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RESUMO

Objetivos: Analisar a expressdo das proteinas CD10 e NM23 por estudo imuno-
histoquimico do tecido do carcinoma colorretal e da mucosa adjacente. Avaliar a
relagdo da expressdo dessas proteinas com os aspectos anatomopatoldgicos da
neoplasia, estadiamento clinico, ocorréncia de metastases hepaticas e prognostico dos
doentes. Método: Cento e trinta doentes operados por carcinoma colorretal foram
analisados. Bloco de tissue microarray foi confeccionado com tecido neoplasico e com
a mucosa nao neoplasica adjacente. Estudo imuno-histoquimico foi realizado com
anticorpos monoclonais NM23 e CD10 no tecido neoplasico e no tecido ndo neoplasico
da mucosa adjacente. A leitura foi realizada por aparelho de escaneamento de laminas.
A imunoexpressao foi avaliada pelo percentual de células coradas e foram obtidos
escores de intensidade. Foram considerados como positivos para CD 10 os tumores
que expressavam o marcador em mais de 10% das células neoplasicas. Para NM 23
considerou-se dois grupos divididos em fortes expressores (mais de 50%) e
expressores fracos (menos de 50%) das células coradas. Os resultados foram
relacionados com as caracteristicas morfolégicas e histopatolégicas do carcinoma
colorretal, estadiamento clinico, presenca de metastases hepaticas e com o
prognostico. No estudo estatistico foram utilizados os testes de Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis e exato de Fisher. A sobrevivéncia foi avaliada utilizando a curva de Kaplan-
Meier, e o desfecho de comparagéo entre as curvas foi calculado pelo teste de Long
rank. Resultados: Ambos os marcadores CD10 e NM23 apresentaram expressao
maior no tecido do carcinoma do que na mucosa néo neoplasica adjacente (p<0,0001
para ambos). A imunoexpressao tecidual das proteinas NM23 e CD10 n&o apresentou
relacdo com o grau de diferenciagéo celular (p=0,57 e p=0,48, respectivamente),
invasao vascular (p=0,85 e p=0,67, respectivamente), invasao linfatica (p=0,41 e 0,73,
respectivamente), infiltracdo perineural (p=0,46 e p=0,24, respectivamente) e com o
estadiamento pela classificagdo TNM (p=0,19 para ambos). A imunoexpressdo de
CD10 no tecido do carcinoma colorretal foi maior (p=0,05) nas neoplasias exofiticas do
que nos tumores nao exofiticos. A expressao das proteinas NM23 e CD10 nao
apresentou relagdo com a incidéncia de metastases linfonodais (p=0,08 e 0,30,
respectivamente). A expressao tecidual dos marcadores NM23 e CD10 nédo se
relacionou com a ocorréncia de metastases hepaticas (p=0,59 e p=0,31,

respectivamente). A sobrevivéncia livre de doenca mostrou relagdo significante
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(p=0,01) com a maior intensidade de imunoexpressao da proteina NM23 no tecido do
carcinoma colorretal, o mesmo ndo ocorrendo com a imunoexpressao da proteina
CD10 (p=0,18). A sobrevivéncia global ndo mostrou relacdo com as expressdes das
proteinas NM23 e CD10 (p=0,13 e p=0,24, respectivamente). Conclusdes: O tecido
neoplasico do carcinoma colorretal expressou mais intensamente as proteinas NM23 e
CD10 do que a mucosa nao neoplasica adjacente. A imunoexpressao de CD10 no
tecido do carcinoma colorretal foi maior (p=0,05) nas neoplasias exofiticas do que nos
tumores nao exofiticos. A expressdo das proteinas NM23 e CD10 ndo se relacionou
com os demais aspectos anatomopatolégicos da neoplasia, com a presenga de
metastase hepatica e com o estadiamento do carcinoma colorretal. Os doentes com
imunoexpressao aumentada da proteina NM23 apresentaram sobrevivéncia livre de
doenca significativamente maior. A intensidade da imunoexpressao tecidual da proteina
CD10 nao influenciou a sobrevivéncia livre de doenga e a sobrevivéncia global ndo se

relacionou com a imunoexpressao das proteinas NM23 e CD10.

Descritores: Neoplasias colorretais, Carcinoma, Marcadores biolégicos de tumor,

Antigenos CD, Nucleosideo NM23 difosfato quinases, Progndstico.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos recentes avangos no diagnostico e terapéutica do cancer colorretal,
a mortalidade global, a despeito do progresso da terapéutica cirurgica e das terapias
complementares, ndo diminuiu nos Ultimos anos.™ O fator prognéstico de maior
significado no carcinoma colorretal continua sendo o estadiamento no momento do
diagndstico. O nivel de penetragcdo da neoplasia na parede intestinal, o
comprometimento linfonodal e a presenga de metastases sdo considerados os
indicadores de sobrevivéncia mais fidedignos no carcinoma colorretal.>®

Estudos procuraram fatores que possam reduzir a morbidade e a mortalidade da
neoplasia colorretal e, entre eles, destacam-se os realizados com os marcadores
tumorais.?*

Apesar do numero consistente de pesquisas envolvendo marcadores tumorais,
ainda poucos marcadores sao utilizados na pratica clinica. O alto custo e a
sensibilidade e especificidade baixas sdo os principais motivos para a nido utilizagao
rotineira dos diversos marcadores tumorais. ldealmente, o marcador tumoral deveria
ser de facil mensuragao, ser detectado em estadios iniciais da doenca, além de
relacionar-se com a eficacia do tratamento e com a extensdo da neoplasia.>*”’

O antigeno carcinoembribénico (CEA) € o marcador tumoral mais utilizado,
principalmente para o seguimento dos doentes com carcinoma colorretal submetidos a
operacdo potencialmente curativa e para o diagndstico precoce de recidivas.®'° Outros
marcadores teciduais foram estudados e relacionados as neoplasias colorretais e, entre
eles, 0 CD10 e o NM23."4#

O marcador tecidual CD10 foi originalmente descrito em células neoplasicas de
doentes com leucemia e foi utilizado como marcador da leucemia linfoblastica aguda.
Posteriormente foi identificado em células renais, mama e células neoplasicas do
intestino grosso.”'? O CD10 é glicoproteina de 100kd com forte expressdo na borda
em escova do epitélio intestinal, nos centros germinativos dos foliculos linféides e nos

microvilos renais. Estudos' "

relacionaram esse marcador ao aparecimento de
metastases hepaticas em doentes com neoplasia colorretal, a invasdo venosa e a
progressao destes tumores para estadios mais avangados.

A proteina NM23, membro da familia das quinases nucleotideo difosfato,

desempenha papel em varias vias de sinalizagao celular associadas a diferenciagao



celular, a proliferacao celular e a apoptose. Sdo consideradas proteinas multifuncionais
que interagem com varias proteinas celulares e possuem fungdes que ndo estdo
relacionadas com sua atividade enzimatica."'®> O gene NM23 esta localizado no
cromossoma 17 e codifica duas proteinas: NM23-H1 e a NM23-H2. Estas proteinas
podem ser imunoexpressas separadamente ou como proteina unica NM23, de acordo
com o anticorpo utilizado."®"” E também denominado de gene supressor de metastases
e foi identificado nas bases de células do melanoma murino. Autores' relacionaram a
reducdo dessas proteinas com progndstico menos favoravel dos doentes com
carcinoma colorretal. No entanto, estudo’ realizado com o NM23 ndo identificou
relagao entre a reducao da expressao deste marcador e o prognostico das neoplasias
colorretais tornando-se conflitantes os resultados encontrados.’*"” Até o presente, nao
identificamos estudos publicados com esses marcadores no nosso meio.

Tendo em vista a alta incidéncia de neoplasia colorretal e a dificuldade na
definicdo do prognostico de doentes com essa afeccdo, especialmente aqueles
enfermos nos estadio Il e lll da classificagdo TNM, julgamos desejavel o estudo de
marcadores que possam indicar evolucdes diferentes em doentes com o mesmo
estadio de doenca. Doentes com o mesmo estadiamento tumoral podem ter
comportamento prognaostico distinto e podem necessitar de tratamento complementar e
acompanhamento ambulatorial diferenciados. Desta maneira, propusemos o estudo da
imunoexpressao tecidual dos marcadores tumorais CD10 e NM23 e de suas relagdes
com os aspectos anatomopatoldgicos da neoplasia, com a presenga de metastases

hepaticas e com o progndstico dos doentes operados por carcinoma colorretal.



1.1 Objetivos

1.

2.

Analisar a expressdo das proteinas CD10 e NM23 por estudo imuno-
histoquimico do tecido do carcinoma colorretal e da mucosa adjacente a

neoplasia.

Avaliar a relagao da expressao tecidual das proteinas CD10 e NM23 com os
aspectos anatomopatoldgicos, estadiamento clinico, ocorréncia de
metastases hepaticas, recidiva e com o progndstico de doentes operados de

carcinoma colorretal.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neoplasia Colorretal
2.1.1. Aspectos Gerais

O cancer colorretal € histopatologicamente adenocarcinoma em mais de 98%
dos casos. A sobrevivéncia de cinco anos atinge cerca de 70% dos doentes para as
lesbes no estadio | e pode chegar a menos de 6% para lesdes no estadio IV da
classificacgdo TNM.?>*® No Brasil, estimativas do INCA para 2008 apontaram que o
cancer colorretal representa o 5° tumor maligno mais frequente entre homens e o 4°
entre as mulheres, com expectativa de 14 casos novos para cada 100 mil
habitantes.?*1®

O céancer colorretal, em sua maioria origina-se do adenoma por meio da
sequéncia adenoma-carcinoma. A partir da década de 70, tal constatacéo foi possivel
com o advento dos procedimentos colonoscdpicos. '

Apesar dos avangos no conhecimento da etiopatogénese do carcinoma
colorretal, a média de sobrevivéncia de cinco anos tratados com intengcdo curativa
permanece aproximadamente, de 50%.'%%!

Coube a Vogelstein e Fearon?*?

a descricdo dos passos moleculares para a
carcinogénese colorretal. Tais autores propuseram o mecanismo da carcinogénese em
etapas multiplas caracterizadas por ativagdo de oncogenes e inativacdo de genes
supressores de tumor. Tais descobertas levaram a identificacdo das duas principais
sindromes genéticas colorretais: polipose adenomatosa familiar (FAP) e cancer
colorretal hereditario sem polipose (HNPCC) ou sindrome de Lynch.

Grande parte do conhecimento da carcinogénese colorretal se deveu aos
estudos das sindromes genéticas HNPCC e FAP. As muta¢des dos doentes com FAP
localizam-se no cromossomo 5 e aquelas relacionadas ao HNPCC caracterizam-se por
mutagdes nos genes de reparo (MMR).%*

Apesar de essas sindromes serem bem conhecidas do ponto de vista da
patogénese molecular, elas correspondem apenas a aproximadamente 20% dos casos
de neoplasia colorretal. Os restantes 80% de doentes com neoplasia colorretal

apresentam mutacdes em cromossomos diversos.*®



2.2. Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais podem ser plasmaticos ou séricos e teciduais. Os
marcadores plasmaticos ou séricos podem ser relacionados ao diagndstico da
neoplasia e sido utilizados no seguimento dos doentes para o diagnodstico precoce de
recidivas. Por outro lado, os marcadores teciduais limitam-se a ter a potencialidade de

determinar o estadiamento, prognéstico e a possivel resposta terapéutica.*’®

2.2.1. Marcadores Teciduais

Diversos marcadores teciduais sao descritos na literatura, porém poucos
apresentam relevancia quanto a conducdo clinica do doente. Idealmente os
marcadores teciduais deveriam alterar-se com o estadio do tumor, servir como
marcador de prognoéstico e auxiliar na definicdo da necessidade de realizagdo de
terapéutica complementar nas neoplasias colorretais.*’"'°

Dentre os marcadores teciduais mais estudados encontramos o CEA. Diversos
estudos tentam relacionar esse marcador com o prognostico dos doentes portadores
de neoplasia colorretal®®?® Além do CEA, outros marcadores como p53, CD44,
Caderina E, c-met-HGF, CD 10, NM 23 dentre outros, também tém sido estudados em

tecidos tumorais de origem colorretal.?*

2.2.2. CD10

E uma glicoproteina do grupo das metaloproteinas de superficie celular
associada ao zinco, com peso molecular de 100kd e foi descrita, inicialmente, como
antigeno na leucemia linfoblastica aguda. E membro da familia das peptidases
associadas a membrana e é também denominada de endopeptidase neutral,
encefalinase, neprilisina ou antigeno da leucemia linfoblastica aguda. E considerada
enzima com capacidade de hidrolisar peptideos tais como neurotensina, angiotensina,

endotelina, substancia P, bradicinina, dentre outras.'®

11,12,34

Estudos evidenciaram que o CD10 é fortemente expresso nas células

epiteliais da borda em escova do intestino delgado, nos centros germinativos dos



foliculos linféides e nos microvilos renais. O CD10 também foi descrito em tecido
estromal normal da medula 6ssea, do endométrio e em tecido estromal da mama com
neoplasia invasiva.

