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Resumo

Introducao: O céancer colorretal € um dos tumores mais comuns no
mundo atual. A sobrevida e o tempo livre de doenca estdo sendo cada vez
maiores gracas ao surgimento de novas drogas quimioterapicas. Marcadores
teciduais de progndstico poderdo contribuir para o melhor tratamento desta
doenca. As galectinas sao proteinas pertencentes a familia das lecitinas, que
se ligam a galactoses, contendo glicoconjugados através de sua afinidade por
B-galactosideo. Sua distribuicdo em tecidos sugere que tém funcéo importante
nos processos fisioldégicos, como diferenciacdo celular, adesao celular,
regulacdo do crescimento celular, e inibicdo ou inducdo da apoptose. A
galectina-3, ja estudada no cancer de tirdide, parece também ter um papel
importante no cancer colorretal.

Objetivos: Avaliar a imunoexpressao tissular da proteina galectina-3 em
pacientes com cancer colorretal submetidos a resseccao cirurgica e tratamento
quimioterapico adjuvante ou paliativo e correlacionar a expressao tissular desta
proteina com aspectos clinicos e de evolucao da doenca.

Casuistica e Método: Estudamos a imunoexpressao citoplasmatica da
galectina-3 em setenta e cinco adenocarcinomas colorretais. Os tumores foram
classificados quanto a coloracao citoplasmatica em 1 (menos que 50% de
células coradas) ou 2 (250% de células coradas). A positividade citoplasmatica
deste marcador foi comparada aos parametros clinicos e de evolucéo.

Resultados: Entre os pacientes, 40 eram do sexo feminino, a média de
idade foi de 61.98 anos (variando de 29 a 86 anos). Quanto a localizacao do
tumor, 42,6% eram de reto, 24% de célon esquerdo e 33,4% de célon direito.
Em relacdo ao estadio clinico, 33 eram estadio I, 32 estadio Ill e 10 estadio IV.

A imunoexpressao da proteina galectina-3 foi classificada como 1 em
57,33% dos tumores e 2 em 42,67%. Quanto maior o estadio clinico, maior o
percentual de células tumorais coradas (escore 2 em 60% dos tumores IV,
40,63% nos tumores estadio lll e 39,39% nos estadios I, sendo p=0,4899). Em
relacdo a sobrevida, pacientes com tumores com imunoexpressdo 1 da
galectina-3 mostraram uma maior sobrevida (65,96% dos doentes vivos sem
doencga com galectina-3 coloracdo 1 e 34,04% coloragdo 2). Em contrapartida

entre os pacientes que evoluiram com metastase ou recorréncia 52,63%
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apresentaram positividade das células com coloragéo 1 e 47,37% coloracao 2
(p=0.0465). Nos pacientes que faleceram pela doenca, 77,8% apresentaram
imunoexpressao da galectina-3 moderada a fortemente coradas.

Conclusao: Pacientes com imunoexpressao forte ou moderada da
proteina galectina-3 (classificacdo 2) em maiores proporcdes faleceram ou
evoluiram com recorréncia. Observou-se reducdo marginalmente significante
no risco de morte entre os pacientes com galectina-3 fraca ou nula
(classificacdo 1) quando comparado com tumores de pacientes com galectina-3
forte ou moderada. O estudo da imunoexpressao citoplasmatica da proteina
galectina-3 parece ser um fator progndstico nos tumores colorretais.

14
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O céancer colorretal € um dos tumores mais comuns na humanidade
perdendo apenas para pele, pulmao, préstata e mama. Porém, comparado aos
outros tumores a incidéncia estd aumentando gradativamente, tanto em
homens quanto em mulheres (Jemal e cols, 2007 e INCA, 2008).

O tratamento de escolha no cancer de coélon é a ressecc¢ao cirurgica,
e nos casos de tumores com acometimento linfonodal ou metastases a
distancia, a quimioterapia faz parte do tratamento adjuvante. Nos tumores de
reto médio e baixo a quimioterapia e a radioterapia sdo tratamentos pré-
operatérios, no sentido de minimizar as sequelas de colostomias definitivas
(Horn e cols, 1990). Também no pés-operatdério a quimioterapia e a
radioterapia sao feitas como tratamentos adjuvantes.

Os marcadores biol6gicos sao eficazes no sentido de antever o
prognéstico, a resposta ao medicamento e em alguns casos os efeitos
colaterais.

A galectina-3 é uma proteina marcadora de bom ou mau
prognéstico, dependendo do tipo de tumor e local acometido. No caso de
tumores de tirdide ja estd bem estudada (Matsuo e cols, 2004), e nestes
desempenha multiplas funcdes biolégicas, tais como, adesao celular,
proliferacdo, diferenciacdo e progressdao tumoral (Liu e cols, 2002). Os
trabalhos iniciais em tirdide mostraram que mais de 90% das les6es malignas
expressavam  galectina-3, expressao esta observada quase que
exclusivamente em carcinomas folicular e papilifero. Desta forma os autores
sugerem que a proteina galectina-3 € um marcador tumoral para cancer de
tirdide (Xu e cols, 1995). Estudos recentes mostram que a expressao da
proteina galectina-3 ndao é exclusiva de tumores malignos de tirdide, e esta
expressa em tumores de estdbmago, pancreas e eséfago (Okada e cols, 2006,
Shibata e cols, 2005 e Legendre e cols, 2003).

Nosso objetivo foi estudar a proteina galectina-3 e sua relagdo com
cancer colorretal, prognéstico e sobrevida.
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.1 - Objetivos

Avaliar a imunoexpressao tissular da proteina galectina-3 em
pacientes com cancer colorretal submetidos a resseccao cirurgica e tratamento
quimioterapico adjuvante ou paliativo.

Correlacionar a imunoexpressao tissular da proteina galectina-3 com

aspectos clinicos e de evolucao da doenca.
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Os canceres de célon e reto sdo muito comuns nos paises
ocidentais, como nos Estados Unidos, e menos comuns em regides do sul e
leste da Europa. E pouco freqliente na Grécia, Africa, Asia e em algumas
populacdes Latino-Americanas (Mincis, 2002).

Mundialmente, é a terceira neoplasia mais letal e a quarta causa de
morte entre os canceres. Quando analisamos apenas 0s paises desenvolvidos,
o cancer colorretal ocupa o segundo lugar em morte, provavelmente devido ao
estilo de vida dos paises em desenvolvimento (Jemal e cols, 2007 e INCA,
2008).

No Brasil o cancer colorretal figura entre as cinco primeiras causas
de morte por cancer, tendo-se observado um aumento consistente ao longo
das ultimas décadas (INCA, 2008). Nos homens é a quarta causa de morte por
neoplasia ocupando o quinto lugar em casos novos. A estimativa para 2008 é
de 12.490 casos novos em homens, 13,23/100.000 homens. Com relacéo as
mulheres, em 2008 o cancer colorretal ocupara o quarto lugar em casos novos
com 14.500 casos em estimativa (15 casos/100.000 mulheres).

Aproximadamente 95% das lesbes malignas colorretais sao do tipo
adenocarcinoma; os 5% restantes sado carcindides, leiomiossarcomas ou
liposarcomas.

Os adenocarcinomas sao subdivididos em bem diferenciados,
moderadamente diferenciados e pouco diferenciados.

Quanto a localizacdo, cerca de 40% dos canceres localizam-se no
reto, 30% no colon sigmédide, 15% no célon direito, 6-7% no transverso e 6-7%
no célon descendente. O cancer do anus representa somente 1% do total
(Boyle, 1997).

Como Berg cita em 2002, os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer colorretal sao:

a) ldade acima de 50 anos;

b) Histéria familiar de cancer de coélon e/ou reto;

c) Histéria pessoal pregressa de céancer de ovario,
endométrio e/ou mama;

d) Dieta com alto conteudo de gordura e de carne vermelha e
baixo teor de calcio;

e) Obesidade;
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f) Sedentarismo.

g) Doengas inflamatérias como a Retocolite Ulcerativa
Crbnica e a Doenca de Crohn.

h) Sindromes hereditéarias.

Dentre as sindromes hereditarias que cursam com alteracoes
intestinais, a Polipose Adenomatosa Familial (PAF) e o Céancer Colorretal
Hereditario sem Polipose (HNPCC) também estado na lista de fatores de risco
(Lynch, 1998).

