢édo de
adenomas de alto risco tornaram-se a base da preven¢do do CCR (LU et al., 2017).

Os biomarcadores tém conquistado destaque nas aplicacdes biomédicas e no
diagnostico clinico, principalmente quando se trata de cancer. Esses marcadores tumorais
oferecem grandes oportunidades para melhorar o monitoramento da condicdo de pacientes
com cancer, melhorando a eficacia do diagndstico, tratamento e pos-tratamento (FATTAHI et
al., 2020)

Vérios estudos se concentram nessa metodologia de biomarcadores, que podem
detectar em amostras de plasma sanguineo ou fezes, devido a sua técnica menos invasiva de

obter esse material bioldgico, e mesmo assim, mantendo sua alta sensibilidade e precisdo para
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diagnosticar CCR e metéstase. Ndo € tdo simples diagnosticar ou prever metéstases. Se
caracteriza por alteracGes epigenéticas, como alteracfes de metilacdo do DNA que séo
especificas para metastases, pode ajudar no diagnostico e prognéstico do CCR. O uso de
biomarcadores tornou-se um método robusto e eficiente para avaliar potenciais processos
biolégicos anormais, como o céancer. O uso de alteragdes de metilacdo do DNA como
biomarcadores depende da sensibilidade do método de deteccdo para distinguir entre citosinas
ndo metiladas de citosinas metiladas (GUTIERREZ et al., 2021)

Outros estudos enfatizam na importancia dos biomarcadores tumorais, como: CEA;
antigenos carboidrato 125 (CA125), 19-9 (CA19-9), 15-3 (CA15-3), 72-4 (CA72-4) e 50
(CA50); gonadotrofina coriénica humana (hCG); alfafetoproteina (AFP), entre outros. Em
casos de suspeita de neoplasia, esses marcadores podem sugerir a etiologia maligna do
derrame pleural. A anélise da concentracdo do CEA tem se destacado e ser um método mais
empregado, possivelmente por se tratar de um processo acessivel e de facil interpretacdo
clinico-laboratorial. Porém, os resultados encontrados sdo bastante variaveis, sendo
questionados por alguns autores (SIMONETTI et al., 2018).

O marcador tumoral CEA é conhecido como uma glicoproteina, capaz de ser detectada
no sangue e em celulas cancerigenas de adenocarcinomas. O CEA é uma molécula de adesdo
intracelular com meia-vida de 1 a 3 dias, é produzida no tecido intestinal fetal e pelas células
tumorais epiteliais que auxilia na angiogénese. O nivel sérico de CEA encontra-se aumentado
em neoplasias malignas, como cancer colorretal de mama, gastrico, pulmonar, ovariano e
pancreatico (LAKEMEYER et al., 2021).

Apesar disso, a elevacdo de CEA também pode ser observada em muitas condi¢des
ndo malignas, como tabagismo, alcoolismo, doenca intestinal inflamatoria crénica,
diverticulite, pancreatite e doenca hepatica. Alguns estudos mostraram um nivel de
sensibilidade para o CEA variando de 65% a 74% em pacientes com CCR (LAKEMEYER et
al., 2021).

O diagnostico preciso de tumores benignos ou malignos e a determinacdo da
velocidade de desenvolvimento sdo de grande importancia para o tratamento e prognostico de
pacientes com cancer de célon. Os tumores altamente diferenciados assemelham-se muito aos
tecidos normais, tanto morfologicamente quanto funcionalmente, e sdo caracterizados por alta
maturidade celular, baixo grau de malignidade, progressao lenta e metastase tardia. Contudo,
o0s tumores pouco diferenciados se assemelham a uma morfologia de células-tronco, com alta

proporcao carioplasmatica e fraqueza ou perda da funcdo bioldgica anterior. Assim, 0s
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tumores pouco diferenciados sdo caracterizados por baixa maturidade, alto grau de
malignidade, rapida progressao e metastase precoce (QI et al., 2018).

A IHC é considerada um marcador preciso, que reflete o estado mutacional subjacente
da p53 e tem efeitos no diagndstico de tumores. H4 muito se reconhece que mutagcdes sem
sentido de TP53 ndo sindnimas resultam no acimulo nuclear da proteina p53 que pode ser
detectada como superexpressdo na forma de positividade nuclear forte difusa envolvendo pelo
menos 80% das células tumorais, mas geralmente quase 100%. Além disso, outros padrbes
anormais da expressdo de p53, expressdo citoplasmatica e perda completa, foram
reconhecidos como correlacionados com a presenca de uma mutagdo TP53 (NAGAO et al.,
2022).

E um método de teste auxiliar bastante utilizado em patologia cirrgica anatdmica para
classificacdo e diagndstico de células. Utiliza-se anticorpos direcionados contra devidos
antigenos em tecidos e células especificas para facilitar a defini¢do do tipo de célula e 6rgéao
de origem. Essa metodologia é mais realizada em tecido embebido em parafina fixado em
formalina, que tem o beneficio de ser de facil armazenamento, embora tenha sido
desenvolvido inicialmente em secdes congeladas e também possa ser feito em tecido
embebido em plastico. A IHQ recentemente se expandiu ainda mais para avaliar
biomarcadores preditivos e progndésticos em muitas malignidades, incluindo as da mama, trato
gastrointestinal, pulmé&o, hematolinféide e sistema nervoso central (MAGAKI et al., 2019).

A imunohistoquimica é uma técnica utilizada como diagndstico no campo da patologia
tecidual, porém ocorrem certas limitagdes. Uma problematica que a técnica consiste € por que
sO permite a marcacdo de um Unico marcador por secdo do tecido. Isto &, resulta em
oportunidades perdidas de obter informacdes importantes de prognéstico e diagndstico de
amostras de pacientes (MALKI et al., 2020).

O método IHQ é caracterizado por sua coloracdo, capaz de visualizar o nucleo celular.
Sob a IHQ, o ndcleo da célula apresenta granulos marrons quando a marcagdo positiva para
p53. A superexpressdo da p53 leva a um crescimento acelerado devido a aceleracdo da fase
G1-S (GUEDES et al., 2019)

No processo de estratificagdo molecular de pacientes com CCR, acontece de forma
essencial para identificar os subgrupos homogéneos, assim também para melhorar no
direcionamento para tratamento e progndéstico. As tecnologias de sequenciamento de proxima
geragdo permitem o perfil multi-mico de tumores malignos, mas os dados de mutacéo e

namero de copias tém um impacto limitado no CRC, enquanto analises de RNA mais
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informativas sdo mais caras, dificeis de padronizar e necessitam de armazenamento de dados
e experiéncia em bioinformética (SIRINUKUNWATTANA et al., 2020)

Mesmo com as melhorias nos procedimentos cirdrgicos e avan¢os nos métodos de
quimioterapia e radioterapia, a taxa de sobrevida em 5 anos para pacientes com CCR ainda é
insatisfatoria. Com as novas atualizagdes da medicina de preciséo, é necessario a identificacdo
urgente de novos fatores progndsticos e priorizar por tratamentos individualizados para
melhor progndstico (WANG et al., 2017)

E importante estabelecer mais conhecimentos e novos métodos para melhorar no
rastreamento de malignidades e metéstases, existe como alternativa os marcadores tumorais
ndo invasivos e econdmicos, se tornando eficaz tanto para a deteccdo do CCR em seus
estagios iniciais quanto para um programa de acompanhamento apos o diagndstico de CCR
(LAKEMEYER et al., 2021).

De acordo com o estagio do tumor, a localizacdo e estado do linfonodo, o CCR é
tratado por cirurgia, tratamento quimioterapico neoadjuvante (antes da cirurgia) ou adjuvante
(apds a cirurgia) com ou sem irradiacdo concomitante. Dessa forma, o tratamento do
adenocarcinoma retal representa um exemplo particularmente bom para uma implementagéo
bem-sucedida de conceitos multimodais no manejo do cancer (GULLULU et al., 2021).

A quimioterapia adjuvante também pode ser utilizada, contudo a radioterapia é usada
com menor frequéncia. No cancer de reto, a cirurgia € o principal tratamento e muitas vezes é
acompanhada de quimioterapia e radioterapia antes e/ou ap0s a cirurgia para reduzir o risco
de disseminacao e recorréncia (ACS, 2017a). Juntamente com o estadiamento, utiliza-se para
direcionar e ajudar na avaliacdo de um prognostico eficaz, conduzindo nas decisdes de
tratamento (POURRAHMAT et al., 2021).

2.4 P53 NO CANCER COLORRETAL

A proteina p53 € codificada pelo gene TP53 e foi descrita pela primeira vez como uma
proteina celular que atua com atividade oncogénica. A observacdo inicial indicou que a
superexpressdo de p53 induziu a transformacdo celular, portanto, foi considerado um
oncogene. Contudo, em anos seguintes, outros relatorios indicaram um efeito oposto de p53, 0
p53 de tipo selvagem clonado era desprovido de atividade oncogénica. Logo ficou claro que
as formas mutantes de p53 eram responsaveis pelas primeiras observagdes oncogénicas
(SIMABUCO et al., 2018).
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O TP53 é um gene supressor de tumor localizado no braco curto do cromossomo 17 e
18 (WU et al., 2020). Uma das mutacGes do gene p53 é causada pela perda de alelos no

cromossomo no brago curto do cromossomo 17, resultando em distdrbios gendémicos que
ocorrem na fase posterior da progressdo do tumor. A maioria das mutacdes do TP53 ocorre
nos éxons 5 a 8, que codificam os residuos 130-286, que sdo importantes e responsaveis por
dobrar e estabilizar estruturas terciérias de proteinas (RACHMAWATI et al., 2019).

