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Resumo

Introducdo : O cancer colorretal € uma das neoplasias mais frequentes e a recorréncia
local € um grande desafio, pois provoca sintomas que incomodam o paciente e sédo de
dificil resolugdo médica. . A cirurgia € a modalidade de tratamento mais importante para
0os tumores de reto e a radioterapia associada a quimioterapia aumentam
significativamente a taxa de sobrevida, mas também aumenta a morbidade

Objetivos : Avaliar os marcadores moleculares p53 e Ki67 em pacientes portadores de
cancer de reto submetidos a tratamento neoadjuvante em relacdo a pacientes
submetidos a tratamento adjuvante e comparar a expressdao de marcadores
moleculares Ki67 e p53 nos dois grupos com a sobrevida.

Resultados : Dos 61 individuos elegiveis para o estudo, sendo 31 no grupo Caso e 30
do grupo controle, 63,95% tinham idade entre 50-70 anos, 50,8% do sexo masculino e
53% do estadio III.

Em relagcdo aos marcadores moleculares 64,5% do grupo Caso e 63,34% do grupo
Controle apresentavam-se com p53 negativo (p=0,865) e 9,67% do grupo Caso e
33,33% do grupo Controle tinham Ki67 positivo (p=0,052).

Quando avaliamos a presenca de metastase em ambos os grupos, verificamos que
19,35% do grupo Caso e 26,67 do grupo controle desenvolveram metastase (p=.0.708).
Em relacdo ao marcador p53 e desenvolvimento de metastase encontramos 37,5% do
grupo Controle e 16,67% do grupo Caso positivos e metastaticos. O marcador Ki67 Em
relacdo ao Ki67 e desenvolvimento de metastases observamos que no grupo controle,
o marcador foi negativo em 5 (62,50%) pacientes dos que evoluiram com metéstases e
em 15 (68,18%) dos que ndo apresentaram metastases durante o acompanhamento
(p=1,00). No grupo caso o marcador foi negativo em 5 (83,34%) dos pacientes que
evoluiram com metastases e em 23 (82,14%) dos que ndo apresentaram metastases
durante o acompanhamento (p=0,488),

N&o observamos diferenca na sobrevida dos pacientes dos dois grupos estudados. A
sobrevida dos pacientes com tumores que ndo expressaram Ki67 foi superior aos que
expressaram Ki67 (94,7% versus 40,38% apdés 5 anos de acompanhamento),

(p=0,041). A sobrevida dos pacientes com tumores que ndo expressaram p53 foi

Xi



semelhante aos que expressaram p53 (60,56% versus 48,12% apdés 5 anos de
acompanhamento), (p=0,35).

Quando avaliamos a sobrevida dos pacientes com tumores que expressaram dois
marcadores positivos (p53+Ki67+) n&o diferiu dos que expressaram o0s dois
marcadores negativos (p53-Ki67-), (p=0,16). A sobrevida dos pacientes com tumores
gue expressaram pelo menos um marcador positivo (p53+Ki67- ou p53+Ki67+ ou p53-
Ki67+) nao diferiu dos que expressaram pelo menos um marcador negativo (p53+Ki67-
ou p53-Ki67- ou p53-Ki67+) (p=0,17).

Ao nivel de significancia de 5%, observou-se tendéncia de aumento no risco de morte
para pacientes Ki67 positivos comparando-os com pacientes Ki67 negativo apos
ajustar pelas variaveis: faixa de idade, sexo e grupo em anadlise de regressdo multipla
de Cox.

Concluséo : A positividade do p53 foi semelhante os tumores ressecados submetidos a
guimio e radioterapia quando comparados aos tumores néao tratados. Pacientes com
tumores p53 positivos tiveram sobrevida semelhante aos com expressao negativa
desta proteina. O percentual de tumores ressecados submetidos a quimio e
radioterapia prévia expressaram Ki 67 em menor nimero quando comparados aos
tumores néo tratados. Pacientes com tumores com expressdo negativa KI67 tiveram

maior sobrevida.
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l.  INTRODUCAO

O cancer colorretal é uma das neoplasias mais frequentes, sendo o reto
responsavel por aproximadamente 40% destes tumores. Embora, a maioria destes
tumores sejam ressecaveis a recorréncia local € um grande desafio, pois provoca
sintomas que incomodam o paciente e sdo de dificil resolugdo médica. A cirurgia € a
modalidade de tratamento mais importante para os tumores de reto e estudos recentes
reportam taxa de recorréncia local entre 20 a 36% dos tumores com envolvimento de
orgaos adjacentes (Holm T et al,1996) e sobrevida de 5-10% ap0s tratamento cirdrgico
exclusivo (Polk, 1979; Yeung, 1993).

A maioria dos pacientes com cancer de reto apresenta ao diagnéstico tumor
confinado ao reto e mesoreto. A radioterapia aumenta significativamente a taxa de
sobrevida, mas também aumenta a morbidade (Holm T et al, 1996). A excisdo de
mesoreto combinada com a radioterapia tem sido relacionada a diminuicdo da
recorréncia local em dois anos de 2,4% comparado com a excisao (Crane et al, 2003).

O tratamento neoadjuvante e adjuvante com radmie@m ou sem quimioterapia
tem mostrado aumento do controle local (O Conrtedl €1994; Frykholm et al 2001). Quando
introduzimos a forma de tratamento neoadjuvantadesguimioterapia associado a radioterapia
alguns beneficios préaticos e tedricos sdo obsesvadmo: menor toxicidade aguda e cronica,
aumento da radiosensibilidade por haver maior eag@o do local irradiado, probabilidade de
preservacdo do esfincter e introducdo de teragi@nsica em doenca precoce com maior
possibilidade de erradicacdo de micrometastaes.

A nucleoproteina p53, tem papel essencial na regulacdo do ciclo celular
especialmente na transicdo de GO para G1, € encontrada em baixos niveis nas células
normais em contraposicdo com elevada expressdo imunohistoquimica em células
cancerosas. Mutacbes de p53 que ocorrem em diferentes tipos de cancer causam
perda da atividade supressora do crescimento celular.

Um dos resultados finais de muitas mudancas na oncogénese do cancer é o
aumento na proliferacdo das células. O Ki67 é a uma proteina nuclear envolvida na
regulacao do ciclo celular e que esta presente em todas as fases do ciclo celular exceto

GO e fase inicial de G1 sendo um bom marcador para avaliar reproducao celular



Garrido MC et al, 1992). O indice de proliferacéo celular representado pelo Ki67 tem
valor progndstico e/ou valor preditivo em diferentes tipos de tumor (Brown DC et al.,
2002), embora no cancer colorretal os resultados parecem ser conflitantes Palmqvist R
et al, 1999; Willett et al, 1998).

Neste estudo, a imunoexpressao de p53 e Ki67 foi estudada e correlacionada

com aspectos anatomo-clinicos, sobrevida e prognéstico.



OBJETIVOS

Avaliar os marcadores moleculares p53 e Ki67 em pacientes com cancer de reto
submetidos a tratamento neoadjuvante em relagcdo aos submetidos a tratamento

adjuvante

Comparar a expressdo de marcadores moleculares Ki67 e p53 nos dois grupos

com a sobrevida.



. REVISAO DE LITERATURA

Os tumores malignos que acometem o colon e o reto a cada ano somam
cerca de 945 mil casos novos, sendo a quarta causa mais comum de cancer no
mundo e a segunda em paises desenvolvidos (Globocan 2006).

Ao se analisar a distribuicdo proporcional da ocorréncia de casos de cancer
na populacao brasileira, observa-se o nimero de casos novos estimados no Brasil
em 2006 foi de 11.390 casos em homens e 13.970 casos em mulheres, assim como
em outros paises encontra-se entre 0s cinco tipos mais incidentes, com risco
estimado de 12 casos novos a cada 100 mil homens e 15 casos novos a cada 100
mil mulheres (INCA 2006), sendo que esta incidéncia varia de acordo com as
diversas regides pais e do mundo.

A sobrevida média estimada é de 44%, sendo o segundo tipo de cancer
mais prevalente no mundo (depois do cancer de mama), com uma estimativa de 2,4
milhdes de pessoas vivas diagnosticadas nos ultimos cinco anos(Globocan 2006).
Cerca de 40% dos tumores colorretais malignos localizam-se no reto.

Sua ocorréncia é incomum antes dos 50 anos, mas pode ocorrer em
gualquer faixa etaria. A taxa de incidéncia aumenta substancialmente apds a sexta
década de vida e continua em ascendéncia de acordo com o avanco da idade
(Edwards BK et al,1973-1999).

Outros fatores epidemilégicos que podemos destacar sdo o tabagismo, os
fatores ocupacionais, a radioterapia, a doenca inflamatoria intestinal, presenca de
pélipos adenomatosos e 0s “casos de novo” que se originam na mucosa colorretal
sem lesdo adenomatosa pregressa ou associada (Baron JA et al,1995).