A polipose adenomatosa familial € um distarbio hereditério
autossémico dominante onde os individuos afetados desenvolvem grande
namero de polipos desde a juventude havendo transformacédo maligna em
idade precoce. Na sindrome de Gardner estao presentes multiplos poélipos
associados a achados 0Osseos e cutaneos especificos, como tumores
desmoides, lipomas, cistos sebaceos e osteomas do ileo e da mandibula.
Até 6% dos canceres colorretais terdo origem em familias portadoras de
HNPCC, havendo uma predisposicao para tumores colénicos localizados no
cblon ascendente. O padrao de heranca é autossdémico dominante com alta
penetrancia (Lynch, 1998). Porém a maioria dos tumores colorretais é
casual, ou seja, ocorre sem nenhuma heranca genética, sem nenhum
familiar acometido anteriormente.

Em pacientes portadores de doenga intestinal inflamatéria
prolongada, o risco de cancer colorretal € aumentado de acordo com sua
extensao, intensidade e duragao da doenca. O risco é aumentado em 10% a
cada década na Retocolite Ulcerativa. Na Doenca de Crohn o risco é de 4 a
20 vezes o da populacéo geral (Forones, 2007).

O cancer colorretal é fruto do acumulo de mutagdes genéticas em
um determinado clone de células epiteliais do célon ou reto que resultam
numa vantagem de crescimento, ou mais especificamente, em uma falta de
resposta aos determinantes intercelulares e intracelulares de divisao,
diferenciacao e morte celular. O oncogene K-ras, 0s genes supressores
tumorais (APC, DCC e p53) e os genes reparadores do DNA ou MMR
(mismatch repair) que compreendem MSH2, MLH1, PMS1, PMS2 e MSH®6)
sao considerados de participagdo central no aparecimento de céncer
colorretal (Lynch, 1998).
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Podemos diagnosticar o cancer colorretal através de exames diretos
e indiretos. Como exemplo de exame indireto temos a pesquisa de sangue
oculto nas fezes e de métodos diretos temos os exames de deteccao por
imagem, sejam elas de raios-X ou endoscépicas.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes € sem davida o mais barato
de todos os métodos diagnédsticos, porém apresenta pouca sensibilidade e
especificidade (US Preventive Services Task Force, 2002). A baixa acuracia se
deve ao fato de que existem tumores malignos que n&o sangram, e em
contrapartida existem varias lesdées benignas que sangram. Mas sem duvida
tem seu valor, quando o usamos combinado a outro método diagnéstico e
como rastreamento em trabalhos populacionais (Vernon, 1996).

Um método direto de visualizacdo do cancer colorretal é o raio-x
contrastado (enema opaco). No caso de haver les6es tumorais do segmento de
tubo intestinal estudado, se notard uma imagem negativa da lesdo. A imagem
classica da neoplasia é a chamada “mordida da maga”. Este exame foi o
primeiro utilizado, e em algumas regides do Brasil ainda é o Unico método de
imagem diagndéstico. Também € o mais barato se compararmos com 0s outros
exames de imagem. O enema opaco possui baixa sensibilidade na deteccao de
lesbes pequenas.

A colonoscopia, feita com aparelho endoscoépico, é o exame padréao
de diagndstico do cancer colorretal. Quando bem indicada, enquadra-se
também nos exames chamados preventivos (no caso de serem encontrados
polipos adenomatosos).

Existem trés principais classificagdes para cancer colorretal: o
estadiamento TNM, o estadiamento de Dukes, e o de Astler-Coller.

O estadiamento clinico é feito a partir da peca obtida através da
resseccao cirdrgica e dos exames pré-operatérios para analise de
metastases a distancia.

O estadiamento TNM é realizado através da combinacdo do
tamanho do Tumor, Numero de linfonodos acometidos e se existem
Metastases a distancia. (UICC, 1992, Compton, 2003).
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Classificacao TNM

Tumor priméario (T)

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado

To Sem evidéncia do tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasao da lamina prépria

T4 Tumor invade a submucosa

T, Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor invade a subserosa ou tecidos nao-peritonizados pericolicos ou
perirretais

T4 Tumor invade outros érgaos ou estruturas / perfuracao

Linfonodos (N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

No Auséncia de metéstases linfonodais

N1 Até trés linfonodos regionais perirretais acometidos

N> Mais do que trés linfonodos regionais perirretais ou pericélicos
acometidos

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

Metastases (M)

Mo Sem metastases

M; Metastase a distancia

O estadiamento de Dukes é um estadiamento patolégico baseado
na ressecgao do tumor e nas medidas de profundidade e invasdo da mucosa
e da parede do tecido. Foi elaborado por C. E. Dukes em 1932 inicialmente
para cancer de reto (Dukes, 1932). J4 o estadio de Astler-Coller é uma
adaptacao do de Dukes, revisto por Astler e Coller em 1953, englobando
também os tumores a distancia, metastaticos (Astler e cols 1954).
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Classificacdao Dukes

A tumor limitado & mucosa e muscular

B tumor invade todas as camadas do intestino

C metastase em linfonodo independente da penetracao tumoral

Classificacao Astler-Coller

A tumor localizado na mucosa

B+ tumor limitado a muscular da mucosa

B, tumor invade até a subserosa

Bs tumor invade outros érgaos por continuidade

C1 tumor limitado a muscular da mucosa, porém com linfonodos acometidos

C. tumor invade até a subserosa, porém com linfonodos acometidos

Cs tumor invade outros 6érgdos por continuidade, porém com linfonodos

acometidos

D metastases a distancia

A tabela 1 mostra a comparacéao entre os trés estadiamentos existentes.

TABELA 1 - Comparacao entre os estadiamentos TNM, Dukes e Astler-

Coller

Estadio TNM Dukes Astler-Coller
0 Tis A A
I T1 NO MO A A
T2 NO MO B1
A T3 NO MO B B2
B T4 NO MO B B3
A T1 -T2 N1 MO C C1
B T3 -T4 N1 MO C C2-C3
lnc Tq N2 MO C C1-C2-C3
v Tq Ng M1 Sem definicao D

Tg/Ng — qualquer tamanho ou ndmero de linfonodos
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Macroscopicamente, os tumores colorretais sao lesdes polipoides,
friaveis, que sangram facilmente, Ulceras com bordas elevadas, duras e
invertidas ou lesdes deprimidas.

O fator mais importante, em termos de prognostico € o grau de
acometimento dos linfonodos no momento da resseccao primaria. Pacientes
com tumores confinados a parede intestinal e nédulos linfaticos negativos tém
uma chance de cura de 90%, no entanto, se ganglios linfaticos estao
envolvidos, a taxa de sobrevida em cinco anos cai para 40%. Se mais do que
trés ganglios estdo envolvidos, a sobrevida em cinco anos é de 15 a 26%
(Brasileiro Filho, 1998).

A maior parte destas neoplasias é passivel de resseccao cirdrgica.
A partir do laudo anatomo-patoldégico podemos estabelecer o tratamento
adjuvante baseado em quimioterapia e/ou radioterapia, € o progndstico do
doente.

A combinacdo de 5-fluorouracil (5FU) e Acido Folinico (AF) é a
primeira escolha em tratamento quimioterapico em nosso ambulatério. O 5-
fluorouracil foi o primeiro quimioterapico a ser usado em céancer colorretal. O
5FU é da familia das fluoropirimidinas, antimetabdlitos que inibem a enzima
timidilato sintetase dentro da célula, que € uma das responsaveis pela sintese
de DNA celular. Com isso ocorre uma inibicao da sintese de DNA e sintese e
funcédo do RNA (Grem, 1996).

O Irinotecano, que foi primeiramente chamado de CPT-11, € um
analogo da camptothecina, um alcaléide natural que inibe a enzima
topoisomerase. A inibicao desta enzima leva a parada da replicacao de DNA e
a morte celular (Takimoto e cols, 1996).

Outra droga muito usada é a oxaliplatina, o Unico anélogo da platina
com demonstrada acado anti-neoplasica no cancer colorretal. Seu mecanismo
de acao é semelhante ao da cisplatina, também um agente alquilante com o
DNA sendo o principal alvo, causando hidrélise intracelular (Diaz e cols, 1996).