A proteina p53, atua suprimindo a formagdo de céncer. Para mediar a supressdo do
cancer, p53 se liga a elementos especificos de resposta do DNA e induz a expressdo de genes
envolvidos em um ou mais processos, como: parada do ciclo celular , reparo do DNA,
apoptose, senescéncia, autofagia, ferroptose ou metabolismo (DUFFY et al., 2017)

Uma vez ativada, p53 induz a parada do ciclo celular na fase G1 ou G2. Apds danos
ao DNA, ativa p21, um inibidor de cinase dependente de ciclina, que medeia a parada do ciclo
celular em fase G1/S, permitindo o reparo do DNA. Por outro lado, p53 pode ativar GADDA45,
que regula a parada do ciclo celular nas fases G2 M. A presenca de p53 funcional €
importante para os diferentes pontos de verifica¢do do ciclo celular, permitindo que as células
tenham tempo para reparar 0s danos ao DNA (SANTOS, 2016).

Contudo, caso os danos ao DNA ndo possa ser reparado, p53 inicia o processo de
apoptose, com isso, ativando o gene Bax (pré-apoptotico). Se as mutacdes na célula se
tornarem permanentes, as células neoplasicas passardo a acumular a proteina p53 mutada,
esse processo pode ser visualizado por técnicas IHQ (GUEDES et al., 2019)

A partir da identificacdo do supressor tumoral p53 em 1979, diversos estudos foram
desenvolvidos para esclarecer seu real funcionamento. Dentre elas, as funcbes e
caracteristicas essenciais sdo consideradas as seguintes: (1) p53 é um fator de transcri¢do que
ativa seus genes alvo especificos; (2) p53 exerce efeitos supressores de tumor por meio de
parada do ciclo celular, apoptose, reparo de DNA e antiangiogénes; (3) os niveis suprimidos
de p53 participa um papel importante na manutencdo dos fendtipos de células-tronco e
células-tronco cancerigenas; e (4) p53 € um dos genes mais mutados em uma ampla gama de
canceres humanos. A maioria das mutacdes TP53 sdo mutacGes de sentido Unico dentro de
seu dominio de ligacgdo ao DNA que levam a um grande espectro de efeitos
funcionais. Mutacdes em TP53 resultam em diferentes formas com atividade de transcri¢do

variavel que resulta em diferentes fenotipos de cancer (NAGAO et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044579X20301607?via%3Dihub#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044579X20301607?via%3Dihub#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044579X20301607?via%3Dihub#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044579X20301607?via%3Dihub#bib0010
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-cycle-arrest
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ferroptosis
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Esse gene supressor tumoral, considerado frequentemente mutado no CCR, também
conhecido como o guardido do genoma. TP53 é ativado por varios sinais de estresse,
incluindo danos ao DNA ou ativagdo de oncogenes, e conduz uma infinidade de respostas a
jusante, como reparo de DNA, parada do ciclo celular, senescéncia, metabolismo e morte
celular. P53 Atua principalmente como um fator de transcricdo controlando a expressédo de
centenas de genes alvo (LIEBL et al., 2021).

A expressao aberrante de p53 esta intimamente relacionada a diversas doencas: p53
superativada induz envelhecimento prematuro e doenca por radiacdo; enquanto sua mutagédo
pode ser encontrada em aproximadamente 50% dos pacientes com cancer. Além disso, p53 é
frequentemente infra regulado mesmo em pacientes com tumor com o gene do tipo selvagem,
indicando que sua expressao alterada é critica na carcinogénese. Apesar de sua importancia, o
mecanismo regulador da expressdo de p53 ndo foi totalmente elucidado (HUANG et al.,
2019).

Pesquisas recentes evidenciam que p53 anormal se encontra detectavel em mais de
50% dos pacientes com CCR e estava intimamente associado a ocorréncia, desenvolvimento,
infiltracdo e metastase do CCR. A proteina p53, codificada pelo gene TP53 anormal, tinha
um periodo de meia-vida mais longo, e pode ser detectada por imunohistoquimica
(IHC). Diversos estudos clinicos apontam o valor prognéstico do p53 positivo
(superexpressdo ou positividade) em pacientes com carcinoma espinocelular de
esdfago, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar, cAncer pancreatico e cancer de pulméo de
células ndo pequenas. Mas o valor prognoéstico do p53 positivo no CCR permanece incerto
(WANG et al., 2017).

Cerca de 50%-70% das mutagcdes do CRC em TP53, que sdo genes supressores de
tumor, estdo positivamente correlacionadas com mau prognéstico. Com isso, quando o TP53
perder sua funcdo, facilitara a proliferacdo do DNA danificado para as células filhas e o
desenvolvimento maligno do CCR. Ao mesmo tempo, o gene TP53 também é considerado
como o gene prognostico do CCR (WU et al., 2020). Em pacientes com estagio de metastase,
a taxa de alteraces de TP53 é relatada em até 80%. As variagdes do tipo missense em TP53
sdo relatadas como associadas a quimiorresisténcia em CCRs (KIM et al., 2022)

O regulador do TP53 € 0 Murine Double minute 2 (Mdm2), uma proteina que pode se
ligar a0 TP53 em condic¢des instaveis ou inativadas. O gene TP53 pode ser ativado pelo
destacamento de TP53 de Mdmz2. Essa condicdo faz com que esse gene pare o ciclo celular e
repare a quebra do DNA e envolva a apoptose e o envelhecimento (RACHMAWATI et al.,
2019).
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A expressdo do TP53 esta relacionada principalmente as caracteristicas patoldgicas,
metastases linfonodais, metastases distantes e resposta a terapia CCR. Esse marcador é
amplamente utilizado como preditor de progndstico da terapia CCR. A avaliagdo do anticorpo
anti p53 com métodos de IHQ € de menor custo, porém, resultados demonstram mais eficiente
e eficaz (RACHMAWATI et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar possiveis fatores prognosticos e diagndsticos a partir das anlises de
expressdo da p53 em amostras de pacientes com cancer colorretal e relacionando com as

caracteristicas clinicas patologicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizacdo sociodemografica de pacientes com Cancer colorretal do
Hospital Universitario Lauro Wanderley em Jodo Pessoa - PB;

- Avaliar a expressdo da proteina p53 por imunohistoquimica, em amostras de cancer
colorretal;

- Correlacionar a imunoexpressdo da proteina p53 com as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos pacientes.

- Verificar a relagdo dos niveis do CEA com a imunoexpressao de p53;

- Auvaliar a expressdo do gene TP53 em amostras frescas obtidas de pacientes com
cancer colorretal no Hospital Napoledo Laureano em Jodo Pessoa - PB;

- Comparar a expressao do gene TP53 na amostra tumoral e no tecido da margem do

tumor.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DA PESQUISA

O presente trata-se de um estudo ambispectivo: retrospectivo e prospectivo. Tem
como andlise de amostras pareadas (tecido tumoral x tecido saudavel adjacente) sobre a
expressao alterada da p53 em amostras de pacientes com cancer comparando com amostras
saudaveis do mesmo paciente. Os dados foram obtidos apds o processamento das amostras de
pacientes selecionados para o estudo do Hospital Napoledo Laureno em Jodo Pessoa/PB, no
ano de 2022. Também foi realizado um estudo retrospectivo da expressdo da P53 em amostras
fixadas e parafinadas por imunohistoquimica, obtidas no Laboratério de Anatomia Patologica
do Hospital Lauro Wanderley localizado na Universidade Federal da Paraiba em Jodo
Pessoa/PB entre 0 ano de 2018 a 2022.

4.2 PACIENTES E AMOSTRAS

Para a expressdo do gene TP53, foram coletadas 20 amostras de tecido dos pacientes
com CCR para PCR em tempo real. Sendo 1 amostra de tecido saudavel (margem do tumor) e
1 amostra de tecido tumoral de CCR, ou seja, duas amostras por paciente. As amostras foram
obtidas pelo Centro Cirargico do Hospital Napoledo Laureano, no periodo de Abril a Outubro
de 2022, com a colaboracdo do cirurgido do aparelho digestivo, Dr. Péricles Oliveira. Apds
resseccdo cirdrgica, as amostras eram imediatamente em criotubos contendo a solucdo de
tiocianato de guanidina e fenol (Trizol) e congeladas a -80°C até o momento do
processamento.

Para analise imunohistoquimica da proteina p53, 43 amostras emblocadas em
parafinas foram obtidas. Sendo realizado um estudo retrospectivo com 0s pacientes
provenientes do Hospital Universitario Lauro Wanderley pertencente a Empresa Brasileira de
Servigos Hospitalares, localizado na Universidade Federal da Paraiba. Essas amostras de
tecido colorretal foram obtidas do setor de Anatomia Patolégica, onde foi diagnosticado CCR.
A coorte retrospectiva foi constituida pelos laudos dos pacientes com CCR diagnosticados
entre os anos 2018 a 2022.
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4.3 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS PARA PCR

Uma pequena porcao de fragmento do espécime cirurgico foi separada como amostra,
foram armazenadas em criotubos imersos com 1mL de Trizol. As amostras de tecido tumoral
e normal foram submetidas a microscopia para analise histopatologica para certificacdo
respectivamente da presenga e auséncia de tecido tumoral. Somente as amostras tumorais que
apresentaram pelo menos 90% de malignidade e amostras normais que apresentaram 0% de
malignidade foram utilizadas neste trabalho para anélise da expressdo génica por PCR em
tempo real.

As amostras teciduais, obtidas logo apds resseccdo cirtrgica foram conservados no
TRIzol ® Reagent, até 0 momento da realizacdo da extracdo de RNA das mesmas. A extracdo
de RNA das amostras foi realizada usando protocolo de extracdo de TRIZOL
(INVITROGEN, Brasil). O tecido congelado foi homogeneizado em um tubo eppendorf,
contendo 1 ml TRIzol ® Reagent para cada 50 mg de tecido; O espécime cirurgico foi
recortado em pequenos fragmentos e homogeneizado em vortex.