O coélon e o reto séo sitios frequentes de neoplasias primarias no corpo
humano sendo que os adenocarcinomas representam quase a totalidade dos
canceres colorretais. Observam-se mdltiplos fatores envolvidos na etiologia deste
cancer, e os principais fatores de risco sao de origem familiar, alimentar, genética ou

por doenca inflamatdéria prévia.



lll.a. Cancer de reto

O cancer de reto representa uma doenca dos paises industrializados, como
Estados Unidos, Canad4, Inglaterra, Austrélia, Nova Zelandia e Dinamarca onde o
consumo de carnes, gorduras e carboidratos é alto. Essa distribuicdo geogréafica
indica o papel dos fatores ambientais, provavelmente dietéticos, na etiopatogenia.
Dentre estes fatores dietéticos destacamos a ingestdo de fibras insollveis como
fator protetor por reduzir a concentracdo fecal de acidos biliares e reduzir a ingestéo
de gordura, especialmente as saturadas, com maior risco para o cancer retal.

Os ultimos 12cm do trato digestivo constituem o reto e € dividido em trés
partes: o reto superior, médio e o inferior. A porcdo distal do reto é afunilada e é
responsavel pela continéncia de fezes. A necessidade de dividir o intestino é para
gue seja individualizado o seu sistema de nutricdo sanguinea bem como seu
funcionamento especializado e a produgcdo de sintomas relacionados a doencas
especificas deste local. Desta forma é possivel ressecar um destes segmentos sem
comprometer a irrigacdo dos demais.

A porcéo esfincteriana do reto se inicia na porgéo superior do anel muscular
anorretal clinicamente palpavel a 4-6cm da linha anocutédnea (Gray et al, 1918).

O peritbnio tem relacdo com os dois ter¢cos superiores do reto, recobrindo
inicialmente a porcdo anterior, a porgéo lateral e a parede anterior da porc¢éo inferior.
Este deixa a parede anterior do reto para refletir-se anteriormente ao intestino com
importancia cirargica em relagdo a remocéo da por¢éo inferior do reto. Ha diferencas
anatdbmicas relacionadas ao sexo, quanto a altura de escavagdo retovesical e
retouterina, localizadas no homem e mulher, respectivamente. O reto é envolvido por
um denso tecido proveniente da fascia endopélvica que se funde posteriormente
com a fascia que recobre o sacro e o coccix. O tubo fascial é fracamente preso a
parede retal por um tecido celular que permite a distensao intestinal ( Gray D J et al,
2000). O peritdnio e a musculatura do diafragma pélvico dividem a pelve em trés
compartimentos  anatdmicos: cavidade peritonial, espago extraperitonial
(supraelevador) e a fossa isquioretal ( Webb W R et al, 2000 ).

Os vasos linfaticos séo dispostos em 3 grupos e geralmente seguem o

trajeto do vaso sanguineo correspondente. Os linfonodos da por¢éo superior do reto



dirigem-se para os linfonodos mesentéricos inferiores, os da por¢cdo mediana para
os linfonodos sacrais, iliacos internos e iliacos comuns e o grupo mais inferior drena
nas duas dire¢coes(Gardner E et al 1964).

Apesar da maioria dos canceres retais localizados no reto médio e inferior
serem facilmente diagnosticaveis pelo toque digital do reto, grande parte desses
canceres nao produz sintomas antes de se tornarem moderadamente avancgados. O
sangramento representa o sinal mais comum, mas é freqientemente atribuida a
doenca hemorroidaria a qual, devido a sua alta prevaléncia, representa uma
condicdo associada comum. O sangramento geralmente ocorre em pequena
quantidade e é associado a fezes bem formadas. A eliminacdo de muco também é
um sinal comum e a anemia ndo representa condicdo essencial ao diagnéstico. O
aumento do numero de evacuacOes e a sensacdo de evacuacgdo incompleta bem
como a urgéncia sdo sintomas-chave para o diagndstico, embora ocorram para os
tumores que ocupam um certo volume na luz retal, e, dessa forma, mais avancados.
O toque retal pode fornecer informagdes importantes, como massas endurecidas,
alteracOes da parede do reto e sangramento pela eventual friabilidade da mucosa
retal. A dor e a obstruc&o sao eventos raros ( Cancer Medicine,2002).

Os exames de laboratorio poderdo fornecer algumas informacgdes tais como
anemia por deficiéncia de ferro, consequiente a perda crénica de sangue por um
tumor ulcerado, alteragdes das enzimas hepéticas (aminotransferases, gama
glutamil transferase, fosfatase alcalina) por eventuais metastases hepéticas. A
pesquisa de sangue oculto tem o objetivo de detectar quantidades microscopicas de
sangue nas fezes que, normalmente, ndo deve ser encontrado (Tomeo CA, 1999). E
um exame de baixo custo, rapido e facil de ser realizado, mas devemos ter em
mente que nem todos os tumores sangram. Outro exame que, embora ndo seja
especifico para cancer de reto € o Antigeno Carcinoembrionario (CEA), o qual deve
ser solicitado apés o diagnéstico (Gold P et al 1965). A colonoscopia permite a
visualizacdo do reto, proporcionando a visdo direta da lesdo, bem como a
possibilidade de biopsias dirigidas para realizagdo do exame anatomopatolégico e a
retirada de pdélipos adenomatosos, os quais sao lesdes pré-cancerosas (Lieberman

et al, 2000). A retosigmoidoscopia também tem o seu papel no diagnéstico dos



tumores de reto e sigmodide (Lieberman et al 2001). Os exames radiolégicos
contrastados, como 0 enema opaco, outrora muito utilizado, deve ser realizado
somente em situagdes especiais, ou em situacdes em que a colonoscopia néo esteja
disponivel ou formalmente contra indicada.

Uma vez confirmado o diagnostico de cancer de reto, devemos promover o
estadiamento do tumor, a fim de determinar a sua extensdo, o comprometimento de
linfonodos peri-tumorais, a invaséo de 6rgdos adjacentes e eventuais metastases a
distancia. A partir desta avaliagdo, poderemos estabelecer a melhor opcdo de
tratamento (Beahrs O, 1992). Este estadiamento compreende as fases pré, trans e
pés-operatéria. Os exames fundamentais realizados no pré-operatério serdo a
radiografia simples de térax, a tomografia computadorizada abdominal total e/ou
ecografia abdominal total. A radiografia do térax nos prestard importantes
informacdes sobre a existéncia, ou ndo, de metastases pulmonares. A tomografia
computadorizada do abdome nos dara uma avaliagdo da extensdo do tumor a
orgdos adjacentes, adenomegalias e/ou metastases a distancia. As metastases
hepaticas ocorrem em cerca de 40% dos tumores de reto, sendo que, cerca da
metade delas ja se apresenta ao diagnostico do tumor. A ecografia abdominal total
revela, com boa acuidade, a presenca de ganglios linfaticos acometidos. Exames
mais recentes como a ultra-sonografia endoscoOpica retal e a tomografia
computadorizada com a emissdo de pdsitrons, aumentaram a sensibilidade
diagndstica dos tumores de reto, propiciando uma maior fidedignidade no
estadiamento pré-operatério. Deve-se salientar, entretanto, que a abordagem
cirargica dos tumores de reto € de fundamental importancia para um correto e mais
abrangente estadiamento destas lesdes, afim de que possamos estabelecer melhor
0 prognostico e tratamento para os pacientes. Este estudo trans-operatorio consiste
na rigorosa inspecdo da cavidade abdominal, em busca de possiveis implantes
peritoniais, além da inspecdo e palpacdo do figado, com o objetivo de identificar
metastases hepaticas que possam ter passado desapercebidas nos exames de
imagens realizados no pré-operatorio, em especial as lesées com menos de 1,0 cm
de didmetro. O acompanhamento pos-operatério consiste na analise dos exames,

acrescido do exame anatomopatoldgico, segundo a classificagdo TNM (Quadro 1,2)



do tecido ressecado na cirurgia. Ao exame anatomopatoldgico, o tipo histoldgico do
tumor mais freqientemente encontrado é o adenocarcinoma que perfaz cerca de
90% dos casos. Histologicamente, estes tumores sao classificados como: a) bem
diferenciados; b) moderadamente diferenciados; c) pouco diferenciados e d)
indiferenciados ou anaplasicos. Com base no seu grau de diferenciacdo, 0s
adenocarcinomas sao classificados como baixo, moderado e alto grau de
malignidade, sendo a maioria dos tumores do reto, pertencentes ao grau moderado.
As informacdes obtidas pelo estadiamento sdo essenciais para o planejamento do

tratamento, bem como para o estabelecimento do prognostico destes pacientes.