Nos doentes com neoplasia colorretal, o CD10 & expresso pelas células
estromais na localizagao peritumoral e isso ocorre quando a neoplasia se torna maior e
invasiva. Essas observagdes sdo condizentes com os achados de que o CD10
encontra-se expresso nos casos de carcinoma ductal invasivo na neoplasia mamaria.>

lwase et al.*® avaliaram a superexpressdo de CD10 e a redugdo na expressao
de MUC2 na progressao da neoplasia colorretal e concluiram que niveis elevados de
CD10 podem estar associados com o desenvolvimento e progressdao do carcinoma
colorretal para estadios mais avangados.

Koga et al.™

avaliaram a expressdao de CD10 e da B-catenina em lesdes
polipdides e em lesbes planas com as neoplasias invasivas de alto e de baixo grau.
Esses autores verificaram que nas neoplasias invasivas havia a maior expressao de
CD10 quando comparada com as lesdes polipdides, sugerindo maior tendéncia desse
tipo de lesao a invasibilidade.

Yao et al.*”* avaliaram a caracteristica fenotipica da neoplasia colorretal com os
marcadores CD10, MUC2 e HGM. Esses autores identificaram nos tumores com
marcagdo expressiva de CD10, maior tendéncia da aquisicdo da caracteristica
fenotipica semelhante ao do intestino delgado e maior ocorréncia de invasao venosa.
Kalof et al.*® reportaram a expressdo de CD10 em células mioepiteliais de mama. Este
achado sugere a possibilidade da utilizagdo do marcador na distingao entre carcinomas
invasivos e carcinomas in situ de mama. Embora este marcador apresentasse boa
sensibilidade para ser utilizado na diferenciacdo de neoplasia in situ e neoplasia
avancgada, a miosina de cadeia pesada do musculo liso apresentou-se mais sensivel.

Langner et al.>*

avaliaram a importancia do CD10 para o diagndstico e prognéstico das
neoplasias renais e concluiram que o CD10 € marcador sensivel para o diagndstico e

progndstico das neoplasias renais.

2.2.3. CD10 e Metastases Hepaticas

11,12,38

Estudos relacionaram a concentragdo de CD10 tecidual a progressao

neoplasica para estadios mais avangados e a ocorréncia de metastases hepaticas.



Algumas neoplasias colorretais apresentam tendéncia fenotipica a se
diferenciarem em enterocitos e sdo esses tumores que apresentam maior tendéncia a
evoluirem com metastases hepaticas. No entanto, o mecanismo pelo qual ocorre o
desenvolvimento de metastases hepaticas nesse tipo de tumor e a relagdo das

mesmas com o CD10 ainda n&o estdo completamente esclarecidos.”"'? .

Yao et al.>"*®

investigaram a relacdo do CD10 e do MUC2 com a incidéncia de
metastases hepaticas e identificaram elevagédo na incidéncia dessas metastases nos
doentes com maior expressao tecidual da proteina CD10.

Fujimoto et al.*°

, em estudo da diferenciagao intestinal do tumor através do
método imuno-histoquimico, avaliaram a expressao de CD10 e MUC2 em doentes com
neoplasia colorretal. Concluiram que o aumento da expressdo de CD10 em tecido da
neoplasia colorretal esta relacionado com a maior incidéncia de metastases hepaticas.
Esses autores também relataram maior concentracdo de CD10 nos tumores
moderadamente diferenciados do que nas lesbes bem diferenciadas. Por sua vez, é
exatamente nas lesdes moderadamente diferenciadas que se observa maior incidéncia
de metastases hepaticas.

E ainda indefinido o mecanismo que predispde tumores CD10 positivos a maior

incidéncia de metastases hepaticas.*®

2.2.4. CD10 e Prognostico

41,42

Dois estudos procuram relacionar a expressao tecidual de CD10 com o

14" avaliaram os marcadores P1,

progndstico das neoplasias colorretais. Oshima et a
P2, CD10 e MUC1 em tecido tumoral de neoplasia colorretal e ndao encontraram
relagdo entre a expressdo de CD10 e a sobrevivéncia. Fujita et al.*?, em estudo com
PCR, avaliaram a expressdo de CD10 em tecidos colicos normais e neoplasicos. A
expressdo de CD10 foi significantemente maior nos tecidos neoplasicos que nos
tecidos normais. Além disso, a expressdao maior desse marcador foi identificada nos
tecidos neoplasicos com estadio mais avangado e com linfonodos metastaticos, porém
nao foi identificada relagdo da expressédo tecidual do CD10 com o progndstico dos

doentes.



2.2.5. NM23

O gene NM23 estéa localizado no cromossomo 17 na subunidade 17g21. Dois
genes alelos, NM23-H1 e NM23-H2, foram descritos e codificam dois polipeptideos,
subunidades da difosfato quinase nucleosideo (NDP quinase) e que sdo em 88% das
vezes homologos. O gene NM23, também denominado de gene supressor de
metastases, foi identificado nas bases de células do melanoma murino. Sua
imunoexpressao foi descrita em tecido colorretal normal e neoplasico. No epitélio
normal, o gene NM23 se expressa principalmente na zona proliferativa na base das
criptas.*>*#

A perda da fungdo do gene NM23 pode levar a perda da capacidade de
diferenciacao e possivelmente a aquisicdo de fendtipo metastatico. No entanto, o
mecanismo pelo qual o NM23 influencia o aparecimento de metastases hepaticas nao
foi, ainda, completamente definido.*16:4°

O papel do gene NM23 no cancer colorretal ainda é controverso. Autores
relataram que a reduzida expressao desse marcador esta associada com estadios mais
avangados do tumor e aumento do risco de metastases hepaticas.*® Estudo encontrou
a proteina NM23 com expressao aumentada nos carcinomas colorretais em relagao ao
tecido colico ndo neoplasico.*” Tais achados podem estar relacionados & mutagéo ou
delecao parcial do gene resultando em aumento da expressao da proteina NM23 tipo
mutante. Esta proteina mutante pode ter papel importante no desenvolvimento de

metastases, como ocorre com o gene p53 mutante.*48->2

Tanapfel et al.®®

avaliaram, em estudo imuno-histoquimico, a expressao de
NM23-H1 em tumores colorretais. Concluiram que os tecidos tumorais com baixa
expressao de NM23-H1 apresentavam tumores em estadio avancado e com alta
incidéncia de metastases para linfonodos.

Martinez et al.>

avaliaram a expressdo de NM23-H1 e NM23-H2 relacionado ao
estadio dos tumores colorretais. Encontraram superexpressdo dos marcadores nos
tumores em estadio | e Il. As neoplasias em estadios mais avangcados tenderam a
apresentar baixa expressao dos genes NM23—-H1 e NM23-H2.

Cheah et al."” investigaram a relagdo do gene NM23-H1 com a sobrevivéncia e
com o estadiamento dos tumores colorretais. Esses autores ndo identificaram relagao
entre a expressao do marcador e a sobrevivéncia. No entanto, a concentragdo do

marcador encontrava-se baixa nos tumores em estadios mais avangados.



Campo et al.™

, em estudo de DNA com citometria de fluxo, avaliaram a perda da
heterozigosidade do gene NM23-H1 em doentes com neoplasia colorretal. Concluiram
que a delecdo do alelo de NM23-H1 esta diretamente relacionada com o
comportamento mais agressivo do tumor colorretal.

O NM23 também foi relacionado ao cancer de mama. Estudos evidenciam que
as proteinas do gene NM23 apresentam expressdo elevada nos tumores mamarios
com baixo potencial metastatico e expressdo diminuida nos tumores com maior

incidéncia de metastases.*

2.2.6. NM23 e Metastases

A imunoexpressao da proteina NM23 foi associada ao aparecimento de

metastases linfonodais e hepaticas.*°°%

Sarris et al.®

estudaram a expressao da proteina NM23 relacionada com
metastases para linfonodos e figado. O estudo foi feito por imuno-histoquimica e néo
foi detectada diferenga significante entre a expressédo de NM23 nos tumores colorretais
com ou sem metastases para linfonodos ou figado.

Berney et al.*® estudaram as proteinas preditivas de metastases hepaticas em
doentes com carcinomatose peritoneal e concluiram que a expressido de NM23 esta
relacionada ao aparecimento de metastases hepaticas. Sugeriram que doentes com
potencial elevado para o aparecimento de metastases e submetidos a operagao
pretensamente curativa poderiam ter indicagdo de tratamento adjuvante em fungéo da
expressao do gene NM23.

Delektorskaya et al.>®

avaliaram, em estudo imuno-histoquimico, a expressao do
NM23 e do C-erb-2 em tumores primarios e em metastases de carcinoma colorretal.
Identificaram aumento da expressdo de NMZ23 relacionado a maior incidéncia de
metastases hepaticas. Estes autores sugeriram que a expressao aumentada do NM23
entre os tumores com incidéncia elevada de metastases nao confirma o papel inibitério
desta proteina no processo metastatico.

Yamaguchi et al.’” avaliaram o gene NM23-H1 pela determinacdo do mRNA e
por estudo imuno-histoquimico. Esses autores relacionaram a expressao deste gene
com o prognéstico e com o aparecimento de metastases hepaticas. Nao foi encontrada
relacdo entre o NM23-H1 e a invasado linfatica, invasdo venosa ou metastases

linfonodais. No entanto, a expressdo do marcador foi significantemente menor nos
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tumores que apresentavam metastases, sugerindo que o gene NM23 pode ter papel
supressor para as metastases hepaticas em doentes com carcinoma colorretal.

Heide et al.°' analisaram o gene NM23-H1 em neoplasias colorretais e nas
metastases por meio de estudo de RNA. Nao foram detectadas diferencas entre a
expressdo do marcador em tecido célico normal, neoplasico e nas metastases. Os
autores concluiram que embora o gene NM23-H1 possa estar envolvido no
aparecimento de metastases de alguns tipos de neoplasias, a sua fungdo em casos de
neoplasia colorretal permanece, entretanto, indeterminada.

Royds et al.**

avaliaram por imuno-histoquimica a expressao do gene NM23 em
tecidos de neoplasia colorretal e a correlacionaram com critérios prognésticos. Nao foi
comprovada a relagdo entre a baixa expressao de NM23 e a presenca de invasao
vascular e de metastases hepaticas na época da resseccéo.

Wang et al.*® estudando a expressdo de NM23 em neoplasia colorretal por PCR,
mostraram relagdo entre a mutagado e baixa expressdao de NM23 com o aparecimento

de metastases hepaticas.

2.2.7. NM23 e Prognostico

Lindmark'®, em estudo imuno-histoquimico, ndo encontrou relagdo entre a

expressao do marcador NM23-H1 e a sobrevivéncia.

|.58

Brenner et al.® analisaram por imuno-histoquimica a expressdo de NM23-H1 e

NN 23-H2 em doentes com neoplasia colorretal. Nao foi encontrada relagéo entre a
expressdo de NM23-H2 e prognéstico. No entanto, houve discreto aumento da
sobrevivéncia em individuos com baixa expressdo de NM23-H1.

|.59

Lee et al.” avaliaram por imuno-histoquimica a expressdao de NM23-H1 em

doentes com neoplasia colorretal e ndo encontraram relacdo importante entre a
expressao do marcador e os critérios prognoésticos.