Foi adicionado 200 ul de cloroférmio. Os tubos foram vigorosamente agitados por 15
seg e incubamos por 3 min, em temperatura ambiente. Apés isso, as solugdes foram
centrifugadas por 12.000 x g durante 15 min a 4 °C. A fase aquosa obtida (superior), contendo
0 RNA foi transferido para um tubo de microcentrifuga estéril (livre de DNase e RNase) e
purificou-se com 0,5 mL de isopropanol.

A solucdo foi misturada virando o eppendorf trés vezes, sem agitar, e deixando 0 RNA
precipitasse por 15 min em temperatura ambiente. Foi centrifugado por 12.000 x g, durante 15
min a 4 °C, removendo o sobrenadante e o pellet contendo precipitado de RNA foi lavado
duas vezes usando 1 mL de etanol a 75%.

Para cada lavagem foi adicionado etanol 75%, e centrifugado a 7.500 x g durante 3
min a 4 °C, para garantir que o pellet fosse precipitado antes que o etanol seja removido. Na
ultima lavagem deixamos o tubo virado em cima de um papel toalha para que o etanol
residual seja absorvido por capilaridade por 1-2 horas.

Apds essa secagem, os pellets de RNA foram ressuspensos com 50 pl de agua tratada
com DEPC. Na avaliacdo da concentracdo e pureza de RNA nas amostras extraidas foi
realizada usando um espectrofotdmetro Nanodrop® em absorbancia 260/280 nm. A
absorbancia em 260 nm (A260) fornece uma medida especifica da concentracdo de acido
nucleico, e a absorbancia em 280 nm (A280) e 230 nm (A 230) mede a absorcao de proteina e

de fundo, respectivamente, como uma indicag@o de possiveis contaminantes.
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O comprimento de onda de 260 nm detecta tanto RNA quanto DNA, e a presenca de
contaminagdo de DNA gendmico pode levar a uma superestimativa da concentracédo de RNA
(KUANG et al., 2018).

A partir das amostras de RNA extraidas, o cDNA foi sintetizado. Utilizando-se o
protocolo do kit SuperScript Il First-Strand conforme descrito pelo fabricante (Invitrogen).
Na primeira etapa, foram adicionados os reagentes em tubo livre de nuclease estéril e no gelo,
pela ordem indicada da tabela 2. Na segunda etapa, foram adicionados os reagentes na ordem
indicada pela tabela 3. Logo apos, misturamos delicadamente e centrifugado. Condicdes de

ciclagem para construcdo do cDNA mostradas em figura 5.

Tabela 2. Reagentes e técnicas para a sintese de DNA complementar na primeira etapa.

Amostra de RNA RNA total 0.1ng-0.5png
Primer Random hezamer primer 1wl
Agua, livre de nuclease 12
Volume total 12

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

Tabela 3. Reagentes e técnicas para a sintese de DNA complementar na segunda etapa:

5x Tampao de Reagéo 4 ul
Inibidor de RNase 1w
10 mM dNTP Mix 2 ul
Transcriptase reversa 1wl
VVolume total 20 ul

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

Figura 5. Temperatura e tempos de incubacdo de DNA complementar (cDNA) no
GeneAmp™ PCR System 9700.

70.0
42.0 " 5:00

Fonte: Dados da pesquisa, 2022
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Os primers foram desenhados usando a ferramenta do NCBI (Nucleotide search), pela
busca do gene de interesse e escolha da sequéncia do organismo. Neste caso humano, a
escolha do NM (sequéncia transcrita), obtencdo da sequéncia no formato FASTA e em
seguida obtendo-se os primers. Os primers (tabela 4) foram escolhidos ap6s analise da
especificidade, usando a ferramenta de alinhamento de sequéncias do programa BLAST. O
conteddo Citosina/Guanina ndo foi superior a 55 % e a Tm £ 60 °C para todos os primers

testados.

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo dos genes.

Gene Sequéncia dos primers Tamanho do
fragmento
TP53 F: 5>-ACACGCTTCCCTGGATTGG-3’ 249 pb

R: 5’-CTGGCATTCTGGGAGCTTCA-3’

GAPDH F: 5-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3' 249 pb
R: 5-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

Para amplificacdo da PCR em tempo real foi utilizada a mistura de Master Mix
SYBR Green. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia enquanto o gene TP53 foi
0 gene alvo. A reacdo foi realizada em triplicata. O QuantStudio™ 3 Real-Time PCR
System foi o equipamento utilizado para a PCR. Os reagentes e a receita estdo descritos

abaixo em tabela 5.
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Tabela 5. Reagentes para a reacdo de PCR.

Componentes Volume Concentracéo final
Master Mix 4 ul 1x
Primer Forward 0.2-0.4 pl 100-200 nM
Primer Reverse 0.2-0.4 ul 100-200 nM
cDNA 3ul Variavel
H-0 PCR GRADE variavel Variavel
Total 20 ul

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

A PCR foi realizada usando as seguintes condicdes: ativacdo térmica pré-ciclagem a
50 °C por 2 min e 50 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 12min/15s, anelamento a 64°C por
30s, extensdo a 72 °C por 30 s, e uma extensdo final de 65 °C por 5s, seguida de uma analise
da curva de melting 95 °C por 5s. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Os niveis
de expressao génica de TP53 foram normalizados pelo GAPDH. Utilizamos o GAPDH, como
controle. O gene de controle enddgeno é o método mais comumente utilizado, pois exclui a
variacdo associada as diferencas nas quantidades de RNA/cDNA molde (BRAGA 2020).

Calculamos pelo método de 244, Para o calculo do 224t primeiramente, calcula-se
para cada gene, a diferenca nos valores de Ct entre amostra tratada e controle e assim,
obtivemos o valor de ACt para o respectivo gene. Em seguida, foi calculado o - AACT, que ¢ a
corre¢ao do ACT das amostras tumorais pelo ACT do grupo controle, no qual se subtraiu o
ACT da amostra pela média dos ACTs dos seus controles. Resultando no nimero de vezes que
esses genes alvos estavam expressos nos tecidos tumorais em relagdo aos respectivos tecidos
adjacentes normais (ALMEIDA, 2018). Os dados obtidos foram expressos como mediana e

analisados pelo teste-T.
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45 PROCESSAMENTO E  ANALISE DAS AMOSTRAS PARA
IMUNOHISTOQUIMICA

Apols a selecdo dos laudos utilizando pelos seguintes filtros: Adenocarcinoma
coldnico, adenocarcinoma retal e adenocarcinoma intestinal. Os resultados sociodemograficos
e clinicos foram registrados em nosso banco de dados em Excel: sexo, idade, etnia,
localizagdo do tumor, tamanho do tumor, grau histopatoldgico, padrdo morfoldgico,
estadiamento patologico (TNM), linfonodos acometidos, metastase a distancia e tipo
histolégico. Um total de 7 pacientes foram excluidos deste estudo, pelos seguintes motivos: a
localizacdo do tumor ndo corresponde aos critérios da pesquisa e registros duplicados.
Totalizando 43 pacientes incluidos no estudo.

Na obtencdo dos blocos de parafinas que contém o tumor primario dos pacientes
selecionados foram realizados cortes de 4 um. Os cortes foram adicionados em laminas pré-
tratadas com poli-L-lisina 10% 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 rehidratacdo com
concentracdes decrescentes com etanol (90, 80, 70%) por 3 min cada. Em seguida as seccdes
foram lavadas por 3 vezes com &gua destilada.

A recuperagéo antigénica foi realizada com a digestdo com tripsina e realizada depois
do aquecimento a 37°C em uma solugdo de 0,1% de tripsina com 0,1% de cloreto de célcio
em pH 7,8. As laminas foram incubadas na solu¢do por 30 min a 37°C e em seguida foram
lavadas com agua destilada. A exposi¢cdo ao antigeno em alta temperatura foi realizada por
incubagdo em bergo de vidro, com um tampédo contendo 1mM de EDTA disposto em um
angulo de 45°, em poténcia média por cinco minutos e cinquenta segundos, seguido por oito
minutos em baixa poténcia (Panasonic, forno de microondas de 1.500W). Apds a recuperacao
dos sitios antigénicos, o bloqueio da peroxidase enddgena foi continuado com H202 a 3%.
Ap6s 10 minutos de incubacéo, as 1dminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e uma
vez com PBS pH 7,2. Os cortes foram incubados por uma hora com antigeno primario, anti-
p53 biotinilados (Dako) por 10 minutos, seguido de lavagem com PBS e incubagdo posterior
com estreptavidina conjugada com peroxidase. Apos 10 minutos de incubagdo, as laminas
foram lavadas em PBS e uma solu¢do com diaminobenzidina (DAB). Apos a lavagem em
agua destilada, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 15 segundos,
lavadas em trés banhos de agua e imersas em uma solugdo de aménia a 37 mM. Apds o
contra-coloracdo, as laminas foram lavadas em trés banhos de agua morna, seguidas de

desidratagdo em concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e puro, respectivamente) por
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trés minutos em cada diluicdo. Apds dois tratamentos por cinco minutos em Xileno, as se¢des
foram cobertas por finas laminas montadas em balsamo do Canada. As laminas foram
analisadas em microscopia éptica com o objetivo de avaliar a expressao da proteina p53.