As drogas mais modernas sdo as chamadas alvo moleculares, que
sdo imunoproteinas capazes de reconhecer e se ligar a antigenos tumorais
especificos (alvos) e desencadear respostas imunolégicas, poupando células
normais e provocando efeitos menos téxicos que a quimioterapia tradicional.

Esses novos agentes terapéuticos foram criados a partir dos avangos ocorridos
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nas técnicas de biologia celular e molecular. Uma das classes de drogas alvo
moleculares sdo os antiangiogénicos, como o bevacizumabe (Avastin®).

Todo tumor, para se desenvolver, necessita de suprimento
sanglineo para receber oxigénio e nutrientes, que chegam ao tumor através de
rica vascularizacao. A formagédo dos vasos recebe o nome de angiogénese e
as substancias que a estimulam sdo denominadas fatores de crescimento
endotelial vascular, o VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor). A
angiogénese esta envolvida na formagao tumoral, crescimento e metastase e o
VEGF tem um papel central na angiogénese normal e anormal. O
bevacizumabe € um anticorpo monoclonal humanizado recombinante que
neutraliza seletivamente a atividade biolégica do VEGF. O bevacizumabe
contém regides estruturais humanas, com regides de complementaridade de
um anticorpo murino humanizado, que se ligam ao VEGF, reduzindo a
vascularizacdo de tumores, inibindo assim o crescimento tumoral (Tonon e
cols, 2007).

O outro exemplo de droga alvo molecular é o cetuximabe (Erbitux®).
O cetuximabe é um anticorpo quimérico, que age como um antagonista
competitivo, ligando-se ao dominio extracelular do Epitelial Growth Factor
Receptor (EGFR), sendo que por meio dessa interagdo ocorre a regulagdao do
crescimento e proliferacdo celular. A ligacdo da droga ao EGFR impede a
ativacao do receptor e a via subsequiente de transmissao do sinal, o que resulta
na reducao, tanto da invasao de tecidos normais pelas células tumorais, como
na expansao do tumor para outros locais (Alekshum e cols, 2005).

Avancos no estudo da genética do cancer de célon mostram que
este tipo de cancer resulta de um acumulo de diversas transformacoes
genéticas, algumas responsaveis pelos resultados clinicos desfavoraveis e que
podem ser sugeridos como marcadores de tendéncia a uma recorréncia
tumoral.

Uma das novas descobertas da medicina é o uso da familia das
galectinas na avaliacdo do prognéstico e na diferenciagdo dos tumores quanto
ao grau de malignidade (Schoeppner e cols, 1995).

Uma das neoplasias mais estudadas com relagcdo a galectina é o
cancer de tiréide, principalmente o do tipo epitelial. Existem varios estudos
mostrando essa relagdo, como em Matsuo e cols em 2004 e Rosa e cols,
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2005. Além disso, existem estudos em neoplasias de ovario (Castronovo e
cols, 1996) e de mama (Van den Brule e cols, 1994).

Familia das Galectinas

As galectinas sao proteinas pertencentes a familia das lecitinas, que se
ligam a galactoses contendo glicoconjugados através de sua afinidade por B-
galactosideo (Barondes e cols, 1994). As galectinas estao presentes em todos
os vertebrados mamiferos em varios tipos de células. Dentro das células, foram
identificadas no citoplasma, nuacleo, superficie celular e no meio extracelular.
Sao secretadas pelas células por mecanismos independentes da classica
secrecao através do reticulo endoplasmatico/ complexo de Golgi (Krzeslak e
cols, 2004).

Sua distribuicdo em tecidos sugere que tém fungdo importante nos
processos fisioldgicos, como na diferenciacdo celular, na adesao celular, na
regulacdo do crescimento celular, e na inibicdo ou inducdo da apoptose
(Legendre e cols, 2003).

Foram identificados quatorze tipos de galectinas nos mamiferos. De
acordo com o tipo de ligacdo pelo carboidrato, as galectinas foram distribuidas
em trés subtipos: subtipo protétipo, subtipo tandem e subtipo quimera.
(Hirabayashi e cols, 1993). O subtipo protétipo agrupa as galectinas 1, 2, 5, 7,
10, 13 e 14, e o subtipo tandem agrupa as galectinas 4, 6, 8, 9 e 12. O subtipo
quimera é composto apenas da galectina-3, pois é a Unica a apresentar um
carboidrato seguido de um dominio rico em prolina/glicina.

A galectina-3 que anteriormente foi chamada de “proteina ligante de
IgE”, “CBP-35", “BP epsilon”, “MAC-2”, “L-29”, “hL-31” e “mL-34", entre outros
nomes, € expressa universalmente em tecidos normais e tecidos neoplasicos
(Shiro e cols, 1997).

A galectina-3 tem sido alvo de muitos estudos por apresentar uma
multifungdo, estando associada a diversos mecanismos moleculares
relacionados ao crescimento, diferenciacao e adesao celular, ao ciclo celular, a
resposta inflamatéria, a resposta imune, a apoptose, e ao crescimento e
metastatizacao tumoral (Liu e Rabinovich, 2005 e Inohara e Raz, 1995).

Existem evidéncias de que a expressao da galectina-3 esta relacionada

a progressao, invasao e metastase tumoral em uma série de tumores. Além da
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intensidade de expressao, sua distribuicdo na célula também esta relacionada
ao seu efeito no tumor. Enquanto a galectina-3 esta presente no nucleo, seu
efeito aparentemente é anti-tumoral (Paron e cols, 2003). J4 quando se
encontra no citoplasma seu efeito potencializa a progressdo do tumor (Dumic e
cols, 2006).

Aparentemente, a galectina-3 € uma proteina oncogénica multifuncional,
encontrada no nucleo, no citoplasma e também no meio extracelular. Apesar
de alguns estudos atuais mostrarem uma correlacao positiva da expressao da
galectina-3 com a agressividade do tumor e metastatizacdo no célon
(Schoeppner, 1995), outros estudos mostram uma regulacdo contraria
(Castronovo e cols, 1992).

No cancer colorretal os estudos estdo em fase inicial, com resultados

conflitantes.
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Ill - CASUISTICA E METODO




Ill.1 - Casuistica

O estudo foi realizado a partir da analise retrospectiva de prontuarios
de 75 (setenta e cinco) pacientes portadores de cancer colorretal atendidos no
Ambulatério de Gastro-Oncologia da Disciplina de Gastroenterologia Clinica do
Departamento de Medicina, da UNIFESP/EPM. Os pacientes selecionados
tiveram seu diagnéstico entre 1997 e 2001, e posteriormente foram
acompanhados por 5 anos quanto a evolugéao da doenca.

Esses pacientes foram submetidos a resseccao cirdrgica do tumor e
o material retirado foi o estritamente necessério.

Todos os pacientes que fizeram parte do estudo tinham realizado
cirurgia e apos estadiamento foram submetidos a quimioterapia adjuvante e/ou
paliativa. O esquema quimioterapico realizado foi o0 mesmo em todos os
pacientes, com 5FU e AF nas doses padronizadas pelo esquema Mayo (Haller
e cols, 2005). Os pacientes que estavam em tratamento adjuvante, ap6s o
término de seis ciclos de quimioterapia, foram acompanhados cada trés meses
no ambulatério com exame clinico geral, andlise do CEA e ultrassom e/ou
tomografia computadorizada de abdome/pelve. Os pacientes com diagnostico
de tumor metastatico nao ressecavel recebiam tratamento paliativo até
progressao da doencga, perda de condigdes clinicas ou toxicidade.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP-EPM), sob numero 0827/05.

Critérios de inclusao

o Diagnéstico de cancer colorretal tipo adenocarcinoma confirmado por
laudo anatomo-patolégico;

o Pacientes com dados acessiveis de idade, sexo, localizagdo do
tumor, grau de diferenciacao, estadio clinico e evolucéo;

o Auséncia de outros tumores sincrénicos;

o Estadio ll, lll ou IV;

o Tratamento com esquema quimioterapico adjuvante e/ou paliativo
com esquema Mayo.
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Critérios de exclusao

o Nao confirmacao de adenocarcinoma por anatomo-patolégico;

o Pacientes nos quais os dados de acompanhamento ndo puderam ser
encontrados;

o Presenca de tumores sincrénicos;

o Resseccao do tumor sem tratamento quimioterapico;

o Tratamento com outras drogas quimioterapicas além de 5FU e AF.