Anwar et al.®

em revisdo sistematica avaliaram os marcadores genéticos
relacionados ao progndstico da neoplasia colorretal. Identificaram varios estudos que
relacionam a mutagéo ou delegdo do gene NM23 e a baixa expressdo desse marcador
com a piora do prognostico.

50-52

Entretanto, outros estudos nao demonstraram a relacdo da expressao de

NM23 com o progndstico.



11

2.3. Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica compreende técnicas que permitem a identificacdo de
antigenos teciduais por meio de reagédo antigeno-anticorpo que é visibilizada pelo uso
de marcadores adequados a microscopia dtica, de fluorescéncia ou eletronica.™

A partir de 1984 surgiram os anticorpos monoclonais que permitiram maior
especificidade do método e maior ampliacdo do uso da imuno-histoquimica. Os
exames tornaram-se mais especificos, pois 0os anticorpos monoclonais reagem com

apenas um epitopo.’

2.4. Tissue Microarray (TMA)

A primeira tentativa de estudar tecidos agrupados com o propésito de otimizar os
resultados foi feita por Battifora®, técnica denominada de Multitumor Tissue Block
(MTTB) ou técnica da “salsicha”. Essa técnica era limitada, pois ndo permitia a
identificacdo de cada amostra com cada doente.

Wan et al.®" aprimoraram o método obtendo amostras de cada bloco doador com
agulhas hipodérmicas de 16 gauge com pontas removidas e afiadas em pedra de
amolar. Os cores obtidos eram retirados da agulha com guias metalicos e incluidos no
bloco receptor manualmente usando parafina parcialmente derretida. A desvantagem
desta técnica € que ela era considerada manualmente dificil.

Kononen et al.®? desenvolveram tecnologia usando arrayers. Trata-se de
dispositivo constituido por cilindro semelhante ao punch de bidpsia cutanea, em base
fixada, com dispositivo para retirada do core e montagem em bloco pré-moldado e
vazado, com locus para receber os cores. Este dispositivo facilitou a montagem técnica
dos blocos de TMA, permitindo a coloragcdo de até 600 amostras ou cores no mesmo
bloco e na mesma lamina.

O uso do tissue microarray (TMA) apresenta varias vantagens em relagdo a
técnica tradicional: economia de tempo, pois ao invés de varios cortes em varias
ldminas € realizada apenas uma lamina contendo varios fragmentos que representam
dezenas a centenas de tumores diferentes; economia de reagentes, pois ao invés de
corar varias laminas apenas uma € corada; simplificacdo do trabalho, uniformizagao

das reacdes e facilidade de interpretacdo dos casos na pesquisa.®®
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Figura 1. Fotomicrografia de TMA contendo dezenas de amostras teciduais (HE, 10X)

Na época de criagao do método varios estudos foram realizados com o propdsito
de validagdo do mesmo. Hoje o método de TMA, apesar de analisar apenas pequeno
fragmento do bloco de parafina, € considerado seguro para estudos de imuno-
histoquimica e de hibridizagao in situ.®*®*

A validagcdo do método de TMA como técnica de pesquisa de marcadores
tumorais e teciduais ocorreu em estudo® que analisou a imunoexpressdo das
citoqueratinas 7 e 20 em 286 doentes com carcinoma colorretal. Os resultados
mostraram correlagado dos achados dos TMA com os dados clinicos e de estadiamento

da neoplasia.
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3 METODO

3.1. Adequacao do projeto

A realizagdo do estudo obedeceu todas as etapas previstas pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e as exigéncias
do Conselho de Etica em Pesquisa da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Ministério da Saude (Resolugdo CNS196/96). O presente projeto foi
registrado no CEP da UNIFESP sob o numero 1958-07.

3.2. Desenho da pesquisa

Trata-se de estudo retrospectivo do banco de dados e prontuarios do Grupo de
Coloproctologia da Disciplina de Gastroenterologia Cirurgica do Departamento de
Cirurgia da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP — EPM). Foram analisados dados referentes aos doentes com carcinoma
colorretal submetidos a intervencdo cirurgica e acompanhamento ambulatorial no
periodo de fevereiro de 2001 a marco de 2005.

Todos doentes aderiram espontaneamente ao tratamento e ao estudo, e
assinaram termo de consentimento de participacdo apds serem informados sobre o
estudo na qual estavam incluidos. Foi comunicado, ainda, que os mesmos poderiam se
excluir da pesquisa a qualquer momento por iniciativa propria e sem prejuizo para o
seu tratamento.

O critério de inclusdo neste estudo foi doente adulto com adenocarcinoma
colorretal confirmado pelo exame anatomopatoldgico. O critério de exclusao foi doente
com carcinoma colorretal hereditario, doenca de Crohn ou retocolite ulcerativa, cancer
colorretal metacrénico, cancer metacrénico de outra origem ou doente com outro tipo
de neoplasia tratada previamente e/ou submetidos a radioterapia e ou a quimioterapia
neoadjuvantes.

Na analise da amostra foram consideradas as seguintes variaveis
biodemograficas: etnia, faixa etaria no momento do diagndstico e género. Em relacéo a

lesdo neoplasica foi considerada a localizagdo, caracteristicas macroscépicas e
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microscépicas e estadiamento da lesdo primaria. Quanto aos doentes foram analisados
0s seguintes eventos: tipo de interveng&o cirurgica realizada, presengca ou nao de
metastases sincrénicas, tempo de seguimento, perdas do acompanhamento, ébitos e
suas causas, tempo livre de doencga, indice e tipos de recidivas da neoplasia,
sobrevivéncia global e indice de mortalidade.

Considerou-se recidiva o ressurgimento do carcinoma colorretal, apds sua
resseccdo com intengdo curativa, em estruturas locais, adjacentes ou em orgaos a
distancia passiveis de constituirem sede de metastases de neoplasia.

Sobrevivéncia global foi definida como o intervalo de tempo decorrido desde a
operagao com intengdo curativa ou paliativa até o ultimo retorno ao hospital ou
ocorréncia de obito em determinado doente.

O tempo livre de doenca foi caracterizado como o tempo do periodo pdés-
operatdrio em doentes submetidos a operagao curativa em que nao ocorre detecgao de
recidiva neoplasica.

O estudo dos blocos parafinados de tecidos do carcinoma colorretal obtidos do
produto da operacdo a que foram submetidos os doentes acima relacionados foi
realizado na Disciplina de Anatomia Patologica da UNIFESP-EPM. Realizou-se estudo
imuno-histoquimico dos marcadores CD10 e NM23 no tumor e nas bordas de tecidos
normais. Obteve-se a relacdo dos marcadores com as caracteristicas

anatomopatoldgicas do tumor e com o prognéstico dos doentes.

3.3. Amostra

3.3.1 Caracteristicas epidemioldgicas

Esta série incluiu 130 doentes com carcinoma colorretal, com média de idade de

64,2 anos (29 a 90 anos). Foram estudados 65 doentes de cada sexo. Todos foram

operados pela equipe de Coloproctologia do Hospital Sdo Paulo da UNIFESP-EPM, no
periodo de fevereiro de 2001 a margo de 2005.
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3.4. Anadlise Microscopica da pega cirurgica

3.4.1 Técnica Histologica e Construgdo do TMA

Os processos de fixagdo, embebicdo em parafina, cortes e coloragdao pela
hematoxilina-eosina (HE) seguiram os procedimentos de rotina da técnica histolégica
do Departamento de Patologia da UNIFESP.

Para a confecgao do bloco de TMA todos os casos foram examinados por dois
patologistas por meio de cortes histolégicos corados pela HE para que houvesse
acordo sobre o grau histolégico, para a confirmagéo do diagnostico e para a selegao
dos locais para retirada dos cores.

Com o uso de um aparelho Beecher™ (Beecher Instruments, Silver Spring, USA)
foram confeccionados blocos de TMA conforme especificagdes do fabricante, seguindo-
se as etapas conforme descrito: 1. marcagao da area selecionada no respectivo bloco
de parafina; 2. utilizacido do aparelho para criar espaco vazado no bloco receptor; 3.
extracao do cilindro tecidual do bloco doador com 1mm de didmetro da respectiva area
de interesse previamente selecionada; 4. transferéncia do cilindro tecidual obtido do
bloco doador para o espago vazado do bloco receptor; 5. progressao, em fragdes de
milimetros, a novas posi¢cdes dentro do bloco receptor, de modo a criar coletdnea de
amostras teciduais seguindo disposigcao matricial; 6. avaliagédo da qualidade do bloco
final para armazenamento.

Para adesao dos cortes dos blocos de TMA nas laminas foi utilizado sistema de
fitas adesivas (Instrumedics Inc., Hackensak, NJ, USA). As amostras foram cortadas
com espessura de 4um, sendo usado pequeno rolo para pressionar o corte na fita. A
fita com o corte histologico aderido foi, entdo, colocada sobre lamina revestida com
resina e pressionada com o mesmo rolo para melhor aderéncia do corte. Em seguida,
as laminas com os cortes histolégicos aderidos as fitas foram colocadas em luz UV por
20 minutos. As laminas foram secadas, e as fitas adesivas foram retiradas. As laminas
foram, entdo, encaminhadas para imuno-histoquimica.

Dos blocos de parafina originais, foram retirados dois cilindros de tecido tumoral
de areas previamente escolhidas e dois cilindros de mucosa nao neoplasica. O bloco
de TMA resultante € composto por tecido tumoral e ndo tumoral com imagem original e
imagem em espelho conforme mapas preparados em planilhas adequadas para este

fim.
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Houve perda de, aproximadamente, 20% dos blocos teciduais encaminhados

para estudo imuno-histoquimico.

3.4.2 Imuno-histoquimica

Utilizou-se a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase com os anticorpos
monoclonais CD10 e NM23.
Foi utilizado o anticorpo anti-CD10 (Biocare Medical, USA), na diluicao de 1:40

no Laboratério Consultoria em Patologia (Botucatu, SP). O estudo imuno-histoquimico

com o anticorpo monoclonal anti-NM23 (Neomarkers, USA), com afinidade para os

componentes H1 e H2 da proteina NM 23, na diluicdo de 1:1000 foi realizado no

Laboratério de Patologia do Hospital A. C. Camargo (Séao Paulo, SP). A reagdo imuno-

histoquimica foi realizada da seguinte maneira:

desparafinizacdo com xilol a 60°C por 20 minutos e a temperatura ambiente
por mais de 20 minutos;

hidratacdo dos cortes em concentragdes decrescente de etanol (100%, 95%,
80%, e 70% respectivamente) por 30 segundos cada passagem.

lavagens alternadas em agua corrente e destilada;

bloqueio de peroxidase endogena com agua oxigenada (20 vol.) a 6% em
quatro banhos de cinco minutos cada;

lavagens alternadas em agua corrente e destilada;

lavagem com tampao PBS (solu¢do salina tamponada com fosfatos 10mM e
pH 7,4) por cinco minutos;

incubagdo com o anticorpo primario correspondente, diluido em tampao PBS
contendo albumina bovina (BSA 1%, Sigma A9647, USA) e azida sddica
(NaN3 0,1%) por 18 horas a 4° C em camara umida;

lavagem em soluc&o de PBS com trés trocas de trés minutos cada;

incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C (biotinylated
goat anti-mouse/rabbit 1g) do Kit streptABC Complex/HRP Duet (mouse/rabbit,
DAKO A/S K49, Denmark) no titulo estabelecido (1/600), diluido em PBS, por
30 minutos a 37°C;

lavagem em tampao PBS com trés trocas de trés minutos cada;
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— incubagdo com complexo-reagente A (Streptavidin) no titulo estabelecido
(1/600), diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C;

— lavagem em tampao PBS com trocas de trés minutos cada;

— incubagdo com a solucao substrato 3,3” tetraidroclorito de diaminobenzidina
(DAB) 60 mg% (Sigma Chemical Company, MS, USA); agua oxigenada 20
vol. a 6% (1ml); PBS 100ml por cinco minutos a 37° C ao abrigo da luz;

— observagao ao microscopio do aparecimento do precipitado castanho-dourado
nos controles positivos;

— lavagens alternadas em agua corrente e destilada por trés minutos cada.