As amostras de tecido foram observadas com um microscopio de luz (REF. Olympus
B46) pelo Médico Patologista Dr. Alexandre Rolim com conhecimento prévio dos dados do
paciente. A visualizagdo foi utilizada a objetiva panoramica (10x), observando o percentual
das células coradas, a intensidade inicia com a de 10x e aumentando para 20x a 40x para
definicdo de grande aumento. Os resultados da coloracdo IHC receberam uma pontuacdo na
porcentagem de células positivas. A porcentagem de células foi dividida em quatro grupos: O,
1, 2, 3 e 4 pontos que indicam 0: 0%; 1: <10 %; 2: <50 %; 3: < 80%; 4: >80% de células

positivas.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para analise dos dados de imunohistoquimica, considerou-se como desfecho a
positividade para p53. Em concordancia com WANG et al., 2017 os niveis de expressdo de
p53 foram classificados em cinco graus divididos conforme a porcentagem positiva (0: 0%, 1:
<10%, 2: <50%, 3: <80%, 4: >80%). P53 positivo foi definido como uma coloracdo de mais
de 10% das células tumorais. De acordo com os dados obtidos por meio da analise descritiva
do banco de dados, as varidveis de exposicdo foram: sexo, idade, etnia, escolaridade,
localizacdo, grau histolégico, padrdo morfologico, estagio, presenca ou auséncia de metastase
em linfonodos e nivel do CEA.

Na analise univariada, foram estimadas as frequéncias absolutas e relativas para
varidveis categoricas, média e desvio padrdo para as variaveis quantitativas. Na analise
bivariada foram realizados testes de associacdo, como Qui-quadrado de Pearson e Exato de
Fisher, também foi calculada a razdo de prevaléncia (RP), com os respectivos intervalos de
confianca (IC) de 95%.

A correlacdo entre os niveis de expressdo do gene alvo foi avaliada pelo método do
Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Os dados de expressao relativa do cDNAs nos tecidos
normais e tumorais, a partir dos valores de ACT (CT médio do gene alvo - CT médio do gene
enddgeno), sofreram normalizagdo (24Y) e transformagdo logaritmica, para melhor
apresentacdo grafica dos resultados (ALMEIDA, 2018). Todos os dados extraidos foram
armazenados no nosso banco de dados, em uma planilha do Software Microsoft Excel® junto

com os dados clinico-patologicos obtidos dos laudos patoldgicos dos pacientes. Os dados
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foram processados através do software IBM Statistical Pacckage for the Social Sciences
(SPSS®) versdo 22.0 e do programa de dominio publico OpenEpi, versdo 3.01.

4.7 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com diagnostico de adenocarcinoma colorretal submetidos a resseccéao
cirurgica no periodo de fevereiro de 2020 a agosto de 2022 e cujas amostras de tecido (tecidos
tumoral e normal) foram armazenadas provisoriamente no Laboratorio de Biotecnologia
Celular e Molecular do Chiotec/UFPB e/ou no Laboratério de Vigilancia Molecular Aplicada
(Lavimap) da Escola Técnica de Saude da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para
analise imunohistoquimica foram avaliados retrospectivamente blocos de tumores parafinados
de pacientes que tiveram cirurgia eletiva ou cirurgias de urgéncia entre o ano de 2018 e 2022
armazenados no Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario Lauro
Wanderley da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.8 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foi excluido do estudo paciente com historia de polipose adenomatosa familiar (PAF),
Cancer Colorretal Hereditario ndo Poliposo (CCHNP), doenca inflamatéria intestinal
(retocolite ulcerativa ou doenca de Crohn, historia de CCR sincrbénico ou prévio, cancer de
reto, submetido a radio e/ou quimioterapia neoadjuvantes, com indisponibilidade de dados
completos em prontuédrio médico ou com auséncia da expressao do gene normalizador, neste
caso 0 GAPDH).
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4.9 RISCOS

N&o ocorreram riscos adicionais ao procedimento cirdrgico previsto, pois 0 mesmo
ocorreria independente deste projeto, estamos apenas solicitando sua permissdo para
armazenar e utilizar parte deste material. Os riscos da coleta de material foram avaliados e
explicados pelo médico antes do procedimento, e foram os mesmos inerentes ao procedimento

cirurgico que o paciente iria se submeter.

4.10 BENEFICIOS

N&o houve beneficio pessoal através deste projeto para 0s pacientes, porém os dados

da pesquisa poderdo auxiliar novos estudos sobre diagnosticos e tratamentos avancados.

4.11 ASPECTOS ETICOS

Este estudo utilizou amostras teciduais coletadas de pacientes submetidos ao
tratamento cirargico de CCR, bem como amostras parafinadas confirmadas para cancer
colorretal. Todos os pacientes cujas amostras foram analisadas consentiram com a coleta e 0
armazenamento das mesmas, conforme documento anexo | (Termo de Consentimento Livre
Esclarecido). As amostras parafinadas foram obtidas de laboratérios de Patologia do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da UFPB, bem como de outros locais da Paraiba e foram
liberadas com o consentimento do médico patologista responsavel pelo setor. O presente
estudo foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em humanos da UFCG
(ANEXO 1). O projeto foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Campina Grande, sob CAAE: 5.017.299.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS BLOCADAS EM PARAFINAS

Foram selecionados 43 casos de CCR para compor as amostras desta pesquisa,
diagnosticados entre setembro de 2018 a abril de 2022, no Hospital Universitario Lauro
Wanderley — Jodo Pessoa/PB. Durante esse periodo, foram selecionados 50 casos de CCR,
obedecendo aos critérios de incluséo estabelecidos para este estudo, foram eliminados 7 casos
nos quais a localizacdo do tumor ndo corresponde aos parametros da pesquisa e registros
duplicados. Totalizando 43 pacientes incluidos no estudo.

As caracteristicas das amostras emblocadas em parafina inseridas na pesquisa foram
baseadas na idade, sexo, etnia, escolaridade, tamanho do tumor, localizacdo do tumor, grau
histolégico, padrdo morfologico, marcador do CEA, estdgio da doenga e presenca de
metéstase em linfonodos conforme mencionado na tabela 6 e 7.

Do total de casos avaliados neste estudo, verificou-se que a maioria era sexo feminino,
correspondendo a 55,81 % (n = 24), enquanto 44,20 % era do sexo masculino (n = 19). A
faixa etaria dos pacientes com CCR no momento da coleta da amostra, compreendeu 0s
pacientes em sua maioria com idade > 60 anos, 79,1 % (n = 34) e 16,3 % com idade < 60 anos
(n = 7). Quanto a variavel etnia/cor, foi demonstrado que a maioria dos pacientes eram
pardos, correspondendo a 81,4 % (n = 35) e apenas 4,7 % eram brancos (n = 2).

Em relacdo ao nivel de escolaridade, a doenca foi mais frequente entre pessoas que
possuiam o 1° grau incompleto, correspondendo a 34,8 % (n = 15), seguido do 2° grau
completo, com 23,26 % (n=10).

Com relacdo a varidvel localizacdo do tumor, referente ao colon esquerdo/direito a
regido do cdlon esquerdo apresentou maior frequéncia percentual no estudo com 60,47% (n =
26), seguido da regido colon direito com 39,53% (n = 17). Foi realizada a avaliacdo do grau
histologico determinado para as amostras, e as categéricas mais frequentes: moderadamente
diferenciado — G2 (n = 38; 88,37%), sequido pela categoria de tumor pouco diferenciado -
Grau 3 (n =4; 9,3%).

Dentre as anélises avaliadas, observamos que o padrdo morfologico tubular apresentou
(n =32; 74,42%) e misto (n = 11; 25,58%). Em seguida, o estagio Il (n = 35; 81,4 %) foi mais
frequente entre os pacientes, em seguida o estagio | (n = 4; 9,3%), apenas (n = 1; 2,33%) em
estagio 0. Em conjunto com esses resultados, metastase em linfonodos apresentou ausentes (n

= 22; 51,16%) e presentes com (n = 18; 41,86%), aos demais, esses dados ndo constavam em
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seus respectivos laudos (n = 3; 6,98%). Quanto ao marcador CEA, (n = 13; 30,23%
apresentaram >4,0 ng/ml e (n = 11; 25,58%) com <4,0 ng/ml, destes, (n = 19; 44,19%)

constam esse dado ausente.

Tabela 6. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas das amostras emblocadas em parafina
de pacientes com CCR, obtidas do HULW.

CARACTERISTICAS N %
SEXO

FEMININO 24 55,81%
MASCULINO 19 44,19%
IDADE

> 60 34 79,07%
<60 7 16,28%
NI 2 4,65%
ESCOLARIDADE

1° GRAU COM/INCO 15 34,88%
2°GRAU COMPLETO 10 23,26%
SUPERIOR 3 6,98%
N.1 15 34,88%
ETNIA

BRANCA 2 4,65%
PARDA 35 81,40%
N.1 6 13,95%
LOCALIZACAO

COLON ESQUERDO 26 60,47%
COLON DIREITO 17 39,53%
GRAU HISTOLOGICO

POUCO DIFERENCIADO 4 9,30%
MODERADAMENTE DIFERENCIADO 38 88,37%
ALTAMENTE DIFERENCIADO 1 2,33%
PADRAO MORFOLOGICO

TUBULAR 32 74,42%
MISTO 11 25,58%
ESTAGIO

ESTAGIOO0 1 2,33%
ESTAGIO | 4 9,30%
ESTAGIO I 35 81,40%
N.1 3 6,98%
METASTASE EM LINFONODOS

AUSENTE 22 51,16%
PRESENTE 18 41,86%
N.1 3 6,98%
MARCADOR CEA

>4,0 NG/ML 13 30,23%
<4,0 NG/ML 11 25,58%
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N.1 19 44,19%

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

N.l.= Nédo informado

5.2 RESULTADO DA ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A analise imunohistoquimica das 43 amostras emblocadas em parafina foi realizada
para avaliagdo da expressdo de p53. Verificou-se que a marcacdo foi predominantemente
nuclear. Foram considerados positivos as amostras acima de 10% de marcacao e negativo as
marcacdes inferiores, assim como, WANG et al., 2017. A marcacdo de p53 foi categorizada
calculando a partir da coloragdo marrom do ndcleo da célula tumoral. O escore de distribuicdo
foi explicado como 0% = negativo; <10% = negativo; <50% = positivo; <80% = positivo e
>80% = positivo. A figura abaixo mostra a distribuicdo de p53 em células tumorais de CCR.
Nossos dados demonstraram que 53,49% dos pacientes foram negativos para marcacao com

p53 e 46,51% foram positivos.
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Figura 6. Expressao imunohistoquimica de p53 em amostras de paciente com CCR. Imagens
representativas da coloracdo de p53 em (a) 0%, (b) <10%, (c) <50%, (d) <80% e (e) >80%.
Aumento final 100 x.