1.2 - Método

As 75 amostras de tecidos tumorais de foram fixadas em formalina a
10% e emblocadas rotineiramente em parafina. Foram realizados novos cortes
histolégicos, corados com hematoxilina-eosina (HE), revistos e revisados
histologicamente através de microscopia 6ptica comum e o anatomo-patolégico

confirmado.

Imunohistoquimica

Cortes histolégicos de aproximadamente 4um de espessura foram
aderidos em laminas tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma, Co.-
USA-A3648) deixadas em estufa a 60° C por 24 horas para melhor adesdo do
tecido.

Os cortes foram desparafinizados através de dois banhos de xilol a
temperatura ambiente por 15 minutos cada e hidratagdo em concentracdes
decrescentes de etanol absoluto até agua corrente. Posteriormente, a
recuperacao antigénica foi realizada através do uso da panela a vapor, em
tampao citrato, pH 6,0 por 30 minutos. As laminas foram resfriadas a
temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos.

Ap6s lavagem em agua corrente, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena utilizando-se solucdo de peroxido de hidrogénio a 10
volumes, quatro banhos de 5 minutos cada, e posterior lavagem de 10 minutos
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em agua corrente e com solugcédo tampao PBS pH 7,4.

A sequir, foi realizada a incubacdo com o anticorpo primario
antigalectina-3 (G5170, Sigma), diluido em titulo pré-estabelecido de 1:100, em
solugdo BSA 1% em PBS, pH 7,4, em camara Umida a 4 ° C por 18 horas. Apds
lavagem em tampé&o PBS por 3 vezes, foi utilizado o método da estreptavidina
ligada a biotina seguindo com incubacdo com anticorpo secundario biotinilado
(kit LSAB — Dako, Glostrup, Denmark) em camara Umida a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds a nova lavagem em tampao PBS, pH 7,4 por 3
vezes, foi realizada a incubagdo com o complexo streptavidina-biotina
peroxidase (kit LSAB-Dako, Glostrup, Denmark) em céamara umida a
temperatura ambiente por 30 minutos.

As laminas foram lavadas com solugdo tampao PBS pH 7,4 e a
reacao revelada com 60mg de Diaminobenzidina (DAB — Sigma, USA) diluido
em 100mL de PBS pH 7,2-7,6, acrescido de 2mL de peroxido de hidrogénio a
3% a temperatura ambiente por 5 minutos.

Posteriormente, foram lavadas em agua corrente e contra-coradas
utilizando-se hematoxilina de Harris. As laminas foram lavadas em agua
corrente, passadas em trés banhos de etanol absoluto, trés banhos de xilol e
montadas com laminulas e resina Entellan (Sigma) para analise em
microscopia optica comum.

Foram utilizados controles positivos e negativos para cada reacao
realizada.

A imunoexpressdo positiva para galectina-3 foi identificada pela
presenca de precipitado castanho-escuro no citoplasma das células do tecido
colorretal. Os casos foram classificados quanto a quantidade de células
positivas em 1 e 2, sendo:

e 1 (negativo a fraco): de nulo até 50% das células do
total da lamina apresentando coloragcdo castanho-
escura.

e 2 (moderado a forte): mais de 50% das células
apresentando a mesma pigmentacao.
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111.3 - Estatistica

As variaveis categoéricas foram apresentadas de forma descritiva em
tabelas contendo freqiiéncias absolutas e relativas. As variaveis continuas de
distribuicdo Normal foram descritas utilizando-se média e desvio padrdo. O
teste de Kolmogorov-Smirnov (Zar, 1984) foi aplicado para testar a normalidade
de variaveis quantitativas. Associagdo entre duas variaveis categéricas foi
testada utilizando-se teste Qui-Quadrado (Walker, 2002). Varidveis
quantitativas foram comparadas entre dois grupos independentes utilizando-se
teste t de Student para amostras independentes (Walker, 2002).

Todas as probabilidades de significancia (valores de p) apresentadas
sdo do tipo bilateral e valores menores que 0,05 s&o considerados
estatisticamente significantes. Valores de p entre 0,05 e 0,10 foram
considerados marginalmente significantes. O software SAS 9.1.3 (Statistical

Analysis System, Cary, NC, USA) foi utilizado na analise estatistica de dados.
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IV - RESULTADOS




Sexo dos Pacientes

No que se refere a distribuicdo quanto ao sexo, a amostra consiste em
75 pacientes, 35 (46,67%) do sexo masculino e 40 (53,33%) do sexo feminino.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos pacientes por sexo.

TABELA 2 - Distribuicao dos pacientes com cancer colorretal segundo

Sexo

Sexo N %
masculino 35 46,67
feminino 40 53,33
total 75 100
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Idade dos Pacientes

As idades dos pacientes variaram, entre 29 e 86 anos, com média de
61,98 anos. A Tabela 3 apresenta a média, maior e menor idade e diferenca
entre grupos de maior e menor idade que 50 anos.

TABELA 3 - Média e outras variaveis da idade dos pacientes com cancer

colorretal
N %

< 50 anos 16 21,33
> 50 anos 59 78,67
maior idade 86

menor idade 29

média 61,98

mediana 64

desvio padrao 12,24

Kolmogorov-Smirnov test: aceito Normal (p= 0,485)
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Localizacao do tumor

Quanto a distribuicdo dos tumores no colon e reto, 25 (33,4%) eram de
célon direito, 18 (24%) de cdblon esquerdo, e 32 eram de reto (42,6%). A tabela

4 mostra os valores e as porcentagens.

TABELA 4 - Distribuicao quanto a localizacao do tumor colorretal

Localizacao no Célon N %
direito 25 33,4
esquerdo 18 24,0
reto 32 42.6
total 75 100
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Classificacao histopatoldgica

A amostra foi classificada também pelo grau de diferenciacdo: 30 (40%)
adenocarcinomas bem diferenciados, 40 (53,33%) moderadamente e 5 (6,66%)
pouco diferenciados. A tabela 5 mostra a distribuicdo quanto a classificagao

histopatoldgica.

TABELA 5 - Distribuicao quanto a classificacao histopatologica da
diferenciacao do tumor colorretal

Classificacao N %
bem diferenciado 30 40
mod. diferenciado 40 53,33
pouco diferenciado 5 6,66
total 75 100
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Estadio dos Pacientes

Na amostra estudada 33 pacientes eram estadio Il (44%), 32
estadio lll (42,67%) e 10 pacientes estadio IV (13,33%). A tabela 6 apresenta

os dados.

TABELA 6 - Distribuicao dos pacientes com céncer colorretal segundo

estadio clinico

Estadio N %

| 33 44,0

i 32 42,67
v 10 13,33
total 75 100
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Situacao atual dos pacientes

A Tabela 7 apresenta a situacédo atual dos pacientes ao final do estudo:
47 (62,67%) estado vivos sem doenca (VSD), 19 (25,33%) vivos com doenca
(VCD) e 9 (12%) faleceram. A média de tempo de acompanhamento foi de 39

meses, variando de 1 a 84 meses.

TABELA 7 - Distribuicao dos pacientes com cancer colorretal pelo estado

atual
Sobrevida N %
VSD 47 62,67
VCD 19 25,33
OPD 9 12
total 75 100
VSD: vivo sem doenca VCD: vivo com doenca

OPD: 6bito pela doenca
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1IV.1 - Resultados Obtidos em relacao a proteina galectina-3

FOTOMICROGRAFIA 1 — Tecido neoplasico colorretal corado com HE
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FOTOMICROGRAFIA 2 — Tecido neoplasico colorretal corado com HE

mostrando imunoexpressao positiva para proteina galectina-3.

A imunoexpressao positiva é identificada pela presenca de precipitado

castanho escuro no citoplasma das células.

Aumento de 400x em microscopia Optica comum.
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Distribuicao da proteina galectina-3 na amostra

Na tabela 8 observa-se a distribuicdo da galectina-3 entre os pacientes.
Quarenta e trés (57,33%) tumores apresentaram coloracdo negativa ou fraca
(classificadas como 1) e 32 (42,67%) classificagdo 2, ou moderado a forte.

