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Resumo

RESUMO

Introdugdo: Os avancos significativos nos ultimos anos no conhecimento das bases
moleculares e celulares do cancro colorretal (CCR) tém permitido o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, modificando completamente o
paradigma da evoluc¢do desta neoplasia.

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na carcinogénese, no
desenvolvimento e progressdao do CCR sdo multiplos, ocorrendo em varias etapas,
desde a lesdo inicial nas criptas (pdlipos adenomatosos), ao carcinoma in situ, até a
sua progressao e metastizagao.

Para além das multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas conhecidas, varios
estudos tém demonstrado a associacdo entre obesidade e o aumento da incidéncia
e da mortalidade por cancro. Durante a ultima década, o tecido adiposo tem ganho
importancia, pois para além do seu papel no armazenamento de energia, tem-se
mostrado um orgdao enddcrino onde sdo produzidas varias hormonas e, ou
citocinas, denominadas adipocitocinas, com um papel importante na homeostase
energética, no metabolismo glucidico e lipidico e na regulagdo do peso corporal. O
aumento da gordura abdominal (visceral) e as alteragdes metabdlicas com ela
relacionadas, nomeadamente a insulinorresisténcia, o hipersinsulinismo, a
hiperglicémia, a dislipidémia, a inflamacdo crénica e o aumento dos radicais livres
de oxigénio, levam a maior producdo das citocinas provocando um estado
inflamatdrio crénico, o que relaciona a obesidade com o risco de cancro.

As adipocitocinas tém sido relacionadas com varios tipos de cancro, pela sua

capacidade de promover proliferacao, diferenciagdao e morte celular. No entanto, o
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seu papel no desenvolvimento e progressao do CCR, bem como a sua potencial
utilizacdo como marcadores tumorais, ndo esta totalmente estudado.

Objectivos: Avaliar a importancia clinica dos niveis séricos e de expressdo génica
das adipocitocinas (Adiponectina, Leptina, Resistina e Visfatina) e das citocinas
inflamatdérias (MCP-1 e TNFa) no desenvolvimento e progressao do cancro
colorretal, bem como a sua eventual utilizagdo como novos marcadores tumorais
que, de um modo ndo invasivo, permitam fazer um diagndstico precoce e avaliar o
prognéstico dos doentes com CCR, definindo novos grupos de risco.

Material e Métodos: Foram seleccionados 89 doentes com o diagndstico
histolégico de adenocarcinoma do célon ou reto, seguidos no Hospital Distrital da
Figueira da Foz (HDFF, EPE), e 73 controlos sem doencga neopldsica conhecida.

O estudo foi aprovado pelas comissGes de ética da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra e do HDFF, EPE. Foi efetuada uma entrevista para recolha
de dados demogréficos, habitos alimentares, medidas antropométricas e dados
relacionados com a histéria da doenca, diagndstico e evolugdo. Todos os
participantes foram classificados segundo o indice de Massa Corporal (IMC) e o
perimetro da cintura (PC), tendo ainda em atencdo a localizagdo topografica do
tumor e o seu estadiamento clinico ou patoldgico. Foram colhidas amostras de
sangue e avaliados varios pardmetros bioquimicos nomeadamente o estado
metabdlico e a diabetes. Aos doentes foram colhidas amostras de sangue, tecido
tumoral e tecido do célon normal. Aos controlos foram colhidas amostras de sangue
e tecido de célon normal.

Os niveis séricos de Adiponectina, Leptina, Resistina, TNFa, Visfatina e MCP-1 foram

determinados por técnicas de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). A
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expressao dos genes que codificam as citocinas referidas anteriormente foi avaliada
através da reac¢do de polimerizacdo em cadeia em tempo real (Q-PCR).

Resultados e Discussdao: A amostra constituida por 89 doentes com CCR e 73
controlos, ndo apresentou diferencas significativas no que diz respeito a idade, IMC
e PC (entre os dois grupos), apenas diferindo no género (existe um predominio do
género masculino nos doentes com CCR).

Os valores medianos dos niveis séricos de adiponectina, resistina, visfatina e TNFa
foram mais elevados nos doentes do que nos controlos, enquanto os de MCP-1 e de
leptina foram mais baixos, sendo estes resultados independentes do IMC e das
caracteristicas do tumor. No entanto, as diferengas encontradas apenas foram
estatisticamente significativas para a resistina, visfatina, TNF-a e leptina. Estes
resultados sugerem que a resistina, a visfatina, o TNF-a e a leptina podem
influenciar o desenvolvimento do CCR.

Observou-se ainda uma correlagdo negativa significativa (p<0,001) entre os niveis
séricos de resistina e a sua expressao génica tecidular, bem como, uma correlagado
positiva entre a expressdao génica no tecido normal e tumoral desta citocina e
também da adiponectina e TNF-a.

A andlise dos niveis de citocinas séricas como potenciais marcadores preditivos de
diagndstico e/ou de progndstico, recorrendo a curvas receiver operator
characteristic curve (ROC), indica que a leptina, a visfatina, o TNF-a e a resistina sdo
as citocinas que apresentam um potencial valor preditivo, embora apenas a
resistina seja aquela que apresenta maior poder discriminatério (AUC=0,850). Além

disso, os doentes que apresentam niveis mais elevados de adiponectina e visfatina
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e, ou niveis mais baixos de leptina sdo os que apresentam menor sobrevivéncia
global.

Conclusées: Os resultados sugerem que o nivel sérico de resistina podera constituir
um potencial biomarcador de CCR e que a adiponectina, a visfatina e a leptina
poderdo influenciar a evolucdo e sobrevivéncia dos doentes, podendo contribuir
para a identificagcdao de novos grupos de risco. Desta forma, estas citocinas poderao
constituir eventuais novos marcadores de progndstico em doentes com CCR.
Contudo, estes estudos necessitam de ser validados através de estudos

multicéntricos que englobem um maior nimero de doentes.

Palavras-chave: Cancro colorretal; tecido adiposo; adipocitocinas; obesidade
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Abstract

ABSTRACT

Introduction: The significant advances in recent years in understanding the
molecular and cellular bases of colorectal cancer (CRC) have allowed the
development of new therapeutic approaches, completely changing the paradigm of
the evolution of this neoplasm.

The cellular and molecular mechanisms involved in carcinogenesis, in the
development and progression of CRC are multiple, occurring in several stages, from
the initial lesion in the crypts (adenomatous polyps), the carcinoma in situ, to its
progression and metastasis.

Besides multiple genetic and epigenetic changes already known, several studies
have reported an association between obesity and increased incidence and cancer
mortality.

During the last decade, adipose tissue has been gaining importance because besides
its role in energy storage, it has been shown as an endocrine organ where several
hormones and, or cytokines, called adipocytokines, are produced, which have an
important role in energy homeostasis in glucidic and lipid metabolism and body
weight regulation.

The increase in abdominal fat (visceral) and metabolic disorders related to it,
including insulin resistance, hypersinsulinism, hyperglycemia, dyslipidemia, chronic
inflammation and increased oxygen free radicals, lead to increased production of
cytokines developing a chronic inflammatory condition, which relates obesity to the

risk of cancer.
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The adipocytokines have been related to several types of cancer, for their ability to
promote proliferation, differentiation and cell death. However, its role in the
development and progression of CRC, as well as their potential use as a tumor
marker is not fully studied.

Objectives: To evaluate the clinical significance of serum levels and gene expression
of adipocytokines (adiponectin, leptin, resistin and visfatin) and inflammatory
cytokines (MCP-1 and TNFa) in the development and progression of colorectal
cancer as well as their possible use as new tumor markers, which through a non-
invasive way enable early diagnosis and evaluate the prognosis of CRC patients,
defining new risk groups.

Material and Methods: 89 patients were selected with the histologic diagnosis of
adenocarcinoma of the colon or rectum, followed at the District Hospital in Figueira
da Foz (HDFF, EPE), and 73 control individuals without known neoplastic disease.
The study was approved by the ethics commissions of the Faculty of Medicine of the
University of Coimbra and of the HDFF, EPE.

An interview was performed in order to collect demographic data, eating
behaviours, anthropometric measurements and data related to the disease history,
diagnosis and outcome.

All participants were classified according to the Body Mass Index (BMI) and Waist
Circumference (WC), taking into account the topographic location of the tumor and
its clinical and pathological stage. Blood samples were collected and biochemical
parameters were assessed such as metabolic condition and diabetes.

Patients’ samples of blood, tumor tissue and normal colon tissue were collected.

Blood samples and normal colon tissue were collected from control individuals.
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The serum levels of adiponectin, leptin, resistin, TNFa, visfatin and MCP-1 were
determined by techniques Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The
expression of the genes encoding the above cytokines was evaluated by polymerase
chain reaction in real time (Q-PCR).

Results and discussion: The sample consisting of 89 patients with CRC and 73
control individuals, showed no significant differences regarding age, BMI and WC
(between groups), only differing in gender (there is a male predominance in
patients with CRC).

The average values of serum levels of adiponectin, resistin, visfatin and TNF-a were
higher in patients than in control individuals, whereas MCP-1 and leptin were lower,
and these results were independent from BMI and tumor characteristics. However,
the differences were only statistically significant for resistin, visfatin, leptin and TNF-
a. These results suggest that resistin, visfatin, TNF-a and leptin can influence the
development of CRC.

A significant negative correlation was observed (p<0.001) between serum resistin
levels and its tissue expression gene and a positive correlation between the
cytokine gene expression in normal and tumoral tissue and the adiponectin and
TNF-a.

Analysis of serum cytokines levels as potential predictive markers for diagnosis and,
or prognosis using receiver operator characteristic curve (ROC) curves, indicates that
leptin, visfatin, TNF-a and resistin are the cytokines that have a potential predictive
value, although only resistin is the one that has greater discriminatory value (AUC =
0.850). In addition, patients who have higher adiponectin and visfatin levels and/or

lower leptin levels are those with lower overall survival.
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Conclusions: The results suggest that serum resistin level may represent a potential
biomarker for CRC and that adiponectin, visfatin and leptin may influence the
evolution and survival of patients and may contribute to the identification of new
risk groups. As shown, these cytokines may constitute eventual new prognostic
markers in CRC patients. However, these studies must be validated through

multicentered essays including larger number of patients.

Key words: colorectal cancer; adipose tissue; adipocytokines; obesity
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LISTA DE ABREVIATURAS

% - percentagem

Mg — microgramas

15-PGDH - hydroxyprostaglandin  dehydrogenase 15-nicotinamide adenine
dinucleotide

5-FU — 5-Fluoracilo

5-FU/LV — 5-Fluoracilo/leucoverina ou acido folinico
Ac — anticorpo

AdipoQ — adiponectina

AdipoR - recetor da adiponectina

AdipoR1 — recetor 1 da adiponectina

AdipoR2 — recetor 2 da adiponectina

ADN — 4cido desoxirribonucleico

AINE — anti-inflamatdrios ndo esterdides

AJCC - American Joint Committee on Cancer
AKT/PBK — protein Kinase B

AMPK — 5" - adenosine monophosphate-activated protein kinase
APC — adenomatous polyposis coli

APM-1 — adiPose most abundant gene transcript
BAX — bcl-2-like protein 4 gene

BCL2 - B cell lymphom 2

BRAF — sarcoma viral oncogene homolog B

CBP — CREB-binding protein
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CCL2 — equivalente da MCP-1

CCNPH — carcinoma colorretal ndo polipdide hereditario
CCR - cancro colorretal

CD14 — cluster of differentiation 14

CDCA4 — cell division control protein 4

CEA — antigénio carcinoembrionario

CIN —instabilidade cromossémica

CK 1 e 2 —caseinkinase 1 e 2

c-MYC — v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
COX-2 —ciclo-oxigenase 2

CpG —dinucleétido citosina-fosfato-guanina

CR —cancro do reto

CSC - cancer stem cell

CU — colite ulcerosa

DCC — deleted in colorectal carcinoma

DGS — Direcao Geral de Saude

DIl — doenca inflamatéria do intestino

DNMT — metiltransferases de ADN

EGF — fator de crescimento epidérmico

EGFR — recetor do fator de crescimento epidérmico
ERK — extracellular signal regulated kinases

EUA — Estados Unidos da América

EUROCARE-5 — European Cancer Registry-based 5

FAP — polipose adenomatosa familiar
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Lista de Abreviaturas

FMUC - Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
FOCCO - fotografia do cancro colorretal em Portugal
FOLFIRI - acido folinico, 5-fluoruracilo, irinotecano
FOLFOX - acido folinico, 5-fluoruracilo, oxaliplatina
GAPDH — glicerol 3 fosfato desidrogenase

GICD — Grupo de Investigacao do Cancro Digestivo
GRO — chemokine growth-regulated protein

GSK3B — glycogen synthase kinase 3 beta

GST — genes supressores tumorais

HbA;. — hemoglobina glicosilada

HDFF, EPE — Hospital Distrital da Figueira da Foz, EPE
HIF-1 — fator de transcri¢do induzido pela hipdxia
CCNPH - cancro colorretal hereditario ndo polipdide
IARC -International Agency for Research on Cancer
IC — Instabilidade Cromossémica

ICAM-1 —intercellular adhesion molecule 1

ICAMs — intercellular adhesion molecule

IGF-1 —insulin-like growth factor 1

IGF-1R —insulin-like growth factor receptor

IkB — nuclear factor of kappa light polypeptide

IL-1 —interleucina 1

IL-12 —interleucina 12

IL-6 — interleucina 6

IMC — indice de Massa Corporal
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IMS — instabilidade de microssatélites
INE — Instituto Nacional de Estatistica
iNOS —inducible nitric oxide synthase

IQR — amplitude interquartil

JAK2 — janus kinase 2

INK = Jun N-terminal kinase

KRAS — kirsten rat sarcoma oncogene
LDH - desidrogenase do lactato

LEP —leptina

LEPR — recetor da leptina

LPS — lipopolysaccharide

LRP5/6 — low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6
LV — levofolinato

MAPK — mitogen-activated protein kinase
MCP-1 — monocyte chemoattractant protein-1
MCPs — membrane cofactor protein

MINT — Msx2 interacting nuclear target
MLH1 — mutL homolog 1

MMP — metaloproteinases da matriz
MMR — mismatch repair

MSH2 — mutS homolog 2

MSH6 — mutS homolog 6

MTOR — mammalian-target of rapamycin

MYH — mut Y Homolog
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n —numero de casos

NAD - nicotinamida adenina dinucleotido

NAMPT — nicotinamide phosphoribosyl transferase
NCCN — National Comprehensive Cancer Network
NFAT — nuclear factor of activated T-cells NF-kB fator nuclear kB
NF-kB — factor nuclear kB

ng — nanogramas

NO — 6xido nitrico

NOS — espécies reativas de nitrogénio

OBRb —recetor da leptina

OMS — Organiza¢do Mundial de Saude

p38 — mitogen activated protein kinase

p50 — nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit

p65 — nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit

PAS — acido periddico de Schiff

PBEF — pre-B cell enhancing factor

PCR-hs — proteina creativa de alta sensibilidade
PET — tomografia de emissdo de positroes

pg — picogramas

PI3K —phosphoinositide 3-kinase inhibitor

PIK3CA — phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate 3-kinase catalytic cubunit alpha
PSOF - pesquisa de sangue oculto nas fezes

PTEN — phosphatase and tensin homolog

RECIST- Evaluation Criteria In Solid Tumours
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RELMs — resistina-like molecules

RETN - resistina

RMN — ressonancia magnética nuclear

ROC - receiver operator characteristic curve

ROM - reactive oxygen metabolites

RORC — Registo Oncolégico do Centro

ROS - espécies reativas de oxigénio

SF — sigmoidoscopia flexivel

SM —sindrome metabdlica

SMAD - protein mother against decepentaplegic
SMAD4 — protein mother against decepentaplegic 4
SNC — sistema nervoso central

SOCS — suppressor of cytokine signaling

STAT —signal transducer and activator of transcription
STAT3 —signal transducer and activator of transcription 3
TAM — macrdéfagos associados ao tumor

TC — tomografia computorizada

Tcf/LEF — transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor 1
TGFBR2 — transforming growth factor, beta receptor Il
TGFB — transforming growth factor beta

TLR-2 — toll-like-receptor-2

TLR-4 — toll-like-receptor-4

TNF — factor de necrose tumoral

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral - alfa
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1.INTRODUCAO

Os desafios que a Medicina ird enfrentar nos préoximos anos, nomeadamente na
area da oncologia, irdo influenciar significativamente a sociedade. O cancro é uma
doenca que, para além de uma abordagem clinica multidisciplinar, exige uma visao
politica e social abrangente. Além disso, tem um profundo impacto nos doentes,
nos familiares e na sociedade em geral, sendo provavelmente uma das doengas
mais temidas pela popula¢do (Direcao Geral de Saude, 2013).

Segundo a Direcdo Geral de Saude (DGS), a previsdo realizada pela International
Agency for Research on Cancer (IARC) para a Unido Europeia, tendo por base o
envelhecimento da popula¢ao, estabelece um aumento de novos casos de cancro
em 13,7%. Também para Portugal, como se pode ver na Figura 1, as previsdes

apontam para um aumento de 12,6% (Direcao Geral de Saude, 2013).

Previsao da incidéncia de cancro em Portugal entre
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Figura 1: Previsao da incidéncia de cancro em Portugal entre 2010 e 2030.
Fonte: Portugal — Doengas Oncoldgicas em numeros 2013 (Diregdo Geral de Saude)
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Apesar dos multiplos avangos na sua abordagem, a taxa de mortalidade por cancro
tem estabilizado, nomeadamente em Portugal. No entanto, este indicador nos
casos especificos do cancro colorretal (CCR) aumentou até 2011 (Direcdo Geral de
Saude, 2013).

O desenvolvimento da biologia molecular tem permitido identificar varias moléculas
como fatores de crescimento, recetores e vias de sinalizacdo envolvidas na
regulacdo do ciclo celular, na proliferacdo celular, na angiogénese e na apoptose,
que contribuem para os processos envolvidos na oncogénese do cancro do célon. O
conhecimento detalhado da etiologia, dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e progressao do CCR, permite desenvolver abordagens dirigidas

para a sua prevencao, rastreio, diagndstico e terapéutica.

1.1.EPIDEMIOLOGIA

1.1.1.INCIDENCIA E MORTALIDADE

A nivel mundial o CCR é um dos cancros mais frequentes, atingindo o terceiro lugar
em incidéncia (Danese et al., 2012) e o segundo lugar em causa de morte por
cancro. Segundo o World Cancer Research Fundation (WCRF), em 2012 foram
registados cerca de 1,4 milhdes de casos, representando cerca de 10% da incidéncia
global do cancro. Destes, cerca de 746.000 (54,9%) eram homens e 614.000 (45,1%)
mulheres. A WCRF estima que em 2035 sejam diagnosticados cerca de 2,4 milhdes
de casos.

De acordo com a Tabela 1, os dados publicados em 2013 pela DGS, em Portugal
referente a 2007, a taxa de incidéncia bruta de cancro do colon era de 42,8 e do

reto de 24 por 100.000 habitantes (Direcao Geral de Saude, 2013).
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Tabela 1: Taxa de incidéncia do cancro colorretal em Portugal, 2007.

Género H M HM H M HM
Cdlon 50,7 35,2 42,8 39,6 22,9 30,3
Reto 31,0 17,3 24,0 24,6 11,9 17,5

Fonte: Registo Oncoldgico Nacional 2007 — RORENO 2013

Segundo o Registo Oncoldgico do Centro (RORC), em 2010 no Distrito de Coimbra, a
taxa de incidéncia bruta por 100.000 habitantes, foi de 47,14 novos casos para o
cancro do célon, 26,14 para o cancro do reto e de 3,5 para o cancro da regido
retossigmoideia, o que corresponde a uma incidéncia superior aos dados nacionais
de 2007 (Instituto Portugués de Oncologia, 2010).

A grande maioria dos casos de CCR corresponde a forma esporddica, embora em
cerca de 15% dos casos, possa ser hereditario, familiar como a polipose
adenomatosa familiar (FAP) e o cancro colorretal hereditdrio ndo polipdide
(CCNPH).

A idade tem um maior impacto na incidéncia do que qualquer outro fator
demografico. A incidéncia do CCR aumenta significativamente acima dos 45 a 50
anos, sendo a taxa de incidéncia ajustada a idade maior para os homens do que
para as mulheres. No ocidente o CCR é a segunda causa de cancro na mulher,
depois do cancro da mama e a terceira no homem, depois dos cancros da préstata e
pulmao (Direcdo Geral de Saude, 2013).

Segundo o Annual Report to the Nation on the Status of Cancer de 2013, entre 2000
e 2009, assistiu-se a uma estabilidade ou ligeira reducao da incidéncia anual de CCR,

bem como a uma ligeira reducdo da sua taxa de mortalidade, em ambos os géneros,
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em todas as racas e grupos étnicos, exceto indios americanos e nativos do Alaska
(National Cancer Institute, 2013).

Alguns autores referem que pode existir uma suscetibilidade diferente para o
desenvolvimento do CCR nos diferentes segmentos do célon, assistindo-se a um
aumento da incidéncia do cancro do célon direito (cego e ascendente) e sigmdide e

a diminuicdo do cancro do reto (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

1.1.2.VARIACAO GEOGRAFICA

A incidéncia do CCR apresenta uma grande variacdo geografica. E mais frequente
nos paises industrializados e urbanizados, como a América do Norte, Australia, Nova
Zelandia e Europa Ocidental, no entanto, a sua incidéncia tem vindo a aumentar nos
paises em vias de desenvolvimento. E raro na Asia, América do Sul e Africa
subsariana (Adams, 2007).

Tem-se verificado que o risco de desenvolver CCR aumenta em populagdes que
migram de zonas de baixo risco para outras de nivel elevado. Este facto foi
demonstrado num estudo efetuado numa populacdao de Chineses que emigraram
para os Estados Unidos da América (EUA), em que a incidéncia de CCR aumentou
em relacdo a populagdo controlo que permaneceu no seu pais de origem. Este
aumento de incidéncia foi atribuido a um maior consumo de carne e a diminuicdo
da atividade fisica (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).Também no
Japdo, pais onde a incidéncia de CCR era baixa, se verificou um aumento
progressivo da sua incidéncia a medida que foi adotada uma alimentagdo com

carcteristicas mais ocidentais.
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Nos homens com alto consumo de carne processada observou-se aumento de risco
enquanto nas mulheres com ingestdo diaria de café o risco diminuiu (Oba et al.,

2006).

1.1.3.RACA E ETNIA
Atualmente parece haver taxas mais elevadas de incidéncia e mortalidade
associadas a populacdo de raca negra relativamente a caucasiana (Siegel,
Naishadham, & Jemal, 2013). Além disso, foi encontrada uma mutagdao no gene
adenomatosis polyposis coli (APC) (11307K), que confere um alto risco de CCR entre
familias de ascendéncia judaica (Ashkenazi Jewish), menos frequente noutros

grupos (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

1.1.4.FATORES SOCIO-ECONOMICOS
As taxas mais elevadas de incidéncia e mortalidade por CCR tém sido relacionadas
com os paises economicamente mais favorecidos. O consumo de alimentos com
alto teor de gordura, de grande quantidade de carne vermelha, o excesso de alcool,
e a falta de exercicio fisico, levam a obesidade e contribuem para estas elevadas
taxas. De acordo com vdrios estudos prospetivos, existe uma relacdo entre o
aumento do indice de Massa Corporal (IMC) e o elevado risco de desenvolvimento
de CCR. Estes estudos apontam para o facto de esta relagdao ser mais acentuada no
género masculino, estando provavelmente relacionada com uma distribuicdo
predominantemente visceral da gordura, que apresenta uma maior atividade pro-

inflamatoria (Johnson & Lund, 2007).
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Os obesos em geral apresentam cerca de 1,5 a 2 vezes maior risco de desenvolver
cancro gastrointestinal, do que os individuos saudaveis (Prashant Kant & Mark A.
Hull, 2011). A dieta do tipo mediterranico, que se caracteriza por um baixo consumo
de carne vermelha e um elevado consumo de azeite, peixe e vegetais frescos, tem
um importante papel na prevencdo do CCR, diminuindo a sua incidéncia. No
entanto a correlagdao negativa encontrada entre o consumo elevado de fibras e a
diminuicdo do risco de CCR ainda ndo teve resultados consistentes (Dahm et al.,
2010).

Estudos de cohort e caso-controlo indicam que a obesidade e a ingestao total de
calorias sdao fatores de risco independentes para o desenvolvimento do CCR
(Gonullu, Kahraman, Bedir, Bektas, & Yiicel, 2010).

Existem alguns estudos que mostram um ligeiro aumento do risco de CCR associado
ao consumo de dlcool, particularmente de cancro do reto no género masculino. O
alcoolismo crénico, com uma ingestdo acima de 45 gramas por dia, através do
consumo de folato presente no célon, aumenta significativamente a incidéncia de
CCR (Baan et al., 2007).

Demonstrou-se ainda, que o tabagismo, de acordo com a carga tabdgica, tem
influéncia no desenvolvimento de adenomas, aumentando também o risco de CCR.
Foram efetuados alguns estudos tentando relacionar a ingestao de cha ou café com
o0 aumento de risco de CCR, mas os resultados ndo confirmaram esta relagao
(Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

A obstipacao tem sido considerada como um fator de risco, uma vez que a baixa
motilidade intestinal expde a superficie intestinal a um maior contacto com os

agentes carcinogénicos, aumentando a probabilidade de desenvolver CCR.
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No entanto, estudos recentes publicados em 2012, mostram que a obstipacao a
longo prazo ndo aumenta do risco de CCR (American College of Gastroenterology ,
2012).

O exercicio fisico diminui o risco de cancro por reduzir os niveis de prostaglandina E.
Esta prostaglandina tem uma atividade anti-apoptdica, induzindo assim a

proliferacdo da mucosa do célon e o crescimento tumoral (Sanchez et al., 2012).

1.1.5.LOCALIZAGAO ANATOMICA
Classicamente, o CCR era identificado como uma doenca do célon distal ou
esquerdo. No entanto, verificou-se ao longo dos anos um aumento da sua
incidéncia no célon proximal ou direito, tanto nos EUA como na Europa ou na Asia.
Estas alteragbes parecem ser multifatoriais: aumento da longevidade, resposta
diferente do célon direito e esquerdo aos carcinogéneos endoluminais e diferentes
fatores genéticos implicados, no célon proximal, a instabilidade de microssatélites
(IMS) e no célon distal, a via da instabilidade cromossémica (Vincent T. DeVita, Jr.,

Theodore S. Lawrence, 2011).

1.1.6.0UTROS FATORES DE RISCO
O risco de CCR estd aumentado nas pessoas com antecedentes de pdlipos
adenomatosos, principalmente se estes forem multiplos e de grandes dimensdes
(superiores a 1 cm), se existir displasia grave, se a arquitetura do pélipo for do tipo
viloso ou se a idade do diagndstico for inferior a 60 anos (Walsh, 2003).
A doenca inflamatdria intestinal (DIlI), nomeadamente a colite ulcerosa (CU) com

evolucgdo prolongada, aumenta o risco de CCR. Nos doentes com mais de 10 anos de
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evolucdo da doencga, este risco aumenta progressivamente, atingindo o méximo a
partir da quarta década de evolucdo. A doenca de Crohn apresenta igualmente um
risco aumentado de CCR, sendo este risco proporcional a drea do célon afetada
(Lukas, 2010).

A colecistectomia e a gastrectomia tém sido consideradas nalguns estudos um fator
de risco, o que nao foi confirmado noutros estudos (Shao T, 2005). Os doentes
submetidos a ureterossigmoidostomia, tém igualmente um risco muito aumentado
de cancro na mucosa do célon distal a implantagdo dos ureteres (Chris C.W. Chan,
2008)(Mehta, Ennis, & Whitten, 2012).

O CCR tem sido também relacionado com o eséfago de Barret, com a exposicdo a
radiacdo (radioterapia ou acidentes nucleares) e com infecdo por Schistosoma

japonicum (H Salim, Hamid, Mekki, Suleiman, & Ibrahim, 2010).

1.2.ETIOLOGIA

1.2.1.PREDISPOSICAO GENETICA

A historia familiar de CCR, confere a um determinado individuo um aumento do
risco para a doenca. Verificou-se que o risco relativo de CCR duplica em familiares
do primeiro grau de doentes com adenoma. O risco também estd aumentado nos
familiares em segundo grau. A idade do diagnéstico é igualmente importante, tendo
sido descrito um aumento adicional do risco se o familiar foi afetado antes dos 60
anos (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

Existem polimorfismos genéticos que variam de acordo com as ragas e etnias e
estes podem ser a chave de algumas das variacdes geograficas (Vincent T. DeVita,

Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).
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1.2.2.FATORES AMBIENTAIS
Muitas neoplasias resultam da interacdo entre a genética e o meio ambiente,
estando a maioria das neoplasias relacionadas com a acdo de fatores genéticos e
ambientais. Os habitos alimentares sdo dos fatores ambientais evidenciados na
literatura que mais contribuem para o risco de desenvolvimento de CCR, como
mencionado. A dieta altamente caldrica e a obesidade sdo fatores de risco
independentes para o CCR. O aumento da gordura corporal e abdominal tem sido
relacionado com o desenvolvimento deste tipo de cancro (Figura 2) (Tulubas, 2013).
Os individuos obesos apresentam um maior risco de desenvolver cancro em cerca
de 1,5 a 2 vezes em relagdo aos individuos com peso normal (Fazeli et al., 2013).
O grande consumo de carne vermelha, particularmente bem cozinhada (frita ou
grelhada), estad associado a um maior risco de CCR, nomeadamente de cancro do
reto, mas nao esta provado que a auséncia da sua ingestdo diminua a sua
incidéncia, apresentando os estudos alguns resultados contraditérios (Chan &
Giovannucci, 2010).
O grande consumo de gorduras saturadas, nomeadamente a gordura da carne,
pode constituir um promotor da proliferacdo epitelial do célon, com origem em
substancias carcinogénicas através da acdo das bactérias endoluminais (Kato,
Majumdar, Land, Barnholtz-Sloan, & Severson, 2010).
A grande ingestdo de proteinas pode aumentar a carcinogénese por acelerar a
proliferacao celular no célon, mas nao ha provas definitivas (Vincent T. DeVita, Jr.,
Theodore S. Lawrence, 2011).
Pelo contrdrio, a dieta rica em fibras tem estado associada de forma significativa a

diminuicdo do risco de CCR. Aceita-se que esta dieta dilua os carcinogéneos fecais,
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acelere o transito intestinal e favoreca um ambiente luminal favoravel. No entanto,
varios estudos epidemioldgicos em larga escala e com seguimento de doentes por

longos periodos, ndo comprovaram esta associacdo protetora (Dahm et al., 2010).

ﬁ Fatores potencialmente
( } carcinogénicos
v”/.’ - \@»
\ J E' = \ S
.' ! incidencia | | @ Carcinogénios ambientais
| 4550anos | - & e mutagenios
\‘ﬁt / Excesso de peso
«/ s ™ // l
;' ". 1\ R A -] Célon transverso 15%
J O —({]
‘““ = ( ] Q-Luﬂ |
Célon ascendente 25%/ denoma Célon descendente 5%

\)/

Rﬁj% Retossigmoide 10%

Figura 2: Fatores que potencialmente contribuem para a incidéncia do cancro colorretal.