Legenda: A coloragdo marrom representa a marcacgao de p53 nas amostras.

5.3 RELACAO DE P53 COM CARACTERISTICAS CLINICO PATOLOGICAS DOS
PACIENTES

Neste estudo, pacientes foram divididos em um grupo p53 positivo e um grupo p53
negativo, respectivamente, com base em seus niveis de expressdo. A analise estatistica

univariada foi usada, e foram estimadas as frequéncias absolutas e relativas para variaveis
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categoricas, média e desvio padrdo para as variaveis numericas. Na analise bivariada foram
realizados testes de associa¢do, como Qui-quadrado de Pearson e Exato de Fisher também
foram calculados a razdo de prevaléncia (RP), com os respectivos intervalos de confianca (IC)
de 95%. Para analisar a relacdo entre a imunoexpressdo na presenca p53 em pacientes com
CCR. As comparagOes dos fatores patologicos em relacdo a presenca e auséncia da p53 dos
43 pacientes inseridos na pesquisa foram apresentadas na tabela 7. N&o houve diferencas
estatisticamente significativas entre os desfechos retratados. Ao género (p = 0,920); idade <60
anos e >60 anos (p=0,754); escolaridade 1° grau completo/incompleto (p=0,461), 2° grau
completo (p=0.602); etnia (p=0,918). No local do tumor foi divido entre os dois grupos, colon
esquerdo e coldn direito (p=0,379). Grau de diferenciacdo, pouco diferenciado (p = 0,759) e
moderadamente diferenciado (p= 0,800); padrdo morfologico (p= 0,434); estagio 0 (p= 0,800)
e estagio | (p = 0,555), respectivamente; metastase em linfonodos (p = 0,726); e marcador
CEA (p=0.219).
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Tabela 7. Comparacdo do nivel da Imunoexpressdo de P53 de acordo com pardmetros
clinicos prognosticos dos casos de cancer colorretal.

Variaveis Presenca de P53
Sim n (%) N&o n (%) RP 1C 95% p-valor
Sexo
Masculino 09 (20,9) 10 (23,3) 1,03 0,54-1,96 0,920*
Feminino 11 (25,6) 13 (30,2)
Idade
>60 anos 17 (41,5) 17 (41,5) 1,16 0,46-2,92 0,754%
<60 anos 03 (7,3) 04 (9,8)
Escolaridade
1°grau 08 (28,6) 07 (25,0) 1,77 0,61-5,12 0,461%
completo/incom
pleto
2° grau 03 (10,7) 07 (25,0) 1,60 0,30-8,48 0.6021
completo
Superior 01 (3,6) 02 (7,1)
Etnia
Branca 01 (2,7) 01 (2,7) 1,09 0,26-4,58 0,9181
Parda 16 (43,2) 19
(51,4)

Localizacao
Célon esquerdo 14 (32,6) 12 (27,9) 1,52 0,73-3,18 0,379*
Célon direito 06 (14,0) 11 (25,6) 0,733%
Grau
histolégico

Pouco 01 (2,3) 03 (7,0) 0,52 0,09-2,97 0,759f

diferenciado
Moderadamente 18 (41,9) 20 (46,5) 0,25 0,04-1,36 0,800%
diferenciado

Altamente 01 (2,3) 00 (0,0)

diferenciado
Padréo
morfolégico
Tubular 16 (37,2) 16 (37,2) 1,37 0,58-3,23 0,434*
Misto 04 (9,3) 07 (16,3)
Estagio
Estagio 0 00 (0,0) 01 (2,5) 0,75 0,03-8,35 0,800%
Estagio | 03 (7,5) 01 (2,5) 0,83 0,04-6,18 0,5551
Estagio Il 16 (40,0) 19 (47,5)
Metastase em
linfonodos
Ausente 11 (27,5) 11 (27,5) 1,12 0,57-2,18 0,726*
Presente 08 (20,0) 10 (25,0)
Marcador CEA
>4,0 ng/ml 08 (33,3) 05 (20,8) 1,69 0,69-4,12 0.219*
<4,0 ng/ml 04 (16,7) 07 (29,2)

*Qui-quadrado de Pearson.
TExato de Fisher.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS FRESCAS

As amostras frescas foram obtidas a partir do espécime cirargico, sendo tecido tumoral
e normal do mesmo paciente, registrados no Hospital Napoledo Laureano, Jodo Pessoa — PB.
Diagnosticado com CCR entre 2021 e 2022. As amostras foram obtidas apds aprovacéao pelo
Comité de Etica em Pesquisa em humanos da UFCG (ANEXO 1). O projeto foi aprovado pelo
Comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Campina Grande, sob nimero de
parecer: 5.017.299. Em seguida, sorteadas de acordo com os critérios de incluséo.

Um total de 13 amostras foram coletadas dos respectivos pacientes, eliminamos 0s
casos nos quais 0 material genético ndo estava adequado para seguir nas analises (n=3). Sendo
assim, inclusos 10 casos, obedecendo aos critérios de inclusdo estabelecidos para este estudo e
com amostra aprovada para nossas analises.

As andlises foram realizadas com os 10 pacientes de amostras frescas portadores de
CCR. A frequéncia entre os géneros foi (n = 6; 60%) pertencente ao sexo feminino e (n= 4;
40% pertencente ao sexo masculino. A localizacdo do tumor relacionado ao lado, corresponde
a (n=5; 50%) na porcdo do colon esquerdo, (n = 5; 50%) no colon direito. A média de idade
encontrada nos pacientes portadores de CCR foi maior de 60 anos. Em relacdo a faixa etéria,
90% dos individuos possuiam idade superior a 60 anos (9 casos), apenas 10% com idade
inferior aos 60 anos (1 caso).

A maioria dos pacientes apresentou a diferenciacdo moderadamente (n = 8; 80%), a
avaliacdo de presenca de metastase para outros orgdos foi negativa para 6 casos (60%) e
positiva para 4 casos (40%) e em metastase para 6rgdos linfaticos 5 (50%) foram positivas e 5
(50%) negativas (Tabela 8). No estagio do tumor, 6 casos (60%) foram classificados como
estagio Il e 3 casos (30%) com estagio I. Quando avaliamos o tipo histolégico (n=9; 90%) do
tipo tubular. As caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes estudados estdo apresentadas

na Tabela 8.



Tabela 8. Distribuicdo da frequéncia das variaveis entre 0s

com cancer colorretal do estudo.
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pacientes das amostras frescas

CARACTERISTICAS N % Desvio padréo
SEXO

MASCULINO 4 40% 1
FEMININO 6 60%

TOTAL 10

LOCALIZACAO

DIREITO 5 50% 0
ESQUERDO 5 50%

TOTAL 10

IDADE

>60 9 90% 4
<60 1 10%

TOTAL 10

DIFERENCIACAO

BAIXA 1 10% 3,299831646
MODERADAMENTE 8 80%

ALTA 1 10%

TOTAL 10

METASTASE PARA OUTROS

ORGAOS

SIM 4 40% 1
NAO 6 60%

TOTAL 10

METASTASE PARA ORGAOS

LINFATICOS

SIM 5 50% 0
NAO 5 50%

TOTAL 10

ESTAGIO

ESTAGIO | 3 30% 2,054804668
ESTAGIO Il 6 60%

N.I 1 10%

TOTAL 10

TIPO HISTOLOGICO

TUBULAR 9 90% 4
MISTO 1 10%

TOTAL 10

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
N.l.= Néo informado
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5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE TP53 POR PCR EM TEMPO REAL

A técnica de gPCR permite quantificar diferencas no nivel de expressdo de um
marcador especifico (gene) entre as diferentes amostras (BRAGA, 2020). Para a anélise de
expressdo génica, utilizamos os cDNAs extraidos (n = 13) das amostras normais e tumorais.
As amostras que ndo apresentaram uma variacdo da razdo 260/280 nm entre 1,8 e 2,1,
indicando que os cDNAs ndo estavam em condicfes adequadas para os testes de transcri¢éo
reversa, e entdo foram excluidos do estudo (n= 3).

Das amostras analisadas (n = 10), os dados obtidos s&o expressos como desvio padrao
e analisados pelo teste-T. Utilizando o método de 2-AACt, os niveis de expressdo de TP53
variaram de 0,01 a 5,37.

Nas analises da expressdo génica de TP53 por PCR em tempo real, realizadas em
amostras frescas (n=10), observou-se uma maior expressao de TP53 em tecidos normais
(adjacente ao tumor) em relacdo ao tecido tumoral (p< 0,05), mostrado na figura 8.

Associando com a expressdo génica, de acordo com dados de acompanhamento
obtidos por meio de formularios e laudo patologico dos pacientes, mostrado na tabela 8.
Caracteriza um publico feminino e idoso, como apontado em estudos anteriores. Os casos
apresentam uma maior parte dos pacientes em estadgios avancados (Estagio 1) e uma
diferenciacdo moderada. Porém, parcialmente sem metastases em outros 6rgdos e

acometimento dos linfonodos.