Quadro 1: Classificagdo TNM do cancer de reto

Tumor primario (T)

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia do tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invaséo da lamina prépria

T1 Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria

T3 Tumor invade a subserosa ou tecidos ndo-peritonizados pericélicos ou perirretais
T4 Tumor invade outros érgaos ou estruturas / perfuracéo

Linfonodos (N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases linfonodais

N1 Até 3 linfonodos regionais perirretais acometidos

N2 Mais do que 3 linfonodos regionais perirretais acometidos

N3 Linfonodo (s) acometidos em troncos vasculares identificados ou linfonodos apical (is)
Acometido (s)

Metastase (M)

MO sem metéstase

M1 Metastase & distancia




Quadro 2: Estadiamento do cancer de reto segundo a classificacdo TNM

Estadio T N M

0 is NO MO
I T1 NO MO
A T2 NO MO
IIB T3 NO MO
A T1-2 N1 MO
1B T3 N1 MO
[le Tqq N1-3 MO
v Tqq Nqq M1

Tqg: qualquer extenséo do tumor

Ngq: comprometimento ou nédo de linfonodos

lll. b. Tratamento do Cancer de Reto

A remocédo do tumor através da cirurgia € o pré-requisito basico para a cura.
Com a introdugédo da amputacdo abdominoperineal como técnica cirirgica de eleicédo
para os tumores de reto inferior, o percentual de faléncia local foi reduzido
significantemente, resultando, no entanto, em maior morbidade e mortalidade além de
afetar a qualidade de vida do paciente diante da colostomia definitiva. A preservagao
do esfincter anal depende principalmente da localizacdo do tumor, mas também das
caracteristicas do tumor e do paciente. Tumores de reto alto s&o facilmente ressecados
mantendo-se o esfincter, ao passo que nos tumores de reto baixo este procedimento é
guase impossivel.
lll.b.1. Cirurgia

A escolha da técnica cirurgica a ser utilizada depende fundamentalmente do
conhecimento do modo de propagacdo da neoplasia através dos vasos linfaticos. Nas

neoplasias do segmento retal proximal, a disseminacao linfatica se faz através de trés



pediculos retais ou hemorroidarios. A amputacdo abdominoperineal de Miles com
estabelecimento da colostomia definitiva, constitui a operacao de escolha nestes casos.
Nas neoplasias do segmento retal proximal, a disseminacgdo linfatica se faz apenas, ou
preponderantemente, através do pediculo retal ou hemorroidario superior.

As operac¢des conservadoras, isto € as que poupam o aparelho esfinctérico de
contensao fecal, constituem, assim, conduta oncologicamente racional, tendo em vista
gue as metastases ndo progridem, sendo excepcionalmente, mais que 2 cm em
direcdo caudal, limite este sempre ultrapassado nas respectivas ressecc¢oes.

As operacdes conservadoras podem ser executadas através de varias
técnicas, duas das quais sao consideradas fundamentais e conhecidas como
resseccao anterior do reto e retocolectomia abdominoperineal.

A anastomose pode ser realizada num s6 tempo ou em dois tempos, tendo
esta ultima a finalidade de prevenir ou reduzir ao minimo a possibilidade de deiscéncia

da sutura anastomotica, complicagdo muito frequente na sutura imediata.

Ill.b.2. Radioterapia

A partir da década de 60, o uso da radioterapia pré-operatéria (neoadjuvante)
comecou a ser difundido por apresentar vantagens bioldgicas, capazes de aumentar o
potencial de cura das ressec¢des (Camma C et al,2000).

A radioterapia associada a quimioterapia comecou a ser indicada no pré-
operatorio com finalidade de aumentar o indice de preservagdo do esfincter anal, de
melhorar a qualidade de vida e assim irradiar apenas o tecido comprometido,
diminuindo a maioria dos efeitos colaterais que acompanham o paciente portador de
neoplasia de reto baixo (Swedish Rectal Cancer Trial, 2000).

As células irradiadas sofrem alteragdes genéticas e metabdlicas, que culminam
em sua morte durante o processo de divisdo celular. Células bem nutridas e
oxigenadas sdo trés vezes mais sensiveis aos efeitos da radiacdo do que células
hipoxicas (Pahlman L, 1990; Mohiuddin M, 1993), o que confere uma vantagem
adicional a radioterapia pré-operatéria, quando os tecidos ainda esté@o integros e bem
vascularizados.

A radioterapia pré-operatoria atua sobre o tumor, diminuindo a populagéo de células



tumorais viaveis (Rifkin D M, 1989), assim como é capaz de eliminar grupos de células
tumorais presentes nos tecidos peri-retais, nos vasos linfaticos e linfonodos satélites a
lesdo. Dessa forma pode levar a diminuicdo do volume tumoral e regressao do estadio
anatomo-patolégico do tumor, tornando operaveis lesbes que inicialmente pareciam
clinicamente irressecaveis (Horn A,1990). Seu uso pode aumentar a margem de
seguranca circunferencial, esterilizando oncologicamente os tecidos peri-retais, assim
como pode atuar na margem distal, tornando operaveis por ressec¢ao anterior, tumores
que inicialmente seriam trataveis por resseccdo abdominoperineal (Marks G, 1991).
Deve-se ressaltar que essa mudanga de conduta deve-se principalmente a diminuigéo
das dimens@es do tumor, permitindo o acesso cirargico a pequenas margens cirdrgicas
distais, suficientes para o restabelecimento do transito, e ndo a utilizacdo de areas

previamente ocupadas pelo tumor para a realizagdo da anastomose.

ll1.b.3. Quimioterapia

O tratamento de tumores do reto meédio e baixo com quimioterapia e
radioterapia tem uma resposta favoravel quando as células se encontram com indice
de proliferagdo aumentado. A avaliacdo da atividade proliferativa de uma neoplasia é
de auxilio na caracterizacdo do fendtipo maligno, na determinagdo dos seus graus de
malignidade e na estimativa do seu crescimento, sendo uma inferéncia a respeito do
seu comportamento bioldgico.

Conforme os dados do National Cancer Database para doenga no estadio Ill a
sobrevida esperada em 5 anos € de 55,1% para os tumores T1-2N1; 35,3% para os T3-
4AN1 e 24,5% para qualquer tumor N2. Todos estes grupos de pacientes quando
submetidos a tratamento adjuvante tém melhor prognéstico (Greene et al, 2003). A
partir do consenso do National Institute of Health, 1990, o tratamento combinado
passou a ser preconizado para todos os pacientes com cancer de reto em estadios Il e
Il (NIH Consensus, 1990). O tratamento neoadjuvante comumente associa
guimioterapia e radioterapia nas lesdes avancadas (T3-4 e LN+), principalmente nas
lesBes baixas, com finalidade de preservacédo de esfincter anal conseguida em 65-77%
das vezes com resposta patolégica completa entre 15-30%(Wagman R et al, 1998). O

tratamento combinado neoadjuvante confere maior toxicidade, porém, sem



comprometer a aderéncia dos pacientes ao tratamento ou a chance de curabilidade
cirargica (Bosset et al, 2004). Além disso, o tratamento combinado iniciado
concomitantemente confere maior sobrevida livre de doencga.

Para pacientes com doenca no estadio Il e Ill, os estudos tém mostrado
beneficio do tratamento neoadjuvante seguido de ressecg¢do anterior baixa com
resseccao total do mesoreto, buscando margem proximal de 5cm sempre que possivel.
Estudo randomizado alemdo com 823 pacientes com lesdo T3-4 ou com linfonodos
positivos (LN+) avaliou radioterapia (50Gy) combinada a 5FU (1000mg/m2/dia)
endovenosa infusdo continua na primeira e quinta semana de radioterapia no pré ou no
pos-operatério e observou reducao de recidiva local, menor taxa de toxicidade grau 3 e
4 aguda e tardia a favor do tratamento neoadjuvante assim como aumento das chances
de preservagdo do esfincter anal (Sauer et al,2004). A resposta ao tratamento
neoadjuvante foi associada a uma redugdo no risco relativo de mortalidade e de
recidiva local quando se observou resposta patolégica em mais de 95% da leséo inicial.

O TNM apo6s tratamento é um fator progndstico importante, podendo haver
97% de sobrevida global em 5 anos para pacientes com resposta patologica completa
(Wagman R et al,1998). Os pacientes com lesdo pT 0-2 ap0@s tratamento neoadjuvante
apresentaram melhor sobrevida global e recidiva local independente do estadio clinico
pré-tratamento, quando comparados a pacientes que ndo tiveram resposta evidente (Int
Valentin V et al,2002).

Com relacdo ao tratamento neoadjuvante, a combinacdo de radioterapia e
quimioterapia é superior a radioterapia ou quimioterapia exclusiva para controle local
(Lee J L et al, 2002).

lll.c. Farmacologia Clinica das Drogas Usadas em Ca4 ncer de Reto
lll.c.1. 5- fluorouracil

O 5-fluorouracil € uma fluoropirimidina antimetabdlito. Tem acdo citotdxica
intracelular generalizada por inibir a enzima timidilato sintetase resultando na inibig&o
da sintese de DNA e na sintese e fungdo do RNA.