— coloracdo com hematoxilina de Harris por um minuto;

— lavagens alteradas em agua corrente e destilada;

— imerséo rapida em agua amoniacal (hidréxido de aménio 0,5%), e em seguida
lavagens alternadas em agua corrente e destilada;

— desidratacdo em etanol (50%, 80%, 95%, e 100%) por 30 segundos cada;

— diafanizagdo em xilol por quatro vezes de 30 segundos cada;

— montagem com laminula em entellan (Merck, USA).

3.4.3 Interpretagéo da Reagéo Imuno-histoquimica

Foi considerado positivo para os anticorpos em estudo, o aparecimento da cor
marrom na area citoplasmatica ou membranosa da célula. Foram usadas como
controle positivos cortes do centro germinativo de tonsila normal para o anticorpo anti-
CD10 e carcinoma ductal mamario para o anticorpo anti-NM23. Nas laminas usadas
como controle negativo, subtraiu-se o anticorpo primario da reagao.

Os critérios utilizados para avaliacdo das proteinas CD10 e NM23 foram como

.85 1640434 tilizou-se o

preconizados por Ogino et al.”™ A exemplo de outros autores.
percentual de células coradas como indicador do grau de expressdao de ambos 0s
marcadores, Considerou-se como escore 0 quando havia na lamina menos de 10% de
células coradas, escore 1, na presenca de 11 a 25% das células coradas, escore 2,
quando 26 a 50% das células estavam coradas e escore 3, nas amostras com
expressao de mais de 50% das células coradas. Para o marcador CD10 consideramos

negativas aquelas amostras que expressavam menos de 10% de células coradas e
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positivas aquelas com mais de 10% de células coradas.?® Devido a forte expressdo do
marcador NM23 no tecido neoplasico, apenas em trés oportunidades as lesdes
apresentaram menos que 10% das células coradas. Tendo em vista essa forte
expressao do marcador e a dificuldade de interpretacao estatistica dividiu-se a amostra
em dois grupos: os expressores fracos, com menos de 50% das células coradas e os
expressores fortes, com mais de 50% das células coradas

A avaliacdo da imunoexpressao das proteinas foi realizada no tecido tumoral e
na mucosa nao neoplasica obtida das margens cirurgicas adjacentes ao tumor.

Os cortes foram examinados em aparelho de escaneamento de laminas (Scan
Scope*CS System, Aperio, UK). Trata-se de sistema de digitalizacdo de laminas com
imagens de alta resolugao (Figura 2). Avaliou-se o percentual de células com reagao
positiva (400X). As células com coloragdo duvidosa e as consideradas
morfologicamente ndo tumorais foram excluidas da avaliagdo da imunoexpressao dos

marcadores.

Figura 2. Equipamento com sistema de digitalizacdo de
imagens de alta definicdo utilizado para escaneamento de
laminas (www.aperio.com).

A avaliacdo da imunoexpressao foi realizada por dois patologistas experientes e
de forma isolada. Os casos discordantes foram analisados em conjunto.

As imagens foram capturadas por meio de camara Sansung com auxilio do
programa WinTV32 acoplada em microscopio Olympus Bx40. Foram identificadas
expressdoes positivas e negativas, para ambos marcadores, nos tumores e nas

mucosas normais (Figuras 3 a 9)
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Figura 3. Mucosa colorretal ndo neoplasica, com imunoexpressdo negativa

para o marcador CD10. (Imuno-histoquimica, A 25X e B100X).

Figura 4. Mucosa colorretal ndo neoplasica com positividade imuno-
histoquimica de padréo borda em escova para o marcador CD10. (Imuno-
histoquimica, A 100X e B 400X).

Figura 5. Tecido de carcinoma colorretal sem imunoexpresséo para o anticorpo
CD10. (Imuno-histoquimica. A 25X e B 400X).
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Figura 6. Carcinoma colorretal com positividade citoplasmatica e de membrana
para o marcador CD10. A) Forte (100X); B) Forte (400X); C) Fraco (400X) e D)

Padrao borda em escova (400X). (Imuno-histoquimica).
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Figura 7. Carcinoma colorretal com imunoexpressdo negativa para o marcador
NM23. (Imuno-histoquimica, A 100X e B 400X).
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Figura 8. Carcinoma colorretal com positividade citoplasmatica para o marcador
NM23. (Imuno-histoquimica, A 100X e B 400X).

Figura 9. Mucosa colorretal ndo neoplasica com imuno-histoquimica com o

marcador NM23. A) Imunoexpressdo negativa (400X) e B) Imunoexpressao
positiva (400X).

3.5. Coleta dos Dados

Foram registradas as seguintes informacgdes: caracteristicas clinicas da amostra
(idade, sexo, etnia, data da operacao, mortalidade, sobrevivéncia, recidiva, metastases
hepaticas e/ou em outras localizagdes, estadiamento clinico); caracteristicas
macroscopicas da lesdo (localizacdo e aspecto macroscopico); caracteristicas
microscopicas (grau de diferenciacao histoldgica, invaséao linfatica, vascular e neural,
TNM) e imunoexpressado tecidual dos marcadores CD10 e NM23, avaliando-se a

intensidade da coloragéo versus percentual de células coradas.®®
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3.6. Analise Estatistica

Os dados referentes a variaveis quantitativas foram resumidos em médias.

As variaveis categéricas foram analisadas pelo teste de Mann-Witney e a
correlagao entre elas foi realizada pelo teste de Spearman. A analise de variancia nas
amostras de trés grupos ou mais foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e as
variaveis dicotdmicas foram analisadas pelo teste exato de Fisher.

Para analise da sobrevivéncia foram confeccionadas curvas de Kaplan-Meier e a
comparagao entre as curvas foi realizada pelo teste de Log-rank.

O nivel de significancia adotado foi inferior a 0,05 ou 5%.

O programa estatistico utilizado foi o Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., USA).



23

4 RESULTADOS

4.1 Descricao das variaveis clinicas e histologicas

A distribuicdo etaria esta descrita na tabela 1. Em 11 doentes (8,5%) nao foi

possivel a obtencao da idade.

Tabela 1. Distribuicdo dos doentes operados por carcinoma colorretal

de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria N° %
Até 40 anos 5 4,2
41 a 60 anos 37 31,1
61 a 80 anos 66 55,5
> 81 anos 11 9,2
Total 119 100,0

A localizagao das neoplasias no intestino grosso é observada na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo do carcinoma colorretal de acordo com sua

localizag&o no intestino grosso

Localizagao N° %
Reto 41 31,5
Colo direito 38 29,2
Sigmoide 28 21,5
Colo esquerdo 14 10,7
Colo transverso 9 6,9

Total 130 100,0
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A caracteristica macroscoépica da lesao esta assinalada na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo da freqiiéncia de lesbes de acordo com o

aspecto macroscopico do carcinoma colorretal

Tipo de lesao N° %
Ulcerado e infiltrante 59 454
Ulcerado 28 21,5
Exofitico 23 17,7
Infiltrativo 19 14,6
Outro 1 0,8
Total 130 100,0

Os procedimentos cirurgicos realizados foram: reto-sigmoidectomia em 49
(37,7%) doentes, colectomia direita em 38 (29,2%), laparotomia exploradora com ou
sem colostomia de desvio em 11 (8,4%), amputagdo abdémino-perineal em 10 (7,6%),
colectomia total em 10 (7,6%), colectomia esquerda em 9 (6,9%) e transversectomia
em 3 (2,3%) enfermos (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo dos doentes com carcinoma colorretal de

acordo com a operacéo realizada

Procedimento cirurgico N° %
Reto-sigmoidectomia 49 37,7
Colectomia direita 38 29,2
Laparotomia com ou sem colostomia 11 8,4
Amputacado abdémino-perineal 10 7,6
Colectomia total 10 7,6
Colectomia esquerda 9 6,9
Tranversectomia 3 2,3

Total 130 100

Oitenta e dois (63,1%) doentes foram submetidos a operagdes com intengao

curativa e 48 (36,9%) foram operados paliativamente.
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Os tumores ressecados foram estadiados de acordo com a classificagdo TNM da
UICC (2002) em relagao ao grau de penetragao na parede intestinal e ao acometimento
linfonodal (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Distribuicdo dos doentes operados por carcinoma
colorretal, de acordo com a profundidade de invasdo do tumor na

parede colorretal

Profundidade de Invasao N° %
T3 78 60,0
T4 30 23,1
T2 19 14,6
T1 3 2,3
Total 130 100,0

Tabela 6. Distribuicio dos doentes de acordo com o

comprometimento linfonodal pelo carcinoma colorretal

Linfonodos N° %
NO 58 446
N1 40 30,8
N2 31 23,8
NX 1 0,8
Total 130 100,0

Quanto ao grau de diferenciacdo histoldégica dos tumores, observou-se a

distribuicao relacionada na Tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo dos doentes de acordo com o grau de

diferenciagao histoldgica do carcinoma colorretal

Grau de diferenciagao N° %
Bem diferenciado 52 40,0
Moderadamente diferenciado 70 53,8
Pouco diferenciado 8 6,2

Total 130 100,0
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Em relacao a presenca de metastases a distancia no estadiamento pré e/ou per

operatério, os dados obtidos estdo contidos na tabela 8.

Tabela 8. Distribuigdo dos doentes de acordo com a ocorréncia de

metastase a distancia constatada no pré e/ou per-operatério

Metastase N° %
Ausente 79 60,8
Outras localizagdes, exceto hepatica 27 20,8
Somente hepatica 19 14,6
Hepatica e outras localizacbes 5 3,8
Total 130 100,0

Em relacédo a presencga de invasao vascular, linfatica e perineural, a distribuicdo

dos doentes esta relacionada na tabela 9.

Tabela 9. Distribuicdo dos doentes de acordo com a invasao

linfatica, vascular e perineural do carcinoma colorretal

Invasao (N=130) Nao Sim
Linfatica 52 (40%) 78 (60%)
Vascular 103 (79,2) 27 (20,8%)

Perineural 92 (70,8%) 38 (29,2%)

Em relagdo ao estadio clinico do carcinoma colorretal foi utilizada a classificagéo
TNM (UICC, 2002) (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo dos doentes nos estadio clinicos da classificagéo
TNM (UICC 2002) do carcinoma colorretal

Estadio Clinico N° %
I 9 6,9
I 44 33,8
1 45 34,6
\Y 32 24,6

Total 130 100,0
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Os critérios prognésticos foram representados pelos seguintes parametros:
ocorréncia de recidivas, mortalidade global, sobrevivéncia e tempo livre de doenca.

A ocorréncia de recidivas nos doentes operados com intencdo curativa foi
constatada por meio de exames complementares ou por laparotomia e esta descrita na
tabela 11. Dois (2,4%) doentes faleceram por causa ndo relacionada a neoplasia e
foram excluidos da analise e 5 (6,1%), tiveram perda de seguimento.

Tabela 11. Distribuicdo dos doentes operados por carcinoma colorretal

com intencao curativa (N=80) de acordo com a ocorréncia de recidiva

Recidiva N° %

Sim 21 26,25
Nao 54 67,5
Sem informacéo 5 6,3
Total 80 100,0

A mortalidade global nos 90 enfermos com seguimento completo até o final do
estudo foi de 34 (37,8%) doentes (Tabela 12). Nao foi possivel obter a informagao da

sobrevivéncia de 40 (30,8%) enfermos.

Tabela 12. Distribuicdo dos doentes operados por carcinoma
colorretal de acordo com a mortalidade global

Mortalidade N° %
Sim 34 37,8
Nao 56 62,2

Total 90 100,0

O indice de sobrevivéncia foi dividido em periodos mensais e esta assinalado na
tabela 13. Em 23 (17,7%) doentes nao foi possivel obter a informacdo quanto a
sobrevivéncia medida em meses.
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Tabela 13. Distribuicdo dos doentes de acordo com a sobrevivéncia apos

operacao com intencao curativa ou paliativa do carcinoma colorretal

Sobrevivéncia N° %
Até 3 meses 15 14,0
4 a 6 meses 8 7,5
7 a 12 meses 8 7,5
13 a 24 meses 11 10,3
25 a 36 meses 21 19,6
37 a 48 meses 28 26,2
49 a 60 meses 15 14,0
> 60 meses 1 0,9
Total 107 100,0

Em relagdo ao tempo livre de doencga, dos 80 doentes submetidos a operacgao
com intengdo curativa com seguimento completo, 10 (12,5%) deles evoluiram com
recidiva (Tabela 14). Destes doentes quatro apresentaram recidiva apenas local, quatro
apresentaram recidiva local e a distancia e dois apenas recidiva a distancia. O local

mais frequente de recidiva a distancia foi o figado, seguido dos pulmdes.