Figura 7. Amplificacdo cDNA das amostras. (a) Placa de PCR do gene p53 e enddgeno
GAPDH. (b) cDNA das amostras do tecido tumoral e saudavel (c) Curva de Melt.
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Figura 8. Expresséo do gene TP53 em amostras frescas de tecido tumoral e normal pacientes
com cancer colorretal.
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6. DISCUSSAO

A relacdo entre a expressdo de p53 com as caracteristicas clinico-patologicos e
sociodemograficos dos adenocarcinomas colorretais tem sido abordada, contudo nédo foi
possivel confirmar a sua utilidade como biomarcador. P53 apresenta um papel importante no
que diz respeito ao desenvolvimento e progressdo do céncer, assim como a resposta a
quimioterapia (SANTQOS, 2016).

A expressdo de p53 é muito significativa no CCR, podendo auxiliar para a uma
decisdo no tratamento da doenca, considerando um marcador de prognostico. Quanto menor a
diferenciacdo do tumor, maior a expressao de p53, portanto a proteina pode indicar o
comportamento e malignidade do CCR. A sua expressao, intensifica o maior risco de morte e
recidiva, contudo ndo interfere no desfecho clinico do tratamento quimioterapico (GUEDES,
2019).

Existem diversos fatores que estdo relacionados ao prognéstico do CCR, tais como,
idade avancada, performance status, diagndstico a partir de uma situacdo de urgéncia, estagio
tumoral, invasdo linfovascular, margens cirargicas positivas e niveis de antigeno
carcinoembrionario (CEA) (CUNHA et al., 2018). O presente estudo abordou algumas
caracteristicas associadas com o fator progndstico do CCR, demonstrando através de dados
sociodemogréficos juntamente com fatores clinicos patol6gicos.

Em nossos resultados foi verificado que a maior incidéncia no nimero de casos de
CCR ocorreu no género feminino, assim como Du e colaboradores (2022) destacaram na sua
pesquisa uma maior propor¢do em mulheres do que em homens com cancer colorretal. YU e
colaboradores (2020) citaram que o cancer colorretal foi classificado como a segunda
neoplasia mais comum em mulheres e a terceira mais comum em homens, em todo o mundo.
Gomes e colaboradores (2018) no periodo de setembro de 2015 a setembro de 2016,
avaliaram 104 exames de colonoscopia com seus respectivos laudos histopatoldgicos no
servigo de Endoscopia do HU-UFPI, sendo maioria (60,6%) do sexo feminino.

Em sua pesquisa, Hultcrantz (2021), relatou que as mulheres tém menor incidéncia de
CCRs, e os estudos de colonoscopia mencionaram que elas tém menos adenomas colorretais
do que os homens. Esse mesmo estudo cita que as mulheres tém mais canceres do lado
direito, visto que, sdo mais dificeis de localizar na triagem, e esses canceres também mostram
mais instabilidade de microssatélites, tipico de canceres do lado direito. O sangramento nas
lesGes do colon difere entre homens e mulheres, foi ressaltado um fato bem importante, onde

as mulheres ttm menos hemoglobina nas fezes do que os homens.
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Liu e colaboradores (2017) observaram em seus estudos, que pacientes idosos e
mulheres se mostraram mais propensos a desenvolver CCR. Hormonios relacionados ao sexo
também podem afetar a frequéncia relativa de CCRs entre mulheres. Braga (2020), discordou
e descreveu que, para os homens, existem maiores riscos para 0 CCR e ha condi¢des em que
0s hormonios femininos exer¢gam uma protegéo para as mulheres.

Petersson e colaboradores (2020) argumentaram que o CCR frequentemente afeta os
idosos, e apenas 4% a 5% dos casos sdo diagnosticados em pacientes com menos de 50 anos.
Porém, um aumento de casos de cancer colorretal nos pacientes mais jovens tem sido relatado
em literaturas recentes, embora poucos deles sejam estudos populacionais. Curiosamente,
pacientes com idade inferior a 50 anos também sdo mais propensos a apresentar estagios
tumorais mais avancados.

Campos et al., 2017 em seu estudo retrospectivo, destacou o autor O’Connell et al. o
qual, analisaram dados de 6425 pacientes em 55 trabalhos na literatura. Enquanto a maioria
dos artigos (n=37) definiram casos mais jovens, aqueles abaixo de 40 anos de idade, quatro
artigos (7%) pacientes com menos de 35 anos, 14 artigos (25%) observaram pacientes antes
dos 30 anos e apenas um trabalho levou em conta pacientes com menos de 25 anos.

Dalla Valle e pesquisadores (2017), demonstra que alguns aspectos sdcio-culturais
interferem no processo de busca precoce por tratamento. A literatura demonstra que minancia
existe predominéncia deste tipo de cancer entre individuos do sexo masculino, consumidores
de alcool e tabaco, com baixo nivel educacional, estdo associados a demora na busca pelo
inicio do tratamento.

Em associacdo a escolaridade, o estudo De Lima Sardinha (2021), no estado do
Maranhdo em 2018, apontou a terceira maior taxa de analfabetismo do pais, condi¢do a qual,
interfere em todas as fases da vida da pessoa. O analfabetismo torna o individuo vulneravel
socialmente a continuar na pobreza, o que facilita ter problemas de satde e ndo reconhecer a
doenca. Sendo assim, a falta de conhecimentos sobre prevencao, sintomatologia, e diagndstico
do CCR apresenta diferencas consideraveis quando comparada ao menor e maior nivel
educacional, em relacdo ao reconhecimento precoce dos sinais de alerta, identificagdo dos
fatores de risco, adeséo ao tratamento e taxa de sobrevida global.

Maciel et al., (2019), enfatizou em sua pesquisa aspectos sobre a escolaridade em
pessoas com cancer colorretal, e em comparagdo com nossos achados, foi demonstrado que
40% dos pacientes possuem Fundamental Incompleto, seguido de 20% com Fundamental
Completo e 11,4% sem nenhum nivel educacional, sendo que os 28,6% restantes

apresentando os demais niveis educacionais. A maioria dos pacientes tem nivel fundamental
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incompleto, e apresentam dificuldades em relacdo a ades&o dos tratamentos e compreensdo do
diagndstico. Foi demonstrado nesse estudo, que existe essa semelhanga em relacdo ao nivel
educacional dos participantes. Visto que, apresentam uma prevaléncia maior de pessoas
analfabetas ou semianalfabetas. Por isso, a escolaridade é considerada atualmente, um
aspecto relevante para o entendimento das diretrizes para o cuidado com o0 estoma,
dispositivos com a coleta de residuos, o acompanhamento regular da salde, nutricdo e
higiene, bem como as diversas condicdes estabelecidas a partir da cirurgia.

Sobre a etnia, De Santis e colaboradores (2016), relataram taxas de incidéncia de CCR
sendo 27% maiores em homens negros do que em homens brancos, e 22% maiores em
mulheres negras do que em mulheres brancas. O que se destaca sdo as taxas de mortalidade,
que sdo 52% maiores em homens negros do que em homens brancos e 41% maiores em
mulheres negras do que em mulheres brancas.

Acredita-se que taxas mais baixas de rastreamento e consequentemente taxas mais
altas de incidéncia de CCR, em estagio avancado, durante o diagndstico entre afro-americanos
contribuem para altas taxas de mortalidade, além de baixa qualidade de vida. Porém, as
disparidades raciais/étnicas na sobrevida de pacientes com CCR também podem refletir
diferengas no status socioecondmico, tratamentos recebidos e comorbidades (BELACHEW et
al., 2020).

E importante destacar que em analises da localizagdo do tumor, o cancer colorretal do
lado direito (CCR originado do ceco, colon ascendente, flexura hepéatica) e CCR do lado
esquerdo (originado da flexura esplénica, colon descendente, célon sigmoide) representam
entidades clinicamente distintas com diferencas significativas em seus prognosticos e
resultados do tratamento. Foi relatado que o CCR do lado direito tem pior progndéstico do que
0 CCR do lado esquerdo (GUO et al., 2022).

Quando avaliamos a lateralidade no nosso estudo, o colon esquerdo demonstrou maior
percentual. Braga (2020) destacou em seu estudo, que o perfil dos pacientes com céancer de
colon direito s@o pessoas mais velhas, sendo mais frequentes em mulheres, e com lesdes mais
avancadas no diagndstico.

Liu et al., 2017, citou que, a localizagdo do tumor revela um risco aumentado de
mortalidade para pacientes com tumor no lado direito, em comparacdo com aqueles lado
esquerdo, em relacdo a todos os estagios. Em seus resultados, observou-se que o0s casos de
CCR eram mais provaveis de mulheres (46,60% vs. 40,37% e 40,43%) e idosos (idade > 65

anos: 35,81% vs. 31,36% e 26,17%, respectivamente). Os casos de CCR apresentaram menor
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frequéncia de tumores estagio | (11,54% vs. 15,01% e 24,40%, respectivamente) e maior
frequéncia de tumores pouco diferenciados (28,69% vs. 18,63% e 19,23%, respectivamente).

Silva (2016) descreveu que o cancer localizado do lado direito é mais propenso a ser
diploide, do tipo mucinoso, ter alta instabilidade de microssatélites e metilacdo em ilhas CpG.
No entanto, os localizados do lado esquerdo sdo muitas vezes lesdes infiltrativas, com
sintomas obstrutivos, apresentam instabilidade cromossomica, e mais frequentemente
aneuploidia. Em outros estudos citados pela autora, concluiu-se que canceres do lado direito
teriam um pior progndstico, sendo realizados estudos para confirmar essa hipdtese e viram
que na analise incluindo mdaltiplas varidveis ndo houve diferenca na sobrevida de 5 anos entre
as localizagGes do tumor. Porém, ao investigar sobre a doenca em seus estagios houve uma
maior sobrevida nos canceres do lado direito no estagio Il, e uma menor sobrevida nos
canceres do mesmo lado, sendo no estagio IlI.