A farmacologia clinica do 5-fluorouracil (5FU) é caracterizada por uma

variabilidade interpacientes, cinética de eliminagcdo ndo linear e bioviabilidade oral



erratica (11). Apo6s infusdo intravenosa em bolus, 5FU desaparece rapidamente no
plasma com meia vida de 8-14 minutos. A concentracdo no plasma depende da dose
administrada e da taxa de infuséo; o clearance de 5FU é mais rapido quando dado em
infusdo continua que em bolus e a dose diaria toleravel diminui com o aumento da
duragdo de infusdo da droga. O 5FU é eliminado primariamente por metabolismo
hepatico e menos de 5% da droga é excretada por via urinaria (Drug Information
Handbook, 2001).

lll.c.2. Uracil e Tetrahydrofuranyl (UFT)

O UFT é um agente antineoplasico, antimetabodlito usado no tratamento de
cancer colorretal adjuvante e metastéatico. Tegafur € uma pro-droga do 5-Fluorouracil
(5FU) que é convertido in vivo através do citocromo P-450 e via timidina fosforilase
presente no tumor e na célula sadia. O Uracil € um inibidor competitivo de
dehydropyrimidina dehydrogenase (DPD) enzima responsavel pelo catabolismo de
aproximadamente 85% do 5FU. A melhor taxa molar de Uracil/ Tegafur estabelecida
em animais é de 4:1. A dose usual recomendada € 300mg/m2/dia (expressa pelo
Tegafur) em combinagdo com &cido folinico via oral (Drug Information Handbook,
2001).

lll.c.3. Oxaliplatina

A oxaliplatina é um agente alquilante. Sua acdo é baseada em hidrélise
intracelular, ligando-se a DNA, RNA e proteinas. Tem como efeito colateral a
neurotoxicidade ocorrendo na maioria dos pacientes que recebem dose cumulativa de
540mg/m2. O sintoma mais comum é parestesia de maos, pés e regido perioral que
geralmente é reversivel apds 7 dias de inicio da infusdo da droga. ApOs 2 horas de
infusdo de oxaliplatina, 40% da platina sanguinea esta nos eritrécitos, 33% se encontra
em proteina plasmatica e 27% livres no plasma. Sua eliminacdo ocorre 30%-50% via
renal em 2-5 dias apos inicio de infusdo; no entanto, ndo tem sido observada toxicidade
renal, ndo necessitando ajuste de dose para os pacientes com insuficiéncia renal (Drug
Information Handbook, 2001).



lll.c.4. Irinotecano

O irinotecano € um derivado semi-sintético da camptothecina que inibe a
enzima Topoisomerase |. A inibicdo desta enzima leva a parada de replicacdo do DNA
e consequentemente morte celular. As toxicidades mais observadas desta droga s&o
neutropenia e diarréia podendo ser mais intensa em pacientes que receberam
irradiacdo pélvica e em pacientes com disfungdo hepatica (por exemplo, com
bilirrubinas elevadas). O irinotecano é convertido inicialmente em SN-38 pela enzima
carboxiesterase presente na mucosa intestinal, plasma, figado, e em alguns tumores. A
SN-38 é conjugada com o glucoronide, sendo, porém menos ativa que a SN-38 isolada.
A eliminacdo é feita primariamente via fecal e biliar. E usado em primeira linha para
cancer colorretal metastatico associado a 5 fluorouracil e &cido folinico.

Nao existe recomendacdo especifica para redugdo inicial de dose em
portadores destas alteragbes especificas, mas € prudente que seja iniciado o
tratamento com doses menores que as habituais quando estas alteracbes se
encontram presentes. A recomendacdo para modificagdo da dose, na auséncia de
tratamento concomitante a radioterapia ou disfungdo hepética € baseada na tolerancia

dos pacientes em terapias ou ciclos prévios (Drug Information Handbook, 2001).

lll.d. Proliferacéo Celular

A avaliagdo da atividade proliferativa de uma neoplasia é de auxilio na
caracterizacao do fendétipo maligno, na determinagéo dos seus graus de malignidade e
na estimativa do seu crescimento, sendo uma inferéncia a respeito do seu
comportamento biologico.

Pesquisas histopatoldgicas envolvem direta ou indiretamente, a avaliacdo da
proliferacéo celular, diferenciagéo celular e a regulacdo destes mecanismos.

Através da representagdo do ciclo celular, observamos que as células
obedecem a um ciclo de multiplicacdo pré-determinado. As células em repouso (fase
Go) podem ser induzidas ao processo de multiplicagdo, entrando em um ciclo cujo
inicio da divisao celular (fase G1) resulta na maior sintese de proteinas, que continua

com a sintese de &cido desoxirribonucléico (DNA) (fase S), duplicacdo do DNA e



preparagcdo para a mitose (fase G2), resultando no encadeamento do processo de

diviséo celular (fase M).

llld.1. Anticorpo Ki67

O anticorpo monoclonal Ki67 é uma imunoglobulina da classe G1 (IgG1)
produzido contra antigeno nuclear especifico de células de Reed-Sternberg, na
Universidade de Kiel, Alemanha, e tem sua denominacdo por ter sido a sexagésima
sétima placa de cultura de tecido (Gerdes,1983).

Apos teste por meio de imunoperoxidase, observou-se que enquanto a maioria
dos anticorpos monoclonais gerados reagiam com estruturas nucleares de todas as
células testadas, o anticorpo monoclonal Ki67 reagia com um antigeno nuclear apenas
de células em proliferacdo. Observou-se também que, a expressdo deste antigeno
reconhecido pelo anticorpo monoclonal Ki67 era induzida em linfécitos normais de
sangue periférico apos estimulo com fitohemaglutinina e que o seu desaparecimento
ocorria apos a diferenciacéo de células HL60.

Portanto, este antigeno nuclear parecia estar presente em células proliferativas
e ausentes em células em repouso (Go). Gerdes et al, em 1983, demonstraram a
expressao do antigeno nuclear Ki67 em células na fase G1, S, G2 e M do ciclo celular,
e sua auséncia em células quiescentes, na fase Go.

No inicio de G1, ela € identificada como numerosos focos no nucleoplasma,
coincidindo com regifes satélites do DNA. Com a progresséo da fase G1, sua presenca
nestas estruturas declina passando a ser identificada no nucléolo. Durante a fase S,
permanece restrita ao nucléolo, podendo também ser observada no nucleoplasma na
fase G2. Na fase inicial da mitose — préfase — o nucléolo desaparece e o Ki67
reorganiza-se, sendo detectavel como fina rede intrincada associada a cromatina
condensada. Durante a metafase ela recobre os cromossomos e permanece unida a
cromatina condensada durante a anafase. Na teléfase estd novamente relacionada ao
nucléolo. Deve-se ressaltar que a totalidade do Ki67 ndo esta somente associada a
cromatina, pois, apds a ruptura da membrana nuclear, ela também pode ser detectada
difusamente no citoplasma (End, Gerdes, 2000; Scholzen, Gerdes, 2000). A sua meia

vida é estimada entre 60-90 min, com sintese e degradacdo, provavelmente



envolvendo proteossomos altamente regulados (Scholzen, Gerdes, 2000; Brown,
Gatter, 2002).

A determinacdo do indice de proliferacdo celular em neoplasias através do
anticorpo monoclonal Ki67 constitui um meio rapido e simples de avaliacao da fracédo
de crescimento das popula¢des celulares humanas normais e neoplasicas (HAL et al,
1988).

lll.d.2. Proteina p53

A proteina p53 humana, de localizagdo nuclear, contém 393 aminoacidos e
apresenta regides altamente conservadas durante a evolugdo dos vertebrados,
indicando um alto grau de importancia funcional. Esta proteina atua como o fator de
transcricdo que regula a expressao de uma variedade de genes como o gene WAF1
(wild-type p53-ativated fragment 1), que codifica uma proteina de 21kD, denominada
p2l. Esta proteina liga-se as quinases dependentes de ciclina, que sdo elementos
imprescindiveis para a continuidade do ciclo celular, bloqueando as células na fase G1
do ciclo (Marx, 1993).

Esta parada do ciclo celular, na fase G1, permite que o sistema de reparo seja
ativado para correcao de eventuais erros no genoma ou caso este reparo nao seja
possivel, iniciar-se-a o processo de apoptose (Lane, 1992).

As primeiras evidéncias de associacdo entre alteracdes de p53 nas
neoplasias provém de observacbes do aumento dos niveis desta proteina em
células tumorais e a presengca de anticorpos anti-p53 em uma porcentagem
significativa de portadores de céancer.

A constatacdo de que a introducdo do gene selvagem em células tumorais,
com p53 mutado ou inativado, revertia o fendtipo neoplasico destas células,
consolidou a importancia deste gene na tumorigénese humana (Baker et al., 1990).

A proteina p53 normal tem uma vida média bastante curta, mensurada em
minutos. Ja a proteina mutada apresenta uma estabilidade maior permitindo a sua
observacdo pelo método de imunohistoquimica. No relato de Finlay et al. (1988), a
analise imunoistoquimica da proteina p53 mutada apontou niveis intracelulares altos

em comparacdo ao achado nas células normais nas quais a proteina ndo foi



detectada. Provavelmente os altos niveis encontrados sejam devidos ao aumento da
meia-vida da proteina mutada.

A deteccao da proteina p53 mutante parece conferir prognéstico pior para os
tumores de reto tanto na sobrevida quanto em recidiva. Esta associacdo tem
ocorrido independentemente de outros fatores, incluindo idade, estadiamento ou
ploidia tumoral (RIBEIRO JR. et al., 2000; GALLEGO et al. (2000), A expressao da
proteina p53 mutada tem sido também associada a um maior potencial metastético
no cancer colorretal .