Tabela 14. Distribuicdo do tempo livre de doenga nos
enfermos operados com intengdo curativa, com recidiva do

carcinoma colorretal e submetidos a reoperacao

Tempo N° %
7 a 12 meses 3 30,0
13 a 24 meses 2 20,0
25 a 36 meses 2 20,0
> 37 meses 3 30,0
Total 10 100,0

A média do tempo de seguimento dos doentes operados por carcinoma
colorretal foi de 25,4 meses (1 a 47,3 meses). Em relagdo aos doentes tratados com

intengao curativa, a média de seguimento foi de 36,4 meses (1 a 47,3 meses).
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4.2 Descrigao das variaveis imuno-histoquimicas

4.2.1 Avaliacao da Imunoexpressdo de NM 23 e CD 10 no tecido tumoral colorretal

Os casos discordantes entre a avaliagdo por dois patologistas da
imunoexpressao corresponderam a menos de 10% da amostra e foram reclassificados
por comum acordo. Ndo houve discordancia entre os patologistas a respeito dos
aspectos anatomopatoldgicos macroscépicos e microscopicos do carcinoma colorretal.

A analise imuno-histoquimica dos tecidos tumorais para os marcadores NM 23 e

CD 10 revelou perda de aproximadamente 20% da amostra (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15. indices de imunoexpressdo do marcador NM23 no tecido

tumoral colorretal

indices N° %
0-2 1" 11,8
3 82 88,2
Total 93 100,0

Tabela 16. indices de imunoexpressdo do marcador CD10 no tecido

tumoral colorretal

indice N° %
0 59 59
1-3 41 41

Total 100 100,0
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4.2.2 Avaliacdo da intensidade de coloragcéo e do percentual de células coradas pelos

marcadores CD10 e NM23 no tecido do carcinoma colorretal

A relacao entre a intensidade da coloracdo e o numero de células coradas pelo

marcador CD10 no tecido do carcinoma colorretal foi significante (p<0,001) (Figura 10).

P<0,0001
r=0,9487

Escore no. de células positivas

0 1 2 3
Escore de intensidade

Figura 10. Relagdo do percentual e da intensidade de células

coradas para CD10 no tecido do carcinoma colorretal.
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A relacao entre a intensidade da coloragdo e o numero de células coradas pelo

marcador NM23 no tecido do carcinoma colorretal foi significante (p<0,001) (Figura 11).

P<0,0001
r=0,4243

%

Escore no. de células positivas

0 " L] L]
0 1 2 3

Escore de intensidade

Figura 11. Relagcdo do percentual e da intensidade de células coradas para o

marcador NM23 no tecido do carcinoma colorretal.
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4.2.3 Expressao dos marcadores CD10 e NM23 no tecido do carcinoma colorretal e na

mucosa nédo neoplasica

A expressao do marcador NM23 no tecido tumoral foi significantemente maior
(p<0,0001) do que na mucosa colorretal ndo neoplasica. Do mesmo modo, a expressao
de CD10 também foi significantemente maior (p<0,0001) no tecido do carcinoma

colorretal do que na mucosa nao neoplasica (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Graficos da intensidade da imunoexpressao do marcador

NM23 no carcinoma colorretal e na mucosa nao neoplasica.
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Figura 13. Gréficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador CD10 no

tecido do carcinoma colorretal na mucosa nao neoplasica colorretal.
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4.2.4. Relagéo da expressdo dos marcadores CD10 e NM23 com o local de acometimento
no intestino grosso do carcinoma colorretal

A expressao dos marcadores tumorais CD10 e NM23 nao apresentou diferenca

significante (p=0,79) em relagdo a sua localizagao no reto ou nas demais localizagcbes
no intestino grosso (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23

de acordo com a localizagédo do carcinoma colorretal no intestino grosso.
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Figura 15. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador CD10

de acordo com a localizag&o do carcinoma colorretal no intestino grosso.
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4.2.5. Relagcdo da expressdo dos marcadores CD10 e NM23 com o aspecto
macroscopico do carcinoma colorretal

A expressao do marcador CD10 foi significantemente maior (p=0,05) nos
carcinomas com aspecto macroscopico exofitico do que naqueles com aspecto

macroscopico ndo exofitico (Figura 16 e tabela 17).
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Figura 16. Gréficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador CD10 de

acordo com o aspecto macroscopico do carcinoma colorretal.

Tabela 17. Imunoexpressdo do marcador CD10 de acordo com o

aspecto macroscopico exofitico ou n&o exofitico do carcinoma

colorretal
Aspecto Macroscopico (N=101)
CD10 Exofitico (N) Nao Exofitico (N)
Positivo 10 (58,82%) 26 (38,29%)
Negativo 7 (41,17%) 58 (61,70%)

Teste exato de Fisher p=0,04 N =n° de casos
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A expressao do marcador NM23 nao foi significantemente diferente (p=0,59) nos

doentes com ou sem carcinoma colorretal de aspecto macroscoépico exofitico (Figura 17).
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Figura 17. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23 de

acordo com o aspecto macroscoépico exofitico ou ndo do carcinoma colorretal.
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4.2.6. Relagdo entre a expressdo dos marcadores CD10 e NM23 e o grau de
diferenciag&o celular no tecido do carcinoma colorretal

A expressado do marcador NM23 nao apresentou diferenga significante (p=0,57)

em relagao ao grau de diferenciagao celular do carcinoma colorretal (Figura 18).

4
P=0,5797

34 I —T
[
N
=
z
o 21
)
(%]
(7]
w

1

0

0\560 6\‘360 o (\O\'béo
Ra L& &
G o C
® a&«\e o
o
N=44 N=58 N=7

Figura 18. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23

de acordo com o grau de diferenciacao celular do carcinoma colorretal.
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A expressao do marcador CD10 nao apresentou diferencga significante (p=0,48)

em relacdo ao grau de diferencia¢ao celular no carcinoma colorretal (Figura 19).
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Figura 19. Gréficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador CD10

de acordo com o grau de diferenciacao celular do carcinoma colorretal.
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4.2.7 Relagdo da expressdo de CD10 e NM23 com a infiltragdo venosa, linfatica e

perineural do carcinoma colorretal

A expressdo dos marcadores NM23 e CD10 nao apresentou diferenca

significante (p=0,86 e p=0,68, respectivamente) no carcinoma colorretal com ou sem
invasdo venosa (Figuras 20 e 21).

P=0,8578
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SIM NAO
Invasao venosa

N=23 N=86
Figura 20. Graficos da intensidade de imunoexpressdo do marcador NM23 de

acordo com a presenca ou hao de invasio venosa pelo carcinoma colorretal.
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Figura 21. Graficos da imunoexpressdo do marcador CD10 de acordo com a

presenga ou nao de invasao venosa no carcinoma colorretal.
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A expressao dos marcadores NM23 e CD10 nos carcinomas colorretais com ou
sem invasao linfatica ndo apresentou diferenca significante (p=0,41 e p=0,73,
respectivamente) (Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23 de

acordo com a presencga ou ndo de invasao linfatica no carcinoma colorretal.
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Figura 23. Gréficos da intensidade de imunoexpressdo do marcador CD10 de

acordo com a presencga ou ndo de invasao linfatica no carcinoma colorretal.
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A expressao dos marcadores NM23 e CD10 no carcinoma colorretal com ou sem
invasdo perineural ndo apresentou diferenga significante (p=0,46 e p=0,24,
respectivamente) (Figuras 24 e 25).
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Figura 24. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23 de

acordo com a presenca ou hao de invasao perineural no carcinoma colorretal.
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Figura 25. Gréficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador CD10 de

acordo com a presenca ou hao de invasao perineural no carcinoma colorretal.
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4.2.8 Relagéo da expressdo de CD10 e NM23 com a presenga de metastase linfonodal

A expressido do marcador NM23 e do CD10 nos doentes com ou sem metastase
linfonodal do carcinoma colorretal ndo apresentou diferenga significante (p=0,08 e

p=0,30, respectivamente) (Tabelas 18 e 19).

Tabela 18. Imunoexpressao do marcador NM23 de
acordo com a presenga ou nado de metastase

linfonodal do carcinoma colorretal.

Marcador pN (N=108)

NM23 NO (N) N1-2 (N)
Negativo 3 (6%) 10 (18%)
Positivo 47 (94%) 48 (82%)

Teste exato de Fisher p=0,0843 N = n° de casos

Tabela 19. Imunoexpressdo do marcador CD 10 de

acordo coma presenca ou nao de metastase

linfonodal

Marcador pN (N=101)

CD10 NO (N) N1-2 (N)
Positivo 19 (41,3%) 17 (31%)
Negativo 27 (58,7%) 38 (69%)

Teste exato de Fisher p=0,3032 N = n° de casos
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4.2.9 Relagdo da expressdo de CD10 e do NM23 com a ocorréncia de metastase
hepatica do carcinoma colorretal

A expressao dos marcadores CD10 e NM23 nao foi significantemente maior

(p=0,31) nos doentes com ou sem metastases hepaticas (Figuras 26 e 27).
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Figura 26. Graficos da intensidade da imunoexpressao do marcador CD10 em

relagdo a ocorréncia ou nao de metastase hepatica do carcinoma colorretal.
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Figura 27. Graficos da intensidade da imunoexpressao do marcador NM23 de

acordo com a presencga ou ndo de metastase hepatica do carcinoma colorretal.
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4.2.10 Relagdo da expressédo de CD10 e NM23 com o estadiamento do carcinoma
colorretal

Nao houve diferenga significante (p=0,19) entre a expressao do marcador NM23

e os estadios I, Il, Ill e IV da classificagao TNM da UICC (2002) do carcinoma
colorretal.
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Figura 28. Graficos da intensidade da imunoexpressdo do marcador NM23 de

acordo com o estadio I, I, lll ou IV da classificagdo TNM da UICC (2002) do
carcinoma colorretal.



48

Nao houve diferenca significante (p=0,09) entre os diferentes estadios da

classificagcdo TNM do carcinoma colorretal e a expressdo do marcador CD10 (Figura 29).
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Figura 29. Graficos da intensidade da imunoexpress&do do marcador CD10

de acordo com o estadio da classificacdo TNM da UICC (2002) do carcinoma
colorretal.
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4.2.11 Relagdo da expressdo de CD10 e NM23 com a sobrevivéncia livre de doenga

nos doentes operados de carcinoma colorretal

A sobrevivéncia livre de doencga foi significantemente maior (p=0,01; odds ratio =
2,7%) nos doentes com expressao do marcador NM23. A estimativa de sobrevivéncia
livre de doenca foi de 17,0% para os doentes NM23 negativos (escore = 0-2) e de
61,1% para os doentes NM23 positivos (escore =3) (Figura 30).
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Figura 30. Sobrevivéncia livre de doenca de acordo com a expressao do

marcador NM23 no tecido do carcinoma colorretal (método de Kaplan-Meier).
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Os doentes com expressao positiva de CD10 (escore=1-3) apresentaram
estimativa de sobrevivéncia livre de doenca de 44,8% e aqueles com expressao
negativa de CD10 (escore=0) apresentam estimativa de sobrevivéncia livre de doenga

de 67,9%. Contudo, essa diferenca n&o foi significante (p=0,18) (Figura 31).
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Figura 31. Sobrevivéncia livre de doenca de acordo com a expressao do

marcador CD10 no tecido do carcinoma colorretal (método de Kaplan-Meier).
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4.2.12 Relagdo da expressédo dos marcadores CD10 e NM23 com a sobrevivéncia

global dos doentes operados de carcinoma colorretal

A estimativa de sobrevivéncia de cinco anos foi de 49,0% para os doentes com
expressao negativa do marcador NM23 (escore=0-2) e de 65,0% para os doentes com
expressdo positiva do marcador NM23 (escore=3). Entretanto, esta diferenga nao foi
significante (p=0,13) (Figura 32).
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Figura 32. Sobrevivéncia global dos doentes de acordo com a expressao do

marcador NM23 no tecido do carcinoma colorretal (método de Kaplan-Meier).
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A sobrevivéncia global de cinco anos nao foi significantemente maior (p=0,24)
nos doentes com ou sem expressao do marcador CD10. Os doentes com expressao
positiva de CD10 (escore =1-3) apresentam estimativa de sobrevivéncia de cinco anos
de 52,5% e aqueles com expressdao negativa de CD10 (escore=0) apresentam

estimativa de sobrevivéncia de cinco anos de 72,8% (Figura 33).
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Figura 33. Sobrevivéncia global dos doentes de acordo com a expressao do

marcador CD10 no tecido do carcinoma colorretal (método de Kaplan-Meier).
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4.2.13 Correlagéo entre as expressées dos marcadores CD10 e NM23

A correlacao entre os indices de expressao dos marcadores NM23 e CD10 no

tecido do carcinoma colorretal ndo apresentou significancia (p=0,54) (Figura 34).