Sigmoide 25%

O consumo regular de fruta, vegetais frescos e alho, tem sido relacionado com
efeito protetor em relagdo ao CCR. Outros agentes como as vitaminas anti-
oxidantes (E, C e A), os folatos, a dieta rica em leite e cdlcio tém também sido
relacionados com este efeito protetor, mas em estudos populacionais, estes factos
nao estdo totalmente esclarecidos (Papaioannou et al., 2011).

Segundo Edward Giovannucci (2006), estudos recentes confirmam o possivel papel
preventivo da vitamina D, associada a exposi¢ao solar, em relacdo ao risco de

desenvolver CCR. Se a exposicdo ultravioleta-B solar for baixa serd necessario um

12



IMPORTANCIA CLINICA DE NOvOS MIARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORRETAL

Introdugdo

consumo superior de Vitamina D. Contudo, é essencial proceder a investigacdo
adicional para determinar os niveis médios necessdrios de ingestdo desta vitamina

para reduzir o risco de cancro.

Tabela 2: Fatores potencialmente envolvidos na carcinogénese colorretal.

Idade superior a 50 anos
Género masculino
Historia Pessoal de:

Adenoma colorretal

Carcinoma colorretal
Historia Familiar de:

Polipose célica

Sindromes nao associadas a polipose (S. Lynch)

Familiares em 12 grau com CCR
Doenga Inflamatdria Intestinal:

Colite ulcerosa

Doenga de Crohn
Bacteriémia por Streptococcus bovis
Ureterossigmoidostomia
Colecistectomia
Acromegilia
Dieta:

Rica em carne e gordura animal

Pobre em vegetais e fibras

Pobre em selénio
Sedentarismo / Inatividade fisica
Obesidade
Tabagismo
Alcoolismo:

Consumo de cerveja (cancro do reto)
Fatores protetores de desenvolvimentodo CCR
Anti-inflamatdrios nao esterdides
Inibidores seletivos da COX-2
Vegetais
Alimentos ricos em carotenos
VitaminaCeE
Vitamina D

Adaptado de: Vincent T. DeVita (2011)
CCR: Cancro colorretal; COX-2: Ciclo oxigenase 2; S: Sindrome

13



Amélia Pereira

Outros trabalhos recentes sugerem os potenciais beneficios da vitamina D noutros
tipos de cancro digestivo e na sobrevivéncia de doentes com CCR, mas necessitam
de confirmacdo (Giovannucci, 2006).

Tem-se demonstrado que a inflamagdo crénica predispée ao aparecimento de
diferentes tipos de cancro (Hanahan & Weinberg, 2011) e que o uso de anti-
inflamatdrios ndo esterdides (AINE) estd associado a menor incidéncia da doenca
(Steven K.et al., 2005). Varios estudos tém mostrado uma associacdo protetora
entre o uso de aspirina e outros AINE e a incidéncia tanto de adenomas, como de
CCR. A duragdo do consumo de AINE foi importante, mas foi independente o tipo de
AINE utilizado. O célon proximal beneficia mais da prote¢cdo dos AINE do que o
colon distal (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

O estilo de vida, nomeadamente o sedentarismo, tem sido relacionado com o
aumento do risco para o cancro do célon e de forma menos significativa para o
cancro do reto (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

Face ao exposto anteriormente, e resumido na Tabela 2, conclui-se, que os
potenciais fatores de risco e de protecdao para o desenvolvimento do CCR sao

multiplos e variados.

1.3.BIOLOGIA DO CANCRO

Em 2000, Douglas Hanahan e colaboradores propuseram a hierarquizacao de
algumas capacidades biolégicas adquiridas pela célula ao longo da sua evolugdo que
permitisse melhor compreensdao do processo de desenvolvimento tumoral, as
chamadas “Hallmarks of cancer”. Estas incluiam a manutencdo da capacidade

proliferativa, a evasdo a supressores de crescimento, a resisténcia a apoptose, a
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aquisicao de imortalidade replicativa, a inducdo da angiogénese e a capacidade de
invasdo e metastizacdo (Hanahan & Weinberg, 2011). Contudo, estas caracteristicas
estdo apenas centradas na célula neopldsica, o que ndo explica na totalidade o
processo de desenvolvimento do cancro. De facto, o microambiente tumoral é
fundamental para o desenvolvimento, manutencdo e progressdao das células
neopldsicas, o que levou a que Hanahan & Weinberg (2011), reformulassem estes

“hallmarks”, como se encontra representado na Figura 3.

Evasao a
supressores de
crescimento

M li
etabolismo Imortalidade

energético oan Spanie
desregulado Y PO TAT replicativa
\ 04 = ¢ @)
Ve {4
Instabilidade IiasEae
gendmica e metastizacao
mutagoes

Figura 3: “Hallmarks of cancer”.
A figura representa as varias caracteristicas do cancro, descritas por Douglas Hanahan e Weinberg.
Adaptado de Hanahan & Weinberg (2011).
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Podemos observar nesta figura, a manutencdao do estimulo proliferativo, a
desregulacdo da energia celular, a resisténcia a apoptose, a mutacao e instabilidade
gendmica, a inducdo da angiogénese, a ativacdo da invasdo e metastizacdo, a
promocdo da inflamacdo tumoral, a imortalidade replicativa, a destruicdo da
imunidade e a evasdao aos supressores tumorais, sao 0os mecanismos envolvidos no
cancro postulados por estes autores (Hanahan & Weinberg, 2011).

Além disso, a suscetibilidade individual é importante para determinar quais os
individuos que, apesar da exposicdo a muitos destes fatores ao longo dos anos,
terdo maior risco de desenvolver cancro. Por outro lado, ao longo de vdrios anos
estes fatores interagem determinando quais dos individuos suscetiveis irdo ser

afetados.

1.3.1. CARCINOGENESE COLORRETAL

Nos ultimos anos, o cancro tem sido considerado uma doenca de genes, que
quando alterados, estimulados ou desreprimidos conferem a célula caracteristicas
especiais podendo provocar um crescimento descontrolado e, ou resisténcia a
morte celular (Rahman, 2014).

A carcinogénese do CCR é um fendmeno multifatorial e complexo envolvendo a
acdo combinada de fatores enddgenos (genéticos e epigenéticos) e fatores
exogenos nomeadamente ambientais (Gonullu et al., 2010).

O adenoma e o carcinoma surgem habitualmente no contexto de instabilidade
gendmica, em que a aquisicdo de varias mutacdes genéticas e, ou epigenéticas sdo
determinantes na evolugdao de tumor benigno para maligno. A desestabilizacdo do

genoma é, pois, uma condicdo necessaria para a ocorréncia do tumor. Admite-se a
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existéncia de duas possibilidades para explicar a alteracdo da dinamica celular: a
primeira defende que apenas as células estaminais correm o risco de transformacao
maligna, uma vez que as células diferenciadas ndao vivem o tempo suficiente para
acumularem o numero de mutagdes necessario para originar o cancro; a outra
perspetiva considera que todas as células correm esse risco uma vez que
determinadas mutagGes em genes especificos podem impedir que as células sofram
apoptose e, ou proliferem de forma desregulada (Vicente-Duefias, Romero-
Camarero, Cobaleda & Sanchez-Garcia, 2013).

Ao longo dos ultimos anos tém sido identificados genes com diferentes fun¢ées na
carcinogénese: oncogenes, proto-oncogenes, genes supressores tumorais, genes de
reparacao do acido desoxirribonucleico (ADN), genes anti-apoptdticos e genes pro-
apoptoticos.

Os oncogenes e proto-oncogenes (exemplo c-MYC e c-RAS) sdo genes indutores de
cancro, que podem ser ativados por mutag¢des, translocacdes, ou amplificacdes,
induzidas pelos agentes carcinogénicos (virais, quimicos, fisicos ou bioldgicos). A
alteracdo qualitativa e, ou quantitativa das proteinas codificadas pelos oncogenes,
pode afetar o controlo do crescimento celular promovendo a formagdao tumoral
(Cell Biology and Cancer). Os genes supressores tumorais (GST) (exemplo PT53, pRB,
pl6, APC), pelo contrario, tém um papel importante no controlo da proliferacdo
celular pela sua ac¢do inibidora do crescimento. Durante o processo de
desenvolvimento do cancro, por a¢do dos agentes carcinogénicos, pode ocorrer
perda de heterozigotia e, ou do perfil de metilagdo com perda de funcdao dos GST

(Cell Biology and Cancer)(Mohandas, 2001).
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Os genes de reparacdo do ADN codificam proteinas envolvidas na reparacao do
ADN (exemplo MLH1 e MSH2), contribuindo assim para a manutencdo da
estabilidade e integridade do genoma.

Por fim, os genes pré-apoptéticos (exemplo BCL-XL e BCL2) estdo envolvidos na
regulacdo da morte celular por apoptose, codificando proteinas com func¢des de
promocdo da morte celular e controlo da proliferacao celular exagerada. A perda de
funcdo destes genes ou o aumento de funcdo dos genes anti-apoptoticos,
nomeadamente da survivina e B Cell Lymphoma 2 (BCL2), pode contribuir para a
resisténcia a morte celular programada, um dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e progressdo tumoral (Cell Biology and Cancer)(Zingde, 2001).
Neste contexto, o cancro surge em consequéncia da perda de equilibrio entre os
genes promotores e supressores da oncogénese, verificando-se aumento da
expressao dos proto-oncogenes ou dos genes anti-apoptéticos ou diminui¢do da

expressao dos GST e, ou dos genes pré-apoptoticos (Figura 4).

Mutagdes

Regulagio do / oncoﬁen es
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‘ Prevengdo da — Proteinas
HHHRAHHIHEH LR AFH LA

Célula Normal desregulacdo Genes oncossupressores ineficazes Célula Tumoral
do ciclo celular

Mutagdes
Figura 4: O papel dos genes no aparecimento da célula tumoral.
O cancro surge em consequéncia da perda de equilibrio entre os genes promotores e supressores da

oncogénese.
Adaptado de Biology Images Unit 1
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Para além do papel dos genes na passagem de caracteristicas biolégicas de uma
geracao para outra, sabe-se hoje que variagdes ndo genéticas adquiridas durante a
vida de um organismo podem ser passadas aos seus descendentes. Ao conjunto de
modificagdes do genoma, que pode ser passado aos seus descendentes, sem alterar
a sequéncia das bases do ADN, denomina-se de epigenética (Miranda et al., 2006)
As alteragdes do epigenoma humano ocorrem no ADN, nas histonas e nos
microRNAs [ribonucleic acid (RNA)].

As modificacbes epigenéticas do ADN sdo efetuadas por metiltransferases e
desmetilases de ADN (DNMT), as modificagGes das histonas por metiltransferases
ou desmetilases, a desacetilagdo das histonas por acetilases ou desacetilases das
histonas. A metilacdo do ADN esta habitualmente relacionada com a repressao
génica, enquanto a desmetilagio do ADN e a acetilacgdo de histonas conduz a
ativacdo da expressao genica (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

Tendo em conta os varios fatores acima identificados, a célula, por alteracdes
genéticas ou epigenéticas, pode adquirir a capacidade de se dividir de forma nao
controlada, de resistir a apoptose e de adquirir a capacidade de invadir os tecidos
envolventes e de metastizar a distancia (Hanahan & Weinberg, 2011).

A carcinogénese é, por estas razoes, um processo multifatorial que ocorre em varias
etapas: iniciacdo, promog¢ao e progressao. A iniciagdo compreende um conjunto de
alteragcbes genéticas irreversiveis, habitualmente num sé gene. A promogdo esta
normalmente associada a proliferacdo das células “iniciadas”. A progressdao é
consequéncia da acumulagdo de novas altera¢Oes genéticas e, ou epigenéticas, que
levam a aquisicdo de um fendtipo maligno ou invasivo (Vincent T. DeVita, Jr.,

Theodore S. Lawrence, 2011).
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Estas alteragdes genéticas e epigenéticas ocorrem durante a carcinogénese do CCR,
tendo sido identificadas varias mutacdes em genes que codificam proteinas
reguladoras do ciclo celular, entre os quais os genes APC, KRAS, DCC e TP53. Estas
mutagdes podem ocorrer na linha germinativa, manifestando-se por predisposi¢ao
hereditaria para cancro, ou em células somaticas isoladas levando ao aparecimento

dos cancros esporadicos (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

1.3.2.PATOGENESE DO CANCRO COLORRETAL ESPORADICO

A identificacdo dos processos moleculares das vias de sinalizagdao celular,
nomeadamente dos mecanismos de regulacao do ciclo celular, da proliferacao, da
apoptose e da angiogénese, revelou-se Util para um maior conhecimento do CCR.

O epitélio normal do célon é um sistema dindmico, estando preparado para uma
rapida proliferacio celular. Este estd subdividido em 10’ compartimentos,
denominados criptas. Cada cripta contém entre 1.000 e 4.000 células. As células
normais da mucosa do intestino migram do compartimento proliferativo das
criptas, onde existem células estaminais, para se diferenciarem em células de
superficie — os enterdcitos, as células caliciformes e as entero-enddcrinas (Reya &
Clevers, 2005). Aproximadamente 1 a 10 das células que constituem as criptas sao
células estaminais e encontram-se na base. As células resultantes da sua divisdo
migram no sentido do topo da cripta e, quando atingem a sua por¢ao média, param
de se dividir, iniciando a sua diferenciacdo em células maduras. Quando atingem o
topo da cripta sofrem apoptose sendo de seguida fagocitadas ou libertadas no
[Umen intestinal. Este processo de migracdo dura entre 3 a 6 dias, sendo o epitélio

intestinal renovado durante este periodo (Oba et al., 2006).
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Na década de 80, Vogelstein e colaboradores, mostraram que os fatores genéticos
tém um importante papel na origem, desenvolvimento e progressao do cancro.
Estes fatores contribuem ao longo de varios anos, atuando em varias fases, para a
evolucdo da doenca desde a mucosa normal, doenca pré-maligna, polipo

adenomatoso e CCR (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

Epitélio Pequeno Grande

Tumor
normal adenoma adenoma
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Instabilidade de PIK3CA, PTEN
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(Mutagdes MMR e/fou Y TP53, BAX
metila¢do do MLH1) ?
L KRAS, 1
APC, B-catenina BRAF SMAD4, TGFBR2
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Figura 5: Fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancro Colorretal.

O cancro colorretal esporadico ocorre principalmente devido a ativagdo de oncogenes (verde) como
0 KRAS e o BRAF, a inativagdo dos genes supressores tumorais (rosa) como o PT53 e APC, ou dos
genes de reparagdo como o mutL homolog 1 (MLH1).

APC: Adenomatous Polyposis Coli; BRAF: v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B1; BAX: bcl-2-like
protein 4 gene; CDC4: cell division control protein 4; CIN: Instabilidade cromossémica; COX-2: Ciclo-oxigenase-2;
EGFR: recetor do fator de crescimento epidérmico; IMS: Instabilidade de Microssatélites; KRAS: Kirsten rat
sarcoma oncogene; MMR: Mismatch Repair; PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic
Subunit Alpha; PTEN: Phosphatase and tensin homolog; SMAD4: Protein Mother Against Decepentaplegic; TP
53: gene supressor tumoral p53; TGFB: Transforming Growth Factor, Beta;, TGFBR2: Transforming Growth
Factor, Beta Receptor Il; 15-PGDH: Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Adaptado de Markowitz & Bertagnolli (2009)
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Como se pode ver nas Figuras 5 e 6, tém sido identificadas varias alteragdes
moleculares na mucosa intestinal, desde a lesao inicial das criptas, passando pelo
adenoma, carcinoma in situ até ao CCR metastizado.

A evolugdo da mucosa célica normal para podlipo adenomatoso e posteriormente
para CCR decorre em cerca de uma década. Quando uma célula normal sofre uma
mutacdo, sao ativados mecanismos moleculares de reparagdo, para evitar que essa
célula se torne potencialmente maligna.

Estes mecanismos protetores levam a inibicdo da proliferacdo celular, a reparacao
da lesdo do ADN e, na impossibilidade de reparacdo da lesdo, a apoptose celular
(Pritchard & Grady, 2011). Na maioria dos casos esta protecao é eficaz. No entanto,
quando os mecanismos de reparacdao falham, ocorrem multiplas mutacdes
genéticas (6 a 10) numa célula previamente normal e se existe um ambiente
compativel com o desenvolvimento de novas mutagdes, estas podem contribuir
para o aumento do processo proliferativo com consequente desenvolvimento do
fendtipo maligno (carcinoma in situ). O aparecimento de novas mutacdes que
regulam genes envolvidos na invasdo e metastizacdo levaria a evolucdao para CCR
metastizado (Pritchard & Grady, 2011).

Como se pode ver na Tabela 3, todas estas alteracdes genéticas conduzem a
instabilidade gendmica, tendo sido identificados no cancro colorretal esporadico: a
instabilidade cromossémica (IC) e a instabilidade de microssatélites (IMS) (Pino &
Chung, 2010).

Na IC had acumulagdo de alteragbes cromossOmicas, tanto estruturais como

numéricas, como a perda ou ganho de cromossomas ou parte deles durante a
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divisdo celular, enquanto na IMS ha uma disfun¢do no processo de reconhecimento

e reparacado de bases ao nivel dos nucleétidos, durante a replicacdo do ADN.

Tabela 3: Padroes de Instabilidade Genémica no Cancro Colorretal.

Instabilidade Cromossémica — Somatico Perda de Caracteristico de 80 a 85% do

Perda de heterozigotia em miiltiplos heterozigotia no APC, cancro colorretal esporddico,
Loci TP53, SMAD4 dependente do estadio

ADN mismatch Célula Mutagdes Cancro  colorretal  primario

A Cancro do célon hereditirio germinativa MLH1, MSH2, MSH6, multiplo, progressdo tumoral

ndo polipotico acelarada e aumento do risco

de tumores do endométrio,
gastrico ou do urotélio
© Cancro colorretal esporadico  Somético Metilagdo do MLH1 Cancro colorretal com aumento
do risco de pouca
diferenciagdo, mais comum
localizagdo no cdlon direito,
comportamento clinico menos
agressivo do que tumores sem
défice mismatch-repair
Fendtipo metilador — metilagdo loci alvo Somético MLH1, MINTI1, Caracteristica de 15% dos
MINT2, MINT3 cancros colorretais, com a
maioria a mostrar  défice
mismatch-repair, por perda da
expressdo tumoral de MLH1

Falta de bases por defeito de reparagdo  Célula MYH Desenvolvimento de 15 ou mais
germinativa adenomas colorretais com
aumento do risco de cancro

colorretal

APC: Adenomatous Polyposis Coli; MINT: Msx2 interacting nuclear target protein; MLH1: MutL
homolog 1; MSH2: MutS homolog 2; MSH6: MutS homolog 6; MYH: mutY Homolog; SMAD4:
Protein Mother Against Decepentaplegic; TP 53: gene supressor tumoral p53

Adaptado de Markowitz & Bertagnolli (2009)

A IC foi identificada em cerca de 85% dos casos, enquanto a IMS foi identificada nos
restantes 15% dos casos, e corresponde na maior parte dos casos a doentes jovens,
com idade inferior a 45 anos (Markowitz & Bertagnolli, 2009; Pritchard & Grady,
2011).

A instabilidade cromossémica é responsavel pela perda de heterozigotia,
considerado um importante mecanismo de inativagdo dos genes supressores

tumorais. Alguns destes genes estdao envolvidos no metabolismo cromossémico, na
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dindmica da cadeia de ADN e na regulacdo do ciclo celular, nomeadamente na

mitose.

Fendtipo metilador
de ilheus CpG

Cancro do colon
ﬁ::::a::".’ﬁ? hereditrio ndo

pollpom?

Instabilidade de
microsatelites

Instabilidade

cromossomal

Figura 6: Tipos de instabilidade gendmica identificada no cancro colorretal.

As vias de instabilidade gendmica no cancro colorretal relacionam-se através da instabilidade
cromossomica e da instabilidade de microssatélites. As alteragdes observadas nos genes Mismacth
Repair (MMR) herdadas como lesGes na célula germinativa, como no cancro do célon hereditério
ndo polipdtico, ou adquiridas na célula somatica, nomeadamente por metilacdo e consequente
silenciamento do gene MutLhomolog 1 (MLH1), relacionam-se com o fendétipo metilador dos ilhéus
dinucledtido citosina-fosfato-guanina (CpG).

Adaptado de Markowitz & Bertagnolli, 2009

A classificacdo do tipo de alteracdo cromossémica aplica-se consoante um alelo do
gene seja inativado ou perdido (CIN 1), sofra mutagao (CIN Il) ou ocorra mutagdo de
ambos os alelos (CIN IlI).

As alteracOes resultantes de mutacdes genéticas e, ou epigenéticas de genes
supressores tumorais como o APC, o DCC, o SMAD2, o SMAD4 e o TP53, ou de
mutac¢les em proto-oncogenes como o KRAS e o N-RAS, tém sido responsabilizadas
pela génese do CCR, como referido nas Figuras 4 e 5. O DCC, o SMAD2 e o SMAD4

estdo localizados no cromossoma 18 e a perda alélica tem sido encontrada numa

grande percentagem de doentes com CCR (60%). O SMAD2 e SMAD4 estdo
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envolvidos na via de sinalizagdo do TGF-f o que é importante na regulagdo da
proliferacdo e morte celular. O DCC é promotor da apoptose e mutacdes neste
gene, assim como no SMAD?2, sdo eventos raros no CCR (Zingde, 2001).

A proteina p53 é um fator de transcricdo, que atua na reparacdo do ADN, caso
exista uma lesdo genética, induzindo a expressdao de genes apoptdticos quando a
lesdo é muito grande e impossivel de reparar. As alteracées no gene TP53, através
da perda do braco curto do crossoma 17 (17p), marcam a passagem da doenca para
uma fase mais invasiva. Varios estudos tém demonstrado que o numero e a
frequéncia das alteragcdes do gene TP53 aumentam a medida que a doencga vai
progredindo. Estas alteragdes foram encontradas em 4 a 26% dos adenomas, em
50% dos adenomas com focos de carcinoma e em 50 a 75% dos CCRs (Vincent T.
DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

Existem duas vias patogénicas envolvidas no desenvolvimento do CCR, a via da IC -
APC/R-catenina, também conhecida como a via tradicional ou via supressora e a via
da IMS, ou via mutadora. A primeira reconhece a existéncia de mutacdes genéticas
no gene APC, conduzindo a disfuncdo da proteina APC o que contribui para a
instabilidade cromossdmica. O gene APC é um gene de grandes dimensdes,
contendo 15 exdes, com vdarios dominios funcionais. As altera¢des nos genes APC ou
Mismatch Repair (MMR) podem ser hereditarias (atingindo a linha germinativa), no
caso da FAP e do CCNPH, ou podem ser adquiridas apds o nascimento (mutac¢des
somaticas). Cerca de 80% dos pdlipos adenomatosos apresentam mutagdes no gene
APC. A mutacdo ou hipermetilagdo neste gene, e a sua consequente disfungao,
conduz a instabilidade cromossémica, iniciando o processo de carcinogénese do

CCR (DeVita, Hellman, & Rosenberg, 2005).
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A alteracdo da via de sinalizacgdo mediada pela proteina WNT (Wingless),
envolvendo a [B-catenina nuclear, é a principal via envolvida no crescimento,
diferenciacdo e apoptose celular que ocorre no intestino ao longo do eixo cripta,
vilosidade (Figura 7).

Além da via WNT, a sinalizacdo mediada pela via Notch desempenha também um

papel importante no desenvolvimento e homeostase do intestino normal.

Célula epitelial de célon normal Célula cancerigena do célon

e

£
S E S
i3 3
] ﬁ 8
=411 :
el g
@? s g
&

1 e-MYC
1 Ciclina D1

Crescimento celular controlado Crescimento celular descontrolado

Figura 7: Um modelo para a via de sinalizagdo Wnt.

A esquerda observa-se a célula epitelial do célon normal com um crescimento celular controlado,
através da via de regulacdo da B-catenina.

A direita observar-se uma célula cancerigena do célon com o seu crescimento descontrolado,
induzido pela mutagao no gene APC.

APC: Adenomatous Polyposis Coli; CBP - CREB-binding protein; CK 1 e 2: Casein Kinase 1 e 2; cMYC: v-myc
myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian); GRO: chemokine growth-regulated protein; GSK3B: glycogen
synthase kinase 3 beta; LRP5/6: Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6; Tcf/LEF: Transcription
factor/Lymphoid enhancer-binding factor 1

Adaptado de Satya Narayan and Deo dutta Roy, (2003)
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Estas vias de sinalizacao regulam os fatores promotores do crescimento celular e a
expansdo de células epiteliais (epitélio hiperproliferativo e, ou displasia) podendo
levar ao aparecimento de um adenoma. A progressdao do tumor é desencadeada
pela ativagdo do oncogene RAS.

A inativacdo do gene supressor tumoral TP53, leva ao desenvolvimento de
carcinoma in situ e, na presenca de alteracdes genéticas adicionais, este torna-se
um carcinoma invasivo com capacidade de metastizar (Pritchard & Grady, 2011;
Reya & Clevers, 2005).

Os tumores colorretais apresentam uma percentagem elevada de mutagdo na via
APC, de cerca de 60% para o cancro do célon e de 82% para o cancro do reto. Nos
adenomas também podemos encontrar esta mutagdo em cerca de 80% dos casos,
semelhante a que se verifica para o gene TP53, que ronda os 95%. As mutagdes
somaticas presentes quando ha alteragdes na via RAS/RAF, surgem em cerca de
70% dos casos de CCR.

Para além dos fatores mencionados anteriormente, polimorfismos e muta¢des em
outros genes, bem como fatores ambientais e a obesidade podem modular a
expressao fenotipica do gendtipo tumoral.

A semelhanca das células tumorais em geral, as células do CCR expressam
antigénios que levam a uma resposta do sistema imune, com infiltracdo do tumor
por Linfdcitos T citotéxicos e macréfagos e a uma reagdao de hipersensibilidade
retardada (Baier, Wolff-Vorbeck, Eggstein, Baumgartner, & Hopt, 2005).

Os macroéfagos, células derivadas dos mondcitos, diferenciam-se nos varios tecidos
do organismo, em resposta ao ambiente tecidual, em dois tipos de células com

atividade diferente: os macréfagos tipo 1 (M1) e os macréfagos tipo 2 (M2). Os M1
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sdo células capazes de exercer atividade citotéxica sobre as células tumorais,
fagocitando restos de células necréticas ou apoptéticas, apresentando antigénios
para as células T. Os M2 tém capacidade para promover a angiogénese e a
progressdao tumoral. Varios estudos tém demonstrado a presenga de numerosos
macréfagos nos tecidos tumorais, os chamados macroéfagos associados ao tumor
(TAM), relacionando a alta densidade destas células com pior progndstico para
varios tipos de cancro. (Honda, Inagawa, & Yamamoto, 2011). Por outro lado,
alguns estudos tém demonstrado que a via de sinalizacdao do fator nuclear NF-kB,
nos tumores associados aos macrofagos, é importante para a iniciacdo e
crescimento tumoral (Honda et al., 2011).

Além do mencionado, o impacto da Sindrome Metabdlica (SM), do IMC e outros
dados antropométricos no aparecimento do CCR tém sido investigados em vdrios
estudos epidemioldgicos (Danese et al., 2012), demonstrando uma associacao entre
obesidade e CCR, tanto no género masculino como no feminino (Gonullu et al.,
2010). Estes estudos salientam que o aumento do peso parece ter um papel na
carcinogénese do CCR, pelo menos no contexto da insulinorresisténcia e
hiperinsulinismo (Gonullu et al., 2010).

Por outro lado, quando o tecido adiposo se expande, os adipdcitos sofrem
hipertrofia e aumentam a producdo de fatores que atraem mondcitos para o
interior dos tecidos, os TAM, promovendo um estado inflamatério local (van
Kruijsdijk, van der Wall, & Visseren, 2009). Este microambiente inflamatério do
tecido adiposo é caracterizado por hipoxia e diminuicdo da glicemia, aumento das
citocinas inflamatdrias, das espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas

de nitrogénio (NOS), o que contribui para a instabilidade cromossdmica e de
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microssatélites Caracteristica do cancro. Um dos principais fatores ativados pela
hipoxia é o fator de transcricdo induzido pela hipoxia (HIF-1), um importante
regulador da homeostase do oxigénio, da proliferacdo celular e da angiogénese, e
por conseguinte da metastizacdo e progressao tumoral (Guilherme, Virbasius, Puri,
& Czech, 2008; van Kruijsdijk et al., 2009).

As alteracdes do tecido adiposo, nomeadamente a hipertrofia dos adipdcitos,
aumentam a producdo de adipocitocinas e de citocinas proé-inflamatérias. (van
Kruijsdijk et al., 2009). A inflamag¢do crénica é comum a muitos tipos de cancro,
nomeadamente cancro do cdlon, figado, estbmago e mama. Os componentes da
inflamacgao estdo presentes no microambiente tumoral, promovendo os processos

de iniciacao do cancro.

1.3.3.CANCRO COLORRETAL HEREDITARIO

As causas de CCR sdo multiplas e complexas, como referido anteriormente,
podendo ser hereditdrias e ndo hereditdrias. Os fatores genéticos tém um papel
importante na iniciagcdo, desenvolvimento e progressdo do pdlipo adenomatoso até
CCR. Cerca de 20 a 30% dos doentes com CCR tem uma histéria familiar de doenga,
sugerindo uma predisposicdo hereditdria, independentemente do seu
enquadramento em sindromes conhecidas (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S.
Lawrence, 2011).

A neoplasia do célon associada a hereditariedade pode ser dividida em 2 grandes
grupos: as sindromes com polipose e as sindromes nao polipdides. No primeiro
grupo incluem-se as sindromes que envolvem os pdlipos adenomatosos (FAP, a

Sindrome de Gardner, a Sindrome de Turcot e a Polipose Cdlica Adenomatosa
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atenuada) e aqueles em que predominam os pélipos hamartomosos (Sindrome de
Peutz-lJeghers e a Polipose Familiar Juvenil). No segundo grupo, as sindromes
hereditarias ndo polipdides, incluem-se a sindrome de Lynch ou o CCNPH, que
representam cerca de 3% de todos os cancros do intestino grosso.

As mais frequentes destas sindromes hereditdrias sdo a FAP e o CCNPH, sendo o
risco de desenvolver CCR nestes doentes de 70% e 90%, respetivamente.

A FAP é uma doenca autossémica dominante em que existe uma muta¢do no gene
APC, herdado com cerca de 100% de penetrancia.

A mutagcdo no gene APC ocorre em cerca de 82% das familias. Esta sindrome é
caracterizada pela presenca de centenas ou milhares de pdlipos adenomatosos ao
longo do célon, ou em qualquer parte do aparelho digestivo. Os adenomas
desenvolvem-se aproximadamente 10 anos antes do aparecimento do cancro e,
provavelmente, todos os individuos portadores desta sindrome, que ndo sejam
submetidos a colectomia, desenvolverdo CCR. A probabilidade destes individuos
apresentarem CCR a partir da quarta década de vida é de quase 100%. Contudo,
esta sindrome contribui apenas para cerca de 1% de todos os casos de CCR.
Geralmente, o aparecimento do primeiro pélipo ocorre na terceira década da vida,
manifestando-se os primeiros sintomas na quarta década da vida. O diagndstico é
feito habitualmente depois dos 40 anos. As manifestagdes extra-intestinais incluem
osteomas mandibulares, pdlipos gastricos, adenomas da supra-renal e hipertrofia
congénita do epitélio pigmentar da retina.