A correlagcd@o entre positividade citoplasmatica da proteina p53 com melhor
prognoéstico em cancer de reto, mas nao no cancer de célon foi descrita por Roberts
et al contradizendo outros estudos que relataram o acumulo citoplasmatico da p53 a

um fator pior prognostico independente no cancer colorretal distal .



IV. CASUISTICA E METODO

IV.1.  Casuistica

Foi realizada pesquisa retrospectiva, a partir de 1999, com 61 casos de
individuos com diagndéstico clinico e anatomo-patolégico de cancer de reto em
acompanhamento no Ambulatério de Neoplasias do Trato Gastrintestinal da
Universidade Federal de S&o Paulo. No banco de dados do Departamento de
Anatomia Patolégica do mesmo hospital foram verificados os cadastros desses 63
pacientes e 0s respectivos exames. Os pacientes tiveram seus prontudrios revisados
para levantamento dos dados clinicos: idade, sexo, cor, tempo de evolugdo e
extensdo da doenca e acompanhados durante um tempo médio de quatro anos. O
exames anatomo-patologicos das pecgas cirurgicas foram revisados e corados por
imuno-histoquimica. O estadio pré-operatorio foi feito por radiografia de toérax,
tomografia de abdomen e colonoscopia.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital S&o
Paulo da Universidade Federal de Sdo Paulo e esta registrado no Sistema de Centro
de Estudos e Pesquisa (CEP) sob niumero 0427/05.

Critérios de inclusao:

» diagndstico de adenocarcinoma;

» performance status 0-2 segundo a WHO,;

» auséncia de tumores sincrdénicos ou metastase a distancia;
»estadio Il e lll.

Critérios de excluséo:

» performance status > 2 segundo WHO;
»estadio l e IV;

» presenca de tumores sincronicos;

» tratamentos prévios com quimioterapia e/ou radioterapia

Os pacientes foram divididos segundo a forma de tratamento em dois grupos



Grupo Caso: constituido por pacientes submetidos a tratamento
neoadjuvante. Nestes a quimioterapia utilizada foi 5FU na dose de 325mg/m2 em
bolus (infusdo em tempo menor que 5 minutos) associado a acido folinico 20mg/m2
intravenoso de segunda a sexta-feira na primeira e na quinta semana de radioterapia
ou com UFT na dose de 300mg/m2 via oral dividida em duas tomadas de segunda a
sexta-feira concomitante a radioterapia.

A radioterapia foi feita na dose 5040 cGy fracionada 180cGy ao dia, 5 dias
por semana, por 5 semanas.

Grupo Controle: constituido por pacientes submetidos a tratamento
adjuvante. Neste grupo os pacientes foram submetidos a tratamento ap0s quatro a
10 semanas da cirurgia com 5FU na dose de 325mg/m2 associado a acido folinico
na dose de 20mg/m2 de segunda a sexta-feira na primeira e na quinta semana de
radioterapia, que foi realizada com 5040 cGy acrescido de um “boost” no leito
tumoral.

Os 2 grupos receberam consolidagdo com quatro ciclos de quimioterapia
com 5FU na dose de 425mg/m2 associado ao acido folinico 20mg/m2 de segunda a
sexta-feira 4 semanas ap0s o término da radioterapia ou 4 a 10 semanas apoés a
cirurgia.

Apds o término do tratamento os pacientes foram acompanhados a cada 3
meses nos dois primeiros 2 anos e a cada 6 meses até completarem 5 anos. Alem
do exame clinico foram realizados, exames de sangue para avaliar hemograma,
transaminases, fosfatase alcalina, gama glutamil transferase, uréia, creatinina e
dosagem de CEA; ultra-som e/ou tomografia computadorizada de abdomen e pelve.
Radiografia de térax foi realizada anualmente e colonoscopia ap6s 1 ano e a cada 2

anos apos o diagndstico até completar os cinco anos.

IV.2.  Método
A peca cirdrgica foi submetida & avaliagédo histopatologica e foram realizadas
as reacbes de imuno-histoquimica para deteccdo de p53 e Ki67 de todos os

tumores.



O estudo histopatolégico foi feito pelo mestrando, pelo seu orientador e por
patologista especializado em sistema digestorio em todas as etapas de revisdo das
[Aminas.

O método imuno-histoquimico foi empregado no estudo de Ki-67 e p53. Foram
capturados em grande aumento de 200x todos os campos representativos dos locais
de neoplasia, nos quais se fez a contagem de células positivas e negativas para a
expressao da p53 e Ki67.

Para esta reacéo foi utilizado o método da estreptavidina-biotina, que utiliza trés
reagentes e se baseia na capacidade da estreptavidina ligar-se a biotina. O primeiro
reagente € o anticorpo primario que é especifico para o antigeno a ser localizado. O
segundo reagente é o anticorpo secundario que esta conjugado a biotina e tem a
capacidade de se ligar ao anticorpo primario. O terceiro reagente € o complexo
peroxidase conjugado a biotina e estreptavidina, em cujos sitios livres da estreptavidina
liga-se a biotina do anticorpo secundério. Por ultimo, a utlizagdo de um substrato
cromogénico que permite a visualizagao do resultado da reagéao.

As células positivas com 0s nucleos fortemente corados em marrom foram
contadas por diferenca de cor com os outros nucleos em azul (células negativas). As
células epiteliais negativas foram contadas manualmente com marcagdo na tela do

monitor.

Quadro 2: Especificacbes dos anticorpos primarios utilizados na reagdo imuno-

histoquimica.

Anticorpo Clone Diluicdo Recuperacgéo Fornecedor

antigénica

Monoclonal mouse

Anti-human Ki-67 MIB-1 1:600 Pressao Immunotech — 0505
Monoclonal mouse
anti-human p53 DO7 1:300 Microondas Dako A/S — M 7001




O anticorpo monoclonal Ki-67 reage com o antigeno nuclear presente em
células com atividade proliferativa, apresentando positividade nuclear, atingindo
niveis maximos nas fases G2 e M. A expressdo antigénica € negativa em células
guiescentes, nas fases GO e G1 precoce do ciclo celular.

Foi usado como controle positivo, lamina com corte histologico de amigdala
comprovada anteriormente como Ki-67 positiva. Esta mesma |lamina serviu como
controle negativo subtraindo-se o anticorpo primario da reacéo.

A andlise quantitativa foi realizada por meio de analise digital de imagem,
utilizando-se o programa IMAGE-PRO Plus, versao 3,0. As imagens foram geradas
por um microscépio Olympus conectado a uma Camera Adaptor CMA-D2 da Sony
que alimentava um computador, através de uma placa digitalizadora de imagem
Image Capture Board .

O indice de proliferacdo celular de Ki-67 (Ki-67-LI) foi determinado pela
razéo entre o numero total dos ndcleos corados positivamente por pelo menos 1000
ndcleos analisados. Acima de 50% os tumores foram considerados positivos para o
antigeno em questao e abaixo de 50% foram considerados negativos.

O anticorpo anti-p53 utilizado reconhece um epitopo na po¢éo N-terminal da
proteina p53, entre os aminoacidos 19 e 26, reagindo tanto com a proteina
selvagem como a mutante. Na célula com o gene p53 normal, a concentracdo da
proteina esta geralmente abaixo do nivel de deteccdo por imuno-histoquimica,
porém, quando o gene p53 estd mutado ocorre um acumulo da proteina pelo
prolongamento de sua meia-vida. Devido a sua maior estabilidade é detectada pelo
método imuno-histoquimico.

Foi usado como controle positivo, lamina contendo corte histolégico de
amigdala comprovada anteriormente como p53 positiva. A mesma lamina foi usada
como controle negativo subtraindo-se o anticorpo primario da reacéo.

A positividade da reacédo foi observada pela coloracdo nuclear e a sua
expressdo foi analisada segundo os critérios de intensidade e distribuicdo nas

células tumorais.



Critérios utilizados para avaliacado de p53 foram:

¢(-) negativo: auséncia de positividade em todas as células tumorais
disponiveis no material ou células isoladas positivas, ndo excedendo 5% da amostra
de células tumorais (até 5% de células tumorais com positividade nuclear foi
considerada espuria).

¢(+): presenca de células isoladas ou ndo, com positividade leve, moderada
ou intensa, entre 5 a 25% da amostra de células tumorais.

o(++): presenca de positividade em até 50% das células tumorais
disponiveis na amostra.

o(+++): presenca de positividade acima de 50% das células tumorais.

Consideramos, para a andlise estatistica, os valores acima de 5% como

positivos para p53.

Andlise estatistica

Foi avaliado o grau de resposta dos doentes ap0s quimioterapia e radioterapia
assim como o tempo entre o diagnostico e a presenca ou ndo de doenca ou morte na
ltima consulta. Foi quantificado o Ki67 e p53 através da imuno-histoquimica do tecido
da peca cirtrgica de todos os pacientes. Foi realizada curva de sobrevida, de tempo
livre de doenca dos grupos tratados com quimioterapia na neoadjuvancia e adjuvancia.