TABELA 8 - Distribuicao dos tumores colorretais quanto a classificacao

da proteina galectina-3

Classificacao N %

1 43 57,33
2 32 42,67
total 75 100
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Relacao da proteina galectina-3 com idade

A proteina galectina-3 nao apresentou associacao (p=0,2155) com a

idade (maior ou menor que 50 anos), como mostramos na Tabela 9.

TABELA 9 - Relacado da idade dos pacientes com céncer colorretal e a

expressao da proteina galectina-3

Classificacao

Idade 1 2 Total
% N % N
< 50 7 43,75 9 56,25 16
> 50 36 61,02 23 38,98 59
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p= 0,2155
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Relacao da proteina galectina-3 com sexo

A tabela 10 mostra a relacao da proteina galectina-3 com os sexos, sem

mostrar diferenca estatistica.

TABELA 10 - Relacao entre a proteina galectina-3 e sexo dos pacientes

com cancer colorretal

Classificacao

Sexo 2 Total
N % N % N
masculino 19 54,29 16 45,71 35
feminino 24 60,0 16 40,0 40
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p=0,6177
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Relacao da proteina galectina-3 com local do tumor

A tabela 11 mostra a relacao da proteina galectina-3 com a localizacao

do tumor, sem mostrar diferenca estatistica.

TABELA 11 - Relacao entre a proteina galectina-3 e local do tumor

Classificacao

Local 1 2 Total

N % N % N
coélon D 16 64,0 9 36,0 25
colon E 11 61,12 7 38,88 18
reto 16 50 16 50 32
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p= 0,532
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Relacao da proteina galectina-3 com a classificacao histologica do tumor

A tabela 12 mostra a relagcdo da proteina galectina-3 com o grau de

diferenciacao do tumor sem mostrar diferenca estatistica.

TABELA 12 - Relacao da proteina galectina-3 com a classificacao

histologica

Classificacao

Classificacao 2 Total
N % N % N
bem dif. 19 63,33 11 36,66 30
mod. dif. 21 52,50 19 47,50 40
pouco dif. 3 60 2 40 5
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p=0,583

46



Relacao da proteina galectina-3 com estadio clinico dos pacientes com

cancer colorretal

A relagdo da galectina-3 e o estadio da doenca ndo mostrou relacéo

estatistica significante (tabela 13).

TABELA 13 - Relacao entre a proteina galectina-3 e estadio clinico da

doenca
Classificacao

Estadio 1 2 Total

N % N % N
| 20 60,61 13 39,39 33
]} 19 59,38 13 40,63 32
v 4 40,0 6 60,0 10
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p= 0,4899
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Relacao da proteina galectina-3 com a sobrevida dos pacientes com
cancer colorretal

A tabela 14 mostra a relagdo da sobbrevida clinica dos doentes (Vivo
Sem Doenga, Vivo Com Doenca e Obito) com a classificagdo da proteina
galectina-3. Notamos associacao entre as variaveis galectina-3 e sobrevida dos
pacientes. Os pacientes com classificacdo 1 (fraca ou nula) tiveram sobrevida
maior (65,96%). Em comparagdo os classificados como galectina-3 forte ou
moderado (2) tiveram maior porcentagem de o6bito pela doenca (77,78%).

TABELA 14 - Relacao da proteina galectina-3 com sobrevida dos
pacientes com cancer colorretal

Classificacao

Sobrevida 1 2 Total
N % N % N
VSD 31 65,96 16 34,04 47
VCD 10 52,63 9 47,37 19
OPD 2 22,22 7 77,78 9
total 43 32 75
Teste qui-quadrado p= 0,0465 VSD — vivo sem doenga

VCD - vivo com doenca
OPB - 6bito pela doenga
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Relacao da proteina galectina-3 com a presenca ou auséncia de

metastases

Do total de pacientes, 30 apresentaram metastases (sendo que a
distribuicdo da galectina-3 foi proporcional para ambos os valores). Dos
doentes que ndo apresentavam metastases, 28 eram negativos ou fracamente
positivos (1) e 17 eram forte ou moderadamente positivos (2). A tabela 15

mostra esses valores e suas porcentagens.

TABELA 15 - Relacao da proteina galectina-3 com a presenca ou auséncia
de metastases

Classificacao

Metastases 1 2 Total
N % N % N
sim 15 50 15 50 30
nao 28 62,22 17 37,78 45
total 43 32 75

Teste qui-quadrado p=0,2944
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IV.2 - Analise de regressao multipla de Cox

Ao nivel de significancia de 5% observou-se reducao marginalmente

significativa no risco de morte para pacientes com classificacdo 1 comparando-

0s com pacientes com classificacao 2 apds ajustar pelas variaveis idade, sexo,

local, estadio em analise de regressdo multipla de Cox.
(RRajustado=0.210 1C 95%.037 - 1.202 P=0,0795).

TABELA 16 - Analise de regressao multipla de Cox

Variavel Desvio Qui- P RR Intervalo de Confianca
Padrao quadrado (IC 95%)

idade 0,03320 2,4034 0,1211 0,950 0,890 1,014
sexo 0,79945 0,0381 0,8452 1,169 0,244 5,601
coélon D 1,09445 0,0489 0,8250 0,785 0,092 6,706
colon E 0,94152 0,6086 0,4353 2,084 0,329 13,195
estadio Il 0,85335 0,4311 0,5114 0,571 0,107 3,041
estadio lll 1,17653 0,1266 0,7220 1,520 0,151 15,250
galectina-3 0,88991 3,0753 0,0795 0,210 0,037 1,202

RR: razéo de risco
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IV.3 - Curvas de Sobrevida

Curva de sobrevida e localizacao do tumor

No gréafico 1 vemos a relacdo entre a localizacdo da neoplasia (célon
direito, esquerdo e reto) e a sobrevida em 5 anos dos pacientes com cancer
colorretal. Nao houve diferenga estatistica (p= 0,6361).

GRAFICO 1 — Curva de sobrevida em 5 anos em relagédo a localizacio da
neoplasia dos pacientes com cancer colorretal
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Curva de sobrevida em relacao ao sexo

Em relacao ao sexo também nao tivemos diferenca estatistica quanto a
sobrevida, p= 0,9828.

GRAFICO 2 - Curva de sobrevida em 5 anos em relagdo ao sexo dos

pacientes com cancer colorretal
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Curva de sobrevida em relacao ao estadio clinico

O grafico 3 mostra que nao foi observada diferenca estatistica entre o

estadio clinico dos pacientes e a sobrevida.

GRAFICO 3 - Curva de sobrevida em 5 anos em relagéo ao estadio clinico
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Curva de sobrevida em relacao a imunoexpressao da galectina-3

Em relagao a classificacao da proteina galectina-3 com a sobrevida

dos doentes notamos, no grafico 4, uma diferenga marginalmente significativa

entre os grupos de galectina negativa ou pouco positiva (1) e o grupo de

galectina fortemente positiva (2).

GRAFICO 4 - Curva de sobrevida em 5 anos em relagao a classificacdo da

galectina-3
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V — DISCUSSAO




O cancer colorretal é um das neoplasias mais freqlentes do mundo
ocidental. A sua incidéncia é provavelmente associada a fatores dietéticos,
como alta ingestdo de gorduras e alcool, e baixa ingestao de fibras. Em
associacao, fatores genéticos e as doencas inflamatérias do intestino
(Retocolite ulcerativa e doenca de Crohn) aumentam os riscos de algumas
pessoas desenvolverem cancer colorretal (Kayser e cols, 2002).

Analisando-se os prontuarios, os pacientes do estudo estavam em fases
de tratamento diferentes, alguns se encontravam em quimioterapia adjuvante
ou paliativa, alguns ja tinham recebido alta ambulatorial apds cinco anos de
acompanhamento e outros haviam falecido.