O CCNPH é uma doenca associada a mutagdes de genes de reparacdo do ADN, que
ocorrem na linha germinativa nomeadamente do sistema Mismatch Repair (MMR). A

incidéncia da mutacdo do gene MMR é de aproximadamente 1 em cada 1000
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individuos. Este tipo de cancro do célon surge precocemente, habitualmente no
cdlon direito, frequentemente com multiplas lesdes. Apesar de ser mais frequente o
aparecimento deste cancro antes dos 45 a 50 anos, é possivel que surja em idades
mais avangadas. O CCNPH contribui para cerca de 3% de todos os casos de CCR.
Associa-se a tumores de outros 6rgdos, como o estdbmago, intestino delgado,
ovdrio, endométrio e urotélio. Os doentes com sindrome de Lynch, apresentam
também adenomas, embora em percentagens idénticas as da populacdo geral e

habitualmente em idades mais precoces.
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1.4.BIOMARCADORES TUMORAIS NO CANCRO COLORRETAL

Ao longo dos anos tém-se procurado determinar substancias segregadas pelo tecido
tumoral e detetdveis em células ou produtos organicos, nomeadamente no sangue
periférico, na saliva, na urina ou nas fezes, que constituam marcadores capazes de
detetar uma neoplasia, os chamados marcadores tumorais. Mais recentemente
incluiram-se nesta pesquisa os tecidos normais ou tumorais.

A utilizacdo destes marcadores ultrapassa a dete¢do precoce, podendo ser
utilizados na estratificacao de risco para o desenvolvimento de uma neoplasia, para
estabelecimento do progndstico e para a instituicdo de determinadas estratégias
terapéuticas e sua monitorizacao.

Para que estes marcadores tumorais sejam Uteis devem ser capazes de indicar a
presenca da neoplaia, o seu grau de evolucdo e, ou progressdo, a resposta a
terapéutica e o aparecimento de recidiva.

Os marcadores tumorais podem ser multiplos: hormonas, proteinas, enzimas,
antigénios, anticorpos, citocinas, genes entre outros.

Ao longo dos anos, tem havido tentativas para identificar um ou mais marcadores
tumorais para o CCR. Entre estes marcadores, destacam-se os mais conhecidos: o
CEA, 0 CA19.9 e 0 KRAS.

O Antigénio Carcinoembriondrio (CEA), descoberto na década de 1960, é uma
glicoproteina envolvida na adesdo celular e produzida na mucosa intestinal do
embrido e feto. Habitualmente ndo esta presente, ou estd presente numa pequena
quantidade, no sangue do adulto sauddvel, com excep¢do dos individuos com
habitos tabdgicos acentuados, em que se podem encontrar niveis significativamente

elevados. Pode ser avaliado em amostras do sangue periférico, constituindo o
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marcador mais usado na pratica clinica, nas neoplasias colorretais. Também pode
estar elevado noutro tipo de cancro, como o do pulm3o. E um marcador com baixa
sensibilidade para lesdes iniciais (20 a 40%) pelo que é inutil para rastreio ou
diagndstico precoce. Tem-se revelado bastante Util nos doentes em que se encontra
elevado ao diagndstico, para o estabelecimento de indices de progndstico, no
seguimento pds-operatdério e monitorizacdo da resposta a terapéutica onde tem
mostrado uma alta sensibilidade (90%) e na detegdo de recidivas locorregionais de
progressdao da doenca ou de metastizacdo a distancia (Vincent T. DeVita, Ir,,
Theodore S. Lawrence, 2011).

O CA 19.9 é um antigénio carbohidrato produzido no epitélio do trato
gastrointestinal do feto, em muitas células de mucosas e em carcinomas. E também
conhecido como antigénio de Lewis. Esta principalmente relacionado com o cancro
do pancreas e trato biliar, estando nesta situa¢do indicado o seu doseamento ao
diagndstico para posterior monitorizagdo da sua evolugcdo. Encontra-se
frequentemente elevado no CCR, mas apresenta uma baixa especificidade e
sensibilidade. Quando se encontra elevado serve também para monitorizacdo da
evolugdo da doenca, embora ndo exista indicagdo para o seu uso por rotina (Vincent
T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

Um outro tipo de teste ndo invasivo, que também tem sido investigado é a pesquisa
de ADN do CCR nas fezes. A identificagdo no ADN fecal de mutagdes,
nomeadamente nos genes APC, KRAS, TP53, que nado sofrem transformacdo na sua
passagem pelo tubo digestivo é bastante especifica. No entanto ndo deteta muitas
das mutacdes existentes. Além disso é um método muito caro, pouco disponivel e

que ndo é recomendado para a utilizacdo na pratica clinica. Nos Estados Unidos da
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América existe comercializado um teste para pesquisa da Vimentina metilada nas
fezes, que é um marcador validado para detecdo precoce de CCR, que se baseia no
facto de muitos dos CCR serem portadores de uma metilacdo aberrante do gene da
Vimentina (Pritchard & Grady, 2011).

Nos ultimos anos tém sido investigados varios marcadores moleculares, com o
objetivo de estratificagdao do risco de CCR. Os marcadores com maior exatidao sao
as mutacdes nos genes das células germinativas responsdveis pelas sindromes de
cancro do célon hereditario como as mutac¢des no gene APC, como indicador de
risco de FAP, e a IMS, como indicador da possibilidade da sindrome de Lynch. No
entanto, o diagndstico de sindrome de Lynch requere a pesquisa de multiplas
mutac¢des nos genes das células germinativas, nomeadamente MLH1, MSH2, MSH6
e PMS2, pelo que é bastante dispendioso (Pritchard & Grady, 2011).

A IMS e a IC sdo também usadas como marcadores de progndstico do CCR, sendo
estabelecida uma melhor evolugao para os CCR com IMS e uma evolugdao mais
desfavoravel para os que apresentam IC. Identicamente estd estabelecida a relacdao
de agravamento de progndstico nos doentes com KRAS ou BRAF mutados em
relacio aos Wild-type que tém um melhor progndstico, particularmente nos
estadios mais avancgados (Pritchard & Grady, 2011).

O valor progndstico do KRAS é de particular interesse no CCR avangado, pelo que se
faz a sua determinacgao por rotina, porque o KRAS mutado é um preditor da eficacia
da terapéutica com anticorpos monoclonais anti-EGFR, condicionando a
elegibilidade para tratamento com cetuximab ou panitumumab. Os estudos
parecem apontar para resultados semelhantes aos do KRAS mutado, nos doentes

com BRAF V600E mutado (Pritchard & Grady, 2011).
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Contudo, ainda ndo foi identificado o marcador ideal, tendo em vista a pratica

clinica.

1.5. ADIPOCITOCINAS E CANCRO COLORRETAL

A obesidade é uma “epidemia” crescente que afeta tanto os paises desenvolvidos
como os paises em vias de desenvolvimento, sendo uma das principais causas
mundiais de mortalidade e morbilidade. Esta bem estabelecido que a obesidade
induz aumento do risco para desenvolver doengas cardiovasculares, Diabetes
Mellitus tipo 2, doenca renal, problemas respiratérios, depressdo e artrite. Nos
ultimos anos, multiplos estudos tém demonstrado a associacao entre a obesidade e
o aumento da incidéncia de cancro, bem como, a obesidade e o aumento da
mortalidade por cancro (Alexander J. Rodriguez, Claudio Mastronardi, 2013).
Durante a ultima década, o tecido adiposo tem vindo a ganhar importancia, ndo sé
como um tecido para o armazenamento de energia, mas também como um dérgdo
enddcrino (Danese et al.,, 2012). Varias hormonas e citocinas, denominadas
adipocitocinas, sdo sintetizadas e libertadas pelo tecido adiposo (Alexander J.
Rodriguez, Claudio Mastronardi, 2013). As adipocitocinas tém um papel importante
na homeostase da energia, do metabolismo glucidico e lipidico e na regula¢do do
peso corporal.

Desde que em 2002, Bray relacionou a obesidade com algumas formas de cancro,
os investigadores tém tentado descobrir o possivel papel das adipocitocinas na
carcinogénese (Fazeli et al., 2013; Housa, Housova, Vernerova, & Haluzik, 2006)

nomeadamente o seu papel nas cascatas de sinalizacdo de tecidos alvo (Danese et
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al., 2012). Tem sido sugerido que as adipocitocinas tém um papel na patogenese e
evolucdo de determinados cancros (Nakajima et al.,, 2010), promovendo a
proliferacdo, a diferenciacdo e morte celular, pelo que poderdo vir a constituir um
marcador importante no cancro.

As adipocitocinas sdao um grupo de hormonas derivadas do tecido adiposo,
descobertas ha pouco mais de duas décadas. O primeiro membro da familia,
identificado em 1994 pelo grupo de Friedmann, foi a leptina (Housa et al., 2006).
Podem ser divididas em 3 grupos: a) hormonas produzidas primariamente noutros
tecidos ou drgdos, mas que sdo simultaneamente produzidas no tecido adiposo
(exemplo TNF-a); b) hormonas produzidas principalmente no tecido adiposo, mas
podendo ser produzidas por outras células, nomeadamente células
imunocompetentes (exemplo resistina); ¢) hormonas produzidas predominante ou
exclusivamente nos adipécitos do tecido adiposo branco, exemplo leptina e
adiponectina (Housa et al., 2006).

Até a presente data foram descritas cerca de 20 adipohormonas, classificadas em 2
grupos de acordo com o seu papel fisioldgico: indutoras de insulinorresisténcia
(resistina, TNF alfa e IL-6) e insulino sensibilizantes (leptina, adiponectina e, mais
recentemente, a visfatina) (Housa et al., 2006). O aumento da gordura abdominal
(visceral) e consequente aumento das citocinas produz um estado inflamatério
crénico, o que relaciona a obesidade com o risco de cancro (Tulubas, Mete, Oznur,
& Topcu, 2013).

Além disso, a gordura visceral e as alteragdes metabdlicas com ela relacionadas tém
sido identificadas como tendo um importante papel na carcinogénese do CCR. O

perimetro da cintura e a razdo cintura-anca, como marcador de acumulagdo da
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gordura abdominal, tem sido considerado como fator de risco de CCR em ambos os
géneros. No entanto, o IMC como marcador genérico da obesidade foi identificado
como fator de risco para CCR no homem, mas nao na mulher (Aleksandrova et al.,

2013).

Como se pode ver na figura 8, existem outras alteracdes metabdlicas que tém sido

relacionadas com o aumento do risco de CCR, nomeadamente o hipersinsulinismo,

a hiperglicémia, a dislipidémia, a inflamacdo crénica e o aumento dos radicais livres

de oxigénio.
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Figura 8: Citocinas, obesidade e cancro.
Adaptado de Stephanie Cowey and Robert W. Hardy, 2006

Neste contexto, existem biomarcadores circulantes que podem ser avaliados e que
tém sido validados em varios estudos, como por exemplo o peptideo C, a

hemoglobina glicosilada (HbA;.), o colesterol HDL, a proteina C reativa de alta
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sensibilidade (PCR.ys) e os reactive oxygen metabolites (ROM) (Aleksandrova et al.,
2013).

A insulina, para além do seu papel na regulacdo do metabolismo, é considerada
uma hormona mitogénica que devido ao seu papel no crescimento celular e inibicdo
da apoptose pode estar envolvida na carcinogénese do CCR. Estas a¢des da insulina
podem ser mediadas pelo IGF-1, cujas concentragbes séricas estdo aumentadas na
obesidade, o que podera contribuir para a proliferacdo celular descontrolada
(Aleksandrova et al., 2013).

Por outro lado, a obesidade e a insulinorresisténcia podem estar associadas a alto
risco de doengas humanas graves, tais como doencgas cardiovasculares, diabetes,
alteragGes na imunidade, na formacdo dssea e desenvolvimento de cancro em
varios orgaos.

Inicialmente, pensou-se que as adipocitocinas eram produzidas apenas pelos
adipdcitos. No entanto, esta bem documentada a sua produgdo por outros érgaos
como a placenta, tecidos epiteliais do estdmago, célon, reto e mama.

As adipocitocinas que se irdo abordar s3ao a adiponectina, a leptina, a resistina, a

visfatina, o Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) e o TNF-a.

1.5.1.ADIPONECTINA
A adiponectina foi inicialmente identificada como uma proteina expressa numa
linha celular de adipdcito de rato (linha celular 3T3-L1). A adiponectina humana foi
descrita um ano mais tarde por Kazuhisa Maeda tendo sido denominada apM-1
(AdiPose Most abundant gene transcript 1) (Nakajima et al., 2010). Esta

adipocitocina é também designada de GBP-28 (gelatin binding protein-28), adipoQ,
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adipsina e Acrp30. E uma proteina com 30 kDa de peso molecular, produzida
principalmente nos adipdcitos maduros (Gulcelik et al., 2012) e nos brancos
(Nakajima et al., 2010), embora também haja algumas referéncias a sua expressao
no tecido adiposo castanho (Nakajima et al., 2010). E produzida principalmente pela
gordura abdominal visceral e em menor quantidade pelo tecido adiposo
subcutaneo, perivascular e epicdrdico. Pode ser ainda segregada por
cardiomidcitos, hepatdécitos e placenta, embora em concentracdes inferiores. Esta
hormona polipeptidica foi identificada em 1996 por Hu E. e colaboradores, é
constituida por 244 aminoacidos, sendo codificada pelo gene adipoQ (adiponectina)
(Hu, Liang, & Spiegelman, 1996). Este gene esta localizado no braco longo do
cromossoma 3 (3g27) (Abdul-Ghafar et al., 2013; Gulcelik et al., 2012) no locus de
suscetibilidade para Diabetes Mellitus e doengas cardiovasculares.

Até ao momento foram descritos dois recetores para a adiponectina: o AdipoR1 e o
AdipoR2, com 7 dominios transmembranares. Os genes para estes recetores
localizam-se nos cromossomas 1q32 e 12p13, respetivamente. O primeiro é o
recetor para a adiponectina globular, abundantemente expresso no musculo-
esquelético e no figado, o segundo interage com a adiponectina completa sendo
principalmente expresso no figado, estando também presente nos mondcitos e
macroéfagos.

A adiponectina tem alguns efeitos conhecidos no processo metabdlico, tal como a
supressao da gluconeogenese, o aumento da utilizacdo da glicose, a oxidacao dos
acidos gordos, a clearence dos triglicerideos, a protecdo da disfuncdo endotelial, a
sensibilidade a insulina e a perda de peso (Gulcelik et al., 2012; Tulubas, Mete,

Oznur, & Topcu, 2013).

39



Amélia Pereira

Varios estudos tém estabelecido uma associacao entre a adiponectina, a obesidade
e o cancro. No entanto, pouco ou nenhum realce se tem dado a relagdo entre estas
adipocitocinas em individuos com cancro e ndao obesos. Os niveis de adiponectina
circulantes tém sido estudados por varios grupos que verificaram que se
apresentam significativamente mais baixos em doentes com adenoma do célon
relativamente a individuos saudaveis (Erarslan et al., 2009; Tulubas et al., 2013).
Assim, poderdo constituir um fator de risco para o desenvolvimento e progressao
de vdrias doencas malignas relacionadas com a obesidade.

Por outro lado, tem se verificado que os niveis desta adipocitocina se encontram
inversamente correlacionados com a percentagem de gordura corporal, estando
diminuidos na obesidade (Arita e tal., 1999)(Gulcelik et al., 2012). Abdul-Ghafar e
colaboradores (2013), também observaram que os niveis de adiponectina se
encontram inversamente correlacionados com o IMC, com situagbes de
insulinorresisténcia, como a obesidade visceral e com a Diabetes Mellitus tipo 2.
(Abdul-Ghafar et al., 2013), e que a perda de peso aumenta significativamente os
seus niveis circulantes (Gulcelik et al., 2012).

De um modo geral, os niveis plasmaticos de adiponectina variam entre 5 e 30
ug/mL em individuos saudaveis, sendo mais elevados nas mulheres do que nos
homens (Gulcelik et al., 2012) e mais baixos nos individuos diabéticos (Gulcelik et
al., 2012). Nos casos de insulinorresisténcia a diminuicdo da adiponectina esta
positivamente relacionada com a sensibilidade a insulina. No entanto, outros
estudos demonstram que os fumadores apresentam niveis mais baixos de
adiponectina do que os ndo fumadores (Abdul-Ghafar et al., 2013) e que o consumo

de alcool inibe diretamente a producao de adiponectina pelo tecido adiposo, sendo
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significativamente mais baixos nos grandes consumidores de alcool em relagdo aos
consumidores ligeiros a moderados (Abdul-Ghafar et al., 2013). A associa¢do entre
o aumento dos niveis séricos de adiponectina e o uso de tiazolidinedionas na
Diabetes Mellitus tipo 2, estd igualmente demonstrada, o que pode contribuir para
acdo anti-cancerigena deste farmaco (Abdul-Ghafar et al., 2013).

Varios autores tém estabelecido uma correlacdo significativa entre os niveis baixos
de adiponectina e o aumento de risco de cancro. Otake e colaboradores (2010)
verificaram que niveis baixos de adiponectina constituiam um significativo fator de
risco para o aparecimento precoce de CCR.

No entanto, nos doentes com cancro avanc¢ado esta correlagdo com baixos niveis de
adiponectina ndo foi identificada (Otake et al., 2010). Fazeli e colaboradores (2013)
sugerem que a adiponectina pode controlar a proliferacao celular no CCR por
ativacdo da via AMPK. Quando os niveis circulantes de adiponectina sdao baixos
suprimem a atividade da AMPK e do mTOR, ativando as outras vias, promovendo a
proliferacdo das células do cdélon e induzindo a carcinogénese colorretal (Fazeli et
al., 2013).

Por outro lado, Guadagni (2009) verificou num estudo caso-controlo que os niveis
séricos de adiponectina e de leptina estdo inversamente relacionados com o
desenvolvimento de CCR, constatando que a relacdo Leptina/Adiponectina (L/A) no
CCR é significativamente maior que nos controlos, constituindo um fator preditivo
independente de final adverso (Guadagni et al., 2009). Contudo, e apesar dos niveis
baixos de adiponectina circulantes nos doentes com CCR, verifica-se que o tecido
tumoral do célon destes doentes apresenta maiores niveis de expressdo dos

recetores AdipoR1 e AdipoR2 comparativamente ao célon normal (Figura 9).
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Uma vez que os baixos niveis de adiponectina tém sido associados ao aumento do
risco de desenvolver neoplasias, regista-se grande interesse em determinar se esta

adipocitocina terd um efeito protetor da carcinogénese e qual o seu mecanismo.
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Figura 9: Vias de sinalizacdo da Adiponectina e Leptina.

adipoR1: recetor 1 da adiponectina; adipoR2: recetor 2 da adiponectina; AMPK: 5'-Adenosine Monophosphate-
Activated Protein Kinase; Akt/PBK: protein kinase B; JAK2: Janus kinase 2; LEPR: recetor da Leptina; MAPK:
Mitogen-activated protein kinase; mTor: serine/threonine protein kinase; KRAS: rat sarcoma oncogene; NF-kB
fator nuclear kB; PI3K: Phosphoinositide 3-kinase inhibitor; IkB: nuclear factor of kappa light polypeptide; STAT:
Signal Transducer and Activator of Transcription; SOCS: Suppressor of cytokine signaling

A investigacdo nesta area conduziu a identificacdo do seu efeito anti-inflamatorio,
anti-angiogénico, anti-proliferativo (Gulcelik et al., 2012) e pré-apoptdico, tendo

sido demonstrada a sua atividade antiproliferativa em células neoplasicas (Abdul-
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Ghafar et al.,, 2013). Apesar de alguns estudos correlacionarem o cancro do
endométrio, da mama, da préstata, do célon, do pancreas, do pulmdo nao
pequenas células e do eséfago com os niveis de adiponectina, os mecanismos
moleculares subjacentes ainda ndo foram completamente esclarecidos (Gulcelik et

al., 2012).

1.5.2.LEPTINA

A Leptina, do grego leptos (Aemtoc) que significa magro, foi descoberta em 1994. E
uma proteohormona, pertencente a familia das citocinas, sintetizada quase
exclusivamente no tecido adiposo branco durante a diferenciacdo dos adipdcitos
(Housa et al., 2006). No entanto, verificou-se recentemente que esta adipocitocina
também é produzida noutros tecidos, nomeadamente na placenta, no ovario, no
musculo, no estébmago, na glandula pituitdria e no figado (Koerner, Kratzsch, &
Kiess, 2005).

A Leptina é uma proteina com peso molecular de 16 kDa constituida por quatro
cadeias em hélice, sendo a adipocitocina mais abundante no organismo humano
(Housa et al., 2006). E codificada pelo gene OB, sendo estruturalmente semelhante
a IL-6, IL-11, IL-12 e IL-2, o que indica a sua potencial atividade como importante
mediador inflamatério. O seu nivel de expressao bem como a sua concentracdo
circulante sdo proporcionais a massa total de tecido adiposo do organismo, isto é,
aumentada nos obesos e diminuida nos magros (Housa et al., 2006). Sabe-se
também que os valores séricos de leptina sdo cerca de duas a trés vezes mais
elevados nas mulheres que nos homens, mesmo quando ajustados a idade e ao IMC

(Housa et al., 2006).

43



Amélia Pereira

No homem, o principal papel da leptina é a regulacdo da homeostase energética,
particularmente no controlo da fome e da saciedade, regulando a ingestao de
alimentos, o balango energético e o peso corporal. A leptina circulante é ativamente
transportada através da barreira hematoencefalica e atua no centro da saciedade
localizado no hipotalamo, inibindo o apetite (Housa et al., 2006; Tulubas et al.,
2013).

Apesar do envolvimento da leptina no metabolismo da glicose e dos lipidos, na
angiogénese, na regulacdo da pressdo arterial e na formac¢do da massa éssea, o seu
papel em circunstancias fisioldgicas é questionavel (Housa et al., 2006). Para além
do seu papel no metabolismo lipidico e da glicose, a leptina é importante também
para o sistema imune, para os eixos do sistema enddcrino, como o gonadotrépico,
tireotrépico, corticoptréopico, para o tonus simpatico, na estrutura e fungdo
cerebral, na hematopoiese e na cicatrizagao de feridas.

Varios autores referem o papel da leptina e do seu recetor Ob-R na iniciagdo, no
crescimento celular, na progressdo, na inibicdo da apoptose e na expressao de
fatores angiogénicos em vdrios tipos de cancro, nomeadamente os relacionados
com a obesidade (Nowakowska-Zajdel et al., 2011). Este facto pode ser explicado
pelo seu efeito na regulacdo de vias de sinalizagdo intracelular especificas, que
controlam o crescimento e diferenciagdo celular, a apoptose e angiogénese (Figura
9 e Figura 10).

A sua acdo sobre a regulacdo do peso corporal, a inflamagcdo, bem como a sua
capacidade para estimular a secrecdo de outros fatores inflamatérios, contribui
para a sua influéncia na patogenese e progressdao do cancro, nomeadamente do

colon. A funcdo da leptina é exercida através de quatro recetores especificos: a
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isoforma longa (OB-Rb/Ob-RI) e trés isoformas curtas (huB219.1, huB219.2 e
huB219.3), descritas na literatura coletivamente como OB-ra/Ob-Rt (Housa et al.,

2006).

Mondcito

< Activacdo
Leptina ? *: Prolifera¢do
<~Migracdo
Q@
<»Fagocitose
OBR, _@

Microorganismos

- @

1 ROS

Figura 10: Vias de sinalizagdo intracelular e Leptina.

ERK: Extracellular signal regulated kinases; IL-6: interleucina 6; IL-12: interleucina 12; NOS- espécies reativas de
nitrogénio; OBRb: gene recetor da Leptina; p38: Mitogen activated protein kinase; ROS espécies reativas de
oxigénio; STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3; TNF Fator de Necrose Tumoral

Adaptado de Herbert Tilg and Alexander R. Moshen, 2006

Entre os recetores da leptina penas a isoforma longa OB-R contém um dominio
intracelular intacto com capacidade para ativar a proliferacdo celular através da via
JAK-STAT intracelular, que ativa o STAT3, a ERK1/2 e o mTOR, como se pode
observar na Figura 10 (Bartucci et al., 2010). A segunda isoforma mais longa, a

huB219.1, é uma potente ativadora da ERK1/2, mas ndo da STAT3. A leptina
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também ativa a via da cinase terminal c-JunNH-2 (JNK) (Housa et al., 2006).
Igualmente, outros autores demonstraram o envolvimento da leptina no
crescimento e sobrevivéncia celular tumoral através de varios mecanismos que
incluem as vias de transdu¢ao MAPK, PI3K e JAK2, além das ERK2 cinases e da STAT3
(Nowakowska-Zajdel et al., 2011). Estudos em linhas celulares mostram que a
leptina aumenta a capacidade de migracdao de varias linhas celulares de carcinoma
do célon, como as SW480, SW620 e HTC116 (Nowakowska-Zajdel et al., 2011).

No entanto, relativamente aos niveis séricos da leptina nos doentes com CCR ndo
existe consenso. Alguns autores apontam para niveis mais baixos nos grupos com
CCR do que nos grupos controlo (Kumor, Daniel, Pietruczuk, & Matecka-Panas,
2009; Tulubas et al., 2013), outros indicam que niveis séricos elevados de leptina se
associam a maior incidéncia de CCR (Stattin et al., 2004). Existe ainda referéncia a
niveis similares de leptina nos doentes com CCR e no grupo de controlo (Tessitore

et al., 2000).

1.5.3.RESISTINA
A resistina é um membro da recém-descoberta familia de proteinas ricas em
cisteina chamada resistina-like molecules (RELMs). E uma proteina de 12,5 KDa com
108 aminoacidos, codificada pelo gene RETN, localizado no cromossoma 19. Esta
adipocitocina circula no sangue na forma dimérica, constituida por 2 polipeptideos
de resistina ligados por uma ponte dissulfito, em dois estados distintos: um
abundante hexamero de alto peso molecular e um trimero, menos abundante, mas

mais bioativo (Danese et al., 2012).
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A resistina é produzida pela fracdo estromovascular do tecido adiposo, pelos
adipécitos do tecido adiposo branco, pela medula dssea, células pancreaticas, bago
e musculos (Tiaka, Manolakis, Kapsoritakis, & Potamianos, 2011) sendo as principais
fontes de producdo os mondcitos e macréofagos do sangue periférico (Tulubas,
Mete, Oznur, & Topcu, 2013). Inicialmente foi identificada no lavado bronco-
alveolar de roedores como uma hormona de ligacdo entre obesidade, resisténcia a
insulina e a Diabetes Mellitus tipo 2. No entanto, essa associacdo nao foi confirmada
em estudos clinicos no homem (Danese et al., 2012; Tulubas et al., 2013).

A associacdo entre resistina e recetores conhecidos ainda nao foi estabelecida. A
resistina pode ter um papel na insulinorresisténcia, pelo menos em modelos
animais (Tiaka et al., 2011). A sua auséncia pode levar a ativacdo do AMPK e
consequentemente a diminuicdo da expressio de genes envolvidos na
neoglicogenese, sugerindo que a resistina podera ter um papel oposto ao da
adiponectina (Tiaka et al., 2011).

Contudo, o papel da resistina nas alteragdes metabdlicas permanece controverso.
Alguns autores mostraram que o aumento dos niveis séricos de resistina esta
associado ao aumento da obesidade, da gordura visceral, da diabetes tipo 2 e da
Sindrome Metabdlica, enquanto outros ndao observaram tais correlagées.

Nos ultimos anos tém surgido cada vez mais evidéncias de que a resistina
desempenha um importante papel regulador na doenca inflamatdria (Danese et al.,
2012) e que é segregada em grandes quantidades pelas células mononucleares.
Neste sentido, tem sido apontado o seu papel na inflama¢do como estimulo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias nomeadamente IL-1b, IL-6, IL-8, IL-12,

TNF-a e Toll-like-recetor-2 (TLR-2) através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB
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(Tiaka et al., 2011). A resistina parece reduzir a expressao de Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1), da Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) e da MCP-1. A
resistina humana estimula a proliferacdo das células musculares dos vasos,
aumenta a expressao de VEGF e dos seus recetores, ao mesmo tempo aumenta as
MMP, possivelmente através da ativacdo da via NF-kB.

Além da sobre-expressdo da resistina poder ser uma resposta fisiolégica ao
aumento do tecido adiposo e hipoxia, pode também contribuir para a angiogénese

tumoral (Figura 11).
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Figura 11: Vias de sinalizagdo de cancro e Resistina.

CD14: cluster of differentiation14; ERK: Extracellular signal regulated kinases; IL-1B: interleucina 1B; IL-6:
interleucina 6; IL-12: interleucina 12; LPS: lipopolysaccharide; NF-kB fator nuclear kB; PI3K: Phosphoinositide 3-
kinase inhibitor; p38: Mitogen activated protein kinase; p50: Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit; p65:
Nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit; TLR-4: Toll-like-recetor-2

Adaptado de Herbert Tilg and Alexander R. Moshen, 2006
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Varios estudos tém implicado a resistina na etiologia de cancro relacionado com a
obesidade, nomeadamente do cancro da mama e do cdlon, por influenciar
significativamente o crescimento e a proliferacdo de células do estroma tumoral e
de células malignas.

Assim, a resistina podera ser uma molécula que estabeleca a ligacdo entre
obesidade, inflamacao, resisténcia a insulina e risco de cancro no homem.

A associacdo entre a resistina e o risco de cancro tem sido observada em varios
estudos, nomeadamente através da relacdo entre niveis elevados de resistina em
doentes com CCR (Danese et al., 2012; Gonullu et al., 2010; Salageanu et al., 2010;
Tulubas et al., 2013), em mulheres com cancro da mama, em doentes com linfoma
e entre outras neoplasias, independentemente da sua relagdo com a obesidade.

No entanto, nenhuma associacdo foi encontrada entre os niveis séricos de resistina
e a idade, o género, a localizagdo do tumor no célon, o tamanho ou a infiltracao, o
estadio, a presenca de metdstases hepaticas ou a invasdo venosa. Relativamente a
dados clinicos apenas foi observada uma correlagdo com o grau de diferenciacao
histolégica e a presenca de metdstases ganglionares, ndo estando totalmente

esclarecido o papel da resistina na carcinogénese colorretal (Tiaka et al., 2011).

1.5.4.VISFATINA
A visfatina também conhecida como pre-B cellenhancing fator (PBEF) e
nicotinamide phosphoribosyl transferase (NAMPT), é uma proteina com 491
aminodcidos e 52 KDa que é produzida primariamente pelo tecido adiposo visceral

e secundariamente pelo figado, musculo esquelético, linfécitos e medula dssea.
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A visfatina tem uma acao insulino-mimética in vitro e in vivo, através da ligacdo e
ativacdo do recetor da insulina (Tulubas, Mete, Oznur, &Topcu, 2013), ou seja, esta
adipocitocina possui uma funcdo enddcrina semelhante a da insulina: fixa e ativa o
recetor da insulina.

As suas propriedades insulino-miméticas com atuacdo sistémica e local,
representam mais um elo da corrente que liga adiposidade intra-abdominal a
sindrome metabdlica, além da sua fung¢do autdcrina, paracrina potencial na
adipogénese.