Propor¢gbes foram comparadas em tabelas 2x2 utilizando-se teste do Qui-
guadrado ou teste exato de Fisher quando apropriado (Fisher et al,1993).

Curvas de sobrevivéncia foram determinadas segundo método do produto
limite de Kaplan-Meier e comparadas via método Log-Rank (Kaplan EL et al,1958).

O efeito da variavel Ki67 na sobrevida foi avaliado utilizando-se modelo de
regressao multipla de Cox (Cox DR,1972). Esta relacao foi ajustada pelas variaveis :
faixa de idade, sexo e grupo.Todas as probabilidades de significancia (valores de p)
apresentadas sédo do tipo bilateral e valores menores que 0.05 considerados
estatisticamente significantes. Valores de p entre 0.05 e 0.10 foram considerados
marginalmente significantes.

O software SAS 9.1 ( Statistical Analysis System , Cary, NC, USA) foi utilizado

na analise estatistica de dados(5).



V) RESULTADOS

Entre os 61 pacientes avaliados, 31 pacientes fizeram tratamento neoadjuvante
sendo considerados grupo Caso e 30 pacientes fizeram tratamento adjuvante e foram

considerados como grupo Controle.

Idade dos pacientes

No grupo Controle: 20% dos pacientes tinham idade inferior a 50 anos; 60 %
dos pacientes se encontravam entre 50-70 anos e 20% tinham mais de 70 anos. No
grupo Caso: 22,58% dos pacientes tinham idade inferior a 50 anos, 67,73% tinham
idade entre 50-70 anos e 9,67% dos pacientes tinham mais que 70 anos, (p=0,884)
(TABELA 1).

TABELA 1. Distribuicao dos pacientes segundo a idade nos dois grupos

Idade (anos) Caso % Controle % Total P
<50 7 22,58 6 20 13 21,31 0,884
50-60 12 38,70 12 40 24 39,34

61-70 9 29,03 6 20 15 24,59

>70 3 9,67 6 20 9 14,75

Total 31 100 30 100 61 100




Sexo dos Pacientes

Em relacdo ao sexo observamos que 49,18% do grupo controle e 38,70% do
grupo caso eram do sexo feminino (p=0,160), (TABELA 2).

TABELA 2. Distribuicdo dos pacientes segundo 0 sexo nos dois grupos

Sexo Caso % Controle % Total % P
Masculino 19 61,29 12 50,82 31 50,81 0,160
Feminino 12 38,70 18 49,18 30 49,18

31 100 30 100 61

Estadio Clinico dos Pacientes

Quando analisamos os pacientes segundo o estadio anatomo-patolégico da
peca cirargica verificamos que no grupo caso, dois pacientes tinham tido remisséo
completa da doenca apos o tratamento neoadjuvante, 58% dos tumores eram estadio |l
e 35,60% dos pacientes estadio Ill. No grupo controle 47% dos tumores se
encontravam no estadio Il e 53% no estadio Il (p=0,182), (TABELA 3).

Quando avaliamos o grupo Caso em relacdo ao estadio pré operatério 18
(58,06%) pacientes eram do estadio Il e 13 (41,94%) pacientes eram do estadio Il e

avaliamos o estadio pré versus pos operatério (p=0,33).



TABELA 3. Distribuicdo dos pacientes segundo estadio pds-operatério nos dois
grupos
Estadio Caso % Controle % Total P
0 2 6,40 0 0 2 P=0,182
Il 18 58,00 14 47,00 32
1l 11 35,60 16 53,00 27
31 100 30 100 61
Estadio Pré Pos % p
0 0 2 6,4 0,355
Il 19 18 58
Il 12 11 35,6
Estadio caso % controle % total p
0 2 6,4 0 0 2 0,182
Il 18 58 14 47 32
[ 11 35,6 16 53 27
Total 31 100 30 100 61




Expressao do p53 nos tumores estudados

Quando avaliamos os marcadores moleculares quanto a expressao dos
marcadores, o p53 foi negativo em 20 (64,52%) pacientes do grupo caso e em 19
(63,34%) pacientes do grupo Controle (p=0,865), (TABELA 4).

TABELA 4. Distribuicdo dos pacientes quanto ao marcador p53 nos dois grupos

P53 Caso % Controle % Total P
Negativo 20 64,52 19 63,34 39 0,865
Positivo 11 35,5 11 36,66 22

Total 31 30 61




Expressao do Ki67 nos tumores estudados
O Ki67 foi negativo em 28 (90,32%) pacientes do grupo caso e em 20 (66,66%)
do grupo Controle (p=0,031). (TABELA 5)

TABELA 5. Distribuicao dos pacientes segundo Ki67 nos dois grupos

Ki67 Caso % Controle % Total P
Negativo 28 90,32 20 66,66 48 0,052
Positivo 3 9,67% 10 33,33 13

Total 31 30 61

Desenvolvimento de metastases nos dois grupos

Quando avaliamos a presenca de metastase em ambos 0s grupos, verificamos
que 6 (19,35%) doentes desenvolveram metastase no grupo caso e 8 (26,66%) no
grupo Controle (p=0,708), (TABELA 6).

TABELA 6. Distribuicdo dos grupos quanto ao desenvolvimento de metastases

Metastase Caso % Controle % Total % P
Sim 6 19,35 8 26,67 14 22,95 0,708
Nao 25 80,65% 22 73,33 47 77,04

Total 31 30 61




Relacdo entre desenvolvimento de metastases e p53

Em relacdo ao p53 e desenvolvimento de metdstases observamos que no
grupo controle, o marcador foi negativo em 5 (62,50%) pacientes dos que evoluiram
com metéstases e em 18 (81,81%) dos que ndo apresentaram metastases durante o
acompanhamento (p=0,536). No grupo caso o marcador foi negativo em 5 (83,33%)
dos pacientes que evoluiram com metdstases e em 21 (67,74%) dos que nao

apresentaram metastases durante o acompanhamento (p=0,634), (TABELA 7).

TABELA 7. Distribuicdo do marcador p53 e aparecimento de metastase no grupo

Controle e Caso.

Metastase
Com % Sem % Total % P

Controle  Negativo 5 62,50 18 81,81 23 76,66 0,536

Positivo 3 37,50 4 18,18 7 23,33

Total 8 100 23 100 30 100
Caso Negativo 5 83,33 16 51,61 21 67,74 0,634

Positivo 1 16,67 9 29,03 10 32,25

Total 6 100 25 100 31 100

Relacado entre desenvolvimento de metastases e Ki67

Em relacdo ao Ki67 e desenvolvimento de metastases observamos que no
grupo controle, o marcador foi negativo em 5 (62,50%) pacientes dos que evoluiram
com metastases e em 15 (68,18%) dos que ndo apresentaram metastases durante o
acompanhamento (p=1,00). No grupo caso o marcador foi negativo em 5 (83,34%) dos
pacientes que evoluiram com metastases e em 23 (82,14%) dos que ndo apresentaram

metastases durante o acompanhamento (p=0,488), (TABELA 8).



TABELA 8. Distribuicdo do marcador Ki 67 e aparecimento de metastase no grupo

Controle e Caso.

Metastase
Com % Sem % Total % P

Controle  Negativo 5 62,5 15 68,18 20 66,66 1,00

Positivo 3 37,5 7 31,82 10 33,33

Total 8 100 22 100,00 30 100,00
Caso Negativo 5 83,33 23 92,00 28 90,32 0,488

Positivo 1 16,67 2 8,00 3 9,68

Total 6 100 25 100,00 31 100,00

Sobrevida dos Pacientes dos grupos caso e controle

Nao observamos diferenca na sobrevida dos pacientes dos dois grupos

estudados (Figura 1).



Figural. Curva de sobrevida global de Kaplan-Meier dos pacientes com céancer de

reto em ambos 0S grupos .
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Sobrevida dos Pacientes em relagdo a expresséo de K 167

A sobrevida dos pacientes com tumores que nao expressaram Ki67 foi superior

aos que expressaram Ki67 (94,7% versus 40,38% apds 5 anos de acompanhamento),
(p=0,041) (Figura 2).

Figura 2.

Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com cancer de reto em

relacéo a expressao de Ki67.
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Sobrevida dos Pacientes em relacdo a expressdode p 53
A sobrevida dos pacientes com tumores que ndo expressaram p53 foi
semelhante aos que expressaram p53 (60,56% versus 48,12% apdés 5 anos de

acompanhamento), (p=0,35) (Figura 3).

Figura3. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com cancer de reto em
relagdo a expresséo de p53.
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Sobrevida dos Pacientes em relacdo a expressdao dos dois

marcadores

A sobrevida dos pacientes com tumores que expressaram dois marcadores
positivos (p53+Ki67+) nado diferiu dos que expressaram os dois marcadores negativos
(p53-Ki67-), (p=0,16) (Figura 4).