P=0,5378
r=0,06298

CD10
N

Figura 34. Correlagdo entre a expressdo dos marcadores CD10 e

NM23 no tecido do carcinoma colorretal.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas gerais

O presente estudo avaliou, retrospectivamente, 130 doentes com carcinoma
colorretal submetidos ao tratamento cirurgico. O periodo de acompanhamento dos
doentes operados foi, em média, menor que cinco anos, o que pode ter influenciado na
significancia dos resultados referentes ao progndstico.

Na presente série, foram realizadas analises em tecido neoplasico e na mucosa
ndo neoplasica adjacente ao tumor. Embora a mucosa ndo neoplasica retirada
cuidadosamente distante do local do tumor fosse considerada sem alteracoes, é
possivel que ela contivesse afinidade diferente aos marcadores da mucosa de doentes
sem carcinoma colorretal. Outros estudos'®*4°>%¢ também consideraram como mucosa
‘normal” aquela adjacente ao tumor e sem tecido tumoral identificavel
microscopicamente.

A escolha dos marcadores NM23 e CD10 foi para identificar dados de relevancia
prognéstica. Trata-se de dois marcadores relacionados com o progndstico e com a
presenca de metastases hepaticas.>®40434%% Entretanto, a literatura é controversa
quanto a expressao desses marcadores.*?

O estudo por meio de TMA foi realizado em fungao da aplicabilidade do método
e do seu baixo custo, com economia de reagentes e rapidez do processo de coloragao

imuno-histoquimica.®*%*

5.2 Analise da amostra

Berney et al.*® investigaram a expressdo do marcador NM23 em 58 doentes com
neoplasia colorretal e identificaram relacdo entre a expressdo do marcador e a
ocorréncia de metastases. Fujimoto et al.*’, em 505 doentes com neoplasia colorretal,
observaram relagcao positiva e significante entre e expressdo de CD10 e a ocorréncia
de metastase hepatica.

Na atual série, embora o numero de 130 doentes inicialmente pareca adequado,

a casuistica final passou a contar com aproximadamente 100 doentes devido as perdas
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pelos critérios de exclusdo, pela descontinuidade de seguimento e pela perda de

material histologico decorrente de falhas na confecgdo do TMA.

5.3 Metodologia
5.3.1 Os doentes

O presente estudo foi realizado de forma retrospectiva, o que permitiu a
ocorréncia de eventuais vieses proprios deste tipo de analise. Por outro lado, a
padronizagdo da coleta dos dados e do estudo anatomopatolégico e a analise

estatistica criteriosa permitiram a sua redugao.
5.3.2 A amostragem tecidual

A andlise tecidual do carcinoma colorretal foi realizada por TMA que utiliza
amostra pequena de tecido tumoral. A validagao da utilizagdo do TMA para pesquisa
em tumores colorretais foi obtida a partir de estudo de 286 doentes com carcinoma
colorretal em que foram investigadas as citoqueratinas 7 e 20.%*

Este método utilizado em nosso meio a partir de 2005, permite, além economia
de anticorpos e tecidos, homogeneizagao da imunoexpressao dos anticorpos utilizados,
uma vez que a reagao imuno-histoquimica € realizada em todos os casos ao mesmo

tempo e na mesma lamina.®®
5.3.3 A analise de imagens

Além destes avangos, optamos pela utilizagdo do sistema de analise e
digitalizagcdo de laminas (Scan Scope*CS System, Aperio, UK) onde se examinou as
estruturas celulares sem o concurso de microscoépios.

Depois de mais de trés séculos sendo utilizados em todo o mundo, os
microscopios estdo sendo substituidos nas salas de aula e nos laboratorios de
pesquisa por telas de alta resolugao de computadores. A particularidade deste sistema
reside na apresentacdo de ‘laminas digitais’ que, neste estudo, foram analisadas

separadamente pelo autor e por dois patologistas.
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Neste sistema, o computador funciona como ‘microscépio robotizado’. A imagem
se movimenta com alta definicho em uma mesma l&dmina e, em poucos minutos,

percorre de forma homogénea toda a imagem.

5.3.4 Os marcadores imuno-histoquimicos

A expressao dos marcadores no tecido tumoral e na mucosa normal foi avaliada
pelo nimero de células coradas e pela intensidade da colorac&o.'®*>%%% Em nosso

meio, Lima et al.® |.%°

utilizaram a técnica de Ogino et al.”™ para interpretar a expressao
dos inibidores de apoptoses.

A analise estatistica da amostra em estudo permitiu concluir pela existéncia de
relagao direta entre a quantidade de células coradas e a intensidade da coloragao para
o marcador CD10. Tal relagdo nao foi encontrada para o marcador NM23. Tendo em
vista esse achado, utilizou-se o percentual de células coradas como indicador do grau
de express&o de ambos os marcadores, a exemplo do outros autores.'6:4043:46

A interpretagdo da expressédo dos marcadores foi realizada quantitativamente em
escala de escores de 0 (zero) a 3 (trés) conforme o percentual de células
coradas.'®%>®® Considerou-se como escore 0 quando havia na lamina menos de 10%
de células coradas, escore 1, na presenca de 11 a 25% das células coradas, escore 2,
quando 26 a 50% das células estavam coradas e escore 3, nas amostras com
expressao de mais de 50% das células coradas. Para o marcador CD10 consideramos
negativas aquelas amostras que expressavam menos de 10% de células coradas e
positivas aquelas com mais de 10% de células coradas.®® Devido a forte expressao do
marcador NM23 no tecido neoplasico, apenas em trés oportunidades as lesdes
apresentaram menos que 10% das células coradas. Tendo em vista essa forte
expressao do marcador e a dificuldade de interpretacao estatistica dividiu-se a amostra
em dois grupos: os expressores fracos, com menos de 50% das células coradas e os
expressores fortes, com mais de 50% das células coradas. Nao existe ainda consenso
sobre o percentual a partir do qual se considera a expressdo do marcador como
pOSitiV8.19’35’65’66

Gomes®® avaliando a expressdo imuno-histoquimica para marcadores de
metaloproteinases considerou como positivos as neoplasias que apresentassem mais

de 10% de células coradas.
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Berney et al.*®

investigando varios marcadores tumorais dentre eles NM23
consideraram cinco niveis de graduagdo da marcagao levando em consideragcéo a
intensidade de expressédo do marcador e o percentual de células coradas, classificacdo

semelhante & utilizada por Brenner et al.®

Sarris et al.®®

avaliaram a expressdo de NM23 relacionada a ocorréncia de
metastases e utilizaram os seguintes paradmetros: expressao fraca quando havia menos
de 30% das células coradas pelo marcador, expressdo moderada quando 31 a 75%
das células fossem positivas para a marcacao e expressao forte quando mais de 75%
das células estivessem coradas.

Ohji et al.’® e Ogawa et al.®*

avaliaram o risco de metastases hepaticas
relacionado a expressdo do marcador CD10. Consideraram positivos os tumores cujas
células foram coradas em mais de 10%.

Fujimoto et al.*® estudaram a expressdo de CD10 em relagdo & ocorréncia de
metastases hepaticas e consideraram positiva a marcagao de mais de 5% de células.

Garinis et al.%’

investigaram a expressao de NM23-H1 no carcinoma colorretal e
consideraram o seguinte escore para a expressao imuno-histoquimica do marcador: 0
(nenhuma célula corada); 1 (de 1 a 30% de células coradas); 2 (31 a 50% de células
coradas) e 3 (acima de 50% de células coradas).

Lee et al.>®

avaliaram a expressédo de NM23-H1 em tecido neoplasico colorretal
e dividiram a amostra em fortemente positiva (mais de 50% das células coradas), fraca
ou moderadamente positiva (menos de 50% das células coradas) e negativa (0% de
células coradas).

A metodologia de interpretacdo imuno-histoquimica para CD10, semelhante ao

1.”® que consideraram o escore de 1+

presente estudo, foi utilizada por Koga et a
quando menos de 5% de células estavam coradas, 2+ quando 5 a 50 % das células
fossem coradas e 3+ quando mais de 50% das células estavam coradas. Na analise
estatistica os autores consideraram positivos todos os tumores com escores de
expressdo do marcador de 2+ e 3+ e como negativos as neoplasias com escore de

expressao menor ou igual a 1+.
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5.4 Expressao de CD10 e NM23 no tecido neoplasico e na mucosa nao neoplasica

adjacente

A expressao de ambos os marcadores NM23 e CD10 no presente estudo foi
significantemente maior no tecido neoplasico do que na mucosa normal. Esse achado
sugere a participacao das duas proteinas na sequéncia de eventos que participam das
alteragdes neoplasicas. O gene NM23 codifica subunidades da proteina nucleosideo
difosfato quinase relacionada com a diferenciagdo celular.** Portanto, é esperado que a
expressao da proteina NM23 esteja aumentada nos processos de multiplicagao celular.
CD10 é uma peptidase associada a membrana e esta relacionada a clivagem de
peptideos. Acredita-se que este evento tenha relagdo com a progressao e evolugao
neoplasica.'? Estudos identificaram diferenca de expressdo de marcadores no tumor e
na mucosa ndo neoplasica colorretal adjacente ao tumor."**°**" Sarris et al.>®
avaliaram a expressao da proteina NM23 e sua relacdo com as metastases hepatica e
linfonodal do carcinoma colorretal. Esses autores identificaram expressao maior do
marcador no tecido neoplasico do que na mucosa nao neoplasica adjacente ao tumor.

Ogawa et al.*°

estudaram a expressdo de CD10 no tecido tumoral do carcinoma
colorretal e nao identificaram expressao do marcador em amostras de mucosa nao

neoplasica adjacente ao tumor.

5.5 Expressao de CD10 e NM23 relacionada ao grau de diferenciagao celular

A expressao dos marcadores NM23 e CD10 nesse estudo foi semelhante nos

.M identificaram

carcinomas colorretais nos diferentes graus de diferenciagdo. Sato et a
expressdo maior de CD10 em carcinomas colorretais bem ou moderadamente
diferenciados e menor expressdo nas neoplasias pouco diferenciadas. Fujimoto et
al.*® analisando amostra tecidual de carcinoma colorretal de 505 doentes, estratificaram
dois grupos: carcinomas bem diferenciados ou ndo. A anélise da expressao de CD10
estava aumentada nos tumores bem diferenciados em relacdo aos demais. Oshima et
al.*? analisaram a expressao de CD10 em tumores bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e mucinosos, porém nao observaram diferenca de expressdo com
respeito a diferenciacdo histologica. Lindmark'® observou expressdo baixa de NM23

|.17

nos tumores pouco diferenciados. Cheah et al.”* analisando a expressao da proteina



59

NM23, ndo encontraram diferenga na expressao deste marcador de acordo com o grau
de diferenciacéo celular. Campo et al.*, pesquisando a expressdo da proteina NM23,
nao identificaram diferenga significante nos tumores em relacdo ao grau de

diferenciagao celular.