Com o aumento da incidéncia da sindrome metabdlica, especialmente da Diabetes
Mellitus tipo 2 em individuos jovens, o esclarecimento do papel da visfatina tornou-
se importante para melhor entendimento destas patologias.

Jiri Stastny e colaboradores (2012) sugerem que a visfatina interage diretamente
com os recetores da insulina, tal como o insulin-like growth factor receptor (IGF-1R),
promovendo a proliferacao de células neoplasicas. Para além da atividade insulino-
mimeética, a visfatina contribui também para a biossintese da nicotinamida adenina
dinucleotido (NAD), afetando o metabolismo e a longevidade celular (Stastny,
Bienertova-Vasku & Vasku, 2012). E também importante na regulacdo de vias de
sinalizacdo e na transcricdo, na biosintese do TNF-a e da IL-6 (Dalamaga et al.,
2012), assim como também estd descrita a sua atividade pré-angiogénica.

Varios estudos tém indicado que os doentes com CCR apresentam niveis mais
elevados de visfatina que os individuos saudaveis (Fazeli et al., 2013). Outros
estudos associam a expressao da visfatina a outras neoplasias, nomeadamente do
es6fago, estdbmago, mama, ovario, prostata, glioblastomas e astrocitomas

(Dalamaga et al., 2012; Nakajima et al., 2010). Neste sentido, alguns autores tém
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mostrado que a visfatina, tal como a resistina, podem constituir bons
biomarcadores de evolu¢ao e progressdao do CCR, independentemente do IMC

(Fazeli et al., 2013; Nakajima et al., 2010).

1.5.5.MCP-1
A Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) é um fator de quimioatragdo
produzido pelos adipdcitos, que recruta mondcitos circulantes para o interior do
tecido adiposo, ativando-os em macrdéfagos e promovendo o processo inflamatério
local (Dwyer et al., 2007; van Kruijsdijk et al., 2009).
E uma quimiocitocina sintetizada sob a forma de uma proteina percursora de 99
aminodacidos que, apds processamento pds-traducdo, é segregada como uma
proteina de 76 aminodcidos. E codificada pelo gene CCL2 localizado no cromossoma
17 (17911.2-q12) (Dwyer et al., 2007).
Inicialmente, a MCP-1 foi considerada uma ativadora de func¢des citotdxicas anti-
tumorais de macréfagos. A posterior identificacdo de dois tipos de macréfagos
associados a tumores (TAM) e a revelacdo do seu potencial angiogénico alterou a
perspetiva da fisiologia da MCP-1 no cancro. Varios estudos tém encontrado niveis
elevados de MCP-1, em neoplasias, especialmente em estaddios avancados. No
entanto, ndo estd estabelecido se os niveis circulantes de MCP-1 sdo ou ndo um
marcador sistémico de mau progndstico (Matafome, Santos-Silva, Sena, & Seica,
2013).
Diversas pesquisas tém demonstrado que o aumento da sua expressao estd
relacionado com o crescimento tumoral (Zhang, Lu, & Pienta, 2010). Para além de

atuar sobre a célula tumoral, a MCP-1 pode também ser produzida pelas células
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tumorais, pelas células do estroma do tumor (macréfagos e fibroblastos)
(Matafome et al., 2013), pelos leucdcitos e pelas células endoteliais (Zhang et al.,
2010).

A MCP-1 ao participar na angiogénese aumenta a capacidade de migracdo das
células tumorais promovendo a invasdo, infiltracdo e metastizacdo, através de
processos relacionados com a neovascularizagdo tumoral. A indug¢do da
angiogénese é efetuada por ativacdao direta do VEGF e do HIF-1a. Por outro lado,
promove o aumento da angiopoietina-2 e das metaloproteinases dos mondcitos,
das células T e mesmo das células tumorais, o que contribui também para a
angiogénese (Matafome et al.,, 2013). Para além da fung¢do angiogénica, esta
proteina estimula a migracdao promovendo, desta forma, a metastizacdo. A MCP-1 e
o TNF-a podem mobilizar e induzir diferenciagdo de mondcitos periféricos em
macroéfagos ativos. No entanto, a MCP-1 pode também promover a diferenciacdo
de pré-adipdcitos em macréfagos. Estudos in vitro tém demonstrado que a MCP-1 é
a principal responsdvel pela mobilizagdo de mondcitos para a zona tumoral.
Associa-se, por isso, a um estadio mais avancado de doenca e a progressdo tumoral,

podendo eventualmente constituir um marcador de progndstico.

1.5.6.TNF-a
O TNF-a é uma citocina pré-inflamatdria, diretamente envolvida nas reacdes de fase
aguda do processo de inflamagdo sistémica, sendo a mais importante e a mais
estudada como fator de morte celular. E uma proteina transmembranar com 26 kDa
produzida essencialmente pelos macréfagos ativados e também por células

tumorais, que antes de ser libertada para a circulagdo sofre clivagem,
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transformando-se numa molécula de 17 kDa, constituida por 154 aminodacidos. E
uma proteina ndo glicosilada que além de ser produzida nos macréfagos, é também
produzida em adipécitos e pré-adipdcitos, estando por isso aumentada nos tecidos
em que exista uma infiltragdo de macréfagos bem como no tecido adiposo e
consequentemente na obesidade. Pode igualmente ser segregada no tecido
muscular e linféide. O TNF-a estd sobre-expresso no tecido adiposo de individuos e
animais obesos. Foram descritos dois recetores membranares para o TNF-a: o

TNFR1 e o TNFR2. (Figura 12).
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Figura 12: Resumo dos mecanismos de participagdo da inflamag¢dao no desenvolvimento

do cancro.

ADN: acido desoxirribonucleico; COX-2: Ciclo-oxigenase-2; EGF: fator de crescimento epidérmico; HIF1: Hypoxia-
inducible factors; ICAMs: Intercellular Adhesion Molecule; iNOS: Inducible nitric oxide synthase; IL-1:
interleucina 1; MCPs: membrane cofactor protein; NFAT: Nuclear factor of activated T-cells; NF-kB fator nuclear
kB; ROS: espécies reativas de oxigénio; NO: oéxido nitrico; STAT3: Signal Transducer and Activator of
Transcription 3; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral a; VCAMs: Vascular Cell Adhesion Molecule; MMP:
Metaloproteinases da matriz; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular

Adaptado delLu H et al. (2006).
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De acordo com Flores e seus colaboradores, foi demonstrado que a inflamacgao
crénica relacionada com a obesidade, com sobre-expressdao de TNF-a, conduz ao
aumento da expressdo e atividade da cinase de c-jun N terminal (JNK) e do inibidor
da cinase do fator nuclear kB (NF-kB).

O TNF-a tem um duplo papel no processo inflamatdrio: destruicdao tecidual e
reparacdao de danos. Pode iniciar uma cascata inflamatéria através do estimulo de
outras citocinas inflamatdrias, fatores de crescimento e fatores de adesdo
endotelial, recrutando varios tipos de células ativadas para o local da lesdo tecidual
(Lu, Ouyang, & Huang, 2006).

Por outro lado, o TNF-a tem atividade anti-cancerigena e pré-cancerigena. Pode
induzir alteracdo do ADN, inibir a sua reparagdo, atuando como um fator de
crescimento para as células tumorais. Além disso, pode promover a angiogénese e o
crescimento tumoral através da ativacdo de fatores angiogénicos como timidina

fosforilase

1.6.ABORDAGEM CLINICA DO CANCRO COLORRETAL

1.6.1.DIAGNOSTICO
O diagnéstico do CCR passa por uma histéria clinica exaustiva, avaliacdo e
observacao clinica completas, realizacdo de exames complementares de diagndstico
que permitam a identificacdo do tumor, realizacdo de uma biopsia que leve a sua

caracterizac¢do histoldgica e ao estabelecimento de uma estratégia terapéutica.
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Clinica

O diagndstico devera ser feito sobre uma detalhada informacdo clinica. Numa fase
mais precoce, o CCR raramente provoca sintomas, 0s quais aparecem
habitualmente quando a doeng¢a se encontra numa fase mais avang¢ada. Quando
surgem, os sintomas variam de acordo com a localizagdo do tumor. Os tumores
localizados no cdlon direito, particularmente cego e célon ascendente, tendem a ser
formacbes polipdides exofiticas que, ao desenvolver-se, podem tornar-se
volumosas e desencadear sintomas, nomeadamente, altera¢bes do transito
intestinal e, ou sintomas oclusivos. Dadas as dimensGes que atingem, podem
ulcerar e sofrer necrose, provocando hemorragias microscépicas crénicas e muitas
vezes intermitentes, que ndo modificam o aspeto das fezes. Mais raramente podem
surgir melenas. Com o desenvolvimento do quadro clinico aparecem sintomas como
cansago de esforc¢o, fadiga permanente, palpitacdes, perda de peso e desconforto
ou dor abdominal (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence, 2011).

As neoplasias localizadas no célon esquerdo abrangem uma maior area da
circunferéncia da parede intestinal, muitas vezes infiltram e ulceram, tendem a ser
lesdes circulares e constritivas, produzindo estenoses intestinais em forma de anel.
Originam frequentemente sintomas obstrutivos, como desconforto, dor, distensao
abdominal e meteorismo, muitas vezes nao valorizados na fase inicial. Quando a
doenca progride pode manifestar-se por quadro abdominal agudo, desde a
obstrucdo intestinal até a oclusdo completa ou perfuracao intestinal. Este quadro

ocorre com dor e distensdo abdominal, nduseas e vémitos, por vezes fecaldides.
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A alteracdo persistente dos habitos intestinais, obstipacdo ou diarreia (ou uma
alternancia das duas), bem como a dor forte e persistente, sem outra razido
associada, também sdo sintomas que nos podem sugerir a doenca.

Os tumores da regido retossigmoideia tém habitualmente outro tipo de sintomas
dos quais se destacam hematoquésias ou perda de sangue misturado nas fezes,
irritacdo, dor ou prurido local, tenesmo ou diminuicao do calibre das fezes.

Uma das formas de apresentacdo do cancro do célon é sob a forma de neoplasia
oculta, chegando-se ao seu diagndstico a partir do estudo de sintomas ou sinais de
metastases.

O exame fisico é também muito importante. Pode revelar-nos desde um doente
desnutrido, com palidez cutdneo-mucosa ou ictericia, uma massa ou hepatomegalia
a palpacdo abdominal, ou uma formacao tumoral, retorragia ou melena no exame
retal. Adenopatias ou alteragdes da auscultacdo pulmonar podem também ser
evidenciadas na doencga avancgada (Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence,

2011).

Exames complementares de diagndstico

Os exames laboratoriais podem mostrar anemia ferropénica com ou sem
trombocitose, alteracBes eletroliticas, altera¢cdes das provas da fungao hepatica, de
acordo com a localizagdo da neoplasia e o estado evolutivo da doenga.

O CEA pode estar elevado, sendo particularmente util na avaliagdo pds-cirdrgica,
permitindo assim a monitorizacdo da evolucdo da doenca e da resposta a

terapéutica.
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Sempre que existe uma suspeicdo clinica de tumor do célon, em doentes com risco
de CCR ou quando inseridos num programa de rastreio, deve ser efetuada uma
avaliacdo endoscdpica ou radioldgica, com biopsia das lesdes identificadas.

A colonoscopia é o exame de eleicdo para o diagndstico, pois permite a
identificacdo de adenomas infracentimétricos. O clister opaco com duplo contraste,
deve ser reservado apenas para situagdes de indisponibilidade ou dificuldade de
execucdo técnica da colonoscopia ou recusa do doente em realiza-la, pois nao
permite visualizar pequenos adenomas e cerca de 50% dos pdlipos com dimensdes
superiores a 1 centimetro. Sempre que seja detetada uma lesdo sugestiva de
carcinoma, devera ser efetuada uma colonoscopia total, para se excluir a existéncia
de lesGes sincronas. O conhecimento da existéncia de tumores sincronos é de
extrema importancia para o planeamento da terapéutica cirurgica.

A maioria dos CCR sdao histologicamente adenocarcinomas, com diferenciacao
glandular e secre¢do de mucina varidveis. A mucina, uma proteina segregada pelas
glandulas do tecido normal ou neoplasico, é identificada com a coloragao pelo acido
periddico de Schiff (PAS).

Nas neoplasias pouco diferenciadas a producdao de mucina estd diminuida. Alguns
tumores apresentam células com grandes vacuolos preenchidos por mucina que
empurram o nucleo para a periferia e sdo chamadas células em anel de sinete.
Menos de 5% dos CCR tém outros tipos histoldgicos. Na jungdo anorretal podem
existir carcinomas de células escamosas, carcinomas de células de transicdo,
sarcomas, leiomiossarcomas ou melanomas. Os linfomas primarios e os tumores

carcindides do cdélon correspondem a menos de 0,1% do total.
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Ao avaliar a neoplasia histologicamente podem encontrar-se alguns aspetos
favoraveis, nomeadamente grau de diferenciacdo 1 ou 2, auséncia de invasdo angio-
linfatica e margens de ressecdo negativas.

Sao considerados fatores de progndstico desfavoraveis: o grau de diferenciagdo 3
ou 4, a presenca de invasdo angio-linfatica e margens de ressecao positivas.

Para além da caracterizacdo histoldgica, presentemente é obrigatdria a pesquisa de
mutac¢des genéticas no tecido tumoral, nomeadamente as que ja mostraram o seu
papel na resisténcia a terapéuticas complementares. Sdo estudadas as mutacgdes
nos coddes 12, 13, 59, 61, 117 e 146, dos genes RAS (KRAS e NRAS) e identificadas
as mutacdes que aumentem a probabilidade de resisténcia ao tratamento com
inibidores do EGFR.

Sempre que se diagnostica um CCR deve ser feita uma avaliagdo complementar
adequada com vista ao estadiamento. A Tomografia Computorizada (TC) abdominal
e tordcica deve ser efetuada para identificacdo de eventuais metdstases (hepaticas
e pulmonares), sua extensdo e potencial ressecabilidade.

No caso especifico do reto, devido a importancia de uma boa avaliacdo
locorregional, deverd ser efetuada uma ecoendoscopia retal ou uma Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) da zona pélvica.

Diagnéstico diferencial
O diagnéstico diferencial depende da forma de apresentacdo da doencga. Perante
uma massa observada durante a palpacdao abdominal, poder-se-a colocar a hipdotese

de tumor benigno do célon (adenoma), processo inflamatdrio no contexto de
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diverticulite, Doenca Inflamatdria do Intestino (DII), isquémia e doencas infeciosas
do célon como a tuberculose ou a amibiase.

No contexto clinico de oclusdo intestinal, situacdo de doengca em fase avancada,
deve colocar-se a hipétese de neoplasia, mas também de bridas ou aderéncias, DlII,
diverticulose ou diverticulite, isquémia intestinal, volvo, colite radica, entre outras.
Se a sintomatologia for predominantemente hemorrdgica, deve ser considerado o
diagndstico diferencial com DII, diverticulose ou diverticulite, colite infecciosa ou
isquémica, Ulcera solitdria do reto e hemorrdidas. Quando predominam as
alteragbes dos habitos intestinais deve excluir-se a patologia infecciosa e
inflamatadria intestinal e pensar também na sindrome do intestino irritavel.

Na doenc¢a aguda com dor abdominal significativa, devem colocar-se em primeiro
lugar patologias ndo neopldsicas como a apendicite, diverticulite, DIl e isquémia do

intestino.

Estudo familiar

Existe um risco importante de CCR em trés tipos de situagbes: nas sindromes
hereditarias definidas e tipicas, como a FAP e o CCNPH, nos individuos com suspeita
de hereditariedade por maior incidéncia familiar e nos familiares de primeiro grau
de doentes com CCR esporddico.

A sindrome de Lynch é uma doenga autossémica dominante, que ocorre com
mutacdes nos genes MSH6, MSH2 e MSH1. Os doentes com esta patologia
apresentam uma maior incidéncia de CCR entre os 40 e os 50 anos.

A aplicacdo precoce e intensiva de programas de vigilancia reduz a mortalidade por

CCR. Com o objetivo de identificar os individuos candidatos a analise investigacional
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de mutacdes em genes de reparacao do ADN e ao seguimento em programas de
vigilancia intensiva, a International Collaborative Group on Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer desenvolveu em 1991 um conjunto de critérios que sdo

conhecidos como os critérios de Amesterddo classicos (Tabela 4).

Tabela 4: Critérios de Amesterddo classicos.

* pelo menos 3 familiares com CCR, histologicamente confirmado, sendo
um deles familiar de primeiro grau dos outros dois;

* pelo menos 2 geragdes sucessivas afetadas;

* pelo menos 1 dos familiares com CCR, diagnosticado com menos de 50
anos de idade;

* exclusdo de Polipose Adenomatosa Familiar do Célon.

Adaptado de Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence (2011)

Estes procuram identificar as familias com risco de ter Sindrome de Lynch ou
CCNPH, com base na sua histéria familiar. Com estes critérios apenas se identificam

cerca de 40% dos portadores de CCNPH.

Tabela 5: Critérios de Amsterddo modificados.

* pelo menos 3 familiares com cancro associado a CCNPH (cancro
colorretal, do endométrio, intestino delgado e urotélio: rins e uretra),
sendo um deles familiar de primeiro grau dos outros dois;

* pelo menos 2 geragdes sucessivas afetadas;

e pelo menos 1 dos familiares com um cancro associado a CCNPH
(colorretal, cancro do endométrio, intestino delgado e urotélio: rins e
uretra), diagnosticado com menos de 50 anos de idade

« exclusdo de Polipose Adenomatosa Familiar do Célon

Adaptado de Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence (2011)
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Por se ter considerado que os critérios de Amesterddo cldssicos eram restritivos,

por nao incluirem tumores extra-cdlicos, em 1999, foram elaborados os Critérios de
Amesterddo modificados (Tabela 5). Estes tinham como principal objetivo
identificar um maior nimero de doentes portadores de CCNPH nos programas de
rastreio.

Em 1997, foram estabelecidos os Critérios de Bethesda, revistos em 2004 (Tabela 6)
com o objetivo de selecionar os doentes com CCR que devem ser submetidos a
pesquisa de IMS, marcador para a andlise mutacional da Sindrome de Lynch, uma
vez que mais de 90% destes doentes apresentam IMS de alto grau. Com estes
critérios consegue-se também um aumento significativo dos individuos em risco

identificados.

Tabela 6: Critérios de Bethesda.

* diagndstico de CCR em idade inferior a 50 anos

* CCR sincronos, metacronos ou outros tumores associados a CCNPH
(colorretal, cancro do endométrio, intestino delgado e urotélio: rins e
uretra), independentemente da idade

* CCR com caracteristicas histolégicas de MSI+ (Instabilidade de
Microssatélites), diagnosticado antes dos 60 anos

* CCR diagnosticado e um familiar de 12 grau com um tumor associado a
CCNPH, um deles diagnosticado antes dos 50 anos

* CCR diagnosticado em dois ou mais familiares de 12 grau ou de 22 grau
com tumores associados a CCNPH, independentemente da idade

Adaptado de Vincent T. DeVita, Jr., Theodore S. Lawrence (2011)
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1.6.2 RASTREIO
A evolugdo que tem havido nos métodos de rastreio do CCR, tem permitido a
detecdo de mais casos em estadios precoces de evolugdo, mesmo antes de existir
qualguer sintoma ou sinal que faca suspeitar da doenca. As estratégias de rastreio
devem passar pela estratificacdo do risco da populagao alvo.
E atualmente recomendado que o rastreio seja efetuado a partir dos 50 anos, ou a
partir dos 40 anos nos individuos com risco aumentado. A prevenc¢do primaria é
uma estratégia efetiva e custo-eficaz na prevencao da incidéncia e mortalidade por
CCR.
Tém sido referenciadas varias opc¢Oes aceitaveis para uma boa pratica do rastreio do
CCR: a Pesquisa de Sangue Oculto nas Fezes (PSOF) anual ou bianual pelo método
de guaiaco (HemmOccult) ou imunoquimico, a retostossigsigmoidoscopia flexivel, o
clister opaco com duplo contraste (enema baritado), a colonoscopia total e a
colonoscopia virtual. No que diz respeito a PSOF, o método imunoquimico revela
maior capacidade de dete¢cdo do CCR ou de adenomas avang¢ados, quando
comparado com o método do guaiaco.
Em 2008, os testes para o rastreio foram divididos em dois grupos segundo o seu
objetivo: no primeiro grupo foram incluidos os testes em fezes, que permitiam
apenas diagnosticar a possibilidade de carcinoma. No segundo grupo foram
incluidos os exames radioldgicos e endoscépicos, que permitem para além do
diagndstico de carcinoma, também as lesdes precursoras, o adenoma.
Multiplas normas tém sido publicadas para o rastreio do CCR. As ultimas publicadas

no inicio de 2012 pelo The American College of Physicians, definiram a PSOF anual, a
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Sigmoidoscopia Flexivel (SF) de 5 em 5 anos e a colonoscopia de 10 em 10 anos,
como as melhores estratégias de rastreio do CCR.

Com estes rastreios, nomeadamente com a execu¢ao do teste PSOF, anual ou
bianual, consegue-se uma redugao na mortalidade de 15 a 33%. Com a realizagao
da SF de 5 em 5 anos, obtém-se uma redugdo na mortalidade de 44 a 70% e na
incidéncia de 55%.

Numa avaliagao preliminar de um estudo para rastreio do CCR que decorreu em
Portugal, no Porto, comparando o PSOF com a colonoscopia, foi demonstrado que a
taxa de dete¢dao de CCR foi semelhante nos dois grupos, ndao tendo sido
encontradas diferencas significativas em relacdo ao estddio ou localizacdo do
tumor. No entanto a taxa de participacao foi baixa em ambos os grupos, mas
significativamente inferior para o grupo da colonoscopia (Forno, 2009).

Para que exista um programa de rastreio eficaz é necessdrio que a doenga tenha
uma histéria natural longa e conhecida, alta taxa de mortalidade, tratamento
curativo, testes de rastreio eficazes e uma boa taxa de adesdo ou utilizagdo. (Levin
B, 2008). Os estudos realizados tém revelado uma baixa taxa de participacao, tanto
para o rastreio com PSOF como para com os exames endoscopicos.

Em 31 de margo do corrente ano, a DGS colocou em discussdo publica a norma
nuimero 003/2014, cujo objetivo é precisamente o Rastreio Oportunistico do Cancro

do Cdlon e Reto na populagdo assintomatica entre os 50 e os 74 anos.

1.6.3 ESTADIAMENTO
Apds o estabelecimento do diagndstico é importante determinar a extensdo da

doencga localmente e a distancia. O estadiamento do cancro pretende descrever
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alguns aspetos da sua evolugdo, como localizagdo no 6rgao, se existe ou nao
disseminacdo e se afeta fungGes de outros érgdos. Conhecer o estadio do tumor é
importante na definicdo de estratégias de tratamento e no estabelecimento do
progndstico do doente.

Existem dois tipos de estadiamento para o CCR: o estadiamento clinico e o

patoldgico (Figura 13).
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Figura 13: Estadiamento do cancro colorretal.
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Os estadios clinico e patolégico podem ser diferentes, uma vez que o primeiro usa
fundamentalmente os exames de imagem, enquanto o segundo usa o estudo
anatomopatoldgico da peca operatéria. Durante o ato operatério o cirurgido pode
objetivar doenga em zonas que nao foram identificadas nos exames de imagem, o
que implica um estadiamento patolégico mais avancado. A maioria dos doentes
com CCR é submetida a cirurgia, pelo que o estadiamento patolégico é o mais
usado. O estadiamento patolégico é também mais exato que o clinico, pois permite
a obtencdo de uma extensao mais correta da doenca.

Existem varias classificacGes para avaliacdo da extensdo do CCR: a classificacdo da
International Union Against Cancer (UICC) e da American Joint Committee on Cancer
(AJCC) que sdo idénticas, a classificacdo de Dukes e classificagdo de Astler-Coller. A
classificacdo da UICC/AJCC baseia-se no sistema Tumour-Node-Metastasis (TNM),
assenta nas caracteristicas do tumor (Tumor — T), na invasdo de ganglios loco-
regionais (Nédulos - N) e na disseminagdo a distancia (Metdstases - M), como
mostra a Tabela 7.

Para uma avaliacdo correta do envolvimento ganglionar, as boas praticas
recomendam a obtencdo durante o ato cirurgico de pelo menos doze ganglios
linfaticos para analise histoldgica. O figado, pulmao e peritoneu sdo os 6rgaos mais
frequentemente atingidos pelas metdstases. Cerca de um ter¢co dos doentes com
CCR acabardo por desenvolver, no decurso da neoplasia, metastases hepaticas. No
entanto, apesar da metastizacdao para outros locais, nomeadamente a invasao
pulmonar ou de outros 6rgdos ser mais rara, os doentes com carcinoma do reto

podem sofrer disseminagao pelo plexo venoso paravertebral, ndo atingindo o
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sistema venoso portal e, por isso, podem apresentar metastizagdo pulmonar, sem
metastizacdo hepatica.

Tabela 7: Classificagdo dos tumores malignos do célon e reto.

X Tumor primario nao avaliado.

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invade a lamina proépria.

T0 Sem evidéncia de tumor primdrio

Tl Tumor invade apenas a submucosa.

T2 Tumor invade muscular prépria.

T3 Tumor invade subserosa e tecidos pericdlicos ou perirretais nao

peritonealizados.

T4 Tumor invade diretamente outros érgaos ou estruturas e perfura o peritoneu
visceral

T4a Tumor perfura o peritoneu visceral.
T4b Tumor invade diretamente outros érgaos ou estruturas.

NX Ganglios regionais nao avaliados.
NO Ganglios regionais nao invadidos.
N1 Metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos regionais.

Nla Metdastases em 1 ganglio linfatico regional.
N1lb  Metdastases em 2 a 3 ganglios linfaticos regionais.
Nic Metastases na subserosa ou nos tecidos pericélicos ou periretais nao
peritonealizados sem metastases nos ganglios linfaticos regionais.
N2 Metastases em mais de 4 ganglios linfaticos regionais.
N2a  Metdastases em 4 a 6 ganglios linfaticos regionais.
N2b  Metdastases em 7 ganglios linfaticos regionais.

MO Auséncia de metastases a distancia.
M1 Metastases a distancia.
Mla  Metastases em um 6rgido (figado, pulmdo ou ovario) ou ganglios nao
regionais.
M1lb  Metdstases em mais que um 6rgao ou peritoneu ou ganglios nao
regionais.

Adaptado de: Sobin L. Gospodarowicz M. Wittekind C. (2010).

Atendendo ao referido anteriormente os doentes com CCR podem ser estadiados
em 10 grupos, de acordo com a Tabela 8.

O numero de doentes diagnosticados com doenca em estadio | tem vindo a
aumentar, com uma incidéncia estimada de cerca de 30%, devido ao rastreio mais
cuidadoso, aumentando assim a possibilidade de cura com uma ressegao cirurgica

de tipo RO.
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Tabela 8: Estadiamento do cancro colorretal de acordo com o sistema

de classificagao da AJCC.

Tis, NO, MO 0

T1-2, NO, MO I

T3, NO, MO 1A
T4a, NO, MO 1B
T4b, NO, MO IC
T1-2, N1, MO/ T1, N2a, MO A
T3-4a, N1, MO / T2-3, N2a, M0 / T1-2, N2b, MO 1B
T4a, N2a, MO / T3-4a, N2b, MO / T4b, N1-2, MO Ic
T,N, Mla IVA
T, N, M1b IVB

Adaptado de: Sobin L. Gospodarowicz M. Wittekind C. (2010).

A incidéncia do estadio Il é de aproximadamente 27%, para o estadio lll de 24% e

para o estadio IV de 19%.

Na Tabela 9 estdo representados os trés sistemas de estadiamento mais utilizados

no CCR, o da AICC ja referido, o de Dukes e o de Astler-Coller, bem como a

comparacado dos estadios nos diferentes sistemas de estadiamento.

Tabela 9: Estadiam(-_:nto AJCC, Dukes e A_stIer-CoIIer.

R

0 — —

I A A, Bl
A B B2
1B B B2
IIC B B3
A C C1
1B c C1, C2
IHc C C2,C3
IVA = D
IVB — D
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Outro fator que pode afetar o progndstico é o grau de diferenciagdo histolégico do
cancro. Do ponto de vista histolégico o grau representa a semelhanca entre o tecido
CCR e o tecido colorretal normal. Assim a escala utilizada para a classificagao do CCR
vai de G1, bem diferenciado (em que as células do CCR sdo histologicamente
semelhantes as do tecido colorretal normal) a G4 indiferenciado (em que sdo
significativamente diferentes).

Os tumores de baixo grau de diferenciacdo tém habitualmente uma evolucdao mais
lenta do que os de alto grau. Na maior parte dos casos, o progndstico é melhor para

os tumores de baixo grau de diferenciacgao.

1.6.4. TRATAMENTO

A abordagem terapéutica do CCR depende em primeiro lugar do estadio da doenca.
O fluxograma de decisdo terapéutica é baseado no seu potencial de cura e também
na probabilidade de recorréncia ou progressao (Figura 14). As trés principais op¢des
terapéuticas incluem a cirurgia (ou outras medidas invasivas), a terapéutica médica
(quimioterapia, fdrmacos antiangiogénicos imunoterapia ou outras) e a

radioterapia.

Cirurgia

A terapéutica principal do CCR é cirurgica, independentemente da sua localizacgdo,
tendo como objetivo a resse¢do do tumor primario, com margens adequadas e a
realizacdo de linfadenectomia regional, de pelo menos 12 ganglios, para obter um

correto estadiamento. Em aproximadamente 92% dos doentes com cancro do célon
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e 84% com cancro do reto é efetuada cirurgia, como primeira opgdo terapéutica, a

maioria com intengao curativa.

Historia Clinica e
Exame Fisico

—[ Estadiamento Clinico ]7

\
Tumor ressecavel ou
potencialmente

ressecavel Tumorirressecavel ou
estadio IV

\
Cirurgia ou quimioterapia
e, ou radioterapia

neoadjuvantes + cirurgia Quimioterapia, radioterapia,
. cirurgia ou outras medidas
raliativas
Estudo !

anatomopatolégico

Estadiamento
Patologico

l
I l

( Estadio | N /Estadio Nl ™\

o I Estadioll de alto risco
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Figura 14: Fluxograma de decisao terapéutica.
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Algumas técnicas minimamente invasivas, tais como a ressec¢do laparoscopica e a
microcirurgia endoscépica transanal (MET), poderdo ser usadas com intencdo
curativa. A MET tem indicacdo em neoplasias em estadio 1, na regido proximal do

reto (National Comprehensive Cancer Network, 2014).

O tratamento do cancro do célon e reto tem abordagens significativamente
diferentes, embora com um objetivo comum: o planeamento de uma estratégia

individualizada de modo a obter o melhor resultado.

O tratamento cirurgico do cancro do célon esporadico, inclui a hemicolectomia
direita para as lesdes a direita, a hemicolectomia esquerda ou sigmoidectomia para

as lesdes do lado esquerdo e por vezes a ressecdo segmentar do coélon.

O tratamento cirdrgico adequado para o CCR hereditdrio, como na sindrome de
Lynch, é a colectomia total pelo risco de lesGes metdcronas. Para a FAP estd
indicada a protocolectomia total ou a colectomia total nas formas atenuadas em

que o reto é poupado.