Figura4. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com cancer de reto

com dois marcadores negativos versus dois marcadores positivos.
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A sobrevida dos pacientes com tumores que expressaram pelo menos um
marcador positivo (p53+Ki67- ou p53+Ki67+ ou p53-Ki67+) nao diferiu dos que
expressaram pelo menos um marcador negativo (p53+Ki67- ou p53-Ki67- ou p53-
Ki67+) (p=0,17) (Figura 5).

Figura5. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com cancer de reto

com pelo menos um marcador negativo versus pelo menos um marcador positivo.
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Andlise de regressao multipla de Cox

Ao nivel de significancia de 5%, observou-se tendéncia de aumento no risco de

morte para pacientes

Ki67 positivos comparando-os com pacientes Ki67 negativo

apos ajustar pelas variaveis: faixa de idade, sexo e grupo em andlise de regressao

multipla de Cox
(RRajustado=7.566 1C95% 0.849-67.455 p=0.0699)

Parameter Standard Hazard 95% Hazard Ratio
Variable | D | Estimate | Error Chi- Pr>ChiSq | Ratio | Confidence | Limits
Ki67 Square
posxneg |1 | 2.02360 1.11627 | 3.2863 0.0699 7.566 | 0.849 67.455
idadelx4 | 1 | 0.25142 0.95523 | 0.0693 0.7924 0.778 | 0.120 5.057
idade2x4 | 1 | 0.44852 0.98237 | 0.2085 0.6480 0.639 | 0.093 4.379
idade3x4 | 1 | 0.44970 0.94473 | 0.2266 0.6341 0.638 | 0.100 4.063
Sexo 1 |0.40798 0.68362 | 0.3562 0.5506 |0.665|0.174 2.539
1x2
Grupo 1 | 0.58938 0.75928 | 0.6025 0.4376 1.803 | 0.407 7.985

TxC




VI. DISCUSSAO

O céancer colorretal € o0 2° tipo de cancer mais prevalente do mundo (apés o
cancer de mama) com estimativa de 2,4 milhdes de pessoas vivas diagnosticadas
nos ultimos 5 anos e sobrevida de 44% (INCA 2006), sendo por isso motivo de
inimeras pesquisas que contribuem para o melhor conhecimento dos fatores de
risco, dos métodos de diagndstico precoce e de novos tratamentos. Estes estudos
permitiram, a partir de 1990, grandes progressos no tratamento adjuvante e paliativo
do cancer de colon e de reto.

Aproximadamente 40% dos tumores colorretais sdo de reto. A localizagéao do
reto na pelve, a dificuldade em seu acesso cirlrgico e em muitas vezes as margens
livres exiguas acarreta maior risco de recorréncia local. Estas caracteristicas fazem
com que o tratamento do cancer de reto seja diferente do de célon, sendo nestes
casos necessaria a inclusdo de tratamento radioterapico para diminuir a incidéncia
de recidiva local e por consequéncia modificagdes no tratamento quimioterapico.

No final da década de 80 e na de 90 do ultimo século inimeros estudos
demonstraram que a quimioterapia e a radioterapia adjuvante concomitante
beneficia os doentes com cancer de reto estadio Il ou Ill em relacdo aos doentes
submetidos a cirurgia ou a cada um dos tratamentos quimio ou radioterapicos
isolados (ref). Estes estudos fizeram com que o NCI (National Cancer Institute)
assumisse como um consenso esta forma de tratamento combinada nos doentes
com cancer de reto estadio Il e Il (ref). A semelhanca do que é realizado no cancer
de colon, embora ndo existam estudos randomizados que comprovem que este seja
a melhor forma de tratamento para o cancer de reto, estes doentes sao
posteriormente tratados com quimioterapia por mais 4 meses. O tratamento
guimioterapico recomendado nestes estudos é o uso de 5fluorouracil e acido folinico
gue aumenta as taxas de respostas e a sobrevida em comparagdo com 5FU como
agente unico (O Connell MJ et al, 1989 e em uma metanalise em 1992 ). Estudos
mais recentes comprovam menor indice de recorréncia local quando o 5-fluoracil é
realizado em infusdo continua (LokichJJ, Ahlgren et al,1989) ou com

fluoropirimidinas orais como é o caso da capecitabina (Xeloda) ou do UFT (Izumi M.



et al,2001) que pela sua facilidade de ingestdo podem ser usadas diariamente e
dispensam o uso de cateteres ou de infusores endovenosos. O UFT foi avaliado na
adjuvancia por Mitomi et al, 1993 em pacientes portadores de cancer colorretal
durante um acompanhamento de 3 anos revelando um aumento da taxa de
sobrevida livre de doenca (p=0,026) no grupo que recebeu UFT apds mitomicina
comparado ao grupo que recebeu mitomicina C unicamente . A eficacia do UFT
como agente Unico foi avaliada por Malik et al, 1990 e Ota et al,1988 em cancer
colorretal avancado, num total de 99 pacientes avalidveis, houve 21 respostas
parciais para uma taxa de resposta global de 21%. Malik et al registraram uma
sobrevida média de 32,4 semanas e Ota et al registraram sobrevida média
semelhante de 32,4 semanas.

A eficacia do tratamento adjuvante levou alguns investigadores a estudar a
indicacdo desta terapéutica no pré-operatério e este vem sendo recomendado
porque diminui a extensdo do tumor do reto e contribui na realizacdo de maior
namero de cirurgias com preservacdo do esfincter e reducdo dos indices de
recorréncia local (CCCG, 2001; Janjan et al,1999). No entanto, ndo existe até o
momento um consenso se o0 tratamento neoadjuvante utilizando-se 5FU e acido
folinico aumenta a sobrevida dos pacientes com cancer de reto quando comparados
aos tratados no pos-operatorio com as mesmas drogas (ref).

O intuito desta pesquisa foi procurar estabelecer marcadores que possam
indicar possiveis diferencas entre os tumores submetidos ou ndo a quimio e
radioterapia prévia e se estes podem ter algum efeito preditivo no progndstico. Para
isso foi analisado um indice de proliferacdo tumoral (Ki67) associado a um marcador
de apoptose (p53) e estudado a relacdo entre estas proteinas e 0 prognaostico.

Analisamos 61 pacientes, tratados de forma neoadjuavnte e adjuvante com
radio e quimioterapia. Nos dois grupos, os doentes foram submetidos a continuidade
do tratamento com mais 4 ciclos de quimioterapia.

Durante a radioterapia os doentes foram tratados com 5fluorouracil na dose
de 300mg/m2 quando associado a radioterapia e na dose de 425mg/m2 quando
isolado. Esta diminuicdo do quimioterdpico durante a radioterapia se deve ao

aumento da radiossensibilidade causada pela droga, aumentando portanto, o0s



efeitos colaterais como dermatite, cistite ou de ileite actinica. Pela dificuldade dos
recursos no servico publico, o 5-fluorouracil foi usado em infusédo rapida (menor que
5 minutos). Parte dos pacientes pdde usar o UFT porque este foi doado na ocasiéao
pela Bristol-Meyers. Mas infelizmente, tanto a infusdo continua como as
fluoropirimidinas orais ndo podem ser usadas em doentes que fazem uso do SUS
porque a verba revertida mediante as APACS (autorizagdo para procedimentos de
alta complexidade) néo permite a compra destas medicacdes.

A incidéncia do céancer de reto, a semelhanca dos demais tumores do
aparelho digestorio, € relativamente incomum antes dos 50 anos, aumenta
substancialmente durante a sexta década de vida, continuando em ascendéncia. A
média de idade encontrada em nossos casos foi de ---anos, sendo semelhante nos
dois grupos (grupo caso foi de 54,74 anos e no grupo controle de 58,2). Apesar da
amostra ser pequena, estes resultados foram semelhantes aos encontrados por
Brenner, 1990 em que a média de idade foi de 55,6 anos, mas menor que a descrita
num estudo escocés por Deans et al em 1994 onde a média foi de 66,3 anos. Estas
médias de idade divergem entre os paises e alguns autores mostram uma maior
prevaléncia de pacientes mais jovens nos paises em desenvolvimento (ref). Neste
estudo embora a maior parte dos doentes tinham mais que 50 anos, observamos
gue 21,31% tinham menos que 50 anos.

O numero de casos novos de cancer colorretal estimados para o Brasil no
ano que passou foi de 11.390 casos em homens e de 13.970 em mulheres. Estes
valores correspondem a um risco estimado de 12 casos novos a cada 100 mil
homens e 15 para cada 100 mil mulheres (INCA 2006). Para mulheres é o 2° tumor
mais frequente na regido sudeste (INCA 2006). Parece haver no Brasil uma
freqiéncia maior de canceres colorretais nas mulheres, o que ndo é observado entre
os americanos (ref), onde a freqiiéncia em homens parece ser ligeiramente maior do
gue entre as mulheres. Ha estudos que mostram que 0s tumores no sexo feminino
tendem a ter melhor prognostico (Alley et al,1986; Decosse et al, 1993)(23,24).
Neste estudo o sexo masculino foi predominante nos pacientes do grupo caso, no

entanto estas diferencas néo foram estatisticamente significantes (p=0,160).