5.6 Expressao de CD10 e NM23 relacionada a infiltragdo angiolinfatica e neural

A expressao dos marcadores nesse estudo foi semelhante nos tumores que
apresentavam ou nao invasao angiolinfatica e/ou perineural. Por outro lado, Fujimoto et
al.*®, avaliando a relagdo da expressdo do marcador CD10 com a ocorréncia de
invasdo angiolinfatica, identificaram relagdo significante com a invasao angiolinfatica

elou perineural. Fujita et al.*?

analisaram a expressao de CD10 e sua relagao com a
ocorréncia de invasao angiolinfatica e nao constataram relagdo significante. Yao et
al.*’, estudando o marcador CD10, identificaram nos tumores tipo intestinal de origem
colorretal e com expressao positiva de CD10 maior incidéncia de invasao venosa.
Yamaguchi et al.’” avaliaram a expressdo de NM23 relacionada com a ocorréncia de
metastases hepaticas. Esses autores ndo observaram relacdo da expressdo do
marcador com a presenga de invasado vascular e/ou linfatica. No entanto, os doentes
com metastases hepaticas tiveram expressao menor do marcador NM23. Por sua vez,
Royds et al.** identificaram expressdo reduzida da proteina NM23 nos doentes com

invasao vascular.

5.7 Expressdao de NM23 e CD10 relacionada ao estadiamento do carcinoma

colorretal

Na presente série, a expressao dos marcadores NM23 e CD10 ndo apresentou
diferenca significante em relagdo ao estadio clinico da neoplasia colorretal. Fujita et
al.*? analisaram a expressdo de CD10 em doentes com carcinoma colorretal nos
estadios clinicos I, II, lll e IV da classificagdo TNM. Nao houve diferenga significante
quando relacionaram a expressao do marcador nos estadios iniciais comparada aos

|-41

estadios mais avancados. Oshima et al.”" estudaram a expressdo de CD10 em relagao

ao estadio da classificagdo de Dukes modificada dos carcinomas colorretais. Esses
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autores identificaram expressao maior do marcador nos estadios C e D em relagao aos

1.5* analisaram a

estadios A e B, porém esta diferenca n&o foi significante. Martinez et a
expressao da proteina NM23-H1 e NM23-H2 em relagcdo ao estadio da classificagao
TNM. Identificaram maior expressao dos marcadores NM23-H1 e H2 nos tumores em

estadio inicial (I e Il). Tanapfel et al.*®

avaliaram a expressao da proteina NM23 em
relagdo ao estadiamento. A expressao do marcador foi menos intensa nos tumores em
estadio mais avangado que nos tumores iniciais. Lindmark'® analisou a expressdo de
NM-23-H1 no carcinoma colorretal considerando o estadiamento pela classificacéo
modificada de Dukes e ndo encontrou correlagdo da expressdo do marcador com os

estadios A, B, C ou D do tumor.

5.8 Expressao de CD10 e NM23 relacionada com o aspecto macroscépico do

carcinoma colorretal

Na presente série, observou-se tendéncia dos tumores exofiticos a
apresentarem maior expressdo do marcador CD10 que dos tumores nao exofiticos. As
neoplasias com marcacgao positiva para o CD10 tendem a ser significantemente mais
exofiticas do que as lesbes negativas para a marcagdo do CD10. Ogawa et al.®®
avaliaram a expressao de CD10 no estroma celular durante os varios estagios da
carcinogénese e identificaram expressdo do marcador significantemente mais positiva
nas lesdes protusas que nas lesdes superficiais. Esses autores também observaram
que a expressao do marcador foi maior nos tumores mais volumosos.

Em relacdo ao marcador NM23, ndo identificamos diferenca de expressao
quanto as caracteristicas macroscopicas da neoplasia colorretal. Campo et al.'
analisaram a expressdao de NM23-H1 relacionada ao tamanho do tumor e nao

identificaram relag&o significante.

5.9 Expressao de CD10 e NM23 relacionada a localizagao do carcinoma colorretal

Nesse estudo n&o houve diferenga significante na expressdo dos marcadores

CD10 e NM23 de acordo com a localizacdo retal ou célica do carcinoma. Fujita et al.*?

analisaram a relagdo da expressdao de CD10 com a topografia do tumor e nao
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identificaram diferenga de expressao do marcador nas neoplasias situadas no colo e

|.37

reto. Yao et al.”" estudaram a expressdo de CD10 em carcinomas localizados no colo

direito ou esquerdo. Esses autores ndo identificaram diferenca de expressdo em

|‘36

relacdo a topografia do tumor. lwase et al.”™, avaliando a expressdao do CD10 no

carcinoma colorretal, nao identificaram diferenca significante da expressdao do

marcador em relacdo a localizacdo do mesmo. Campo et al.™

investigaram a perda da
heterozigosidade do gene NMZ23-H1 relacionada a localizagdo do tumor e néo
identificaram diferenca em relacédo a localizacido do tumor no reto ou no colo. Lee et
al.”® avaliaram a expressdo de NM23-H1 relacionado a topografia do carcinoma
colorretal e nao identificaram diferenca significante de expressdo nas neoplasias

localizadas no colo proximal, no sigmdide ou no reto.

5.10 Expressao de CD10 e NM23 relacionada a ocorréncia de metastase

linfonodal do carcinoma colorretal

Na atual série, a analise da expressao de NM23 identificou maior incidéncia de
linfonodos metastaticos nos doentes com baixa expressdo do marcador. Embora tal
achado nédo tenha sido significante, ele sugere efeito protetor de NM23, ou seja, o
aumento da expressdo do marcador diminuiria a incidéncia de metastase linfonodal.
Entretanto, o mecanismo pelo qual a expressao elevada do marcador relaciona-se com
a reduzida ocorréncia de metastase linfonodal ndo esta ainda suficientemente
esclarecido.

Yamaguchi et al.”’

mostraram que o gene NM23 esta relacionado diretamente
com a diferenciagcdo e proliferagao celular. Portanto, &€ possivel especular que os
tumores que possuem expressdao aumentada do marcador terdo melhor controle da
proliferacdo e diferenciagdo celular e, consequentemente, melhor prognostico. Por
outro lado, ndo se identificou na presente série relagao entre a expressao de CD10 e a
ocorréncia de metastase linfonodal.

Tannapfel et al.>

avaliaram a expressao de NM23-H1 em carcinomas colorretais
estadiados como NO, N1, N2 e N3 pela classificacdo TNM. Esses autores identificaram
menor expressdao do marcador nos doentes com metastase linfonodal. Tal achado é
semelhante ao encontrado no presente estudo e sugere a existéncia de efeito protetor

da expressao da proteina NM23 em relagao a metastase linfonodal. Por outro lado, Lee
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et a e Sarris et al.”, em estudos distintos, ndo identificaram relagdo entre a

1.5° avaliaram a

expressao de NM23 e a ocorréncia de metastase linfonodal. Garinis et a
expressao de NM23-H1 por PCR em 58 carcinomas colorretais e identificaram baixa
expressao do gene relacionado com a ocorréncia de metastase linfonodal.

|.42

Fujita et a analisaram a expressdo de CD10 por PCR. Esses autores

identificaram maior expressdo do marcador nos tumores N1 e N2 em relagdo aos

.38 analisando a

tumores NO, porém esta diferenca ndo foi significante. Yao et a
expressdo de CD10 relacionada as caracteristicas clinico-patolégicas do tumor, ndo
identificaram diferencas entre a expressdo do marcador e a ocorréncia de metastase

linfonodal.

5.11 Expressao de CD10 e NM23 relacionada a ocorréncia de metastases

hepaticas do carcinoma colorretal

No presente estudo n&o se identificou relagcdo significante da expressdo dos
marcadores CD10 e NM23 com a ocorréncia de metastases hepaticas. Isso pode ter
ocorrido devido a amostra de doentes e/ou pelo fato da presente série ter apenas
doentes com metastases hepaticas sincronicas. Do mesmo modo, Lee et al.*®
investigaram a expressdo da proteina NM23-H1 em 146 tumores colorretais e ndo
encontraram relagdo entre a ocorréncia de metastases hepaticas e a expressao do
marcador.

Por outro lado, Delektorskaya et al.*®, Berney et al.*® e Garinis et al.®” identificaram
expressao maior do marcador NM23 em doentes com metastases hepaticas. Entretanto,

Yamaguchi et al.’’

avaliaram a expressao de NM23 em 36 tumores colorretais e suas
relagdes com a ocorréncia de metastases hepaticas. Os tumores com maior expressao
de RNAmM e da proteina NM23 estavam associados com menor incidéncia de
metastases, achado semelhante ao encontrado por Tannapfel et al.>®

Fujita et al.*?

avaliaram a expressao de CD10 RNAm e nao encontraram relagao
entre a expressdao de CD10 e a ocorréncia de metastase hepatica. Diferentemente,
Fujimoto et al.*® identificaram forte expressdo do marcador CD10 nos doentes com maior

incidéncia de metastases, o que também foi observado por Yao et al.*® e Ohji et al."?
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5.12 Expressao de CD10 e NM23 relacionada com a sobrevivéncia de doentes

operados por carcinoma colorretal

Analisou-se a sobrevivéncia global e livre de doenga para os marcadores NM23
e CD10. Em relacdo ao CD10, verificou-se que os doentes com maior expressao do

marcador tiveram sobrevivéncia global e livre de doenga menor, porém nao significante.

|.41 |_42

Porém, Oshima et al.”" e Fujita et al.”™, ndo identificaram relagdo da sobrevivéncia com

a expressdo do marcador. Os primeiros autores utilizaram o método imuno-

histoquimico e Fuijita et al.*

12,38,40

estudaram a expressao de CD10 RNAm. Estes achados se
contrapéem a outros que relacionaram a expressao de CD10 com parametros de
relevancia prognostica, tais como invasdo venosa e metastases hepaticas.

Em relacdo ao NM23, observou-se no presente estudo que os doentes com
maior expressdo do marcador apresentaram prognoéstico melhor. A sobrevivéncia livre
de doenca foi maior nos doentes com maior expressao de NM23. Tal achado é
compativel com a expectativa em relagdo ao marcador que é considerado protetor da
ocorréncia de metastases. Campo et al." avaliaram a perda da heterozigosidade de
NM23 relacionada a sobrevivéncia e nao identificaram diferenca significante. Do
mesmo modo, Royds et al.** e Berney et al.* identificaram expressdo aumentada da
proteina NM23 em doentes com sobrevivéncia mais prolongada.

17
l.

Por outro lado, Cheach et al.”* avaliaram a expressdo de NM23-H1 relacionada

a sobrevivéncia e a recidiva do carcinoma colorretal, porém nao encontraram

|.59

significancia. Lee et al.”” analisaram a relagao entre a expressdao de NM23-H1 de 146

tumores colorretais e a relagdo com a sobrevivéncia. Esses autores verificaram que
nao houve diferenca na sobrevivéncia nos doentes com diferentes niveis de expressao

do marcador, achado semelhante ao encontrado por Lindmark et al.'®



64

6 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes deste estudo, em relacdo ao carcinoma colorretal, os resultados

obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

1. A expressao imuno-histoquimica dos marcadores NM23 e CD10 foi maior no
tecido neoplasico do que na mucosa nédo neoplasica adjacente.

2. A expressao do marcador CD10 foi significantemente maior (p=0,05) nos
carcinomas com aspecto macroscéopico exofitico do que naqueles com
aspecto macroscopico nao exofitico.