A abordagem cirlrgica do tumor do reto depende da sua localizagdo. Os tumores
dos tercos proximal, médio e distal, tém indicacdo para resse¢do anterior com
anastomose primaria, podendo ser necessario uma ileostomia ou colostomia
tempordria derivativa. Para os tumores do reto mais distal pode estar indicada a
amputacdo abdominoperineal com colostomia definitiva. Uma pequena

percentagem de tumores distais serdo candidatos a excisado local.

Os doentes com CCR metastizado, também podem ter indicagdo para cirurgia com

objetivo curativo. Doentes com metastases hepdticas ressecaveis tém indicacdo

70



IMPORTANCIA CLINICA DE NOVOS MIARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORRETAL

Introdugdo

para hepatectomia parcial, conseguindo-se assim um aumento da sua

sobrevivéncia.

Sdo também candidatos a cirurgia os doentes com metastases pulmonares uni ou
bilaterais ressecaveis, na auséncia de recorréncia local ou de outras lesdes
primarias, e na auséncia de doenca extra-pulmonar, excepto metdstases hepaticas

prévias ou sincronas.

Ablacao por radiofrequéncia (ARF)

A ablacdo por radiofrequéncia é uma técnica que ndo tem o mesmo impacto na
sobrevivéncia em relacdo a resse¢do cirdrgica, no entanto ganhou espaco na
abordagem das metastases hepaticas do CCR. Esta indicada nos doentes sem
indicacdo cirurgica por co-morbilidades, ou como complemento da ressecao,
permitindo a destruicdo completa das lesdes. O objetivo é aquecer o tecido tumoral
e a margem de parénquima normal até provocar necrose. Esta indicada quando ha
no maximo 3 lesdes, sendo a maior delas de dimensdo inferior a 3 cm e a sua

localizagcdo anatémica distante de grandes vasos.

Radioembolizagao arterial

Nos doentes com metdstases hepaticas de CCR ndo candidatos a cirurgia ou
ablacdo, ou nos doentes resistentes a quimioterapia, poderd ser proposta a
radioembolizacdo arterial. Esta técnica utiliza microesferas de vidro ou de resina,

que contém um B-emissor de Yttrium-90, que se alojam preferencialmente nos
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plexos venosos tumorais. Tem como principal vantagem poder ser usada

independentemente do niumero e distribuicdo das metastases hepaticas.

Bombas de infusao intra-arterial

As bombas de infusdo intra-arterial podem ser utilizadas no tratamento do CCR
metastizado porque permitem a administracdo regional de altas doses de
quimioterapia no interior das metastases hepaticas, reduzindo-se os seus efeitos
secunddrios. No entanto, é necessaria uma cirurgia para colocacdo do cateter na
artéria hepdtica comum, logo estd associada a complicagGes precoces (perfusdo

extra-hepatica, ulceras, trombose arterial/cateter, infecgdes).

Terapéuticas loco-regionais nao cirurgicas

Se a cirurgia ndo é possivel pelo nUmero de metdstases ou pela presenca de doenga
extra-hepatica, existe a possibilidade de termo-ablacdo, radioembolizacdo arterial
(Radiologia de intervengao) ou o recurso as bombas de infusdo intra-arterial (Blla)

anteriomente mencionadas.

Em doentes com doenga avangada ou co-morbilidades importantes, se existir o
risco de oclusdo intestinal ou hemorragia, pode ser necessdrio outro tipo de
abordagem. O tratamento endoscépico usando o laser neodynium-yttrium-
aluminum-garnet (Nd:YAG) ou a coagulacdo com argon plasma tém sido usados
com o intuito de recanalizar o limen ou estancar a hemorragia de forma paliativa.
O tratamento paliativo de algumas obstru¢des intestinais pode ser também

efetuado, com a aplicacdo de proteses metalicas auto-expansiveis.
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Tratamento farmacolégico

O tratamento do CCR tem como objetivo a indugdo da morte celular de todas as
células cancerigenas existentes. Para que este objetivo possa ser alcancado, a
investigacdo tem-se orientado para a pesquisa de farmacos que atuem em fases

importantes do desenvolvimento tumoral.

Varios estudos tém demonstrado um aumento da sobrevivéncia global e da
sobrevivéncia livre de doenca nos doentes com CCR submetidos a quimioterapia.

Em 1957 foi desenvolvido o 5-Fluoracilo (5-FU), como farmaco capaz de interferir na
evolugdo do CCR. O seu alvo é timidilatosintetase (TS), a qual se liga inativando-a de
forma irreversivel, impedindo assim a biosintese do ADN. Durante muitos anos foi o
Unico farmaco sistémico eficaz para o tratamento do CCR. Inicialmente usado em
monoterapia, posteriormente associado a leucoverina ou 4cido folinico, que
parecem estabilizar a ligacdo do 5-FU ao seu alvo, a TS, com sinergia terapéutica.
Nas décadas de 70 e 80 a investigacdao concentrou-se em melhorar as respostas ao
5-FU, através de altera¢des no esquema de administracdo (infusdo versus bolus),
aumento da intensidade da dose e associacdao com outros fadrmacos moduladores

(LV, interferon-a, N-fosfo-acetil-L-aspartato — PALA ou Levamisol).

A associagdo de 5-FU com leucoverina ou acido folinico (5-FU/LV) constituiu durante
décadas a terapéutica padrdao para o CCR tendo, apesar de tudo, uma eficacia

limitada, com muito baixas taxas de resposta.

Nas décadas de 80 e 90 novos farmacos surgiram na pratica clinica: o irinotecano, a

oxaliplatina, a capecitabina, Uracilo-tegafur e o raltitrexato (Tabela 10).
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O irinotecano é um inibidor da topoisomerase |, que bloqueia a reparagdo do ADN,

enquanto a oxaliplatina é um inibidor da replicagdo do ADN.

Tabela 10: Farmacos usados no tratamento do cancro colorretal.

5-fluoruracilo Timidilatosintetase

Capecitabina Timidilatosintetase

Uracilo-tegafur  Timidilatosintetase

Raltitrexato Timidilatosintetase

Oxaliplatina Nucleétidos de “crosslinking”doADN
Irinotecano Topoisomerase |

Bevacizumab Fator de crescimento endotelial

Cetuximab Recetor do fator de crescimento epidérmico
Panitumumab Recetor do fator de crescimento epidérmico
Regorafenib Inibidor da tirosinacinase

Ziv-aflibercept Fator de crescimento endotelial

Os farmacos foram ensaiados quer em monoterapia quer em associacdo com
5-FU/LV. A combinacdo de 5-FU/LV com irinotecano chama-se FOLFIRI (4cido
folinico, 5-fluoruracilo, irinotecano) e com a oxaliplatina chama-se FOLFOX (acido

folinico, 5-fluoruracilo, oxaliplatina).

Os estudos que compararam estas associacdes com o regime padrao com 5-FU,
mostraram aumento na sobrevivéncia média de 12 para 20 meses nos doentes com

CCR avancado, tratados com as associagoes.

Mais recentemente, os estudos realgam uma maior eficacia com os novos farmacos
bioldgicos dirigidos quando associados ao FOLFOX ou FOLFIRI, nomeadamente o

Bevacizumab, o Cetuximab, o Panatimumab e Regorafenib.

O bevacizumab é um anticorpo (Ac) monoclonal com agdo sobre o fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF), inibindo a angiogénese.
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O cetuximab e panatimumab s3ao Ac monoclonais que inibem o recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), uma glicoproteina transmembranar que interage

com diversas vias de sinalizacao intracelulares envolvidas na carcinogénese.

Verificou-se entretanto que os doentes em que os tumores contém mutagdes no
gene KRAS (detetada em cerca de 40% dos casos) e mais recentemente NRAS, sdo
responsaveis pela faléncia da inibicdo do EGFR e portanto pela resisténcia a

terapéutica.

Alguns investigadores tentaram a associagdao do Ac monoclonal inibidor do EGFR
com o Ac monoclonal inibidor do VEGF a terapéutica com FOLFOX ou FOLFIRI, mas a
sobrevivéncia média foi inferior, pelo que se coloca a hipdtese de uma interagao

negativa entre estes Ac monoclonais.

Radioterapia

A radioterapia esta indicada no tratamento pré-operatério de doentes com cancro
do reto, incluidos nos estddios clinicos Il e Ill. Com objetivo neoadjuvante
recomenda-se a sua associacdo a quimioterapia nomeadamente com 5-FU ou
capecitabina, esperando-se uma melhor abordagem cirurgica com objetivo curativo.
Por outro lado, pode estar indicada no pds-operatério de CR com estddio patoldgico

pT2-4 com NO-2, MO, para diminuir o risco de recorréncia local.

Ocasionalmente pode ser util como terapéutica paliativa, nomeadamente em
doentes com doenga localmente avangada para controlo de dor ou hemorragia ou
nos doentes metastizados para reducdo de volume de metdstases hepaticas,

pulmonares, cerebrais ou cutaneas.
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Estratégias Terapéuticas

A nivel internacional existem algumas orientacdes para a abordagem dos doentes
com CCR nomeadamente, as da National Comprehensive Cancer Network (NCCN),

que sdo atualizadas anualmente, com o resultado de novas evidéncias identificadas.

Se ao diagndstico, o tumor do célon se apresenta como um pdlipo pediculado ou
séssil, cuja biopsia revele um adenoma tubular, tubuloviloso ou viloso, ou
carcinoma invasivo, deverd fazer-se o estadiamento clinico que inclua a
colonoscopia com marcagdo da localizagdo do pdlipo no momento ou nas duas
semanas seguintes. Se nesta avaliacgdo se encontrar um Unico pdlipo,
completamente removido, com achados histolégicos favordveis e margens livres, o
doente deve ser mantido em observagdo. Se for um pdlipo pediculado ou se o
polipo for séssil o doente podera ser mantido em observacdo ou fazer colectomia
com a remogao em bloco dos ganglios linfaticos regionais. Se os achados da revisao
histolégica revelarem tecidos fragmentados, margens ndo acessiveis ou com
achados histoldgicos desfavoraveis, o doente deverd ser submetido a colectomia

com a remoc¢do em bloco dos ganglios linfaticos regionais.

Se apds um correto estadiamento clinico que inclua a colonoscopia, hemograma,
perfil bioquimico, CEA, TC toraco-abdomino-pélvica, o cancro do célon for passivel
de remocdao e nado estiver metastizado, independentemente de causar ou nao
obstrucdo, a técnica recomendada devera ser a colectomia com a remogdo em
bloco dos ganglios linfaticos regionais. Nos doentes com neoplasia do cdlon
localmente irressecavel, com contra-indicacdo médica para cirurgia ou que recusem

a cirurgia, a estratégia sera semelhante a dos doentes com CCR metastizado.
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O tratamento do cancro do reto apresenta algumas diferencas em relagao ao célon,
embora com alguns protocolos comuns nomeadamente no que diz respeito a

quimioterapia.

Nos doentes com pdlipos do reto a estratégia de tratamento é igual a do
tratamento do célon na mesma condicdo, exceto no que diz respeito a técnica

cirargica, que serd de acordo com os critérios abaixo referenciados.

Em primeiro lugar efetuar um estadiamento clinico do tumor do reto que inclua
exame endoscépico com biopsia, CEA, TC toraco-abdomino-pélvica e eco-

endoscopia retal ou RM pélvica.

Quando o tumor se apresenta como cT1, Nx/0, MO, a primeira abordagem
recomendada é a cirurgia podendo ser uma ressecao transanal ou transabdominal.
Para se poder efetuar uma ressegdo transanal é necessario satisfazer as seguintes
condigdes: que o tumor afete menos de 30% do limen do intestino, a sua dimensado
seja inferior a 3 cm, que haja mais de 3 mm de margem livre, que o tumor seja
movel e ndo fixo aos planos profundos, que se encontre a menos de 8 cm de
distancia da margem anal, que seja T1, que haja auséncia de invasado linfovascular e
perineural, que o tumor seja bem diferenciado ou um pdlipo que tenha sido

previamente removido com cancro ou com histologia indeterminada,.

Se a peca de ressecdo cirurgica apresenta T1-2, Nx com margens positivas ou
invasdao linfovascular ou tumor mal diferencidado, recomenda-se a ressegao

transabdominal seguida de vigilancia.

ApOds a ressecdo cirurgica a peca operatdria é submetida a exame histolégico para

estadiamento definitivo. Nesta altura a opg¢do terapéutica manter-se-a apenas pela
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vigilancia se o estadiamento for pT1-2, NO, MO. Se o estadiamento for pT3, NO, MO
ou pT1-3, N1-3, MO estd indicado o uso a titulo adjuvante de quimioterapia

concomitante com radioterapia, ou quimioterapia ou radioterapia.

Quando o estadiamento clinico revela um tumor ¢T3, NO, MO ou cT1-3, N1-2, MO
estd indicado o uso de quimioterapia concomitante com radioterapia, como

terapéutica neoadjuvante.

Quando o estadiamento clinico revela um cT4, NO-2, MO ou um tumor localmente
irressecavel estd indicado iniciar com quimioterapia e ou radioterapia
neoadjuvantes, com o objetivo de diminuir as dimensGes e se possivel o

estadiamento do tumor, para a sua posterior eventual ressecdo.

A maioria dos doentes com doenga metastatica é candidata a quimioterapia
sistémica para alivio dos sintomas e prolongamento da vida. Os doentes com
carcinoma do célon, em estddio Ill, deverao efetuar quimioterapia adjuvante, pois

esta diminui a mortalidade em cerca de 33%.

No estadio Il a realizagdo de quimioterapia é questiondvel, ndo sendo
recomendada. Alguns doentes incluidos neste estadio Il, com tumor T4 ou tumor
com perfuragdo, obstrucao intestinal na apresentacdo, com menos de 12 ganglios
isolados na cirurgia, com adenocarcinoma pouco diferenciado ou indiferenciado,

poderdo beneficiar de quimioterapia adjuvante.

A nivel de tratamento médico tem havido significativos avancos. O principal agente
utilizado é o 5-Fluoracilo (5-FU), um inibidor da timidilato sintetase. O 5-FU é
habitualmente associado ao acido folinico ou levofolinato de célcio (LV), o que

aumenta a afinidade deste agente ao seu alvo terapéutico. Ha evidéncia que,
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quando comparado a administracdo isolada de 5-FU, a associagdo aumenta a
resposta terapéutica com ligeira melhoria na sobrevivéncia. Entre os doentes com
CCR metastizado, em cerca de 20%, registar-se-4 uma redu¢do de 50% nas
dimensdes do tumor, com aumento da sobrevivéncia de 6 para 12 meses.
O 5-FU é normalmente administrado por via endovenosa, sendo a infusdo melhor
tolerada do que o bdlus, com menor incidéncia de efeitos adversos como diarreia e
neutropenia. Existe uma forma oral, a Capecitabina, com eficdcia semelhante ao

5-FU endovenoso.

A Oxaliplatina é um analogo da platina, que leva a replicacdo errada do ADN e a
apoptose celular. A sua principal reacdo adversa é a neuropatia sensitiva dose
dependente, que desaparece apds a suspensdo do farmaco. Nos doentes com
doenga metastatica deve ser usado em associacdo com o 5-FU e LV, que revelou

aumentar a resposta ao tratamento.

O Irinotecano, um inibidor da topoisomerase I, é outro dos farmacos usados no
tratamento da doengca metastdtica. Os efeitos secundarios mais comuns incluem

diarreia, alopécia e mielossupressao.

As recomendacgdes indicam o uso de uma associacdo de farmacos na quimioterapia
de primeira linha, havendo evidéncia de um maior beneficio terapéutico com a
combinacao de 5-FU, LV e Oxaliplatina ou irinotecano, quando comparados com a
administracdo isolada de 5-FU e LV. O esquema terapéutico FOLFOX inclui a
combinacdo de Oxaliplatina, 5-FU em bélus e infusdo continua e LV constituindo a
terapéutica padrdao na abordagem a doenca em estddio Ill e com boa atividade no

estadio IV. O esquema FOLFIRI combina o irinotecano, ao LV e 5-FU em bdlus e
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infusdo continua. Inicialmente, pensou-se que esta associagdo aumentava a
sobrevivéncia livre de doencga, no entanto, estudos recentes demonstraram que o
FOLFIRI aumenta a toxicidade terapéutica sem melhoria significativa dos resultados

da sobrevivéncia.

Os tumores com instabilidade de microssatélites tém uma baixa resposta a

quimioterapia, mas o tratamento com irinotecano pode ser benéfico.

Os avancos no campo da biologia molecular, nomeadamente o conhecimento de
recetores para o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR) e para o fator
de crescimento epidérmico (EGFR), levaram ao desenvolvimento de novas
terapéuticas dirigidas contra os seus principais alvos, tendo surgindo assim os

anticorpos monoclonais.

Os citostaticos sao farmacos eficazes nos tumores de crescimento rdpido, enquanto
0s agentes antiangiogénicos atuam tanto nestes como naqueles com crescimento
lento e indolente, muito ou pouco vascularizados. Na verdade, quanto menor a
vascularizagdo do tumor, maior a sua susceptibilidade aos agentes

antiangiogénicos.

O Bevacizumab é um farmaco anti-VEGF, que se liga a esta molécula, impedindo a

interacdo com o seu recetor e inibindo desta forma a angiogénese.

Estudos demonstraram que a sua associagao aos regimes contendo irinotecano e,
ou oxaliplatina levam ao aumento do tempo livre de doenca e da sobrevivéncia. O
Bevacizumab é bem tolerado sendo os seus principais efeitos laterais a hipertensao,

proteinuria, bem como o aumento do risco de fendmenos tromboembdlicos .
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O EGFR é uma proteina transmembranar reguladora das vias de sinalizagdo que
afetam o crescimento e proliferacdo das células neoplasicas. A expressdo desta
molécula pode ser detectada em cerca de 70% dos doentes com CCR e confere-lhe

um pior prognéstico.

O Cetuximab e o Panitumumab sdo dois farmacos anti-EGFR eficazes no tratamento
do CCR. Ha a evidéncia de que o Cetuximab apresenta sinergia terapéutica com
citostaticos, nomeadamente com o irinotecano, o que sugere que este anti-EGFR
pode reverter a resisténcia celular ao irinotecano. O principal efeito colateral é o

exantema acneiforme, cuja gravidade parece estar relacionado com a sua eficacia.

O Panitumumab tem eficdcia semelhante ao Cetuximab como agente Unico no
tratamento do CCR metastizado, apresentando uma menor percentagem de efeitos

adversos.

Inicialmente considerou-se necessario a detecdao da expressdao desta molécula na
superficie das células tumorais, para a terapéutica anti-EGFR, no entanto verificou-
se que o grau da sua expressdo ndo estava relacionado com a resposta ao
tratamento, havendo tumores nos quais ndo tinha sido detetado através da

imunohistoquimica e que beneficiaram do tratamento.

Cada vez é mais evidente que a presenca de mutagbes dos oncogenes KRAS, NRAS e
BRAF, detetadas em cerca de 40% dos CCR esporadicos, ajudam a determinar que
doentes beneficiam da administracao de agentes anti-EGFR. Esta mutacdo leva a
uma ativacao independente e permanente do EGFR, resultando na proliferagdo e
migracdo de células tumorais. Os doentes portadores desta mutacdo parecem ser

resistentes a terapéutica anti-EGFR.
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O reforafenibe é um inibidor de varias cinases, que inibe o crescimento e
proliferacdo do tumoral. Tem a vantagem de ser um farmaco para uso oral,
aprovado nos doentes com CCR metastizado, que progrediram apds as varias

terapéuticas padrao.

1.6.5.VIGILANCIA APOS TERAPEUTICA

Apds a conclusdo da terapéutica planeada, o doente deve ser mantido em
seguimento independentemente do estadio inicial da doenca. O doente em
remissao e assintomdtico apds o tratamento devera ser avaliado a cada 3 meses nos
primeiros 2 anos, semestralmente nos 3 anos seguintes e depois anualmente.

O plano de seguimento deverd contemplar, para além do interrogatdrio e exame
fisico, a realizacdo de exames complementares de diagndstico que permitam o
diagndstico precoce de uma recidiva ou progressio da doenca. (National

Comprehensive Cancer Network, 2014)

1.6.6. AVALIACAO DA RESPOSTA
A monitorizacdo da resposta tumoral a terapéutica instituida é fundamental. Existe
um conjunto de regras criadas pela OMS e publicadas pela primeira vez em 2000,
gue se baseiam em exames de imagem, que padronizam a avaliacdao da resposta
dos tumores sélidos, sendo denominados os critérios de RECIST, Evaluation Criteria
In Solid Tumours (RECIST). Estes critérios, baseados em exames de imagem
unidimensional, visam obter medidas que permitam uma correta obtencdo de

dados como resposta objetiva, remissao completa, remissdo parcial, doencga estavel,
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doenca em progressao, duracdo de resposta ou tempo livre de progressao
(Eisenhauer et al., 2009).

Os exames de imagem habitualmente usados incluem o exame radioldgico
convencional, a Tomografia Computorizada (TC), a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e a Tomografia de Emissao de Positrdes (PET) (Eisenhauer et al., 2009).

Para realizar esta avaliacdo é necessario definir doenca mensurdvel ou doenca nao
mensuravel, lesdo alvo ou lesdo ndo alvo e nova lesdo. Assim, a lesdo foi definida
como lesdao mensuravel, com pelo menos 2 cm na TC, 1 cm na TC helicoidal ou = 2
c¢cm na RMN. Nas lesGes ndo mensuraveis incluem-se lesdes com menos de 2 cm na
TC, 1 cm na TC helicoidal ou £ 2 cm na RMN. Considera-se progressao da doencga se
existir um aumento superior ou igual a 20% no somatério dos maiores diametros,
usando como referéncia o somatdrio dos valores mais baixos registados

inicialmente (Eisenhauer et al., 2009).

1.6.7.PROGNOSTICO
Para o CCR existem varios marcadores de progndstico, uns relacionados com o
doente, nomeadamente idade, sintomas, capacidade funcional, co-morbilidades e
estado sécio-econdmico, outros relacionados com o tumor como a localizagdo reto
versus cOlon, estadiamento do tumor primario se metacrono, extensdao da doenca
metastdtica, apresentacdo da metastizacdo sincrona versus metacrona, recidiva
precoce apds quimioterapia adjuvante com oxaliplatina e linhas prévias de

tratamento. Fatores relacionados com o centro onde o doente é tratado,
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nomeadamente a nivel da experiéncia, do volume de doentes e da pratica de
acordo com os padrdes, podem ser também influentes.

Dentro dos fatores de progndstico bioquimicos destacam-se o hemograma, a
fosfatase alcalina, a Lactato Desidrogenase (LDH), a bilirrubina, a albumina e o CEA.
Mutagdes no KRAS, NRAS, BRAF sdo preditivas de resisténcia a terapéutica com
anticorpos anti-EGFR, diminuindo as possibilidades terapéuticas e conferindo assim
um pior prognéstico.

Os marcadores preditivos de resultados incluem a capacidade funcional, a grande
extensdo das metastases com varias localizagbes, carcinomatose peritoneal,
particularmente se sintomatica, o seguimento das normas para a terapéutica e o
numero de linhas de tratamento.

Do mesmo modo, a toxicidade da terapéutica, nomeadamente, as lesdes
acneiformes secunddrias dos anticorpos monoclonais, a hipertensdo arterial e a
proteinuria do bevacizumab, bem como a cardiotoxicidade e os fenémenos trombo-
embdlicos sdo marcadores preditivos.

De acordo com os dados do estudo epidemioldgico internacional European Cancer
Registry-based 5 (EUROCARE 5), realizado em 29 paises da Europa, englobando
9 milhdes de doentes adultos a quem foi dianosticado CCR entre 2000 e 2007,
verificou-se que as taxas de sobrevivéncia global aos 5 anos para este tipo de cancro
tém vindo a subir, embora com diferencas significativas entre os varios paises.
Como exemplo dos dados revelados por esse estudo, as taxas de sobrevivéncia para

o cancro do reto, aos 5 anos, sao mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11: Sobrevivénciado cancro do reto.

Estadio | 90%

Estadio Il 60% a 85%
Estadio lll 27% para 60%
Estadio IV de 5% a 7%

Segundo os dados da Direcdo Geral de Saude (DGS) publicados em 2013, os
indicadores de mortalidade em Portugal, entre 2007 e 2011, dados pelo Instituto
Nacional de Estatistica (INE), por 100000 habitantes, cddigos Classificacdo
Internacional de Doencas (CID) 10, para o cancro do cdlon, Tabela 12, tém vindo

globalmente a aumentar, embora a taxa padronizada se tenha mantido estdvel.

Tabela 12: Taxa de mortalidade no cancro do célon.

Tumor maligno do célon

2007 2008 2009 2010 2011
Numero de dbitos 2424 2474 2496 2570 2668
Taxa de mortalidade 24,2 246 24,8 25,5 26,6
Taxa de mortalidade padronizada 15,4 15,5 15,2 15,2 15,4
Taxa de mortalidade padronizada <65 5 5,1 5 5,2 5,1
Taxa de mortalidade padronizada 2 65 99,6 99,1 98,2 96,7 99
Taxa de mortalidade padronizada <70 7,1 7,3 7 7 7
Taxa de mortalidade padronizada = 70 125,6 124,4 124,7 1249 127,2

Fonte: INE,IP(2013)
Adaptado de: (Direcdo Geral de Saude, 2013)

No que respeita as taxas de mortalidade para o cancro do reto, Tabela 13, verifica-
se um aumento muito ligeiro, embora com uma diminuicdo de 3,1% na taxa
padronizada acima dos 65 anos.

Cinquenta por cento dos doentes desenvolvem recidiva, que pode ser local, a
distancia ou ambas. A recidiva local é mais comum no cancro do reto do que no

cancro do célon.
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Tabela 13: Taxa de mortalidade no cancro do reto.

2007 2008 2009 2010 2011

Numero de dbitos 851 916 878 923 881
Taxa de mortalidade 8,5 9,1 8,7 9,2 8,8
Taxa de mortalidade padronizada 5,5 6 5,4 5,8 5,3
Taxa de mortalidade padronizada <65 2 2,3 2 22 2,1

Taxa de mortalidade padronizada > 65 341 355 33 34,9 31
Taxa de mortalidade padronizada <70 2,7 3,2 2,6 3,1 2,6

Taxa de mortalidade padronizada > 70 42,6 428 425 42 39,9

Fonte:INE,IP
Adaptado de: (Diregdo Geral de Saude, 2013)

A doenga recidiva em cerca de 5-30% dos doentes, ocorre geralmente durante o
primeiro ano apds a cirurgia. Fatores que influenciam o desenvolvimento de
recorréncia incluem variabilidade do cirurgidao, o grau histoldgico, o estddio e a
localizagdo do tumor primdrio, bem como a capacidade de obtencdo de margens
negativas.

O tratamento cirurgico pode ser usado para a recorréncia e inclui a exenteragcao
pélvica em doentes que tiveram um procedimento poupador de esfincter.

A radioterapia geralmente é usada como tratamento paliativo em doentes que tém

doenca localmente irressecavel.

Tendo em conta que o CCR é uma patologia muito frequente no nosso pais e para a
qual é necessario ainda muita investigacao, este trabalho pretende contribuir para o
estudo e avaliacdo da importancia clinica de varios marcadores relacionados com a
etiopatogenia do CCR e sua relevancia, no diagndstico precoce, na definicdo de
novos grupos de risco e no progndstico, bem como pela identificacdo de eventuais

novos alvos terapéuticos.
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1.6.8. SEGUIMENTO

As recomendacdes para vigilancia em doentes no estddio |, Il e lll incluem a histéria
e exame fisico cada 3-6 meses durante 2 anos e cada 6 meses até aos 5 anos. O CEA
deve ser avaliado inicialmente e depois a cada 3-6 meses durante 2 anos e a cada 6
meses até aos 5 anos. Além disso, a colonoscopia dentro do primeiro ano apods a
cirurgia (ou nos primeiros 3 a 6 meses se nao tiver sido realizada previamente),
repetida aos 3 anos se normal e depois cada 5 anos é relevante no seguimento
destes doentes. Caso a colonoscopia identifique pdlipos, deve ser repetida passado
um ano. A realizacdo de uma TAC téraco-abdomino-pélvica anual esta preconizada
até aos 3 anos para doentes no estadio lll e para os doentes no estadio Il com
elevado risco de recidiva. A PET ndo é recomendada por rotina.

As recomendacdes para vigilancia de doentes no estddio IV submetidos a cirurgia
com intenc¢do curativa e quimioterapia adjuvante incluem a TAC toraco-abdomino-
pélvica cada 3-6 meses nos primeiros 2 anos apds tratamento adjuvante, a cada 6-
12 meses até aos 5 anos, e se o CEA for elevado antes da cirurgia, repetir cada 3

meses nos primeiros 2 anos e cada 6 meses nos 3-5 anos seguintes.
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Objetivos gerais:

O principal objetivo deste estudo é a avaliacdo da importancia clinica de varias
citocinas, como as adipocitocinas e citocinas pro-inflamatdrias, no desenvolvimento
e progressao do cancro colorretal (CCR) de modo a contribuir para um melhor
conhecimento da etiopatogenia do CCR. Além disso, pretende-se pesquisar novos
marcadores tumorais que, de um modo ndo invasivo, permitam melhorar a

estratificacdo e o diagndstico precoce e definir o progndéstico dos doentes com CCR.

Objetivos especificos:

i. Avaliar a potencial utilizacdo dos niveis séricos das adipocitocinas
(Adiponectina, Leptina, Resistina e Visfatina, e das citocinas
inflamatdrios, MCP-1 e TNF-a, como marcadores de desenvolvimento e
progressao do CCR.

ii.  Avaliar a importancia clinica dos niveis séricos e de expressdo génica
destas adipocitocinas e citocinas inflamatérias na eventual utilizacao
como novos marcadores tumorais que, de um modo ndo invasivo,
permitam fazer um diagndstico precoce e avaliar o progndstico dos
doentes com CCR, definindo novos grupos de risco.

iii.  Estudar a relacdo dos niveis séricos das adipocitocinas e citocinas
inflamatdrias com a sua expressao génica no tecido normal e tumoral, de
modo a encontrar marcadores periféricos relevantes que permitam

avaliar o risco de desenvolver CCR.
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iv.

Avaliar a relevancia das adipocitocinas e citocinas inflamatdrias como

marcadores preditivos do progndstico em doentes com CCR.
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3. MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram selecionados 89 doentes com o diagndstico histolégico
de adenocarcinoma do cdélon ou reto e 73 controlos em pessoas sem doenca

neopldsica conhecida.

3.1.SELECAO DE DOENTES E CONTROLOS

Os critérios para o diagndstico de neoplasia do célon e reto basearam-se na
existéncia de identificacdo histolégica de adenocarcinoma em tecido tumoral obtido
por bidpsia, durante exame endoscdpico ou proveniente da peca operatdria em
doentes operados em situagao urgente. Todos os doentes foram selecionados no
Servigco de Cirurgia do Hospital Distrital da Figueira da Foz, EPE (HDFF, EPE) e na
Consulta de Oncologia Médica do mesmo hospital.

A selecdo da populagao controlo foi efetuada entre utentes ou acompanhantes da
Consulta de Medicina Interna do HDFF, EPE e individuos portadores de défice
cognitivo ligeiro, seguidos na Consulta de Neurologia do CHUC, ndo portadores de
doenga neopldsica, de doenca inflamatdria do intestino ou que tivessem feito
previamente tratamento de quimioterapia.