Neste estudo analisamos a imunoexpressao da proteina galectina-3 no
cancer colorretal pela técnica de imunohistoquimica e sua relacdo com
evolucao clinica e sobrevida. A grande vantagem da imunohistoquimica é a
realizacdo com tecidos ja retirados e emblocados em parafina, ao contrario de
outras técnicas, como as de biologia molecular, que necessitam de
armazenamento em nitrogénio liquido ou em freezers a - 80° C. Além disso, o
custo de um estudo utilizando este método € menor. Por outro lado, as
variagdes encontradas na expressdo de cada proteina em um mesmo tecido,
as dificuldades de padronizacao das técnicas de preservacdo dos tecidos,
assim como da maioria dos testes de imunohistoquimica, dificultam a
comparacao entre os estudos.

Nao foram incluidos pacientes estadio | pela padronizagédo do grupo de
pacientes estudado, uma vez que soO utilizamos os dados de pacientes que
realizaram tratamento quimioterapico.

A populagdo estudada foi constituida de 75 individuos com céancer
colorretal, os pacientes estudados tiveram em média 61,98 anos, que equivale
a média apresentada na literatura, como sendo a sexta década de vida a mais
incidente de cancer colorretal (INCA, 2008 e Jemal e cols, 2007). A proporcao
entre os sexos foi semelhante, com uma variagdo nado estatisticamente
significante, como observamos em outros estudos publicados, inclusive na
prépria instituicdo (Jemal e cols, 2007; Roque e Forones, 2006). Essa
igualdade é possivelmente explicada pelas semelhancgas entre dietas e habitos
de vida de ambos 0s sexos.

56



Quanto a localizacdo do tumor, em nosso estudo, verificamos que a
maioria localizou-se no lado esquerdo (célon esquerdo e reto), mantendo a
proporcdo estudada também por outros autores, como Goldberg (2000) e
DeVita e cols (2005).

Em relacdo ao grau de diferenciacdo celular obtivemos amostras
semelhantes em numero de bem diferenciadas e moderadamente
diferenciadas. Apenas 7% da nossa amostra foram pouco diferenciadas. Os
dados de literatura sobre as diferencas em relacéo a diferenciagao celular dos
tecidos tumorais é um tema controverso devido a variacdo observada entre
patologistas quanto a avaliacdo. Como Harms e cols em 2000 descreveram,
numa mesma amostra de tumor, a concordancia quanto ao grau de
diferenciacao entre trés patologistas diferentes sera apenas de 44%.

A média de tempo de acompanhamento de nossos pacientes foi de 39
meses, tendo variado de 1 més a 84 meses.

Em nosso estudo, obtivemos uma amostra semelhante de pacientes
com tumores estadios Il e lll, e 13,33% estadio IV, metastaticos ao diagndéstico.
A alta sobrevida no estadio IV foi em decorréncia do grupo escolhido de
pacientes para o estudo. Todos os pacientes com tumores estadio IV tinham
tido o tumor primario e a(s) metastase(s) ressecados para manter a igualdade
em relacao a realizagdo de quimioterapia com os estadios Il e Ill. A sobrevida
mostrada pelo nosso grupo estadio IV vai de encontro ao estudado por Fong e
cols em seu trabalho de 1999, onde mostra que os tumores de célon estadio IV
com resseccao da metastase hepatica tém melhor sobrevida comparada aos
pacientes estadio IV sem resseccdo da metastase. Fong e cols obtiveram
sobrevida em 5 anos de 37%, e em 10 anos de 22%.

Todos os individuos foram submetidos a quimioterapia com 5-fluorouracil
e acido folinico por 5 dias a cada 28 dias, por infusdo em bolus, por 6 meses.
Embora outros esquemas quimioterapicos com drogas mais ativas como a
oxaliplatina e o irinotecano foram aos poucos sendo prescritas em nosso
servico, optamos por incluir pacientes que tivessem usado as mesmas drogas
para que se evitasse analisar de forma equivocada resultados entre
imunoexpressao da proteina galectina-3 e evolugdo da doenca. Este fator de
inclusdo nao foi dificil de ser mantido, porque durante muito tempo, estas
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drogas eram as unicas padronizadas nas instituicdes publicas no tratamento do
céancer colorretal avancado.

A galectina-3 foi estudada também em outros tumores, como tiredide, e
no sistema digestério, em pancreas, eséfago e estbmago. Sendo util em alguns
casos na confirmacao diagnéstica e em outras como marcador de prognéstico.
Na maioria das vezes esta proteina é estudada no tecido tumoral, por
imunohistoquimica ou por biologia molecular, mas alguns autores como lurisci
e cols (2000) pesquisaram os niveis desta proteina no soro.

lurisci e cols (2000) determinaram os niveis de galectina-3 no soro de
pacientes com diversos tipos de cancer (mama, gastrointestinal, pulmao,
ovario, melanoma e linfoma nao Hodgkin) e compararam aos niveis
encontrados em pacientes saudaveis. Entre os 99 individuos estudados, baixos
niveis de galectina-3 foram observados na populacdo sem cancer (média de
62ng/ml) quando comparados a individuos com cancer (p=0,014). Também
pacientes com doenca metastatica tinham niveis mais altos desta proteina
sérica (média de 320 ng/ml) em relagdo aos pacientes com doenca localizada.
Os autores concluem que a galectina-3 circulante possa ser Util no diagndstico
de progressao tumoral e sugerem a possibilidade de se estudar a galectina-3
sérica na deteccao precoce de tumores.

Rosa e cols em 2005 mostraram associacdo entre carcinoma de
tiredide e expressao de galectina-3 no tecido. O estudo foi feito analisando-se
66 casos de neoplasias epiteliais foliculares e os resultados mostraram
sensibilidade de 60%, especificidade de 83%, 91% de valor preditivo positivo e
42% de valor preditivo negativo. Com esse trabalho Rosa e cols concluiram
que o estudo desta proteina pode ajudar no diagnéstico de carcinoma de
tiredide de interpretacdo duvidosa, possibilitando diagndstico diferencial entre
adenomas e cancer.

Em esobfago foi demonstrado que a expressao de galectina-3 no nicleo
de células tumorais pode ser um parametro biol6gico importante relacionado ao
prognéstico. Tumores indiferenciados (p=0,0064) e com invasado vascular
(p=0.030) apresentaram maior expressao da proteina em pacientes com cancer
de células escamosas (Shimamura e cols, 2002).

No adenocarcinoma de péancreas, Shimamura e cols, em 2002

estudaram 104 tumores ressecados cirurgicamente e analisaram a expressao
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da proteina galectina-3 de acordo com a intensidade da coloracao
citoplasmatica. A expressdo da mesma foi menor nos tumores avancados. Os
autores correlacionaram esta proteina com o estddio T (p=0.01), com o
comprometimento linfonodal (p=0.04), com a presenca de linfonodos (p=0.001)
e com a diferenciagéo tumoral (p=0.006). A sobrevida também foi pior no grupo
com expressao baixa de galectina-3 (p=0.004).

No cancer colorretal, a semelhanca do observado no cancer de esbfago,
e ao contrario do observado no céncer de pancreas, a maior expressao da
galectina-3 parece estar relacionada a pior prognéstico. Legendre e cols (2003)
em um trabalho com cancer colorretal mostraram que o valor prognéstico da
galectina-3 estd no componente epitelial do tumor em estadios iniciais deste
cancer. Estudaram 99 tecidos tumorais, e mostraram que niveis aumentados
de galectina-3 foram associados a pior prognostico em estadios clinicos iniciais
de céancer colorretal, Dukes A e B (p=0,002), mas ndao nos estadios clinicos
mais avancados (Dukes C e D).

Na andlise da distribuicao dos tumores de nosso estudo, em relacao a
positividade da galectina-3, verificamos que pouco mais que a metade
(57,33%) teve coloragédo fraca ou nula e o restante moderada ou forte. Nao
observamos relacdo entre a imunoexpressdo de galectina e sexo, idade,
localizagdo ou grau de diferenciacdo. Em relagdo ao estadio clinico, 60% dos
tumores estéadio Il tiveram coloragéo fraca ou nula 1 de galectina-3 enquanto
entre os tumores estadio IV este percentual foi de 40%. Entre os pacientes que
ndao desenvolveram metastases também observamos menor percentual de
tumores com coloracao forte ou moderada da proteina. No entanto estas
diferencas nao foram estatisticamente significantes (p=0,4899 e p=0,6620
respectivamente). A relacao entre o estadio clinico dos pacientes e o resultado
obtido na coloracdo da galectina-3 mostrou que os tumores estadios Il e lll
apresentaram uma coloracdo citoplasmatica mais clara ou nula mais
frequentemente enquanto no estadio 1V, ocorreu o inverso. Possivelmente nao
houve significancia estatistica devido ao niumero pequeno de tumores estadio
IV, ou ainda pelo fato destes tumores embora metastaticos, serem lesbes
Unicas e passiveis de resseccao, portanto de melhor prognéstico.