O estadio para cancer colorretal foi primeiramente descrito por Dukes em
1932, modificado por Astler e Cooller em 1954 e atualmente € comumente usado o
TNM revisto em 2003 (Greene et al, 2003), tendo o estadio conhecido valor
prognéstico, sendo pior nos tumores com invasao linfonodal ou doenca metastéatica
(Swanson et al, 2003).

Entre os doentes estudados, observamos que 52,45% eram estadio Il e os
demais estadio lll. Na andlise das pegas cirargicas, no grupo caso 0 numero de
pacientes estadio Il foi maior em relacdo ao grupo controle (grupo caso 58% e grupo
controle 47%), o contrario foi encontrado no grupo controle em relagéo ao estadio Il
(grupo caso 35,60% e grupo controle 53%), no entanto esta variacdo nao foi
estatisticamente significante (p=0,184). O estadio 0 ou seja, sem doenca identificada
foi verificado em 2 doentes do grupo caso sendo estes doentes inicialmente estadio
Il e portanto obtiveram remissdo completa da doenca. A remissdo completa dos
pacientes com cancer de reto submetida a tratamento neoadjuvante varia entre 15-
36% com média de aproximadamente 20% (GTSG,1986; Enker et al,1992; Arnould
et al,1997). Neste estudo este percentual foi de 6,4%. Nao observamos diminuicao
estatisticamente significante do estadio clinico pré-operatério quando comparado ao
estadio da pecga cirargica (p= 0,330). Esta avaliagdo no entanto, merece algumas
ressalvas, uma vez que a tomografia computadorizada de abddmen e pelve foi
usada como método de diagnostico para o estadio clinico no pré-operatorio e
comparado com a andlise anatomo-patolégica do tumor apds ressecc¢ao cirargica do
mesmo. Estudos mostram que a tomografia computadorizada de pelve tem acuréacia
de 70% (Gazelle et al, 1995) e sensibilidade entre 55 e 61% (Gazelle et al,1995;
Balthazar, 1998) quando analisado a extensdo tumoral e acuracia de 52 a 59% (Di
Gianni et al, 1995; Filippone et al, 1999) e sensibilidade de 27 a 73% quando
analisado o comprometimento linfonodal (Balthazar et al, 1998). Numa analise de 15
pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante, na nossa instituicdo, onde a
tomografia foi realizada no pré e no pos-operatorio, observou-se acuracia que variou
entre 46,7 e 73,3%, sendo maior nos tumores T3-4 e de 20-40% na avaliacdo do
comprometimento linfonodal (Pinto , 2005).



A mutacdo do p53 e a perda do alelo no brago curto do cromossomo 17
conduz a alteragdes genéticas que inativa a funcdo supressora do p53 e a alteracéo
génica conduz a perda da fungdo da proteina p53 e portanto a maior proliferacédo
celular segundo Diez et al, 1995. Alem disso o p53 funciona como guardido do
genoma, impedindo que células com DNA alterado completem o ciclo celular,
induzindo a apoptose (Bell et al, 1993). Esta proteina tem sido estudada largamente
por imunohistoquimica em varias neoplasias e 0s estudos mostram que a sua
mutacdo € uma das mais freqlentes, porém seu uso como marcador progndstico
nos canceres colorretais ainda € muito controverso (Smith et al, 1989; Bosari el al,
1995; Sinnicrope et al, 1995). A prevaléncia desta proteina alterada nos tumores de
reto varia entre 40 a 60% (Diez et al,1995). Forones et al,1999 observaram
positividade do p53 em 70% dos canceres colorretais.

Em nosso estudo, na totalidade de pacientes, 64,52% foram considerados
negativos para o p53. Quando comparamos 0S grupos Vverificamos que a
positividade dos p53 foi semelhante entre os tumores submetidos a tratamento
prévio e os demais (35,50% versus 36,66%). Tumores de reto com mutacdo do p53
sdo mais resistentes a radioterapia e portanto tém menores indices de resposta
(Cancer Medicine 203-204).

Quando avaliamos o p53 como marcador de progndéstico observamos que no
final do estudo, 60,5% dos pacientes p53 negativos estavam vivos enquanto que
entre 0s positivos este percentual foi de 48,1%. Embora tenhamos observado maior
namero de pacientes vivos, esta diferenca néo foi estatisticamente significante.

A correlacdo entre p53 e prognéstico no tratamento de cancer colorretal
também permanece incerta. Muitos autores tém encontrado uma relacdo entre
positividade de p53 e maior sobrevida como Bossari et al,1994 , enquanto outros
autores falharam ao tentar mostrar esta mesma relacéo (Soong R et al, 2000; Bell et
al,1993; Kressner et al,1996; Brenner S et al, 1990, Forones et al). Hilska M et al,
2005 encontraram diferengas entre cancer de colon e de reto no estudo do p53 no

citoplasma.



A expressdo de Ki67 € encontrada em uma porcentagem alta de células
tumorais antes de qualquer tratamento, com uma média que varia de estudo para
estudo (incluir Forones et al) e alcanca em algumas vezes 90% das células (Ref).
Quando comparamos o0 Ki67 neste estudo, 9,67% dos pacientes do grupo caso e
33,33% dos pacientes do grupo controle tiveram expresséo positiva ou seja, mais
gue 50% das células coradas (p=0,052). Estes resultados sugerem que o tratamento
com quimioterapia e radioterapia tem influéncia na proliferagéo celular. Infelizmente
ndo foi possivel corar as laminas do tecido de biopsia do tumor na ocasido do
diagnoéstico, nos doentes submetidos a tratamento neoadjuvante para confirmar a
resposta ao tratamento devido a escassez de tecido. Willet et al,1998 relacionaram a
expressdo de Ki67 a resposta ao tratamento radioterapico; pacientes com melhor
resposta a radioterapia tiveram menores indices de Ki67. Ao contrario estudo
realizado por Palmiqvist et al,1999 n&o mostraram uma associacdo entre Ki67 e
resposta a radio e quimioterapia neoadjuvante em cancer de reto.

Marcadores prognosticos para cancer de reto ja foram estudados e os
resultados sdo ainda controversos. Roberts et al, 2005 relataram diferencas no
comportamento do Ki67 nos tumores de célon quando comparados aos de reto. Os
autores correlacionaram a fragdo positiva de nucleos contados =a 5% a melhor
progndstico para o cancer de reto, mas ndo para o cancer de colon. Garrity et al,
2004 também relataram uma associacdo entre baixa contagem de Ki67 e curto
intervalo de sobrevida para os pacientes com estadio Il de cancer colorretal.

Ao avaliarmos sobrevida e Ki67 observamos que o grupo com expressao de
Ki67 menor que 50% teve melhor sobrevida (p=0,041). Resultados semelhantes
foram encontrados por Salminen et al,2005 e por Forones et al ().Vieira et al,2000
também relataram em estudo que altos indices de proliferacéo celular do Ki67 estao
associados a maiores indices de recidiva tumoral e menor sobrevivéncia (38).

As diferencas encontradas podem ser decorrentes da interpretagcdo dos
percentuais de positividade, da metodologia realizada, assim como do local de
contagem das células, uma vez que alguns estudos preferem a leitura na
profundidade do tumor outros na superficie (ref). Alem disso medicacdes laxantes ou

enemas usados na preparacéo do intestino para cirurgias ou colonoscopias (Lehy et



al, 1984) e processos ulcerosos podem aumentar a proliferacdo da borda luminal
resultando também em maior expressédo do Ki67 (Palmigvist et al, 1999). Alguns
estudos também sugerem que a verdadeira taxa de proliferagdo seria resultado da
fracdo entre 0 numero de células em proliferacdo e o tempo para realizar o ciclo
celular. O método imunohistoquimico mede o nuamero de células em fase
proliferativa mas n&o o tempo do ciclo (Jansson A et al,1997; Van Oijen et al,1998).
Para estudar a fragdo de crescimento Duchrow et al,2003 avaliaram o nivel de
expressdo da proteina e 0 RNAmM e mostraram que uma alta expressédo da proteina
pode ser acompanhada de baixa expressdo de RNAm.

Na associa¢cao de marcadores tumorais separamos 0s mesmos como ambos
positivos e ambos negativos 63,7% dos pacientes com Ki67 e p53 negativos e
31,2% dos pacientes estavam vivos no término do estudo (p=0,16). Avaliando a
associacdo de marcadores quando pelo menos um marcador se encontrava
negativo ou quando pelo menos um marcador se encontrava positivo 92,3% e 47,3%

estavam vivos ao final do estudo.



VIl. CONCLUSOES

1. A positividade do p53 foi semelhante os tumores ressecados submetidos a

guimio e radioterapia quando comparados aos tumores néao tratados.

2. Pacientes com tumores p53 positivos tiveram sobrevida semelhante aos com

expressao negativa desta proteina.

3. O percentual de tumores ressecados submetidos a quimio e radioterapia prévia
expressaram Ki 67 em menor niumero quando comparados aos tumores nao

tratados.

4. Pacientes com tumores com expressao negativa K167 tiveram maior sobrevida.



VIIl. ANEXOS
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