O projeto de investigacdo e os consentimentos informados para doentes e
controlos foram apresentados a Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (FMUC) que os aprovou. Foram igualmente apresentados
ao Conselho de Administracdo e Comissdo de Etica do HDFF, EPE e aprovados por

ambos.
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A todos os doentes e controlos selecionados foi feito um convite para participacao
no estudo, o qual foi explicado, e dado o consentimento informado para assinar. Foi
efetuada uma entrevista pessoal com vista a obtencdo de dados epidemioldgicos,
clinicos e patoldgicos.

Na entrevista foram recolhidos dados demograficos (data de nascimento, género,
naturalidade, residéncia, profissdo, pratica de exercicio fisico e estilo de vida),
habitos alimentares (alcodlicos, tabagicos, cafeinicos, teinicos, consumo de leite,
carne vermelha, vegetais e fruta), medidas antropométricas (peso, altura e
perimetro da cintura), dados relacionados com a doencga (sintomas, tempo de
evolugdo dos sintomas, antecedentes pessoais patoldgicos e cirurgicos, habitos
medicamentosos, estado de saude com base no inquérito de capacidade funcional
ECOG), diagndstico da doenca e evolucgdo (resposta completa, recidiva, progressao,
morte), com uma avaliacdo final de toda a populacdo doente estudada em 28 de
fevereiro de 2014.

Todos os individuos da amostra, doentes e controlos, foram classificados segundo o
IMC e o perimetro da cintura.

Nas amostras de sangue, foram avaliados os seguintes parametros: hemograma
completo, glicémia em jejum, azoto ureico, creatinina, transaminase glutamico-
oxalacética (GOT), transaminase glutamico pirdvica (GPT), fosfatase alcalina,
colesterol total, colesterol LDL (Lipoproteina de baixa densidade) e colesterol HDL
(Lipoproteina de alta densidade), triglicerideos, LDH, CEA, Ca19.9.

Procedeu-se a anadlise da localizacdo topografica do cancro no célon ou reto e
efetuado o estadiamento clinico ou patolédgico segundo a classificagdo de Tumor,

Nddulo, Metastase (TNM) para cancro colorretal definida pelo The American Joint
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Committee on Cancer (AIJCC), 7th edition, revised in 2010, e os critérios de RECIST
versao 1.1 para definir a resposta completa e a progressao, tendo sido calculados: o

tempo até a recidiva, o tempo até a progressao e o tempo de sobrevivéncia global.

3.2. RECOLHA DE AMOSTRA

Os estudos foram efetuados no sangue periférico de doentes com CCR selecionados
no HDFF, EPE segundo os critérios internacionais de classificacdo e diagndstico
deste tipo de cancro e em individuos sem patologia neoplasica. Aos doentes foram
colhidas amostras de sangue, tecido tumoral e tecido do célon normal. Aos
controlos foram colhidas amostras de sangue e tecido de célon normal. As amostras
de sangue foram colhidas no dia da cirurgia, antes da entrada no Bloco Operatério,
estando todos num jejum de cerca de 16 horas. Os doentes selecionados através da
Consulta de Oncologia Médica e os controlos estavam num jejum de 12 horas.

Aos doentes que ndo foram operados, ou que fizeram primeiro terapéutica
neoadjuvante, as amostras de sangue foram colhidas no dia da consulta de decisao
terapéutica. O material foi recolhido segundo os principios da Declaracdo de
Helsinquia Il, depois do estudo ser aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra e do Hospital Distrital da Figueira da Foz,
EPE.

Todos os doentes e controlos que participaram no estudo foram informados do teor
do projeto e dos seus potenciais riscos e beneficios, e assinaram voluntariamente o

consentimento informado, como mencionado anteriormente.
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O sangue foi recolhido em tubos BD Vacutainer (para soro) e tubos BD Vacutainer
K3E com EDTA 5,4 mg (para plasma), e centrifugado a 2500 r.p.m., a temperatura
de 42C durante 10 minutos; o plasma e o soro foram imediatamente aliquotados e
guardados a -20°C. As amostras de tecido tumoral e tecido do célon normal foram
colocados em solucdo conservante de ARN (RNA/ater) e conservados a -20°C até ao

seu processamento.

3.3. CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

3.3.1 Determinagao das medidas antropométricas
O indice de Massa Corporal foi calculado segundo a férmula, IMC = Peso/Altura’
(kg/m?), tendo sido feita a determinacdo do peso e da altura no dia da colheita das
amostras. As unidades utilizadas foram o quilograma (kg) no peso e o metro (m) na
estatura. Distribuiu-se a populagdo em estudo de acordo com a orientagdo numero

017/2013 da Direcdo Geral de Saude (Tabela 14), datada de 05 de dezembro de

2013, para o IMC, cuja fonte é a Organiza¢cdo Mundial da Saude (1995, 2000).

Tabela 14: indice de Massa Corporal de acordo com Organizagdo Mundial da Satde

Classe de Baixo Peso

Magreza severa < 16,00 I

Magreza média 16,00-16,99 Il

Magreza moderada 17,00-18,49 |

Normal 18,50-24,99 Peso normal

Pré-obesidade 25,00-29,99 Pré-obesidade
Classe de Obesidade

Obesidade 30,00-34,99 |

Obesidade 35,00-39,99 Il

Obesidade > 40,00 1"

Fonte: anexo a orientacdo numero 017/2013 da Dire¢do Geral de Saude, datada de 05 de dezembro de
2013, de acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (1995, 2000)
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Tendo em atencdo esta orientacdo, os doentes foram distribuidos em quatro
grupos: baixo peso, peso normal, pré-obesidade e obesos.

O perimetro da cintura foi medido na zona mais estreita do abdémen, conhecida
por cintura natural e foi considerado normal se inferior a 94 cm para o homem e 80
cm para a mulher, elevado entre 94 e 102 cm para o homem e 80 e 88 cm para a
mulher e muito elevado se maior que 102 cm para o homem e maior que 88 cm

para a mulher.

3.2.2. Avaliacao do estado funcional

A avaliagdo da capacidade funcional do doente é uma medida importante no
doente oncolégico, pois constitui um fator de progndstico. Existem vdrias escalas
para a sua avalia¢do, sendo a mais antiga e mais usada a de Karnofsky, que classifica
a capacidade funcional do doente entre 0 e 100%, dividindo-os em 10 classes
correspondentes a niveis de 10% cada.

Em 1882 Oken e colaboradores publicaram uma escala mais simples do Eastern
Cooperative Oncology Grou (ECOG), que classifica os doentes em 6 classes, que
variam desde a classe 0 em que o doente esta completamente ativo, capaz de
realizar todas as suas atividades sem restri¢cGes, até a classe 5 que corresponde a
morte.

Na Tabela 15 pode observar-se a equivaléncia entre a escala ECOG e a escala de
Karnovsky. No presente estudo foi usada a escala ECOG, classificando os doentes
entre a classe 0 e a classe 4 em que o doente estda completamente incapaz de

realizar autocuidados basico, totalmente confinado ao leito ou a cadeira.
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Tabela 15: Escalas de capacidade funcional

il i

0 Completamente ativo; capaz de realizar todas as suas atividades 90-100%
sem restricao

1 Restrigcdo a atividades fisicas rigorosas; é capaz de trabalhos leves 70-80%
e de natureza sedentdria

2 Capaz de realizar todos os autocuidados, mas incapaz de realizar 50-60%

qualquer atividade de trabalho; em pé aproximadamente 50% das
horas em que o doente esta acordado

3 Capaz de realizar somente autocuidados limitados, confinado ao 30-40%
leito ou cadeira mais de 50% das horas em que o doente esta
acordado

4 Completamente incapaz de realizar autocuidados basico, <30%
totalmente confinado ao leito ou a cadeira

5 Morto 0

Adaptado de Oken et al. (1982)(Oken et al., 1982)

3.2.3. Avaliacdo dos niveis séricos de adipocitocinas e fatores inflamatorios

Os niveis séricos de Adiponectina, Leptina, Resistina, TNFa, Visfatina e MCP-1 foram
determinados por técnicas de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), um
método imunoldgico desenvolvido para quantificar a concentragdao de antigenos e
anticorpos que apresenta elevada sensibilidade e especificidade. Esta metodologia
desenvolve-se normalmente em dois passos, sendo o primeiro a reagao entre o
anticorpo e o antigénio e o segundo a reacdo de revelacdo através de hidrodlise
enzimdtica que ocorre entre o complexo antigénio-enzima e o substrato.

Os niveis de TNF-a e MCP-1 foram determinados em amostras de soro, através dos
kits comerciais Human TNF ELISA Set and Human MCP-1 ELISA Set, BD Biosciences
Pharmigen (CA, EUA), respetivamente, de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras de sangue periférico colhido em tubos sem preparacdao foram
centrifugadas durante 10 minutos a 1000 xg. O soro obtido foi imediatamente
aliquotado e guardado a -20°C até posterior utilizagdo. Assim, resumidamente, aos

pocos da respetiva placa de ELISA adicionou-se 100 uL de amostra ndo diluida e de
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padrdes de diferentes concentrages (TNF: 250 pg/mL, 125 pg/mL; 62,5 pg/mL, 31,3
pg/mL, 15,6 pg/mL e 7,8 pg/mL; MCP-1: 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL; 62,5
pg/mL, 31,3 pg/mL e 15,6 pg/mL) e incubou-se durante 2 horas a temperatura
ambiente. Apds incubacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com tampao de lavagem
(Wash Buffer dos respetivos kits), por adicdo e remogdo do tampdo de lavagem.
Seguidamente, adicionou-se 100 uL de Working Detector, incubando-se durante 1
hora a temperatura ambiente. Procedeu-se a novas lavagens das placas e
adicionou-se 100 uL de TMB One-Step Substracte Reagent a cada pocgo. As placas
foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente e, apds este periodo
de tempo, adicionou-se 50 uL de Stop Solution. Por fim, procedeu-se a leitura da
placa, num espectrofotémetro leitor de placas, no comprimento de onda de 450
nm, a correcdo deste através da subtracdo da densidade 6tica a 570 nm.

Os niveis séricos de adiponectina, leptina e resistina foram determinados utilizando
os kits, Duo Set ELISA Development System Human Adiponectin, Duo Set ELISA
Development System Human Leptin e Duo Set ELISA Development System Human
Resistin, R&D System (Reino Unido), respetivamente. O procedimento efetuado
para estas determinagdes foi similar ao anteriormente descrito para a determinagao
do TNF e do MCP-1, no entanto as amostras foram diluidas 20x para a quantificacao
dos niveis plasmaticos de resistina, 100x para a determina¢do dos niveis
plasmaticos de leptina e 5000x para a quantificacdo da adiponectina plasmatica.

Na determinacdo dos niveis plasmaticos de visfatina foi utilizado o Ray Bio
Human/Mouse/Rat Visfatin Enzyme Immunoassay Kit, RayBiotech, Inc, GA, EUA.
Esta adipocitocina foi determinada através de um ensaio ELISA competitivo (Figura

15), sendo o procedimento experimental ligeiramente diferente. A determinacdo
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dos niveis plamdsticos da visfatina iniciou-se pela adicdo de 100 uL de anticorpo
antivisfatina a cada poco de ELISA seguida de incuba¢do durante a noite a 4°C. Findo
este periodo de incubacdo, a placa foi lavada com o respetivo Wash Buffer, de
modo a eliminar o anticorpo ndo ligado a placa. Seguidamente adicionou-se, em
duplicado, 100 pL de plasma ndo diluido e de padrdes de diferentes concentragdes
(1000 ng/mL; 100 ng/mL; 10 ng/mL; 1 ng/mL e 0,1 ng/mL) e incubou-se a placa
durante 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se a novas
lavagens e adicionou-se 100 plL de solugdao HRP-Streptavidina incubando-se a placa
durante 45 minutos a temperatura ambiente com agitacdo ligeira. No final deste
periodo a placa foi lavada quatro vezes e adicionou-se 100 uL de TMB One-Step
Substracte Reagent a cada poco. As placas foram incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente, com ligeira agitacdo, ao abrigo da luz e apds este periodo de
tempo adicionou-se 50 pL de Stop Solution. Por fim, procedeu-se a leitura da placa

no comprimento de onda de 450 nm.

O\ / \\ Emlssao de sinal

Placa revestida com Adicao de amostra e de
anticorpo IgG 1 pepetido biotinizado \f/

Y S Y ,ﬁiﬁf'

Q_) a D

Adicao de anticorpo Adi¢ao HRP-Streptavidina e
especifico de substrato
ik_B:‘Pcpctido biotinizado Molécula alvo HRP-Streptavidina

Figura 15: Esquema representativo de um ensaio Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA competitivo).
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A leitura das absorvancias foi efetuada num espectrofotémetro leitor de placas
(Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments). A quantidade
das diferentes adipocitocinas e fatores inflamatérios foi determinada através da
comparagao das suas absorvancias com a respetiva curva padrdao das amostras
padrao. Todas as amostras apresentaram um coeficiente de variagdo inferior a 10%.
Os resultados representam a mediana e a distancia interquartil, sendo
apresentados em mg/mL no caso da adiponectina, em ng/mL no caso da leptina,

resistina e visfatina, e em pg/mL no caso do TNF- o e do MCP-1.

3.3.4. Avaliacao dos niveis de expressao génica de adipocitocinas e fatores
inflamatarios em tecidos de célon tumoral e normal
Tal como referido anteriormente, foram obtidos tecidos de cdélon tumoral e
respetivo célon normal (margens de seguranca das pecas operatérias) de 61
doentes com CCR e tecido de célon normal proveniente de 6 individuos saudaveis.

Estas amostras foram conservadas em RNA/atter até a extracdo de ARN.

3.3.4.1. Extragdo de ARN

A extracdao de ARN dos tecidos em estudo foi efetuada utilizando NZYol (NZYtech).
Este produto, constituido a base de fendis, permite lisar membranas celulares
expondo o conteudo celular e conservando a integridade do ARN.

Assim, colocou-se aproximadamente 30 mg de tecido tumoral ou normal em 1 mL
de NZYol, sendo depois efetuada a lise mecanica das células através de agitacdao
intensa com pequenas esferas de vidro e sucessivas pipetagens. De seguida, as

amostras foram incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Posteriormente, adicionou-se 200 uL de cloroférmio e agitou-se os tubos
manualmente durante 15 seg. Seguiu-se nova incubacdo de 2 a 3 min a temperatura
ambiente. Depois, centrifugou-se os lisados a 4°C durante 15 min a 12.000 xg.
Durante esta centrifugacdo originam-se duas fases na amostra, ficando o ARN na
fase aquosa (superior). Removeu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionou-
se 500 pL de isopropanol gelado a cada amostra de modo a precipitar o ARN. As
amostras foram novamente incubadas a temperatura ambiente durante 10 min e
centrifugadas a 12.000 xg durante 10 min, a 4°C. Posteriormente, removeu-se o
sobrenadante e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 75%, por
centrifugacdo 7.500 xg durante 5 min a 4°C. O sedimento foi deixado a temperatura
ambiente de modo a permitir a evaporagdao do etanol e posteriormente
ressuspenso em agua livre de RNases.

As amostras de ARN, assim obtidas, foram quantificadas e o grau de pureza avaliado
recorrendo-se a  espectrofotometria de absorcdo (NanoDrop® 1000
Spectrophotometer). O grau de pureza do ARN foi determinado através da razdo
260nm/280nm, tendo sido utilizadas apenas as amostras com grau de pureza entre
1.95 e 2.05, e com concentracdo superior a 50 ng/ul. As amostras foram

posteriormente armazenadas a -20°C.

3.3.4.2. Conversao de ARN em cADN

Seguidamente, procedeu-se a conversdo do ARN para cADN através do kit comercial
Superscript 1l (Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante. Resumidamente,
num tubo adicionou-se OligodT (Invitrogen) a uma concentragdo de 500 pg/mL, 1

pug de ARN, uma mistura de dNTPs (desoxinucleotidos trifosfatados de adenina,
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guanina, citosina e timina) (Invitrogen) a uma concentracdo de 10 mM e 3agua
destilada livre de RNases. A mistura foi aquecida a 65°C durante 5 min, sendo de
seguida colocada em gelo. Posteriormente, foi adicionado tampdo de sintese de
cADN (Invitrogen), 5 vezes concentrado, DTT a uma concentracdo de 0,1 M
(Invitrogen), um inibidor das RNases, RNase OUT'™ (Invitrogen), e a transcriptase
reversa Supercript Il (Invitrogen). A mistura final foi incubada a 50°C durante 50
min, seguida de nova incubac¢ao a 85°C durante 5 min. Por fim adicionou-se RNase H
e procedeu-se a nova incubacdo durante 20 min a 37°C. Estas incubac¢des foram
realizadas no termociclador MyCycler’BioRad, e o cADN foi guardado a -20°C até

posterior utilizagao.

3.3.4.3. Quantificagdo da expressdao génica das adipocitocinas e fatores
inflamatérios por PCR em tempo real quantitativo

A quantificacdo da expressdao génica das citocinas nos tecidos de célon tumoral e
normal foi efetuada por RT-PCR em tempo real (QPCR). Esta técnica utiliza um
sistema de detecdo de fluorescéncia para determinar os niveis de expressao génica,
e apresenta como principal vantagem uma quantificacdo fidvel e reprodutivel da
quantidade de ARN inicial. O método recorre a utilizacdo de corantes fluorescentes,
como o SYBR Green, e a termocicladores equipados com mddulos com detetores de
fluorescéncia, que permitem a quantificacdo e registo simultaneo dos produtos
amplificados ao longo da reagdo. Assim, a medida da fluorescéncia traduz a
quantidade de produto amplificado em cada ciclo, que pode ser representada
graficamente. O grafico obtido é uma curva exponencial seguida de um plateau, em

que o numero de ciclos da PCR esta representado no eixo dos X e a fluorescéncia
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acumulada no eixo dos Y (Figura 16-A). Na fase exponencial, a quantidade de
produto amplificado duplica aproximadamente a cada ciclo e o niumero do ciclo de

amplificacdo para o qual a fluorescéncia ultrapassa a linha de base, o Ct, é
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Figura 16: Exemplo representativo de uma reta de amplificacio (A) e de uma curva
padrao (B) de PCR em tempo real (qPCR).

Em cada placa de PCR gerou-se uma reta padrdo usando diluigdes seriadas (10 vezes) do alvo de
amplificagdo de modo a calcular a eficiéncia da reaccdo (E). Neste exemplo a eficiéncia de
amplificagdo foi de 95,4%.
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proporcional a quantidade inicial das moléculas alvo. Assim, quanto mais baixo for o
Ct de uma amostra, maior o numero de moléculas alvo inicial.
A expressao génica foi avaliada por quantificacdo relativa com recurso ao sistema

“AACt Este

de detecdo de amplificacdo EvaGreen da Bio-Rad utilizando o método 2
método de quantificacdo relativa baseia-se na normalizacdo dos resultados por
compara¢ao com a quantificacdo da expressao de um gene constitutivamente
expresso (housekeeping gene ou controlo endégeno). Uma vez que este método é
apenas valido quando os genes alvo e genes de referéncia apresentam eficiéncias
de amplificagdo (E) semelhantes, aplicou-se a férmula R = E (gene alvo) AT/ E (gene alvo
controlo) ACT, em que ACr = Crgene alvo) - Cr(gene referencia) quando as eficiéncias de
amplificacdo ndao foram semelhantes. A aplicacdo desta férmula permite uma
analise mais fidedigna dos resultados obtidos (Livaketal., 2001; Pfaffl, 2004).

Assim, o cADN de cada uma das amostras foi amplificado e quantificado através do
uso de primers forward e reverse (Tabela 16), a uma concentracdo de 500 nM, a
que se juntou uma mistura de reacdo contendo DNTP’s (desoxinucleotidos
trifosfatados de adenina, guanina, citosina e timina) e EvaGreen, o fluoréforo que se
incorpora na dupla cadeia de ADN emitindo fluorescéncia. A qPCR foi realizada no
termocicladoriQ™5 Multicolor Real-Time PCR da BioRad. A reagcao de amplificacao
iniciou-se por um primeiro ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C durante 30
segundos, seguida de 40 ciclos de amplificagdo, composto por uma fase de
desnaturacdo a 95°C durante 5 segundos e um periodo de emparelhamento a 60°C
durante 10 segundos. Por fim, efetuou-se uma curva melting através de um ciclo de

desnaturacdo que decorreu entre 65°C e 95°C, com incremento de 0.5°C a cada 10

segundos. Para além dos genes de interesse, foi também utilizado o gene GADPH,
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como controlo enddégeno, e todas as amostras foram quantificadas em duplicado.
Para cada gene em estudo e em cada placa de amplificacdo foi efetuada uma reta
padrdo, obtida através de diluicOes seriadas de uma mistura de amostras positivas.
A obtencdo deste parametro permite determinar a eficiéncia da reacgao, calculada
através do declive da reta. Foram consideradas para o estudo as placas de
amplificagdo cuja eficiéncia se encontrava entre os 90% e os 105%, garantindo
assim uma analise fidedigna dos resultados (Figura 16-B) (Livak KJ e Schmittgen TD.,

2001).

Tabela 16: Genes e respetivos primers de qPCR

T M=,

ADIPOQ CTGTCTTGGAAGGACTACTACTCA AGTTCGGCACTTAGAGATGGA
NAMPT GCCTTCGGTTCTGGTGGAG CCTGCTGGCGTCCTATGTAA
LEP AAACGCAAAGGGCTGAAAG GACCGTCACTCCATGATAGG
RETN GGTCGCCGGCTCCCTA GGAGGTGACGCTCTGGCA
ccL2 ACCCAAACTCCGAAGACTTGAACA ACAGGGTGTCTGGGGAAAGC
TNF TAAGAGGGAGAGAAGCAACT CAGTATGTGAGAGGAAGAGAAC
GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GAGGCATTGCTGATGATCTTG

ADIPOQ, adiponectin, C1Q and collagen domain containing (Adiponectina); NAMPT, nicotinamide
phosphoribosyltransferase (Visfatina); LEP, leptin (Leptina); RETN resistin (Resistina); CCL2, chemokine (C-C
motif) ligand 2 (MCP-1); TNF, tumor necrosis fator; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Os
nomes dos genes encontram-se de acordo com o aprovado pelo HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado utilizando os programas SPSS,

versao 21 (Statistical Package for Social Sciences), e GraphPad, versdo 5.
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Iniciou-se a analise estatistica pela determinacdo da Normalidade com recurso ao
teste de Kolmogorov-Smirnov. Uma vez que a distribuicdo dos parametros
analisados ndo era normal, utilizou-se a mediana e a amplitude interquartil para
descrever as varidveis quantitativas, nomeadamente os niveis séricos e a expressao
génica das adipocitocinas e fatores inflamatdrios. Na andlise estatistica destes
parametros entre dois grupos, por exemplo controlos e CCR, recorreu-se ao teste
nao paramétrico de Mann-Whitney. Na analise estatistica de 3 ou mais grupos em
simultaneo, por exemplo entre as diferentes localizagdes tumorais, utilizou-se o
teste Kruskal-Wallis. Seguidamente foram efetuadas curvas ROC para os parametros
estatisticamente diferentes, calculando-se a area debaixo da curva (AUC) que
corresponde ao poder discriminatdrio das quantificagdes em distinguir controlos de
doentes. Por fim, foi determinado o cut-off que maximiza a sensibilidade e
especificidade de cada parametro através do cdlculo do indice de Youden. Os cut-
offs foram posteriormente utilizados na andlise da sobrevivéncia segundo o método

de Kaplan-Meier.

109



Amélia Pereira

110



IMPORTANCIA CLINICA DE NOvOS MARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORECTAL

4. RESULTADOS

111



Amélia Pereira

112



IMPORTANCIA CLINICA DE NOVOS MARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORRETAL

Resultados

4. RESULTADOS

4.1. ENQUADRAMENTO EPIDEMIOLOGICO DO ESTUDO

Entre 1 de marco de 2010 e 28 de fevereiro de 2013, foram seguidos no Servico de
Cirurgia e Medicina Interna (Oncologia Médica) do HDFF, EPE, 156 novos casos de
doentes com mais de 18 anos, com o diagndéstico de cancro colorretal esporadico,
confirmados histologicamente como adenocarcinomas.

Como podemos observar na Figura (17), o nimero de novos casos de CCR por
100.000 habitantes diminuiu ligeiramente ao longo dos trés anos em que decorreu
o estudo. Contudo, o nimero médio de doentes diagnosticados esta de acordo com
o previsto quando foi proposta a realizacdo deste trabalho. Foi deste conjunto de

doentes que seleciondmos a populagdo alvo do presente estudo.

60
50
40
30
20
10

Numero de novos casos

12 ano
22 ano
32 ano

Figura 17: Incidéncia anual de cancro colorretal no periodo de 1 de margo de
2010 a 28 de fevereiro de 2013.
A incidéncia foi calculada tendo por base os doentes com CCR seguidos no HDFF, EPE.
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4.2. COMPOSIGCAO E CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

4.2.1. COMPOSICAO DA AMOSTRA
O estudo envolveu 153 individuos, dos quais 89 eram portadores de cancro
colorretal esporadico, sem antecedentes de doenca neoplasica, doenca inflamatodria
do intestino ou outra doenca inflamatéria aguda ou crénica conhecida, a qual se
designou por populacdo doente, e 73 individuos ndo portadores de doenca

oncoldgica, a qual se designou por populagdo controlo.

4.2.2.CARACTERIZAGAO CLINICA E LABORATORIAL DA AMOSTRA

As caracteristicas gerais da amostra estdo representadas na Tabela 17, verificando-
se que nao existem diferencas significativas no que diz respeito a idade, IMC e ao
perimetro da cintura (PC) entre o grupo de doentes e o grupo controlo, quer
globalmente quer quando divididos por género.

No que diz respeito a distribuicdo por género, a populacio doente é
predominantemente do género masculino, constituindo 65,2% do total de doentes
com CCR, enquanto os individuos controlos sdo predominantemente do género
feminino, compreendendo 58,9% do total desta populagao. Ou seja, dos 89 doentes
com CCR, 58 sdo do género masculino e 31 do género feminino.

A idade mediana ao diagndstico da populagdo de doentes com CCR é de 72,09 anos
e amplitude interquartil (IQR) de 15, com uma distribuicdo etdria entre 29 e 91

anos, dos quais 5,16% (n=5) tinham menos de 50 anos (Tabela 17 e Figura 18).
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A distribuicdo dos doentes de acordo com a idade ao diagndstico e estratificada por

décadas evidencia um pico de maior incidéncia na década de 70, seguida da década
de 60.

Tabela 17: Caracterizacdo global da amostra

(mediana e IQR) (n=73) (n=89) de p*
Género 43(58,9%)/30(41,1%) 31(38,8%)/58(65,2%) 0,020
(Feminino/Masculino)

Idade (anos) 71 (IQR: 11) 72,09 (IQR: 15) 0,420
IMC (Kg/m?) 27,05 (IQR: 6) 27,00 (IQR: 6) 0,900
PC (cm) 102 (15) 97 (16) 0,330
Glicémia em Jejum (mg/L) 91 (19,5) 106 (26) 0,000
Insulina (mU1/mL) 5,27 (2,73) 4,03 (3,54) 0,066
HbA1c%, 6 (0,53) 5,8 (0,6) 0,642
HOMA-IR 1,31 (1,27) 1,1 (1,37) 0,567
QUICKI 0,27 (0,98) 0,08 (0,99) 0,652
Colesterol Total (mg/L) 199 (60,75) 201 (57,75) 0,278
Colesterol HDL (mg/L) 51(19) 47 (20) 0,063
Colesterol LDL (mg/L) 127 (56,7) 122 (45) 0,270
Triglicerideos (mg/dL) 104,5 (54,5) 94 (73) 0,477
LDH (U/L) 303 (118) 343 (118) 0,137
CEA (ng/mL) ND 3,3(7,2) ND

CA 19.9 (U/mL) ND 7,37 (18,7) ND

IQR, distancia interquartil; ND, Ndo Determinado; *Significado estatistico para p <0.05.

De salientar que abaixo dos 50 anos apenas havia um doente com CCR do género
feminino. Também aqui se pode verificar que hd um desvio da década do pico de
incidéncia, habitualmente referenciado entre os 60 e os 69 anos.

Dos doentes incluidos no estudo, 49 individuos (55,06%) eram naturais do concelho
da Figueira da Foz e 73 (82,02%) residiam no mesmo concelho, maioritariamente
nas freguesias urbanas de Buarcos, S. Julido e Tavarede (Figura 19). Os restantes

doentes eram naturais dos concelhos limitrofes (Pombal, Montemor-o-Velho, Soure
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e Cantanhede), sendo um numero mais pequeno oriundo de varios pontos
dispersos pelo pais, residindo 3,3% no concelho de Soure, pertencente a area de

atracao do HDFF, EPE.
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Figura 18: Distribuicdo dos doentes com cancro colorretal segundo a idade
estratificada por décadas.

Da analise do estado civil dos doentes verificou-se que 61 (70,8%) eram casados ou
viviam em unido de facto, havendo 11 viuvos (12,4%), a maioria dos quais homens
(54,5%).

Relativamente ao grau de escolaridade, verificou-se que 9,2% dos doentes eram
analfabetos, 72,3% tinham frequentado o ensino basico, 17% o ensino secunddrio e
apenas 1,5% frequentou o ensino superior.

Analisada a profissdo dominante ao longo da vida, verificou-se que 47% dos
doentes dividia a sua atividade por profissdes pesadas, entre as quais a agricultura e
pescas (21%), operarios e artifices (14%), trabalhadores ndo qualificados (14%),

sendo 22% prestadores de servigos e vendedores. Além disso, verificou-se que
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22,9% (14) dos doentes trabalhava por turnos, quase todos homens 92,4% (13), os
quais estavam submetidos a este tipo de trabalho em média 15,5 anos. Na altura do

diagndstico, 77,6% dos doentes estavam reformados.

Qutros
Cantanhede
Soure
B Residéncia
Pombal B Naturalidade

Montemor-o-velho

s

Figueira da Foz

MN.2 de casos

Figura 19: Naturalidade e residéncia da populagdao de doentes com cancro
colorretal.

No que concerne aos hdabitos alimentares, verificou-se que o perfil de ingestdo de
carne vermelha foi elevado, sendo que 51,8% dos doentes consumia carne
vermelha mais de 3 vezes por semana, apesar de apenas uma pequena
percentagem o fizesse diariamente, como representado na Figura 20. A maioria dos
doentes bebia leite diariamente (64%), 56% consumia diariamente vegetais e
saladas e 85% consumia diariamente fruta.

Ao analisar os habitos alcodlicos verificou-se que 57% dos doentes tinham habitos
alcodlicos regulares, dos quais 11,1% tinham habitos alcodlicos superiores a 60 g
etanol por dia. Quanto ao consumo de café verificou-se que 66,6% dos doentes

tinham habitos cafeinicos regulares, 51,6% dos quais o fazia diariamente.
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¥ Todos os dias M > 5 vezes por semana 3 a5 vezes / semana
M < 3 vezes / semana ¥ Nunca
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Vermelha Saladas

Figura 20: Habitos alimentares dos doentes com cancro colorretal.