Nossos resultados foram semelhantes aos descritos anteriormente

por Sanduan e cols de 1997 e Schoeppner e cols em 1995.
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SanJuan e cols em 1997 estudaram a galectina-3 no nudcleo e no
citoplasma de tecidos de céancer colorretal e também em tecidos de adenoma e
de mucosa normal. Os achados foram discordantes aos descritos para cancer
de pancreas. A expressao no citoplasma foi maior nos tumores avancados.
Porém no ndcleo ocorreu o inverso, quanto mais tardio o estadio do tumor,
mais negativa foi a expressao da galectina-3. Seus resultados indicaram que as
expressdes da galectina-3 no citoplasma e no ndcleo ndao sao paralelas na
progressdao do cancer colorretal e que possivelmente tenham significados
biolégicos diferentes. Os autores encontraram imunopositividade no citoplasma
(fortemente positivo) em 64% dos canceres colorretais estudados,
representando um percentual maior quando comparado com a mucosa normal.
Também quando os carcinomas foram estratificados de acordo com o estadio
houve relagdo estatisticamente significante entre estadio clinico, e expressao
da galectina-3 no citoplasma. Nos estadios mais avancados (lll e 1V) a
expressao da galectina-3 foi mais frequente (76%) quando comparada com 0s
estadios iniciais (I e Il) e esta diferenca foi estatisticamente significante. No
entanto, ndo houve diferenca entre imunoexpressao da proteina galectina-3 e
tempo livre de doenca ou sobrevida.

Optamos pelo estudo da galectina-3 no citoplasma porque é a
forma mais comumente estudada desta proteina nos tumores. Para
comparacao com o trabalho de SanJuan e cols, fizemos a analise da proteina
galectina-3 no nucleo das células dos tecidos de cancer colorretal de nosso
estudo. Como SanJuan e cols (1997) ndao obtivemos significancia estatistica
em relacdo a sobrevida (p=0,311). A relacdo entre a proteina galectina-3 e o
estadio clinico da doenca em nosso trabalho, porém, nao apresentou
significancia estatistica (p=0,133).

Em nosso estudo observamos uma diferengca marginalmente
significante na diminuicdo do risco de morte entre os doentes com tumores
classificacdo 1 quando comparado com os de classificacdo 2 (p=0,0795). Em
relacdo a expressao da galectina-3 e evolugcdo da doenca, o percentual de
tumores positivos fortes e moderados entre os 6bitos foi de 78%, contra 47%
nos vivos com doenca € menor nos vivos sem doenca (34%), sendo

estatisticamente significante com p=0,0465.
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Nossos resultados também vao de encontro ao mostrado por
Schoeppner e cols em 1995 que encontraram maior sobrevida nos pacientes
com tumores grau 1 em relacdo aos graus 2 e 3 (p= 0,021). Estes autores
atribuem a dificuldade de se obter resultados estatisticamente significantes a
heterogeneidade da expressdo da galectina-3 no céancer colorretal. Essa
heterogeneidade, enfatizam os mesmos, € freqliente no cancer colorretal
humano, e por isso os estudos realizados com esse material devem ser
realizados com um grande numero de amostras de tecido. Também dao como
explicacao para o fato de terem obtido dados estatisticos significativos o fato de
terem usado um método semiquantitativo de classificagcao histopatologica, com
uma média numérica da coloracao apresentada pelo tecido.

Apesar dos avancos, no cancer colorretal o estadio clinico é na
pratica diaria o unico determinante do prognéstico e da necessidade de
tratamento quimioterapico e/ou radioterapicos complementares. Novos
marcadores teciduais que possam auxiliar na avaliacdo progndéstica ou mesmo
contribuir na elaboracdo de medicacbdes alvo poderdo auxiliar o médico e o

paciente.
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VI — CONCLUSOES




A imunoexpressao de galectina-3 foi moderada ou forte em 42% dos

tumores colorretais, sendo nas demais fraca ou nula.

Nao se observou correlacdo entre a imunoexpressdo de galectina-3 e
sexo, idade, estadio, local e presenca de metastases.

Pacientes com imunoexpressao forte ou moderada de galectina-3 em

maiores proporgdes foram a ébito ou evoluiram com recorréncia.

Observou-se reducao marginalmente significante do risco de morte entre
0s pacientes com galectina-3 fraca ou nula quando comparado com
tumores de pacientes com galectina-3 forte ou moderada.
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VIL.1 - Carta de Aprovacio do Comité de Etica Institucional

UNIFES

Liniversidade Federal de 580 Pawlo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicing Hospital 580 Pawio

Sao Paulo, 29 de julho de 2005
CEP 0827/05
[Imo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) LUCIANA ZAIA DELLA NEGRA POVEGLIANO

Co-Investigadores: Ricardo Artigiani Neto, Nora Monoukian Forones (orientadora)
Disciplina/Departamento: Gastroenterologia/Medicina da Universidade Federal de Séo
Paulo/Hospital Sao Paulo

Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Estudo da expressao de TS, p-53 e E2F-1 em pacientes
com cancer colorretal”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Retrospectivo, com material estocado.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, desconforto minimo, sem procedimento
invasivo.

OBJETIVOS: Avaliar a expresséo da timidilato sintase, p53, DPD e E2F-1 em tecidos tumorais
de pacientes com cancer colorretal. Correlacionar os niveis desses marcadores com o grau de
resposta ao 5FU em pacientes com céncer colorretal.

RESUMO: Seréao avaliados, retrospectivamente, 100 pacientes com céancer colorretal (CCR),
qguanto a evolugéao clinica ap6s 3 anos e sub-divididos em 5 grupos, de acordo com o estadio
da doenca ( estadio Il, Il, 1V), submetidos a quimioterapia adjuvante com 5FU, com ou sem
sinais de recorréncia. Doentes com CCR em estadio IV sera avaliado o percentual de resposta
e a sobrevida. Serd empregado o método imuno-histoquimico para avaliagéo de TS, p53 e
E2F-1. A expressao das proteinas TS e p53 serdo quantificadas pelo percentual de células
positivas e as caracteristicas das expressoes das proteinas , se focal ou difusa. A expressao de
E2F-1 sera quantificada contando se 2000 células por caso. Apenas o padrao nuclear é
considerado positivo. As células tumorais mostrando padrao amarronzado serdo consideradas
positivas, independente da intensidade da coloracao.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo fundamentado, visando avaliar a expressao de
marcadores tumorais e correlacionar com a resposta a quimioterapia.

MATERIAL E METODO: Serao utilizados blocos de parafina de material tumoral ( apresenta
carta de autorizagio do Departamento de Patologia da UNIFESP).

TCLE: Nao apresenta TCLE.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo - R$ 2000,00.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 29/7/2006 e 29/7/2007.

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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UNIFEEF

Liniversidade Federal de 580 Pawlo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicing Hospital 580 Pawio

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e
esclarecido. Nestas

circunstancias a incluséo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta
do Comité, apds andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro
por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sdo Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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UNIFES

Liniversidade Federal de 580 Pawlo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicing Hospital 580 Pawio

Sao Paulo, 1 de abril de 2008.
CEP 0827/05
CONEP
[Imo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) LUCIANA ZAIA DELLA NEGRA POVEGLIANO
Disciplina/Departamento: Gastroenterologia/Medicina da Universidade Federal de Sao
Paulo/Hospital Sao Paulo

Ref: Projeto de pesquisa agora intitulado: “Imunoexpressao da proteina galectina-3 no
cancer colorretal e sua relacao com sobrevida™.

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo
ANALISOU ¢ APROVOU Emenda 1 (versao de 26/fev/2008) do projeto de pesquisa acima
referenciado.

v

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo

OBS: Informamos que, de acordo com a carta Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 ndo ha
necessidade do parecer da CONEP para emendas aos protocolos, salvo quando o CEP solicitar. Nos projetos de
Grupo | e Il, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las a ANVISA junto com o parecer aprobatério do
CEP/UNIFESP.