3. A expressao das proteinas NM23 e CD10 nao se relacionou com a presenca
de metastase hepatica.

4. A sobrevivéncia livre de doenga foi maior naqueles doentes com expressao
tecidual aumentada da proteina NM23.

5. A expressao tecidual da proteina CD10 nao influenciou a sobrevivéncia livre

de doenca.
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7 ANEXOS

FICHA DE COLETA DE INFORMAGOES

Hospital Sao Paulo

Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina

FICHA DE RECOLHIMENTO DE DADOS

1. IDENTIFICACAO
NOME

N° prontuario idade

N Bidpsia

DATA (cirurgia) / /

Per operatério
Cirurgia
Curativa( )

Paliativa ()

Localizagao

( ) Colon direito

( ) Célon transverso
( ) Cdélon esquerdo
( ) Reto

Presenca e localizacao de metastases
Anatomopatoldgico

Macroscopia

Sexo
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Localizagao

Medida X cm

Ulcerada (

Infiltrante (

~— N N

Vegetante (

Microscopia

) Bem diferenciado
) Moderadamente diferenciado
) Pouco diferenciado

) Indiferenciado

Tumor invade -

() mucosa () submucosa () muscular prépria () serosa () tecido adiposo adjacente
() estruturas adjacentes

Invaséo

Linfatica S() N()

Venosa S( ) N()

Perineural S( ) N( )

Linfonodos — metastases

() ausente ( - )

() presente ( - )
() peritumorais ( - )
() a distancia ( - )
Classificagédo TNM

Tis( ) T1() T2() T3() T4 ()
NO() N1() N2()

MO () M1()

Estadio |

Estadio Il

Estadio Il

Estadio IV



Classificagao de Turnbull
AC )

B( )
C( )
D( )
Estudo imuno-histoquimico

CD 10 - Escore de Ogino
0 ( )0a1ponto

+ ( )2 a3 pontos
++ ( )4 a6 pontos

+++ ()7 a9 pontos

Percentual de células coradas
0a10% -0( )
1M1a25% -1( )
26a50% -2( )
>51% -3( )

Intensidade da coloracéo
NegativaO ( )

Fraca 1 ()
Moderada 2 ( )

Forte 3 ()

NM 23 - Escore de Ogino
0 () Oa1ponto
+ () 2a3pontos
++ () 4a6pontos

+++ () 7 a9 pontos
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Percentual de células coradas
0a10% -0( )
11a25% -1( )
26a50% -2( )
>51% -3( )

Intensidade da coloragao
Negativa 0 ( )
Fraca 1 ( )
Moderada 2 ( )
Forte 3 ( )
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Relagao dos doentes incluidos no estudo

NOME N°.

EAG
ELG
CCN
EHS
JPS
JIS
JA
DAJ
ESM
ACS
AZC
GAF
ACC
ARSS
FVN
DTT
JMS
ARS
BFF
EGPP
ISP
GC
ASP Jr.
DD
ACP
CRP
ABM
JMMR
AA
DF
APS
DDP
CGL

TMA

© 00 N O O b WO DN -~

W W W W N N N DN N D DN DNDMNDMDN 2 2 A A A A A A A -
W N =~ O ©W 0o N O o0 A W N 2 O © 0N O O b WO N —~ O

RGH
10012787.00
10001754.00

396399.00
10032410.00
10031784.00

773368.00
10035678.00

570508.00
10029515.00

1062302.00

468101.00
10031317.00
10024568.00
10019654.00

707033.00
10013389.00

803119.00
10048311.00
10048123.00

901899.00
10057148.00
10051743.00

989441.00
10062177.00
10064885.00
10068757.00

741619.00

1666495.00

10073840
10071746.00
10082248.00

1079590.00

10086121.00




NOME
IJD
CFSL
HCMA
FM
FXM
JPF
JLE
AC
OSJK
PMV
MED
MVM
CST
MAS
CHF
MJP
LHO
OBL
VG
JL
RSP
OPS
EFMA
CIF/113914
RFQS
LCR/78488
EES
MLPS
AMA
JEN
FS
LJO/39832
ESJ
HJS/96470
NAC

N°. TMA
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

RGH
619689.00
10094625.00
694241.00
10098806.00
10105006.00
769866.66
10106630.00
00554074.00
10068817.00
10067576.00
10067022.00
10067596.00
10038826.00
00579428.00
10072270.00
10069157.00
00519662.00
1006845800
1006659200
1001788600
1003007100
000000-66
1004353000
00000-66
1004394000
00000-66
1003525500
1003603000
1003364800
1004631900
1004501700
00000-66
1004690400
00000-66
1004754600
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NOME
SBO
MGAS
MN
EG
MMS
VGB
SD
CJO
OMPM
JFS/111507
AQ
CMPF
AMS
WFO
NBSL
PK
SFCT
™
MRS
LTS
MMAS
JAS/14490
NA
M.SA
JMP
AM
LRI
INS
IMB
MJJF
EVA
ABS
EB
MA
PJJ

N°. TMA
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

RGH
10048118-00
657447-00
1004471066
1005425000
1005059266
1005387100
100462500
1005606500
1005608300
00000-66
1005938200
648145-66
1006009200
1005960400
334498-00
855458-00
1006369800
456893-00
1002433700
6732700
536282-00
3467445567
1007320800
172670100
1007050300
1006448500
83812100
1007827200
587627222
1008717600
1008804400
00733228-00
1009126900
4534567810
1009710400
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NOME
FCV
HFS
JLS

MLWM
TMF

ML
MJTA
LFM
SRN
GGS
SK
AMF

RMAC

JRB
VB
EB
KS

ZGR

GNG/36469
JOQ
JNS
ARM
FM

MLL

CJN

VG

MCP

N°. TMA
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

RGH
1008320300
1009613666
1009558000
664523670
77709800
1010260800
157751966
1005242000
97774200
1010556600
1005790600
1010996300
10113512-00
4567889766
106843700
10113347-00
10111769-00
10114935-00
000000-66
1005873000
10071333.00
1008765800
0000000-66
1009060900
10074446.00
01720597.00
00380052.00
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Parecer do Comité de Etica aprovando o projeto de pesquisa

Universidade Federal de S3o Pauio Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicing Hospital S&0 Paulo

Sé&o Paulo, 22 de fevereiro de 2008
CEP 1958/07

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) LEVINDO ALVES DE OLIVEIRA

Co-Investigadores: Luis Cesar Fernandes, Decio Matos

Disciplina/Departamento: Gastroenterologia Cirdrgica/Cirurgia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o
Paulo

Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref. Projeto de pesquisa intitulado: “Relagdo das citoqueratinas e do CEA, séricos e teciduais, com as
caracteristicas morfologicas, o estadiamento e o prognéstico dos pacientes com adenocarcinoma
colorretal”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo com amostras estocadas.

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

OBJETIVOS: Avaliar em pacientes com neoplasia colorretal, correlagédo existentes entre os niveis séricos e teciduais
de antigeno carcinoembriondrio (CEA) e de citoqueratina, bem como relacionar esses marcadores com as
caracteristicas morfologicas do tumor, o estadiamento e o prognostico..

RESUMO: Foram estudados 169 pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal, atendidos e submetidos a
cirurgia, no Hospital S&o Paulo, de dezembro de 1993 & marco de 2000, pelo grupo de Coloproctologia da Disciplina
de Gastroenterologia CirGrgica da UNIFESP. Este sera um estudo restrospectivo, avaliando as concentragbes séricas
e teciduais de CEA e citoqueratinas com as caracteristicas do tumor e com o prognéstico dos pacientes. A coleta de
dados sera feita restrospectivamente, considerando-se as seguintes variaveis: CEA sérico, Citogueratinas séricas,
caracteristicas da les3o neoplasica e localizagdo, diametro, classificagdo histopatologica TNM e Tubbull,
diferenciagdo celular, achados relacionados ao prognéstico intervalo livre de doenga, recidiva, sobrevida e
mortalidade, CEA tecidual apical, estromal e plasmatico e citoqueratinas teciduais. Sera investigado por imuno-
histoquimica, a presenga e o padrdo de distribuicdo tecidual das citoqueratinas de 8 e 18 do CEA nos tecidos
tumorais. As concentragdes séricas do CEA e citoqueratinas serdo relacionados com as concentracbes e
distribuicbes do CEA e citoqueratinas teciduasi. CEA e citoqueratinas séricos e teciduais serdo relacionados as
caracteristicas morfolégicas e histoapatolégicas do tumor e com os critérios de prognostico..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: CEA é um marcador tumoral com boas caracteristicas para seguimento dos
pacientes com neoplasia colorretal. A identificagiode citoqueratinas 8, 18 e 19 tem mostrado bons resultados para o
seguimento de pacientes com neoplasia colorretal. Este estudo visa avaliar correlag@o entre niveis séricos e teciduais

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEF 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP

Solicito a esse comité a aprovacao para a troca do titulo do trabalho em anexo.
Devido a dificuldades técnicas pesquisamos os marcadores NM 23 e CD 10 e ndio os
marcadores CEA e Citoqueratinas. Mantivemos o mesmo grupo de pacientes e o

mesmo propdsito de relacionar a expressao dos marcadores com as caracteristicas
do tumor e o progndstico.

Titulo — Relacio da expressio tecidual do CD 10 e do NM 23 com os aspectos
morfolégicos, histopatolégicos e prognéstico em carcinoma colorretal.

! /
Atenciosamente 5

|

/[
Levinm_s de Oliveira

&
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ABSTRACT

Aims: To analyze the tissue expression of the proteins CD 10 and NM 23 through the
immunohistochemichal study of the colorectal carcinoma and evaluate the expression
relation of these proteins with the anatomopathological aspects of the neoplasia, clinical
staging, occurrence of hepatic metastasis and patients’ prognostic. Method: One
hundred and thirty operated patients of colorectal carcinoma have been analyzed. A
block of tissue microarray was produced with the neoplastic mucosa and with the
adjacent non-neoplastic mucosa. An immunohistochemichal study was performed with
monoclonal antibodies NM23 and CD10 on the neoplastic tissue and non-neoplastic
tissue of the adjacent mucosa. The interpretation of the slides was made by a scanner
device. The immunoexpression was evaluated by the percentage of colored cells and
the obtained intensity scores. The results were related to the morphological and
histopathological characteristics of the carcinoma, clinical staging, presence of hepatic
metastasis and to the prognostic of the patients. In the statistic study were used the
Mann-Whitney test, the Kruskal-Wallis test and Fisher’s exact test. The analysis of
survival was conducted with the use of the Kaplan-Meier curve and the comparison
conclusion between the curves was calculated through the Longrank test. Results: Both
markers CD10 and NM23 presented a higher expression on the carcinoma tissue rather
than on the non-neoplastic adjacent mucosa (p<0,0001 for both). The expression of the
proteins NM23 and CD10 did not present any relation to the degree of cellular
differentiation (p=0,57 and p=0,48, respectively) , vascular invasion (p=0,85 and p=0,67,
respectively), lymphatic invasion (p=0,41and 0,73, respectively), perineural infiltration
(p=0,46 and p=0,24, respectively) and with the staging by the TNM classification
(p=0,19). The immunoexpression of CD10 on the colorectal carcinoma tissue was
higher (p=0,15) on the exophytic neoplasias than on the non-exophytic tumors. The
expression of the proteins NM23 and CD10 did not present any relation with the
incidence of lymphonodal metastasis (p=0,08 and 0,30, respectively). The tissue
expression of the markers NM23 and CD10 did not relate to the occurrence of hepatic
metastasis (p=0,59 and 0,31 respectively). The disease-free survival disclosed a
significant relation (p=0,01) with a higher intensity of immunoexpression of the protein
NM23 on the colorectal carcinoma’s tissue. However, the same did not occur with the
immunoexpression of the protein CD10 (p=0,18). The global survival did not show any

relation with the expression of the proteins NM23 and CD10 (p=0,13 and p=0,24,



respectively). Conclusions: The neoplastic tissue of the colorectal carcinoma
expresses more intensely the proteins NM23 and CD10 than the adjacent non-
neoplastic mucosa. The expression of the proteins NM23 and CD10 does not relate to
the presence of lymphonodal metastasis, hepatic metastasis, degree of cellular
differentiation, colonic or rectal localization of the neoplasia, presence of vascular
and/or lymphatic invasion, presence of neural infiltration and the staging of the
colorectal carcinoma. The patients with increased immunoexpression of the protein
NM23 presented a disease-free survival significantly higher. The intensity of the tissue
immunoexpression of the protein CD10 did not influence the disease-free survival. The
global survival does not relate to the immunoexpression of the proteins NM23 and
CD10.

Keywords — Colorectal Neoplasms. Carcinoma. Tumor Markers Biological. Antigens

CD. NM 23 Nucleoside Diphosphate Kinases. Prognosis.
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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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