Analisados os habitos tabdagicos verificou-se que 4% tinham hdbitos tabdagicos ativos
e 29% eram ex-fumadores, concluindo-se que a maioria da populagdo em estudo
(67%) nunca fumou. Cerca de 46% dos homens tinham antecedentes de tabagismo
com uma carga tabdgica média de 22 UMA, enquanto sé 17% das mulheres
apresentavam estes antecedentes, mas com uma carga tabdgica ligeiramente
superior, 25 UMA. De referir que em 21,3% dos casos havia uma histéria familiar de
tabagismo, com maior incidéncia (16,4%) nos ultimos cinco anos.

Por fim, cerca de 12% dos doentes praticava exercicio fisico, mais de 30 minutos por
dia e superior a 3 vezes por semana.

Para além do estilo de vida, foram também analisados os habitos medicamentosos
dos doentes, tendo-se verificado que apenas 14,3% dos doentes nao tomava

regularmente qualquer tipo de farmaco (Figura 21).
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Figura 21: Habitos farmacolégicos dos doentes com cancro colorretal.

Os restantes doentes tomavam regularmente farmacos, verificando-se que 21%
tomava mais de 5 farmacos por dia. Entre os farmacos que os doentes tomavam
habitualmente destaca-se o uso de AINE em 22,4% dos casos. Cerca de 70% dos
doentes apresentavam uma doenga crdénica concomitante, sendo principalmente a
doenga cardiovascular (40,74%) e dentro desta a hipertensdo arterial, seguida da
patologia osteoarticular degenerativa crénica (25,93%) e em terceiro lugar a
Diabetes Mellitus em 19,75% dos casos.

Os sintomas mais frequentes, a data do diagndstico, foram a hemorragia digestiva
baixa (44,74%), seguida da dor abdominal e da anemia (25 e 17,11%,
respetivamente) (Tabela 18). A mediana do intervalo entre o inicio dos sintomas e o

diagndstico foi de 2 meses com uma amplitude interquartil de 5 meses.
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Tabela 18: Sintomatologia ao diagndstico dos doentes com cancro colorretal.

- sinomatologia  Nfcasos %

Retorragias 40 44,74
Dor abdominal 22 25,00
Anemia 15 17,11
Rastreio oncoldgico 5 5,26
Obstipagao 7 7,89
Alteracdo dos habitos intestinais 6 6,58
Emagrecimento 6 6,58
Oclusao 5 5,26
Astenia, Anorexia 4 3,95
Outros 12 13,16

No que respeita ao estado de saude na data do diagndstico, estratificada pela escala
de capacidade funcional da OMS/ECOG, verificou-se que cerca de trés quartos dos
doentes na altura do diagndstico, apresentavam uma boa capacidade funcional,
estando assintomaticos ou com sintomas ligeiros, sem grande interferéncia com a

sua qualidade de vida (Figura 22).

0%

BECOGO
BECOG1
M ECOG 2
M ECOG3
HECOG4

M ECOGS5

Figura 22: Capacidade funcional dos doentes com cancro colorretal avaliada pelo
sistema ECOG da Organiza¢cao Mundial de Saude.
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Tabela 19: Caracterizagcdo da amostra em func¢ao do género

Mediana
(1QR)

Idade, anos
IMC, Kg/m?
PC, cm
Glicémia em

Jejum, mg/L
HbAlc, %

Insulina,
muUl/mL

HOMA

Colesterol
Total, mg/L

Colesterol
HDL, mg/L

Colesterol
LDL, mg/L

Triglicerideos,

mg/dL
PCR, mg/L

LDH, U/L

CEA, ng/mL

CA19.9, U/mL

Controlos
(n=30)
70,5
(14)
27
(4)
99,5
(17,75)
90,5
(29)

6,00
(0,7)
4,83

(2,56)
1,31
(1,39)
194,5

(41,25)
48,5
(17)
126,5

(38,05)
100,5
(55)
3,32
(36)

314 (128,5)

ND

ND

ND, N3o Determinado

Doentes
(n=58)
73,05
(13)
26
(5)
99
(17,5)
106
(22,5)

5,8
(0,7)
4,03

(7,05)
1,08

(2,18)
189

(68,5)

44
(15,75)
118,5
(56,5)
80,5
(78)
7,42
(74)
326,5
(119,5)
3,3
(6,38)
6,74
(15,2)

Valor
dep
0,277
0,706
0,91
0,002
0,735
0,58
0,929
0,488

0,321

0,423

0,301

0,309

Controlos
(n=43)
72
(10)
27,15
(8)
108,5
(4,75)
91,5
(17,5)

6,1
(0,2)
5,43

(4,24)
1,32

(1,29)

199,25

(92,5)

56
(21)
127
(74)

108,5
(56)
9,29
(45)
297

(42,5)

ND

ND

Doentes
(n=31)
71
(19)
28 (7)

94
(16,25)
105
(30)

5,85
(0,92)
4,06
(2,59)
1,29
(0,92)
208
(45)

53
(30)
128

(24,5)
117
(59)

15,33

(75,6)
352
(99)
4,6
(9,6)

9,81

(27,3)

Valor
dep
0,952
0,323
0,096
0,002
0,559
0,76
0,398
0,788

0,561

0,802

0,48

0,153

Dentro dos parametros bioquimicos avaliados, verificou-se que a glicemia em jejum

estava mais elevada nos doentes em relagdo aos controlos, tanto no género
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feminino como no género masculino, e que essa diferenca tinha significado
estatistico (p<0,05) quer globalmente, quer quando analisado por género.

A Hb Alc estava globalmente mais baixa nos doentes em relagdao aos controlos e em
ambos os géneros, mas essa diferenca ndo apresentava significado estatistico.
Apesar de sabermos que 20% dos doentes do estudo eram diabéticos, ndo houve
evidéncia de significativa descompensacdo metabdlica, pois apresentaram uma
mediana da glicemia em jejum inferior a 116 mg/mL e da Hb Alc inferior a 6,5%,
portanto dentro dos valores de referéncia.

A andlise do perfil lipidico (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL e
triglicerideos) dos doentes com CCR e controlos mostrou valores muito préximos do
limite considerado normal para a populagdo, mas sem que houvesse nenhuma
diferenca significativa nos quatro parametros avaliados entre doentes e controlos,

quer globalmente quer quando distribuidos por géneros.

4.2.3. CARACTERISTICAS DO TUMOR, TERAPEUTICA E SOBREVIVENCIA GLOBAL
Seguidamente, apresentamos as caracteristicas do tumor quanto a localizagcdo e
estadiamento, caracteristicas anatomo-patoldgicas e moleculares, bem como as

estratégias terapéuticas instituidas e a sobrevivéncia global.

4.2.3.1. Caracteristicas do tumor - Localizagdo e estadiamento

Como se pode ver na Figura 23, a localizagdo mais comum do tumor primario foi no
colon, representando 58% dos casos, sendo aproximadamente metade dos casos
localizados no célon direito e outra metade no esquerdo. Nos 42% restantes o

tumor localizava-se no reto.
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Cdlon Direito

26 casos Célon Esquerdo
(29,2%) 26 casos
(29,2 %)

Reto
37 casos
(41,6 %)

Figura 23: Distribuicao da localizagao tumoral primdria nos doentes com cancro
colorretal.

Avaliou-se qual a localizacdo topografica do tumor a nivel do célon e reto nos
doentes com CCR, tendo-se verificado que isoladamente o reto foi a localizagdo com

maior numero de casos (Tabela 20).

Tabela 20: Distribuicdo topografica da neoplasia

LOCALIZAGAO DA NEOPLASIA N.2 CASOS PERCENTAGEM ‘
Cego 8 9,0%
Cdlon ascendente 11 12,4%
Angulo Hepético 5 5,6%
Célon transverso proximal 2 2,2%
Hemicdlon direito (sub-total) 26 29,2%
Coélon transverso distal 2 2,2%
Angulo esplénico 2 2,2%
Colon descendente 3 3,4%
Célon Sigmdide 15 16,9%
Retossigmoide 4 4,5%
Hemicélon esquerdo (sub-total) 26 29,2%
Reto 37 41,6%
Total de casos 89 100%

123



Amélia Pereira

Como se pode observar nesta tabela, o CCR encontra-se distribuido por todo o
célon, sendo o cdélon sigmdide e o ascendente, os locais preferenciais (16,9% e
12,4% respetivamente). Apenas 4,5% dos casos se localiza na regido retossigmoide,
localizando-se 41,6% dos casos no reto.

Avaliou-se inicialmente o estadiamento clinico ao diagndéstico de acordo com a
classificagdo TNM (revisdao de 2010), tendo-se verificado que 34% estava no estadio
,29% noll, 17% no IV e 9% no |.

A Figura 24 representa o reestadiamento dos doentes apds a cirurgia, que engloba
o estddio patoldgico dos que foram operados. Como se pode observar nesta figura,
cerca de 19% dos doentes encontrava-se no estadio |, 35% no estadio Il, 26 % no

estadio Ill e 20% no estadio V.

Estadio IV Estadio |

20,2% 19,1%
M Estadio |
Estadio Il ¥ Estadio Il
34,8% Estadio Il
M Estadio IV

Figura 24: Estadiamento patolégico dos doentes com cancro colorretal.

A Tabela 21 representa o estadiamento dos doentes de acordo com a classificagdo
da AJCC (2010), com a sua distribuicdo pelos vdrios subgrupos, verificando-se que

no estadio Il, 83,9% estavam no subgrupo llA, no estadio lll, 65,2% pertenciam ao
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subgrupo 1lIB e no estadio IV, 66,7% eram do subgrupo IVA. Dos doentes em estadio
IV verificou-se que 14,30% apresentavam metdstases hepaticas, 5,96% metastases
pulmonares, 3,57% metdstases peritoneais, enquanto a metastizagao ganglionar e

dssea foi muito pouco frequente.

Tabela 21: Estadiamento ao diagnéstico de acordo com a AJCC (2010).

1 17 19,1
A 26 29,2
11B 1 1,1
lc 4 4,5
A 3 3,4
1B 15 16,9
lnc 5 5,6
IVA 12 13,5
IVB 6 6,7

Total 89 100,0

4.2.3.2.Caracteristicas anatomopatolégicas e moleculares do tumor

O estudo anatomopatoldgico da bidpsia ou peca operatéria revelou que o tipo de
cancro predominante era histologicamente adenocarcinoma, sendo 8,98% (8) do
tipo invasor, 4,49% (4) do tipo mucinoso, 1,12% (1) de células em anel de sinete e
2,25% (2) foram consideradas neoplasias com displasia sem melhor especificagdo.
Em relagdo ao grau de diferenciacdo histoldgica, 60 (67,42%) eram bem
diferenciados, 19 (21,35%) moderadamente diferenciados e 4 (4,49%) eram pouco
diferenciados. Ndao houve nenhum caso identificado de indiferenciagdo, mas em

6,74% (6) nao se conseguiu obter o grau de diferenciagao.
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Foram avaliadas as mutacdes do gene KRAS nas pecas operatdrias de todos os
doentes em estadio Ill e IV e em alguns em estadio Il, para decisdo da possivel
indicacdo para a associa¢do a quimioterapia do farmaco anti-EGFR. Dos 38 doentes
a quem foi efetuada a pesquisa de mutagdes, 50% (19) tinham mutagdes, 44,74%

(17) eram do tipo selvagem e em 7,89% (3) foram indeterminadas.

4.2.3.3. Tratamento e sobrevivéncia global
Os doentes foram tratados de acordo com os protocolos aprovados para o tipo de
neoplasia, ajustados a performance status e decisdo do doente em relagdo a

proposta efetuada pela equipa (Tabela 22).

Tabela 22: Tratamento cirargico e farmacolégico dos doentes com cancro colorretal.

_

Hemicolectomia direita 22 24,72
Ressec¢do segmentar do célon 10 11,24
Hemicolectomia esquerda 2 2,25
Sigmoidectomia 11 12,36
Ressecao anterior do reto 26 29,21
Amputag¢do abdominoperineal 11 12,36
Colostomia 3 3,37
Laparotomia exploradora 1 1,12
Total de Cirurgias 86 96,63
N3o efetuada 3 3,37
'TIPODEQUIMIOTERAPIA  Casos %
Neoadjuvante 12 13,48 |
Adjuvante 18 20,22
Paliativa 17 19,10
Nao efetuada 42 47,19
Total 89 100,0
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A analise dos dados mostra que 96,63% (86) dos doentes foram submetidos a
cirurgia, 47,19% (42) a quimioterapia e 17,98% (16) a radioterapia. Os doentes
efetuaram quimioterapia com objetivo neoadjuvante em 20,2% dos casos, sendo
todos com neoplasia do reto. A quimioterapia adjuvante foi efetuada em 13,5% dos
casos, sendo a maioria do estadio Ill e uma percentagem mais pequena de doentes
no estadio IIB e 1IC e com objetivo paliativo em 19,10% dos doentes.

Os esquemas terapéuticos mais usados estdo de acordo com as orientagdes
nacionais e internacionais, adaptadas ao doente, tendo em atencdo as suas
preferéncias pessoais em vias de administracdo e o tipo de efeitos secundarios. Na
Tabela 23 estdo representados os esquemas terapéuticos usados nos 47 (52,81%)

doentes tratados com quimioterapia.

Tabela 23: Tratamento de quimioterapia efetuado aos doentes com cancro
colorretal.

T =)

5-FU infusdo + Radioterapia (45Gy/25) 16
Capecitabina 4
CAPIRI 2
FOLFIRI 12
FOLFIRI+Bevacizumab 2
FOLFIRI+Cetuximab 1
FOLFOX 5
GRAMONT 5

Total 47
Sem quimioterapia 42
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De salientar que a maioria dos doentes, 73% (65), se encontrava vivo na avaliagdo
final do estudo, tendo-se verificado que 13,5% (12) tiveram recidiva da doenga. A
sobrevivéncia global aos 12 meses foi de 87,6% e a sobrevivéncia global estimada

aos 48 meses foi de 63,8% (Figura 25).

Survival Function
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0,87

0,67

Cum Survival
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Figura 25: Sobrevivéncia global dos doentes com cancro colorretal.

Ao analisarmos a sobrevivéncia dos doentes com CCR, segundo o estddio ao
diagndstico, verificamos que a maioria dos doentes que faleceram tinham sido
classificados nos estadios Ill e IV. A sobrevivéncia global aos 12 meses foi de 100%
para o estaddio | e Il, de 87% para o estadio lll e de 55,6% para o estadio IV. A

sobrevivéncia global estimada aos 48 meses foi de 85,7% para o estadio |, de 80,2%
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para o estadio Il e de 72,1% para o estadio lll. Para o estddio IV a sobrevivéncia

global aos 40 meses foi de 13,3% (Figura 26).
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Figura 26: Sobrevivéncia global dos doentes com cancro colorretal em fungdo
do estadio ao diagnéstico.

4.3.AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CITOCINAS EM DOENTES COM
CANCRO COLORRETAL

A avaliacdo da participagdo das citocinas, adipocitocinas e fatores inflamatérios, na
etiopatogenia e progressdao do cancro do célon foi efetuada pelo doseamento no
sangue periférico e pela avaliacdo da expressdo génica na mucosa normal e tecido

tumoral.
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4.3.1.CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA
A avaliagdao das adipocitocinas, adiponectina, leptina, resitina e visfatina, e dos
fatores inflamatdrios, MCP-1 e TNF-a no sangue periférico, foi efetuada em 82
doentes com CCR diagnosticado de novo, sendo 26 mulheres (31,7%) e 56 homens
(68,3%). A idade mediana dos doentes é de 72,05 anos [amplitude interquartil (IQR)

= 14], variando entre 29 e 91 anos (Tabela 24).

Tabela 24: Caracterizagdo da amostra de doentes e controlos

(Amplitude interquartil -1QR)  (n=73) (n=82)
Feminino/Masculino 43/30 26/56 0,002
Idade (anos) 71 (IQR=11) 72,05 (IQR=14) 0,414
IMC (kg/m2) 27,05 (IQR=6) 27,00 (IQR=6) 0,896
Perimetro cintura (cm) 97 (IQR=16) 102 (IQR=15) 0,330
Insulina (mUI/mL) 5,27 (2,73) 4,03 (3,54) 0,066

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; Teste Mann-Whitney; significado estatistico para p<0.05.

Como se pode observar na Tabela 24 n3o se verificaram diferencas significativas no
gue respeita a idade e IMC entre o grupo dos doentes e dos controlos, mas existem
diferencas significativas em relacdo a distribuicdo por géneros.

A distribuicdo da gordura abdominal foi avaliada através da medida do perimetro da
cintura (PC), tendo-se verificado que no grupo de doentes a mediana do PC era de
97 cm enquanto a mediana do PC dos controlos era de 104 cm. No entanto, esta
diferenca ndo apresenta significado estatistico.

Relativamente a distribuicdo anatdmica, 32 (39%) casos localizam-se no reto e 50

(61%) no cdlon, igualmente distribuidos entre o célon direito e esquerdo.
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4.3.2. DETERMINAGAO DOS NIVEIS SERICOS DE CITOCINAS EM DOENTES COM

CANCRO COLORRETAL E CONTROLOS
Como se pode ver na Tabela 25 e na Figura 26, os valores medianos da
adiponectina, resistina, visfatina e TNF-a séricos sdo mais elevados nos doentes
com cancro colorretal do que nos controlos. Os doentes com cancro colorretal
apresentam valores medianos de resistina e de TNF-a (resistina: 16,71 ng/mL; TNF-
o: 4 pg/mL, respetivamente), cerca de duas vezes superior aos controlos (resistina:
7,41 ng/mL; TNF-a: 2,42 pg/mL, respetivamente), sendo estas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05). Relativamente a visfatina, apesar do
aumento do valor mediano nos doentes ser de apenas 1,3 vezes, verificou-se que a
diferenca observada entre doentes e controlos também é estatisticamente

significativa (p=0,042).

Tabela 25: Analise dos niveis séricos de citocinas e de fatores inflamatdrios em doentes
com cancro colorretal e controlos

Variaveis Controlo CCR
Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Adiponectina (ug/mL) 5,50 (6,18) 6,55 (7,10) p=0,280
Leptina(ng/mL) 9,61(16,55) 6,51(3,05) p=0,029
Resistina(ng/mL) 7,41 (5,82) 16,71 (16,19) p<0,001
Visfatina (pg/mL) 64,54 (91,18) 85,10 (108,85) p=0,042
TNF-a (pg/mL) 2,42 (1,01) 4,47 (7,31) p=0,002
MCP-1 (ng/mL) 444,17(321,76) 310,89 (427,37) p=0,089

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; Teste Mann-Whitney; significado estatistico para
p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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Figura 26: Analise dos niveis séricos de adiponectina (A), leptina (B), resistina (C), visfatina

(D), TNF-a (E) e MCP-1 (F) em doentes com cancro colorretal e em controlos.
TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Por outro lado, verificou-se que os doentes com CCR apresentam valores medianos

de leptina e de MCP-1 séricos inferiores (6,51 ng/mL e 310,89 ng/mL,
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respetivamente) aos observados no grupo controlo (9,61 ng/mL e 444,17ng/mL).

Contudo, apenas a diferenca observada nos niveis séricos de leptina é significativa.

4.3.2.1. Analise dos niveis séricos de citocinas em doentes com cancro colorretal e
controlos de acordo com o género

Uma vez que na andlise global da amostra se verificaram diferencas significativas no
género entre o grupo de doentes e o grupo de controlo, analisaram-se os valores
medianos das varias citocinas em fungao desta varidvel (Tabela 27).

Os niveis séricos de adiponectina em funcdo do género dos doentes e controlos,
apresentam valores medianos superiores para o grupo dos doentes em relagdo ao
grupo de controlos, independentemente do género, no entanto, estas diferencas
ndo sdo estatisticamente significativas. No entanto, se analisarmos as diferencas
nos doentes do género masculino, verificamos que o nivel sérico mediano desta
adipocitocina no grupo dos doentes é superior em relagdo aos controlos [6,35
ug/mL (IQR=6,36) e 4,22 ug/mL (IQR=3,27), respetivamente], sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p=0,011). Verificou-se ainda haver diferencas
estatisticamente significativas na adiponectina entre os controlos do género
feminino [7,56 pg/mL (IQR=5,53)] e os do género masculino [4,22 pg/mL
(IQR=3,27)].

A analise da leptina sérica revelou também diferencas significativas quando se
compararam os seus valores medianos em doentes e controlos do género feminino,
verificando-se diminuicao desta adipocitocina nos doentes em relagao aos controlos
[8,58 ng/mL (IQR=8,24) vs 16,23 ng/mL (IQR=21,60), respetivamente] (Tabela 27 e

Figura 27). Por outro lado, na populacdo do género masculino ndo se observaram
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diferencas estatisticamente significativas. No entanto, nos individuos controlo
verificou-se uma diferenca significativa nos niveis de leptina de modo dependente
do género, sendo de 16,23 ng/mL (IQR=21,60) no género feminino e de 5,46 ng/mL
(IQR=5,36) no masculino, ndo se tendo verificado esta diferenca no grupo dos
doentes. Estes resultados sugerem que os niveis de leptina além de dependerem do

género podem estar relacionados com o CCR (Tabela 27 e Figura 27).

Tabela 27: Nivel sérico das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios nos doentes com
cancro colorretal e nos controlos de acordo com o género.

Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Adiponectina 7,56 4,22 7,82 6,35
0,003 0,331
ug/mL (5,53) (3,27) (10,03) (6,36)
n=43 n=29 n=22 n=>56
Leptina 16,23 5,46 8,58 6,27
<0,001 0,002
ng/mL (21,60) (5,36) (8,24) (1,97)
n=43 n=29 n=22 n=56
Resistina 6,71 7,45 15,14 16,89
nE/mk (5,93) 517) Y (1143 (2036) %0
n=41 n=29 n=22 n=55
Visfatina 68,03 61,48 63,92 102,67
’ ! 0,970 ! ! 0,099
pg/mL (98,49) (85,00) ’ (101,51) (182,42) ’
n=18 n=14 n=10 n=31
TNF-a 2,34 2,56 5,54 4,4
BR/imk (1,80) 2,53) 9% (1328  (1125) 27?2
n=10 n=9 n=11 n=24
MCP-1 468,79 404,19 434,73 295,56
! ’ 0,757 ’ ’ 0,865
ng/mL (321,81) (382,45) ’ (359,72) (447,83) ’
n=15 n=17 n=27 n=16

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; Teste Mann-Whitney; significado estatistico para
p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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Relativamente aos valores medianos da resistina, observa-se que os niveis séricos

da resistina nas mulheres doentes sdao cerca de duas vezes superior aos observados

25,00 50,00
* o
H
o .
20,00 ° 40,00
=
£ —_
?ﬂ -
2 £
= 15,00 o5 30,00
< c
£ £
- ° ©
o
@ £ "
5 a
2 10,00 3 20,00
£ N
<
8
5,00 10,00 E
o
,00 T T ,00 T
Masculino Feminino Masculino Feminino
50,00 400,00
°
40,00
g 300,00
- = o
£ £
B 2000 El °
2 30,00 & .
£ 2 200,00
& 20,00 o k]
< >
100,00
10,00
,00 T T ,00 T T
Masculino Feminino Masculino Feminino
25,00 1500,00
o o
20,00
= =" 1000,00-{
£ £ _
~. 15,00 =
od oo
2 =i
7 g
w
2 — (%)
£ 10,00 =
500,00
5,00
,00 T T ,00 T T
Masculino Feminino Masculino Feminino

Figura 27: Andlise dos niveis séricos de adiponectina (A), leptina (B), resistina (C), visfatina
(D), TNF-a (E) e MCP-1 (F) em doentes com cancro colorretal e em controlos de acordo

com o género.

TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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nas mulheres do grupo controlo, sendo estas diferencas estatisticamente
significativas [doentes 15,14 ng/mL (IQR= 11,43) e controlos 6,71 ng/mL (IQR=5,93);
p<0,001].

O mesmo se verifica no caso da populacdo do género masculino, em que os niveis
séricos de resistina sdo cerca de 2,3 vezes superiores nos homens com CCR [16,89
ng/mL (IQR=20,36)] comparativamente aos homens do grupo controlo [7,45 ng/mL
(IQR=5,17)], sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<0,001). Ao
compar por género o grupo controlo e o grupo doente, ndo se observam diferencas
significativas. Assim, as alteracdes séricas encontradas nos niveis desta
adipocitocina, sdo independentes do género, embora dependentes da existéncia de
CCR.

Quando se procedeu a analise dos niveis séricos de visfatina, de acordo com o
género, verificou-se que os homens do grupo de doentes com CCR apresentam
valores mais elevados desta adipocitocina, relativamente aos homens do grupo
controlo [102,67 pg/mL (IQR=182,42) e 61,48 pg/mL (IQR=85,00), respetivamente],
embora estas diferencas nao sejam estatisticamente significativas. No entanto, no
grupo dos doentes com CCR observou-se uma diferenca significativa dos niveis
séricos de visfatina dependendo do género dos doentes, sendo inferior no género
feminino relativamente ao masculino [63,92 pg/mL (IQR=101,51) e 102,67 pg/mL
(IQR=182,42) respetivamente]. De salientar que esta diferenca nao foi observada no
grupo controlo, o que sugere que os niveis de visfatina poderao estar relacionados
com o CCR, podendo ser influenciados pelo género doente.

A mesma analise foi efetuada para os citocinas inflamatérias, TNF-a e MCP-1.

Assim, os niveis séricos de TNF-a sdo cerca de duas vezes superiores nas doentes
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com CCR, relativamente aos niveis das mulheres controlos [5,54 pg/mL (IQR=13,28)
e 2,34 pg/mL (IQR=1,80), respetivamente; p=0,036]. Quando se procedeu a mesma
analise nos individuos do género masculino, verificou-se igualmente aumento deste
parametro nos homens com CCR em comparagao com os homens do grupo controlo
[4,4 pg/mL (IQR=11,25) e 2,56 pg/mL (IQR=2,53), respetivamente, p=0,029].
Quando se compararam os valores desta citocina para os dois géneros, tanto para
os doentes como para os controlos, ndao foram encontradas diferencas
significativas.

Relativamente ao MCP-1, e como se pode ver na Tabela 27, ndo se observam
diferencas significativas deste parametro inflamatério entre doentes e controlos,

independentemente do género de cada uma das populagdes.

4.3.2.2. Anadlise dos niveis séricos de citocinas em doentes com cancro colorretal
de acordo com os habitos alimentares e perfil metabdélico

Uma vez que os habitos alimentares e o estilo de vida podem influenciar os niveis
séricos das varias adipocitocinas e dos fatores inflamatdrios, relacionaram-se os
resultados obtidos com os do inquérito epidemioldgico aplicado aos doentes.
Apesar de se terem analisado os niveis das adipocitocinas e dos fatores
inflamatdérios de acordo com o consumo de carne vermelha, leite, vegetais e
saladas, fruta, exercicio fisico e hdbitos alcodlicos, sé foram encontradas diferencas
relativamente ao consumo de vegetais e saladas, frutas e habitos alcodlicos.

Assim, observou-se diminuicao dos niveis séricos de resistina no grupo de doentes
qgue nao ingeria fruta, em relagdo aos doentes cuja ingestao era superior a 3 vezes

por semana [16,64 ng/mL (IQR=8,59) e 13,18 ng/mL (IQR=5,96), respetivamente,
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p=0,021]. Foi também observada diminuicdao dos niveis séricos de MCP-1 no grupo
que comia vegetais trés a cinco vezes por semana em relacdo ao grupo que comia
vegetais mais do que 5 vezes por semana [251,80ng/m (IQR=309,53) e 468,39ng/mL
(IQR=477,37), respetivamente; p=0,016]. Por fim, verificou-se que o grupo de
doentes sem habitos alcodlicos apresentava niveis séricos de MCP-1 superiores em
relacdo ao grupo de doentes com habitos alcodlicos ligeiros [475,05ng/mL
(IQR=465,10) e 268,36ng/mL (IQR=417,92), respetivamente].

Uma vez que o IMC e o perfil metabdlico dos doentes e controlos podem afetar o
nivel das adipocitocinas e citocinas inflamatdrias, analisamos estas citocinas em
funcdo destes parametros metabdlicos. A distribuicdo do IMC por grupos foi
efetuada de acordo com o descrito na seccdo material e métodos e indicado na
Tabela 28. Para tal, foram distribuidos os doentes e controlos em trés grupos: grupo
de peso normal (IMC inferior a 25), grupo com excesso de peso (IMC ente 25 e 30) e
grupo com obesidade (IMC superior a 30).

Como se pode verificar na Tabela 28 e na Figura 28, os valores séricos medianos da
adiponectina sdo independentes do IMC, verificando-se valores semelhantes entre
si, com excecdo dos doentes de CCR de peso normal (IMC < 25). Neste grupo de
doentes observaram-se valores medianos ligeiramente superiores aos dos doentes
com excesso de peso (25 < IMC < 30) e com obesidade (IMC < 30), bem como em
relagdo aos controlos de peso normal.

Relativamente a leptina, verifica-se que os niveis séricos desta adipocitocina
aumentam significativamente no grupo de individuos de peso normal em relagdo ao
grupo com obesidade, tanto nos controlos como nos doentes com CCR. No entanto,

este aumento é muito mais acentuado nos controlos do que nos doentes
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verificando-se apenas, diferencas significativas entre os doentes e controlos nos

grupos que apresentam obesidade.

Tabela 28: Niveis séricos das adipocitocinas e citocinas inflamatdrias de acordo com o
indice de Massa Corporal

I Grupo Controlo . Grupo Doentes CCR

Variaveis IMC<25 25<IMC<30 IMC>30 IMC<25 25<IMC<30 IMC>30 I
Adiponectina 6,57 6,07 6,57 7,80 6,35 6,55
ug/mL (6,81) (5,90) (6,18) (9,31) (5,9) (7,1)
n=18 n=33 n=18 n=22 n=34 n=18
p 0,724 0,581 0,800 0,724 0,581 0,800
Leptina 5,81 10,36 21,84 5,96 6,49 9,61
ng/mL (3,16) (19,37)  (35,05)  (1,04) (2,45) (10,3)
n=18 n=33 n=18 n=22 n=34 n=18
p < 0,001 0,013
Resistina 7,62 7,01 10,36 16,63 17,27 13,81
ng/mL (4,64) (3,91) (13,07) (10,09)  (21,09) (28,45)
n=18 n=32 n=17 n=21 n=34 n=18
p 0,345 0,858
Visfatina 46,72 66,52 50,94 107,22 121,92 52,97
pg/mL (81,28)  (64,10) (196,51) (160,34) (151,94)  (52,42)
n=9 n=10 n=12 n=8 n=16 n=7
p 0,407 0,477
TNF a 2,40 2,21 2,34 4,94 5,04 3,39
pg/mL (0,95) (3,50) (2,47)  (6,63) (51,86) (8,01)
n=4 n=8 n=6 n=10 n=16 n=9
p 0,938 0,107
MCP-1 499,47 380,01 491,04 292,92 401,06 459,31
ng/mL (455,43) (283,09) (295,79) (337,17) (504,01)  (540,40)
n=18 n=30 n=17 n=21 n=33 n=18
p 0,221 0,100

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; Teste Mann-Whitney; significado estatistico para
p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Por outro lado, podemos também verificar que os niveis séricos de resistina, de
visfatina e de TNF-a estdo aumentados em todos os grupos de doentes distribuidos
de acordo com o IMC, comparativamente aos respetivos grupos controlo. No

entanto, ndo se observam diferencas estatisticamente significativas, em relagdo ao
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IMC, quer nos trés grupos de doentes com CCR quer nos trés grupos de controlos

(Tabela 28).
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Figura 28: Andlise dos niveis séricos de adiponectina (A), leptina (B), resistina (C), visfatina
(D), TNF-a (E) e MCP-1 (F) em doentes com cancro colorretal de acordo com o indice de
Massa Corporal.