Deng (2017) citou em seu estudo que a etiologia do cancer retal é diferente dos outros
tumores do intestino grosso, pois o tumor de reto e colon distais estdo associados com a
ingestdo de agua proveniente de fontes poluidas, alcoolismo e tabagismo. Por outra parte, 0s
tumores de célon proximal e transverso estdo correlacionados com dietas ricas em gorduras e
alimentos de origem animal, sedentarismo e obesidade.

Sobre o grau de diferenciacdo do tumor, este se caracteriza pela capacidade de
diferenciagéo entre o tumor e os tecidos normais (QI et al., 2018).

De acordo com as atualizacdes da OMS, Souto Maior (2017) complementou em seu
estudo sobre as classificacdes do grau de diferenciacdo, as neoplasias classificadas bem
diferenciadas caracterizam com mais de 95% na massa tumoral composta por formacoes
glandulares, moderadamente diferenciadas 50% a 95% de formagdes glandulares, mal
diferenciadas entre 5% e 50% de formacGes glandulares e indiferenciadas <5 de formacdes
glandulares.

Siregar e colaboradores (2019) em seus achados histopatoldgicos, analisaram amostras
com grau histologico em sua maioria do tipo bem diferenciados (41,3%), enquanto a maioria
dos carcinomas colorretais em nosso estudo os moderadamente diferenciados apresentaram
maior nimero de casos.

Fuini e colaboradores (2018) discorreu que os tumores tipicos do CCR em jovens tém
mostrados caracteristicas a pouca diferenciacdo, apresentando o aspecto mucinoso e a
presenca de células em anel de sinete, considerando todos tidos como sinais de gravidade

desse cancer.
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Em comparacdo aos nossos achados, Postiglioni e pesquisadores (2020) analisaram
122 pacientes cujo blocos de parafina confirmaram o diagndstico com adenocarcinoma
colorretal e submetidos ao tratamento no periodo entre 2010 e 2015 do Hospital Universitario
Evangélico Mackenzie em Curitiba — PR. Incluindo ambos 0s géneros e sendo maiores de 18
anos. Em relacdo ao grau de diferenciacdo, a classificacdo predominante no estudo foi o
tumor moderadamente diferenciado em 101 amostras com a porcentagem de 82,8%, logo
apos, o pouco diferenciado em 10 amostras (8,2%) e bem diferenciado com apenas 8 amostras
(6,6%), apresentou-se 3 amostras com resultado indeterminado (2,4%).

Bremer e colaboradores (2020) estudaram 122 pacientes em distribuicdo de géneros,
63 eram homens (51,6%) e 59 mulheres (48,4%). Em maioria dos casos possuia entre 50-70
anos de idade no momento do diagnostico (n=69, 56,6%); concordando com 0 nosso estudo, 0
grau de diferenciacdo, o moderadamente diferenciado também apresentou maior nimero de
casos (n=101, 82,8%).

Um estudo recente sobre os fatores prognosticos de sobrevida em pacientes com
metastase peritoneal de cancer colorretal, Mendonza-Moreno e colaboradores (2022)
verificaram que o baixo grau de diferenciacdo e a presenca de um componente mucoso como
preditores de pior prognoéstico. A associacdo foi previamente descrita com a adigdo de
tumores com células em anel de sinete. Nesse estudo, os pacientes com histologia de
adenocarcinoma ndo mucinoso com grau de diferenciacdo bom ou moderado tiveram maior
sobrevida.

Em concordancias nas analises de Liu e pesquisadores (2017), baseada em estagios
revelou que os CCRs consistiam em uma propor¢ao maior de tumores em estagio 11, canceres
em estagio T alto, porém os carcinomas apontaram pouco diferenciados e tumores com
componentes celulares mucinosos ou em anel de sinete.

Na contagem mais alta de linfonodos envolvidos e uma producdo diminuida de
linfonodos (<12) esta relacionada a um pior prognéstico. A recorréncia em pacientes com
CCR linfonodo positivo sdo de cerca de 30 a 35%, com a maioria das recorréncias ocorrendo
nos primeiros trés anos apds a ressecgdo cirdrgica. Em pesquisas, onde avaliam a sobrevida
global de cinco anos, os pacientes com linfonodo positivo variam de 30 a 60%, em
comparagdo com 70 a 90% na doenga de linfonodo negativo (CHEN et al., 2021).

Bagar em seu estudo juntamente com seus pesquisadores (2019), avaliaram o0s niveis
elevados de CEA, correlacionando-se com o aumento da idade e estagios T mais altos. Ainda
descobriram que a inclusdo de varios niveis de CEA no sistema TNM poderia

prognosticamente causar migracdo de estagio. Especificamente, os pacientes que tinham
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estagios TNM mais baixos (por exemplo, I/1l), porém apresentavam niveis mais altos de
CEA, tinham um prognostico semelhante ou pior em comparagdo com o0s estdgios TNM mais
altos correspondentes (I11), mas com niveis normais de CEA. No estudo atual, os estagios Il e
1l do TNM foram preditores independentes para as taxas de sobrevida global e livre de
doenga. Os pacientes tiveram uma melhor sobrevida global com baixo CEA (<2,5 ng/ml) e
TNM estdgio I1l, mas ndo houve diferenca na sobrevida global e livre de doenca para
pacientes com niveis mais altos de CEA (=5 ng/ml) e estagios II e III.

Cunha (2018), relatou que, nos estagios iniciais do CCR, algumas das caracteristicas
clinicas e patoldgicas associadas ao pior prognéstico sdo tumores T4, tumores pouco
diferenciados, presenga de linfonodos acometidos ou nimero de linfonodos 27 analisados
inferior a 12, invasao vascular e perineal, quadros de obstrucdo ou perfuracdo e margens de
resseccdo cirdrgica acometidas.

Guedes (2020) destacou a importancia do exame de IHQ. A p53 é essencial para a
diferenciacdo dos tipos de tumor, e na avaliagdo de sua agressividade e identificacdo da
origem de metastases. Com isso, nas analises do exame de um IHQ para p53, o nucleo da
célula apresenta varios 35 granulos marrons, quando é positivo, e possibilita assim sua
visualizag&o no nucleo celular.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas nos testes utilizados em nosso estudo, 0s
nameros de amostras incluidos no trabalho podem ter limitado nossos resultados. Kim et al.,
(2022), em sua pesquisa analisou o total de 204 pacientes com CCR que foram operados no
Jeonbuk Nacional University Hospital na Coreia do Sul, entre maio de 2018 e maio de 2019,
associou entre os fatores clinico-patoldgicos da variagdo de TP53 e a expressdo de p53. Nos
dados obtidos no estudo, apontaram que os pacientes com CCR com expressdo negativa de
p53 tém melhor sobrevida global do que os pacientes com CCR com expressao positiva de
p53. Além de que, a analise multivariada confirmou que o IHC de p53 positivo € um fator
independente de mau prognoéstico para pacientes com CCR. Contudo, nenhum outro critério
para p53 IHC (padréo de tipo selvagem/padréo de tipo aberrante) ou estado variacional de
TP53 impactou no prognostico de pacientes com CCR. A IHC da expressao de p53 revela ndo
apenas o estado variacional de TP53, mas também o estado pds-transcricional da proteina
p53.

Wang et al., 2022 explorou as correlagdes entre as mutacfes do KRAS e a expresséo
do p53 e avaliando possiveis valores prognosticos no CCR, utilizado a técnica por PCR e a
coloragéo IHC. Um total de 266 pacientes participaram do estudo 154 homens (55,6%) e 112
mulheres (40,4%) com idade variando de 23 a 87 anos e média de 63 anos. Houve 113 casos
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(40,8%) com alta expressao de p53 e 153 casos (55,2%) com expressdo normal. Foi visto que,
pacientes com cancer colorretal com mutagcbes KRAS com alta expressdo de p53 tém um
prognostico ruim.

Lu et al.,, (2017) explorou 677 pacientes acometidos com adenomas de pdlipos
colorretais, com objetivo de associar a importancia na detecgdo precoce e prognostico, afim
de investigar o percentual de CCR associando com suas caracteristicas clinico-patoldgicas.
Foi avaliado a expressdo de Ki-67, p53 e K-ras na mucosa intestinal desses pacientes com
polipos colorretais. Na expressdo relativa a p53 estava diminuida em pacientes com neoplasia
intraepitelial de alto grau em comparacdo com pacientes com po6lipos hiperplasicos e
controles saudaveis. Finalizou com analise sistemética revelando que 1,03% dos pacientes
foram submetidos a polipectomia e o exame histolégico confirmou ser o estagio inicial do
CCR.

Braga (2020) A quantificacdo por gPCR avalia as amostras durante a fase exponencial
da reacdo de PCR, é esperado que a quantidade de cépias de um gene marcador venha a
multiplicar caso a eficiéncia da reacdo seja de cem por cento, em cada ciclo. A analise do
ciclo limiar (Ct), ou seja, 0 nimero do ciclo no qual os sinais sdo detectados acima da
fluorescéncia de fundo (ruido), pode ser empregada para classificar os niveis de expressdo
génica, relacionando os valores de Ct para um gene de controle (quantificagdo relativa). A
quantificacdo relativa é a abordagem mais amplamente utilizada, onde baseia-se na analise de
um determinado marcador. Para a eficiéncia dos resultados obtidos, além de outros fatores, é
necessaria a selecdo de genes normalizadores (também chamados de genes de referéncia
interna, genes endodgenos, ou de ‘housekeeping genes) adequados (DA FONSECA et al.,
2022).

Sadia e pesquisadores (2020) investigou o perfil de expressdo do gene TP53 usando
PCR em tempo real em diferentes graus de tecidos de cancer de mama, visto que, nenhum
estudo desse tipo foi documentado anteriormente. O estudo analisou 30 amostras frescas e
conclui que houve uma expressdo anormal do gene TP53 em todos os graus dos tumores de
mama.