"Ressaltamos que é de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgacdo dos processos e/ou resultados
obtidos nesta pesquisa, se os mesmos sao potencialmente patenteaveis ou passiveis de outras formas de protegao
intelectual/industrial. A protecéo por meio do depdsito de patente, ou de outras formas de protecdo da propriedade
intelectual, evita a agéo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da publicagdo dos resultados da
pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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VII.2 - Caracteristicas dos pacientes com cancer colorretal estudados

PACIENTE | SEXO | DIAGNOSTICO| IDADE |LOCAL |GRAU |ESTADIO | GALECTINA-3 | SITUACAO | T.ACOMP.
(em anos) (meses)
1 F 02/2000 43 R mod I 2 VSD 5
2 M 05/1999 70 R bem I 1 VSD 29
3 M 09/1998 59 R bem I 1 VCD 52
4 M 09/1999 75 R mod I 1 VSD 41
5 M 07/1998 86 R mod Il 1 VCD 19
6 F 06/1999 71 R pouco v 2 VCD 56
7 M 05/2001 55 D mod I 2 VSD 40
8 M 09/1997 63 E bem Il 2 OBITO 78
9 M 08/2000 46 D pouco Il 1 VSD 60
10 M 12/1998 69 R mod v 2 VCD 17
11 M 05/1997 74 E bem Il 2 VSD 47
12 M 11/2000 59 R mod Il 1 VSD 13
13 F 01/2001 49 D mod Il 1 VSD 55
14 M 09/2000 56 R mod Il 1 VSD 6
15 F 04/1997 51 R mod Il 1 VSD 60
16 M 04/1998 41 D mod v 1 VCD 16
17 F 07/1998 71 R bem Il 1 VCD 15
18 F 10/1998 59 E bem I 1 VSD 51
19 F 03/1999 50 R pouco 11 2 OBITO 4
20 M 10/2000 73 E bem Il 1 VSD 55
21 M 02/2000 64 E bem I 1 VSD 46
22 F 09/1999 66 D bem v 1 VCD 1
23 F 09/1998 74 R bem Il 1 OBITO 24
24 F 06/1997 73 R bem Il 1 VSD 42
25 F 01/2001 49 D mod Il 2 VSD 3
26 M 08/1999 37 E mod I 2 VSD 60
27 F 06/1998 69 R mod Il 2 VSD 60
28 M 04/1998 60 E mod I 2 VSD 60
29 M 07/1997 74 E mod I 1 VSD 60
30 M 08/1998 79 E bem Il 1 VSD 8
31 M 07/1997 68 E bem I 1 VCD 47
32 M 01/1998 59 E mod Il 1 VSD 11
33 F 04/1997 63 D mod I 1 VCD 60
34 M 06/2000 49 R bem Il 2 VSD 5
35 F 04/1998 51 E mod Il 2 OBITO 55
36 F 05/1997 72 D pouco v 1 VCD 60
37 F 10/1999 77 D mod I 1 VSD 23
38 F 10/1997 82 E bem I 1 VSD 4
39 M 09/1997 51 D mod I 1 VSD 60
40 M 06/1998 72 R bem I 2 VCD 15
41 M 09/1998 59 D mod 1] 1 VCD 44
42 M 04/2000 35 R mod v 1 OBITO 9
43 M 08/1998 67 R bem Il 2 VSD 18
44 M 02/2000 47 R mod Il 2 VCD 39
45 M 11/1997 71 E mod Il 1 VSD 60
46 M 01/2000 68 E mod Il 2 VSD 69

68




PACIENTE | SEXO | DIAGNOSTICO | IDADE |LOCAL |GRAU |ESTADIO | GALECTINA-3 |SITUACAO | T.ACOMP.
(em anos) (meses)
47 M 12/1998 48 D bem Il 2 OBITO 49
48 M 11/1999 59 R mod Il 1 VSD 41
49 M 11/2000 48 D pouco Il 1 VSD 54
50 F 06/1999 75 R bem Il 1 VSD 72
51 F 12/1999 70 D mod Il 2 VSD 60
52 M 12/1998 73 R mod Il 2 OBITO 27
53 M 12/1998 67 D mod Il 2 OBITO 27
54 F 06/2000 75 D bem Il 1 VCD 12
55 F 01/2001 51 D bem 1 1 VSD 56
56 F 05/1999 76 D mod 1 2 VSD 60
57 F 09/2000 51 E bem Il 1 VSD 8
58 F 04/1998 62 R bem Il 2 VSD 31
59 F 08/2000 50 E mod v 2 VCD 10
60 F 08/1998 52 D mod Il 1 VSD 53
61 F 07/1999 62 D mod Il 1 VSD 74
62 F 08/1999 64 D mod v 2 VCD 23
63 F 03/2001 79 D mod 1 1 VSD 13
64 F 11/1997 73 R bem Il 2 VSD 84
65 M 01/2000 77 R bem 1 2 VSD 60
66 M 03/1998 78 R bem Il 1 VSD 52
67 F 12/1996 65 R bem Il 2 VCD 35
68 M 03/1998 70 R bem Il 1 VSD 60
69 M 10/1998 47 R bem 1 2 VSD 59
70 M 08/1998 29 D mod Il 1 VSD 60
71 F 02/2000 60 R mod 1 2 OBITO 35
72 F 01/1998 44 R mod 1 1 VSD 60
73 F 06/1998 64 D mod v 2 VCD 24
74 F 10/2000 60 D mod v 2 VCD 11
75 M 11/1999 64 E bem Il 1 VSD 60
Sexo: M — masculino  F —feminino

Local: D — célon direito E — c6lon esquerdo R —reto

Grau: bem- bem diferenciado

diferenciado

Situacéo clinica: VCD - vivo com doenga

T.ACOMP.: Tempo de acompanhamento
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mod - moderadamente diferenciado

VSD - vivo sem doenca

pouco - pouco
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Abstract

Backgrounds: Colorectal cancer is one of most common tumors
nowadays. The survival and the disease-free survival are enhanced because of
new chemotherapy drugs. Tumor biological markers will contribute for a better
treatment. Galectin-3 is an endogenous galactose-binding protein that is
expressed in a wide range of normal and neoplastic tissues and is thought to be
involved in cellular adhesion, growth regulation and apoptosis. Galectin-3 is
already studied in thyroid cancer, and seems to have an important role in
colorectal cancer.

Objective: Evaluate the immunoexpression of galectin-3 protein in
patients with colorectal cancer under surgery and resection of the tumor and
chemotherapy treatment and the relationship of galectin-3 expression and
tumor evolution and clinical aspects.

Methods: We studied the expression of galectin-3 in 75 colorectal
tissues. An immunohistochemical scoring system was used to evaluate the
cytoplasmic cells color. We divided the tumor’s cells in two groups: group 1,
absent or weak (less than 50% staining cells) and group 2 strong or moderate
(= 50% staining cells).

Results: Among the 75 patients, 40 were female; the average age was
61.98 years old (from 29 to 86 years old). According to the site, 42.6% was of
rectum, 33.4% right colon and 24% left colon. 33 tumors were stage Il, 32 stage
[l and 10 stage IV.

Galectin-3 immunoexpression was classified as 1 in 57.33% of tumors.
The highest stage appears in the most staining cells (score 2 in 60% of tumors
IV, 40.63% in tumors stage Il and 39.39% in stage II, p=0.4899). In addition,
galectin-3 immunoexpression group 1 showed higher survival (65.96% of no
disease patient with galectin-3 group 1 and 34.04% group 2). On the other
hand, in the group of patients with metastatic disease the results were 52.63%
in group 1 and 47.37% in group 2 (p=0.0465).

Conclusion: The imunoexpression of galectin-3 was strong or moderate
in 42% of the colorectal tumors. Correlation among sex, age, stage, site or
metastases and galectin-3 were not observed. Patients with strong or moderate
imunoexpression of the protein in higher proportions died or had recurrence
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more frequently. The risk of death was marginally reduced in patients with
negative or low grade galectin-3.
Galectin-3 citoplasmatic immunoexpression seems to be a prognostic

factor in colorectal cancer.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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