Almeida (2018), em seu estudo avaliou os niveis de expressdo génica de P300 e
CITED-1 em tecido saudavel e tumoral no carcinoma de tiredide, utilizando o célculo do
2°42Ct Nos resultados, a expressdo de P300 foi maior nos tecidos normais em relagio aos
tecidos tumorais e ja na expressdo relativa de CITED-1, a expressdo foi maior nos tecidos

tumorais em relagdo aos tecidos normais (2-AACt > 1).
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Por isso, os dados epidemioldgicos refletem impactos no rastreamento do cancer,
principalmente devido ao aumento de casos de CCR nos altimos 30 anos. Esta realidade é
atribuida a fatores ambientais, que estdo relacionados ao estilo de vida (sedentarismo,
desnutricdo, obesidade, tabagismo) e com o envelhecimento da populacdo. Contudo, a
triagem é baseada nos fatores de risco. A idade foi considerada uma das principais
caracteristicas da doenca. Porém, ao longo dos anos, foi visto o surgimento de novos casos de
CCR em individuos com menos de 50 anos. Portanto, o rastreamento se tornou cada vez mais
prematuro. O rastreio deve iniciar aos 45 anos, pois a deteccdo precoce do CCR pode reduzir

significativamente as taxas de mortalidade (MOTA et al., 2021)
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7. CONCLUSAO

O presente estudo investigou as principais caracteristicas sociodemograficas, bem
como as clinicas patologicas de pacientes com CCR no Hospital Universitario da Paraiba e
Hospital Napoledo Laureano em Jodo Pessoa- PB. A analise dos dados dessa coorte permitiu
conhecer melhor o perfil da doenca nestes hospitais, destacando as principais caracteristicas
mencionadas em literaturas anteriores, tais como: idade superior a 60 anos e 0 género
feminino. Aproximadamente 46,5% das amostras analisadas apresentaram marcacdo positiva
para P53, que significa expressdo da proteina p53, contudo ndo foi possivel relacionar
significativamente a expressdo deste marcador com os fatores prognosticos em estudo.

Esse trabalho demonstrou que o gene TP53 estava menos expresso nas amostras de
tecido tumoral, comparado ao tecido normal do mesmo paciente.

Apesar de ser um trabalho piloto, nosso trabalho evidencia que estudos de base
epidemioldgica juntamente com as informages clinico-patoldgica e estudo de biomarcadores
como p53 sdo importantes, pois permitem conhecer os fatores envolvidos numa dada
populacdo buscando otimizar estratégias de prevencao, diagndstico e prognéstico de doencas
como CCR.
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APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

PROJETO: “PROSPECCAO DE NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS
PARA O CANCER COLORRETAL E CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA
MORTALIDADE POR ESTA DOENCA NO 3U5"

Pesquisadora responsdvel: Prof® Dra. Glaucia Verlssimo Faheina Marting

1. Data da cimrgia

2. Nome do paciente:

3. CAD:
4. Mumeracio da amostra (PAC):
3. Sexo do paciente: F ¥ M( 1

6. Idade do paciente:

7. Localizagde do tumor:

-Beto ) - colon esquerdo ( ) - colon transverso ( 1 - colon direito 1
3. Diferenciacio do tumor:

-Altal ) -moderada(  )-baixa{ ) -ndo-diferenciade{

8 Tamanho do fumor {cm)

-maior que Fem ) —menor que 3 cm )|

10. Metastaze para drgios linfaticos

-Simi ) -NEo( )

11. Metastase para outros drgdos:

-8im J-Nio( )|

Medico responsavel pelz coleta de dados
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: PROSPECCAO DE NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA O CANCER
COLORRETAL E CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA MORTALIDADE POR ESTA

DOENCA NO SUS
Pesquisador: Glaucia Verissimo Faheina Martins

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de analise

ética por parte da COMEP;);
Versdo: 5
CAAE: 38330920.0.1001.5575
Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA - FAPES

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 5.017.299

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

CAJAZEIRAS, 04 de Outubro de 2021

Assinado por:
Paulo Roberto de Medeiros
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Sérgio Moreira de Figueiredo, s/n

Bairro: Casas Populares CEP: 58.900-000

UF: PB Municipio: CAJAZEIRAS

Telefone: (83)3532-2075 E-mall: cepcfpufegcz@gmail.com

Pagns 04 de 04
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario (a) no estudo “PROSPECCAO DE
NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA O CANCER COLORRETAL E
CONTRIBUI(;AO NA PREVENC}AO 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 EDUCAGAO E SAUDE da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE.

Sua participacdo é voluntaria e vocé podera desistir a qualquer momento, retirando seu
consentimento, sem que isso Ihe traga nenhum prejuizo ou penalidade. Este estudo tem por
objetivo coletar um pequeno fragmento de tecido que sera 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 realizacéo
dos ensaios propostos por esta pesquisa no Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos e Genética
do Céncer-TOXGEN da Universidade Federal de Campina Grande e se faz necessario porque
0 cancer colorretal tem grande incidéncia no Brasil e no mundo e apesar de existirem
quimioterapicos efetivos, eles sdo muito toxicos e ndo tem acdo em alguns tumores, pois as
células dos tumores se tornaram resistentes. Além disso, o diagnostico inicial desta patologia
esta diretamente relacionado a grandes taxas de sobrevivéncia ao tratamento. A descoberta de
novos alvos farmacoldgicos para esta patologia, como os canais i6nicos Kv, que ja sdo alvos
farmacoldgicos 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: Ap6s
a remocdo de seu tecido durante a cirurgia, conforme j& estava previsto pelo seu médico,
vamos precisar de sua autorizagcdo para armazenar o tecido e possivelmente coletar uma
amostra de qualquer outro material biologico conforme seu médico achar necessario. Os
riscos envolvidos com sua participacdo sdo 0s mesmos ja previstos no procedimento cirargico
gue 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 voluntaria, podendo desistir a qualquer momento, sem penalidades, danos e
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prejuizos. Quanto aos riscos adicionais referentes ao constrangimento na abordagem, coleta
de material ou vazamentos de informacfes de dados coletados, estes sdo possiveis, mas
pretendemos minimiza-los, pois o projeto ndo visa constranger, inibir, desrespeitar, afrontar,
mas sim contribuir com o0s novos diagndsticos e tratamento do cancer colorretal. Os
pesquisadores se propdem a realizar identificacdo numérica das amostras evitando exposicao
de dados dos pacientes no manuseio das amostras em laboratorio. Os beneficios da pesquisa
serdo: Os pacientes que cederdo as amostras para 0 presente estudo receberdo orientacdes
sobre o0 que € o cancer colorretal, métodos de rastreamento e fatores de risco. Os participantes
da pesquisa poderao 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 participacdo voluntaria e ndo-remunerada.

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

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 podera buscar o direito de ser indenizado.

Esta pesquisa atende as exigéncias das resolucbes 466/2012 e 510/2016 do Conselho
Nacional de Salde (CNS), as quais estabelecem diretrizes e normas regulamentadoras para

pesquisas envolvendo seres humanos.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Formagcédo 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 ficard com uma via rubricada e assinada deste termo e qualquer davida a respeito desta
pesquisa, podera 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.
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Dados para contato com o responsavel pela pesquisa
Nome: Glaucia Verissimo Faheina Martins
Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
Endereco Pessoal: Rua: Elvira Cecilia dos Santos, 190, Planalto das mansoes, Cuité-PB.
Endereco Profissional: Sitio Olho D'agua da Bica, bloco dos Professores, sala F19, térreo
— Centro de Educacéo e Saude (CES), da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus Cuité.

Dados do CEP
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Formacdo 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

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

participacdo, e concordo em participar voluntariamente deste estudo.

LOCAL E DATA

Assinatura ou impressdo datiloscopica do Nome e assinatura do responsavel pelo

voluntario ou responsavel legal estudo
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CAPITULO 11

CANCER COLORRETAL: ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS EM UM HOSPITAL DA
PARAIBA

Alécia Coura Tomaz !

Inaldo dos Santos Casado Cindido !
Michelle Valeriano de Lima *

Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo ?

Glaucia Verissimo Faheina Martins *

" Pas-graduandas em Biologia Celular & Molecular, CCEN/AUFPE; ¥ Discenls do Curso Técrico
am Andlizes Clinicas do CPT! UFPE: ? Prodessora da CPTY UFPE: ¥ OrentadoraProfessora
do DEMICCEMIUFPE &= docente do Programa de Pos-Sraduacko em Biologia Celular =

Malecular.
glaucia.faheina@academico .ufpb.br

RESUMO: O cancer colorretal (CCR) € uma neoplasia que
acomete o intestino grosso nos seus segmentos do cdlon, reto
e anus. Falores sociodemograficos, como raga, elnia e nivel
socioecondmico, 580 conhecidos por influenciar a incidéncia de
CCR, estagio ao diagnostico, sobrevida e mortalidade. Alguns
dos fatores riscos de CCR incluem, diela rica em gordura,
exercicios fisicos inadequados, obesidade, tabagismo e
consumo excessivo de alcool. O trabalho teve como objetivo
analisar os falores sociodemograficos e clinicos de uma coorte
retrospectiva de pacientes com CCR oriundos de um Hospital
Universitario da Paraiba/PB. Para construcdo do banco de
dados, foram analisados os laudos de pacientes com cancer
colorretal entre os anos de 2018 a 2022. ldade, sexo, etnia, grau
histologico, tamanho e localizacdo do tumor foram algumas das
variaveis da pesquisa. Dos 43 pacientes desle estudo 55,3%
foram do sexo masculino & 94, 7% pardos, com media de idade
em anos de aproximadamente 69 anos. Com relacdo ao
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