Normal, IMC<25; Excesso de peso, 25<IMC<30; Obeso, IMC>30; TNF, Factor de necrose tumoral;
MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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Relativamente ao MCP-1, os niveis séricos desta citocina encontram-se diminuidos
nos doentes de peso normal e obesos relativamente aos controlos com o mesmo
IMC. Contrariamente ao observado nestes dois grupos, os doentes com excesso de
peso apresentam valores séricos de MCP-1 mais elevados do que os individuos
controlos com excesso de peso. No entanto, n3ao se observam diferencas
estatisticamente significativas entre doentes com CCR e controlos, tal como nado se
observam quando se analisam os trés grupos de IMC nos doentes e nos controlos.
Seguidamente analisou-se se existia ou ndo alguma correlacdo entre os niveis
séricos das adipocitocinas e das citocinas inflamatdrias entre si e com outras
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos doentes, como o HOMA, IMC, CEA, PCR e
insulina. Na Tabela 29 e na Figura 29 estdo representadas as correlagcdes mais
relevantes.

Observou-se uma correlagdo inversa da adiponectina sérica com o IMC, ou seja,
verificou-se que o aumento do IMC é acompanhado de diminui¢cdo da adiponectina
sérica (R=-0,181; p<0,05). Esta correlacdo inversa foi também observada entre os
niveis séricos do MCP-1 e da adiponectina (R=-0,177; p=0,035).

Para além das correlagcbes negativas com o IMC ja mencionadas, verificou-se
também que a leptina sérica se correlaciona positivamente com o IMC, ou seja, o
aumento do IMC é acompanhado de aumento da leptina nos doentes com CCR (R=
0,279; p=0,001).

Analisou-se igualmente se o perimetro da cintura poderia influenciar os niveis
séricos das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios. Deste modo, os doentes e
controlos foram distribuidos em trés grupos de risco de acordo com o perimetro da

cintura, como descrito na sec¢do material e métodos.
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Tabela 29: Correlagdo entre os niveis séricos de adipocitocinas e fatores inflamatérios
entre si e com outras caracteristicas dos doentes com cancro coloretal.

©
c
B = T = g = e = c = - =
SE| EE|SE|SE|L E| SF
g = 2% a = E > Z ob O~
o = Q c QO C Y o - o S ¥
<
,120 -,008 -,058 ,031 -,079 -,066
HOMA
(,193) (,934) (,535) (,838) (,630) (,485)
IMC 181" | 2797 | ,089 -,044 | -,066 ,156
(,031) (,001) (,296) (,734) (,641) (,069)
) . ,106 -,022 ,378" -,022 -,192 ,012
Dimensoes
(,389) (,860) (,002) (,914) (,276) (,924)
-,011 ,026 ,072 ,036 -,060 -,010
CEA
(,927) | (,822) | (,536) (,846) | (,733) (,931)
-,142 ,063 ,084 -,112 427 ,032
PCR
(,222) (,586) (,472) (,555) (,012) (,791)
Insulina ,162 ,005 -,056 -,058 -,057 -,058
(mu/L) (,070) | (953) | (536) | (684) | (,707) | (,526)
Adiponectina 1 ,093 -,039 -,050 -,103 177
(ng/ml) (,256) (,642) (,699) (,461) (,035)
Leptina ,093 1 -,013 -,004 -,054 ,037
(ng/ml) (,256) (,875) (,974) | (,697) (,663)
Resistina -,039 -,013 1 ,041 ,006 ,072
(ng/ml) (,642) (,875) (,756) (,968) (,397)
Visfatina -,050 -,004 ,041 1 -,076 -,218
(pg/ml) (,699) | (974) | (,756) (,625) | (,094)
TNF-a -,103 -,054 ,006 -,076 1 ,047
(pg/ml) (,461) (,697) (,968) (,625) (,741)
MCP-1 5177 ,037 ,072 -,218 ,047 1
(ng/mL) (,035) | (,663) | (,397) (,094) | (,741)

*p<0.05; **p<0.01; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Apesar dos valores medianos de adiponectina, resistina e TNF-a nos doentes serem
ligeiramente superiores aos dos controlos, e os de leptina, visfatina e MCP-1
ligeiramente inferiores, o perimetro da cintura nao influenciou significativamente
os niveis medianos destas moléculas nos subgrupos de doentes com CCR e nos

controlos (Tabela 31).
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Figura 29: Andlise das correlagdes entre os niveis séricos das adipocitocinas e citocinas
inflamatérias e o indice de massa corporal em doentes com cancro colorretal.
TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Por fim analisou-se a potencial influéncia da sindrome metabdlica nos parametros

em estudo. Contudo, ndo se verificou qualquer influéncia desta sindrome nos niveis
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séricos das adipocitocinas e das citocinas inflamatdrias tanto nos doentes com CCR

como nos controlos.

4.3.2.3.Andlise dos niveis séricos de citocinas em doentes com cancro colorretal
de acordo com as caracteristicas do tumor
Analisaram-se os niveis séricos das citocinas e dos fatores inflamatérios de acordo

com a localizagdo topografica do tumor, célon direito, célon esquerdo e reto

(Tabela 30).

Tabela 30: Niveis séricos das adipocitocinas e dos fatores inflamatdrios em doentes com

CCR de acordo com a topografia do tumor

Célon direito Célon esquerdo Reto
Adiponectina 7,35 (6,55) 5,13 (4,30) 8,15 (8,06)
pg/mL n=23 n=25 n=30
p 0,187
Leptina 6,56 (4,5) 6,53 (4,06) 6,47 (1,3)
ng/mL n=23 n=25 n=30
p 0,796
Resistina 16,88 (17,43) 17,90 (31,74) 15,80 (9,71)
ng/mL n=23 n=24 n=30
p 0,836
Visfatina 65,11 (138,23) 124,37 (176,62) 111,07 (121,13)
pg/mL n=10 n=11 n=10
p 0,818
TNF a 3,71 (5,71) 4,44 (7,71) 4,51 (23,79)
pg/mL n=38 n=14 n=13
p 0,210
MCP-1 296,62 (272,78) 532,29 (546,25) 223,36 (463,41)
ng/mL n=22 n=24 n=29
p 0,237

Existem algumas variagGes nos niveis de adipocitocinas em rela¢do a localizagdo do
tumor, sendo de salientar uma tendéncia para o aumento dos niveis de visfatina e

MCP-1, nos tumores localizados ao célon esquerdo [124,37pg/mL (IQR=176,62)] e
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[532,29ng/mL (IQR=546,25)]. Contudo, estas diferencas ndo apresentam significado
estatistico. Para além destas alteracGes, os doentes com tumor no cdélon direito,
apresentam niveis séricos de visfatina préximos dos observados nos individuos
controlo e mais baixos que os doentes com tumor no célon esquerdo ou reto.

Como se pode ver na Tabela 31 foram também analisados os niveis séricos

Tabela 31: Niveis séricos das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios em doentes com
CCR de acordo com o perimetro da cintura

DO D o] [o )oe
PC PC PC muito PC PC PC muito
normal elevado elevado | normal elevado elevado
Adiponectina 2,48 4,47 3,04 6,35 5,69 5,55
ug/mL (ND) (ND) (7,03) (4,37) (8,12) (5,19)
n=2 n=3 n=10 | n=10 n=14 n=27
p 0,298 0,877
Leptina 4,53 9,33 26,79 5,74 5,82 7,69
ng/mL (ND) (ND) (40,61) | (1,59) (2,4) (6,09)
=2 n=3 n =10 n=10 n=14 n=27
p 0,075 0,001
Resistina 7,89 4,38 5,47 12,1 17,07 15,62
ng/mL (ND) (ND) (12,34) | (12,21) (23,33) (21,29)
=2 n=3 n=9 n=9 n=14 n=27
p 0,585 0,386
Visfatina 165,27 100,47 96,91 63,76 73,66 70,71
pg/mL (ND) (ND) (187,86)| (NA) (137,91) (89,88)
=2 n=3 n=9 n=3 n=5 n=14
p 0,834 0,860
TNF a (ND) 2,94 3,35 4,38 4,51 4,55
pg/mL (ND) (2,96) | (11,71) | (371,06) (17,57)
n=2 n=3 n=9 n=10 n=14 n=26
p ND 0,825
MCP-1 524,53 404,19 491,04 | 309,49 431,76 417,49
ng/mL (ND) (ND) (251,49) | (495,22) | (545,67) (468,35)
n=2 n=3 n=9 n=10 n=14 n=26
p 0,764 0,734

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; ND, Ndao determinado; Teste Kruskal-Walli

significado estatistico para p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecoloi

stimulating factor 1
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das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios de acordo com o perimetro da
cintura, tendo-se verificado que havia uma diferenga estatisticamente significativa
nos valores medianos da leptina entre os doentes com PC normal e PC muito
elevado [5,74ng/mL (IQR=1,59)] e [7,69ng/mL (IQR=6,09) respetivamente; p=0,001].
Seguidamente, foram analisados os niveis séricos medianos das adipocitocinas e
dos fatores inflamatérios de acordo com os estadios da classificagdo TNM (Figura 30

e Tabela 32).

Tabela 32: Niveis séricos das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios em doentes
com CCR de acordo com o estadio do tumor

VELEVER
Mediana Mediana Mediana Mediana
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
Adivonectina 8,14 7,00 3,77 7,33
P (6,35) (4,04) (7,08) (7,72) 0,564
ug/mL _ - = =
n=15 n=27 n=19 n=17
P 6,63 6,53 6,49 5,92
P (1,57) (3,27) (5,9) (2,62) 0,937
ng/mL
n=15 n=27 n=19 n=17
Resistina 21,25 14,57 15,31 20,22
(18,95) (10,89) (16,18) (31,41) 0,059
ng/mL
n=15 n=27 n=19 n=16
o 59,67 53,52 141,92 70,50
Visfatina (188,83) (89,24) (155,26) (396,99) 0,380
pg/mL n=5 n=8 n=12 n=6
4,04 5,04 5,95 3,23
TNF a
(142,44) (30,55) (9,86) (2,66) 0,391
pg/mL ~ _ ’ a
n=>5 n=10 n=12 n=8
ey 271,87 370,95 500,68 338,7
ng/ml (499,46) (396,76) (417,45) (573,19) 0,564
= n=15 n=27 n=17 n=16

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; Teste Kruskal-Wallis; significado estatistico para
p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Verificou-se que a adiponectina apresenta valores mais baixos nos doentes no
estadio Ill [3,77 pug/mL (IQR=7,08)], enquanto nos estadios I, Il e IV estes valores sdo

mais elevados [8,14 ug/mL(IQR=6,35), 7,00 pg/mL(IQR=4,04) e 7,33
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ug/mL(IQR=7,72), respetivamente], embora as diferengas ndo tenham significado

estatistico.
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Figura 30: Andlise dos niveis séricos de adiponectina (A), leptina (B), resistina (C), visfatina

(D), TNF-a (E) e MCP-1 (F) em doentes com cancro colorretal de acordo com o
estadiamento do tumor.

TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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Contrariamente, os doentes com tumores no estadio Il apresentam uma tendéncia
para aumento dos niveis de visfatina e MCP-1, contudo as diferengas nao sdo
estatisticamente significativas.

Como referido anteriormente, analisaram-se também os niveis séricos das citocinas
e dos fatores inflamatérios em relacdo a progressao do tumor em fungao da sua
evolugdao na mucosa do célon (estadiamento T) (Tabela 33). Para fazer esta andlise
os doentes com CCR foram divididos por 4 niveis de progressdo na mucosa, de
acordo com a Classificagdo TNM, T1 a T4, sendo posteriormente comparados entre
Si.

Para analisar se existe alguma correlacdo entre os niveis de adipocitocinas e de
fatores inflamatdrios com as caracteristicas do tumor, avalidmos a sua expressao
em funcdo da localizagdo topografica e dimensdo do tumor, do estadiamento
classico (TNM) e da sua evolugdo na mucosa (T).

Como se pode verificar na Tabela 33, de um modo geral, os doentes com CCR com
tumores mais superficiais (T1) sdo os que apresentam niveis mais baixos de TNF-q,
enquanto os niveis séricos de visfatina e MCP-1 se encontram tendencialmente
mais elevados nos doentes com tumores T2 e T4, respetivamente.

Seguidamente, tentou-se avaliar se os niveis das adipocitocinas (adiponectina,
leptina, resistina e visfatina) e do TNF-a e MCP-1, apresentavam diferencas entre
tumores mais superficiais, T1 e T2, em relagdo aos doentes com tumores mais
profundos, T3 e T4. Os resultados mostram que os doentes com tumores mais
superficiais apresentam niveis séricos de resistina significativamente mais elevados
em relacdo aos doentes com tumores mais profundos [Ti,: 21,58 ng/mL

(IQR=34,19); T3.4:14,82 ng/mL (IQR=15,19); p=0,037].
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Tabela 33: Valores medianos das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios segundo a
dimensao T do Tumor

Variaveis Mediana Mediana Mediana Mediana
(1QR) (IQR) (IQR) (IQR)
Adiponectina 8,14 7,56 6,70 4,53
P (NA) (8,81) (6,58) (5,54) 0,505
ug/mL N ” " "
n=3 n=11 n=41 n=17
Leptina 7,06 6,49 6,49 7,69
. (NA) (1,02) (3,86) (5,62) 0,552
ng/mL
n=3 n=11 n=41 n=17
Resistina 19,63 24,82 15,81 13,13
(NA) (51,17) (13,42) (25,51) 0,112
ng/mL
n=3 n=11 n=41 n=16
Visfatina NA 73,66 130,75 81,17
e n=1 (NA) (174,36) (102,42) 0,599
= n=3 n=4 n=24
NFa NA 2,79 4,53 4,84
n=1 (512,88) (6,93) (14,01) 0,97
pg/mL _ i B
n=5 n=18 n=10
MCP-1 295,56 271,87 307,43 459,31
(NA) (629,87) (408,80) (386,15) 0,486
ng/mL
n=3 n=11 n=40 n=16

Valores em mediana; IQR: amplitude interquartil; ND, Nao determinado; Teste Kruskal-Wallis;
significado estatistico para p<0.05; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-
stimulating factor 1

4.3.3.ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DAS ADIPOCITOCINAS E DE FATORES

INFLAMATORIOS EM DOENTES COM CANCRO COLORRETAL E CONTROLOS
Além dos niveis séricos das adipocitocinas (adiponectina, leptina, resistina e
visfatina) e do TNF-a e MCP-1, avaliamos a expressdo dos genes que codificam estas
proteinas no célon normal de controlos e em célon normal e tumoral dos doentes
com cancro colorretal, por PCR em tempo real.
Como se pode observar na Figura 31, os niveis de expressao relativa dos genes da
adiponectina, resistina, visfatina, TNF-a e MCP-1, no tecido de célon normal e

tumoral dos doentes com CCR apresentam valores medianos semelhantes.
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Figura 31: Avaliagao da expressao dos genes das adipocitocinas e citocinas inflamatorias
por PCR em tempo real.

A figura representa a expressdo génica da adiponectina (A), leptina (B), resistina (C),
visfatina (D)] e de TNF-a (E) e MCP-1 (F) em célon normal de controlos (barra azul), em
c6lon normal (barra vermelha) e tumoral (barra verde) de doentes com cancro colorretal.

Apesar da expressao génica mediana da adiponectina e do TNF-a ser semelhante no

tecido normal e tumoral dos doentes e no tecido normal dos controlos, observa-se
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tendéncia para aumento da expressdao génica destas citocinas nos tecidos dos
doentes com CCR. Para além desta alteracdo nos tecidos normal e tumoral dos
doentes, observa-se diminuicdo da expressdo génica da resistina e de MCP-1,
relativamente ao tecido normal dos controlos.

No entanto, apenas para o MCP-1 as diferengas encontradas sao estatisticamente
significativas (p=0,046 e 0,03, respetivamente).

Para verificar se os niveis séricos das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios
poderiam refletir de algum modo os niveis tumorais destes parametros procedeu-se
a analise comparativa dos niveis séricos destas moléculas com a expressao génica
no colon.

Assim, verificou-se que os valores séricos da adiponectina, da visfatina e do TNF-a
apresentam um perfil convergente ao da expressao génica tumoral, com tendéncia
para aumento nos doentes com cancro e valores mais baixos nos controlos. Por
outro lado, a expressao sérica da leptina e do MCP-1 sdo divergentes em termos de
expressao sérica e tecidual, ou seja, os doentes que apresentam valores séricos
medianos mais baixos tem expressdo génica mais elevada. Observam-se também
divergéncias entre os valores séricos da resistina e a sua expressao génica tecidual,
com valores séricos desta adipocitocina mais elevados nos doentes com CCR e
expressao genica mais baixa.

Seguidamente analisou-se se existia uma correlacdao entre os niveis de expressao

génica tecidual, os niveis séricos das adipocitocinas e do TNF-a e MCP-1 (Figura 32).
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Figura 32: Andlise das correlagdes entre a expressdo génica de adipocitocinas e fatores
inflamatodrios nos tecidos normal e tumoral de doentes com cancro colorretal.
TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1

Como referido anteriormente, os niveis séricos de MCP-1 correlacionam-se

negativamente com os niveis séricos de adiponectina, mas também com a

expressao génica da adiponectina na mucosa normal (R=-0,378; p=0,007) e com a

expressao génica da visfatina na mucosa normal (R=-0,372; p=0,007).
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Por outro lado, constatou-se que os niveis séricos de MCP-1 se correlacionam
positivamente com a expressdao génica da resistina na mucosa normal (R=0,304;
p=0,030) e com a expressao génica da leptina (R=0,345; p=0,024) e da resistina
(R=0,316; p=0,037) na mucosa tumoral.

A expressao génica da adiponectina na mucosa normal esta também correlacionada
com a expressao génica da leptina (R=0,434; p=0,001) e da visfatina (R=0,741; p
<0,001) na mucosa do célon normal. Verificou-se ainda que expressdo génica da
adiponectina na mucosa normal se correlacionou inversamente com a expressao
génica da resistina tanto na mucosa normal (R=-0,550; p=0,000) como no tecido
tumoral (R=0,476; p=0,001).

Para além das correlagBes entre os niveis séricos e tecidulares das adipocitocinas e
dos fatores inflamatdrios entre si, observaram-se correlagdes entre a expressao
génica tecidual e os parametros clinico-laboratoriais dos doentes. A expressdo
génica da leptina na mucosa normal correlaciona-se positivamente com o CEA
(R=0,280; p=0,047) e com os niveis de resistina circulante (R=0,307; p=0,038), e
inversamente com a expressao génica de resistina no célon normal (R=-0,550;

p=0,000) e no cdélon tumoral (R=-0,109; p=0,478).

4.3.4. AVALIAGAO DOS NIVEIS SERICOS E TECIDULARES DAS ADIPOCITOCINAS
E DE FATORES INFLAMATORIOS COMO MARCADORES TUMORAIS DE CANCRO
COLORRETAL E DE PROGNOSTICO
Tendo como objetivo, avaliar a capacidade discriminatéria dos niveis séricos e da
expressao génica tecidular das adipocitocinas e do TNF-a e MCP-1 como eventuais

marcadores no diagndstico do cancro colorretal foram construidas curvas Receiver
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Operating Characteristic (ROC) (Figura 33). Estas curvas foram também utilizadas na
identificacdo de pontos de corte para a determinagdo da sua potencial utilizagao
como marcadores de progndstico (Figura 34). O tempo médio de sobrevivéncia dos
doentes foi depois avaliado pelo método de Kaplan-Meier (Figuras 36 e 37).

Na Figura 34 estdo representadas as curvas ROC construidas de forma a analisar a
capacidade discriminatéria das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios como

marcadores de diagndstico de cancro coloretal (Tabela 34).

Tabela 34: Capacidade discriminatéria das adipocitocinas e dos fatores inflamatdrios na
identificacdo de doentes com cancro colorretal

—

AUC 0,561 0,603 0,850 0649 0,759 0,570
(0,469- (0,506- (0,787-  (0,513- (0,625- (0,476
(IC 95%)
0,653) 0,700) 0,913)  0,785)  0,894)  0,664)
S 10,97 12,85 10,83 31,20 301 188,37
corte
Sensibilidade 24,6% 885%  831%  968%  77.1%  32%
Especificidade 87,5% 44,4%  771%  344%  73,7%  89,7%
VPP 69% 63% 80% 59% 84% 77%
VPN 52% 78% 81% 92% 64% 54%
p 0,198 0,029 <0,001 0,042 0,002 07149

AUC - area abaixo da curva; IC — Intervalo de confianga; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1,

Monocytecolony-stimulating factor 1

Na Tabela 34, verifica-se que a leptina, a resistina, a visfatina e o TNF-a sdo as
citocinas que apresentam capacidade discriminatéria para a identificacdo de
doentes com cancro colorretal, sendo a area abaixo da curva (AUC) de 0,603 (IC
95%: 0,506-0,700) para a leptina, de 0,850 (IC 95%: 0,787-0,913) para a resistina, de

0,649 (IC 95%: 0,513-0,785) para a visfatina e de 0,759 (IC 95%: 0,625-0,894) para o

154



IMPORTANCIA CLINICA DE NOVOS MIARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORRETAL

Resultados

TNF-a. No entanto, os resultados mostram que niveis séricos de resistina
constituem o parametro com maior exatiddo discriminatéria, uma vez que
apresentam a maior AUC (0,850), sugerindo bom potencial como biomarcador de
diagndstico.

Uma vez que estes parametros apresentam valor preditivo determinou-se o ponto
de corte (cut-off) que maximiza a sensibilidade e especificidade de cada molécula
como “biomarcador” através do calculo do indice de Youden.

Assim, o ponto de corte 6timo da leptina para a identificacdo de doentes com CCR
foi de 12,85 ng/mL (sensibilidade: 88,5% e especificidade: 55,6%), para a resistina
de 10,83 ng/mL (sensibilidade: 96,8% e especificidade: 65,6%), de 31,20 pg/mL para
a visfatina (sensibilidade: 83,1% e especificidade: 22,9%) e de 3,01 pg/mL para o
TNF-a (sensibilidade: 77,1% e especificidade: 26,3%).

Posteriormente, avaliou-se o papel das adipocitocinas e dos fatores inflamatérios
na sobrevivéncia dos doentes com cancro colorretal, através da analise do seu valor
discriminatdrio. Para tal, construiram-se curvas ROC de modo a calcular os pontos
de corte que permitissem estratificar os doentes em termos de sobrevivéncia global
(Figura 36).

Assim, o tempo médio de sobrevivéncia dos doentes foi avaliado utilizando os
pontos de corte calculados através das curvas ROC para estratificar os doentes com
cancro colorretal.

Como se pode verificar na Tabela 35 e na Figura 36, a estratificacdo dos doentes
com CCR pelos pontos de corte calculados para os niveis séricos de adiponectina, de

leptina e para a visfatina permite discriminar os doentes em dois grupos de risco
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distintos. Os doentes com niveis séricos de adiponectina ou visfatina superiores a
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Figura 33: Avaliacdo dos niveis de citocinas séricos como potenciais marcadores de
diagndstico em doentes com cancro colorretal através da andlise de curvas Receiver
Operating Characteristic (ROC).

A figura representa a area abaixo da curva (AUC) da adiponectina (A), leptina (B), resistina (C),
visfatina (D), TNF-a (E) e MCP-1 (F), a qual permite identificar a citocina que possui maior poder de
discriminagdo entre controlos e doentes com cancro colorretal. IC — Intervalo de confianga; TNF,
Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1.
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Tabela 35: Capacidade discriminatdria das adipocitocinas e dos fatores inflamatdrios na

sobrevivéncia de doentes com cancro colorretal
0,698 0,556 0,514

AUC 0,599 0,569 0,526
Ucss)  (©4700727) 7o ool oaon o5y 0aee
Ponto de corte 5,56 6,56 26,47 255,38 53,01 438,08
Sensibilidade 77,3% 72,7% 38,1% 36,4% 100% 57,9%
Especificidade 50% 55,4% 76,8% 100% 17,4% 64,3%
VPP 38% 38% 38% 100% 39% 35%
VPN 85% 83% 77% 74% 100% 82%
¢] 0,177 0,348 0,727 0,073 0,590 0,860
AUC 0,587 0,537 0,698 0,603 0,515 0,690
om0 waorry 00 OEL - oan oo 0
Ponto de corte 0,99 0,51 1,09 0,71 24,96 1,02
Sensibilidade 75% 58,3% 75% 66,7% 100% 75%
Especificidade 50% 65,9% 69% 61,9% 27,3% 73,8%
VPP 30% 32% 41% 33% 26% 45%
VPN 88% 84% 91% 87% 91% 91%
¢] 0,360 0,702 0,037 0,279 0,886 0,046

AUC - area abaixo da curva; IC — Intervalo de confianga; TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1,

Monocytecolony-stimulating factor 1

5,56 pug/mL ou a 255,38 pg/mL, respetivamente, e, ou com valores séricos de

leptina inferiores a 6,56 ng/mL apresentam menor sobrevivéncia global.
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Figura 34: Avaliacdo dos niveis de citocinas séricos como potenciais marcadores de
prognoéstico em doentes com cancro colorretal através da analise de curvas Receiver

Operating Characteristic (ROC).

A figura representa a area abaixo da curva (AUC) da adiponectina, leptina, resistina, visfatina, TNF-a
e MCP-1, a qual permite identificar a citocina que possui maior poder de discriminagdo da
sobrevivéncia em doentes com cancro colorretal. IC — Intervalo de confianga; TNF, Factor de necrose

tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1.
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Figura 35: Avaliacdo dos niveis de expressdo génica das citocinas no tecido tumoral como
potenciais marcadores de progndstico em doentes com cancro colorretal através da analise
de curvas Receiver Operating Characteristic (ROC).

A figura representa a area abaixo da curva (AUC) da adiponectina, leptina, resistina, visfatina,
TNF-a e MCP-1, a qual permite identificar a citocina que possui maior poder de discriminacdo

da sobrevivéncia em doentes com cancro colorretal. IC — Intervalo de confianga; TNF, Factor

de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1.
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A analise da sobrevivéncia global estratificada pelos niveis séricos da adiponectina,
leptina e visfatina permitiu verificar que existe uma maior sobrevivéncia dos
doentes que apresentam niveis séricos de adiponectina inferiores a 6,56 pug/mL de
leptina superior a 6,56 ng/mL e de visfatina inferiores a 255,36 pg/mL.

No entanto, a andlise da sobrevivéncia global estratificada pelos niveis séricos de
resistina, de TNF-a. e de MCP-1, permitiu apenas verificar uma tendéncia para
menor sobrevivéncia e, ou pior progndstico dos doentes que apresentavam niveis
séricos de resistina e de MCP-1 superiores a 26,47 ng/mL e 438,08 ng/mL,
respetivamente, e para os doentes que apresentavam valores séricos de TNF-a
inferiores a 53,01 pg/mL.

A mesma analise de sobrevivéncia foi efetuada para os niveis de expressao génica
das adipocitocinas e dos fatores inflamatdérios no tecido tumoral. Como se pode
verificar na Figura 37, a estratificacdo dos doentes com CCR pelos pontos de corte
resistina, MCP-1 superiores a 1,09 e 1,02, respetivamente, e para os doentes que
apresentavam valores séricos de TNF-a inferiores a 5,02 calculados para os niveis
expressao génica das adipocitocinas e dos fatores inflamatdrios apenas permitiu
discriminar os doentes em dois grupos de risco distintos, estatisticamente
significativos entre si, com base na expressao do gene MCP-1. Assim, os doentes
com niveis de expressdao génica de MCP-1 superior a 1,02 apresentam menor
sobrevivéncia relativamente aos doentes com valores mais baixos deste parametro
inflamatdrio. Relativamente a analise da sobrevivéncia global estratificada pelos
niveis de expressdo génica no tecido tumoral das restantes adipocitocinas e fatores
inflamatodrios, verificou-se que apenas os doentes que apresentam baixos niveis de

expressao dos genes da adiponectina e da visfatina no tecido tumoral e altos niveis

160



IMPORTANCIA CLINICA DE NOVOS MIARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORRETAL

Resultados

Cum Survival

Cum Survival

Cum Survival

Survival Functions

104 ——
0.6 L < 5,56 pg/ml
1 -+
st
[
0,6 [
W >5,56 pg/ml
ikt o
0,41
0,24
Adiponectina
00 p=0,022
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Dias
Survival Functions
1,04 T
L
: L, > 6,56 ng/ml
L s HH—
0,84
L
AH < 6,56 ng/ml
..+
0,41
0,24
Leptina
0.0 p=0,037
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Dias
Survival Functions
104 T
L . 1
0,84 M—\—Mﬂ—‘ﬂ—l
‘ W < 26,47 ng/ml
bt
"
0,641
0,471
> 26,47 ng/ml
0,24
Resistina
007 p=0,182
6 2&0 4‘00 660 860 lDIOIJ lZIOIJ l4|00
Dias

Cum Survival

Cum Survival

Cum Survival

Survival Functions

10 7
U
! 1
0,84
' — < 255,38 pg/ml
0,6
0,44
> 255,38 pg/ml
0,24
Visfatina
00 p=0,005
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Dias
Survival Functions
>53,01 |
104 3,01 pe/m
L
0,84 Ll—‘
-
0.64 ‘H < 53,01 pg/ml
it
0,4
0,2
TNF-o
001 p=0,154
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Dias
Survival Functions
104
h’—ﬂ < 438,08 ng/ml
0,8 ‘
> 438,08 ng/ml
0,6 *T
L +
0,4
0,2
MCP-1
007 p=0,131
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Dias

Figura 36: Analise da sobrevivéncia global de doentes com cancro colorretal em
fungdo dos niveis séricos da adiponectina, da leptina, da resistina, da visfatina, do

TNF-o e do MCP-1.
TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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de expressdo dos genes da leptina, da resistina e do TNF-a, mostram uma tendéncia

para maior sobrevivéncia global.
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Figura 37: Andlise da sobrevivéncia global de doentes com cancro colorretal em funcao
dos niveis de expressao genica no tecido tumoral da adiponectina, da leptina, da
resistina, da visfatina, do TNF-o. e do MCP-1.

TNF, Factor de necrose tumoral; MCP-1, Monocytecolony-stimulating factor 1
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na carcinogénese, no
desenvolvimento e na progressao do CCR sdo multiplos, ocorrendo em varias
etapas, desde a lesdo inicial nas criptas (pdlipos adenomatosos), ao carcinoma in
situ, até a sua progressdao e metastizacdo. Para além das multiplas alteragdes
genéticas e epigenéticas conhecidas, vdrios estudos tém demonstrado a associagdo
entre obesidade, o aumento da incidéncia e da mortalidade por cancro. Durante a
ultima década, o tecido adiposo tem ganho importancia, pois para além do seu
papel no armazenamento de energia, tem-se mostrado um érgdo enddécrino onde
sdo produzidas vdrias hormonas e, ou citocinas, denominadas adipocitocinas, com
um papel importante na homeostase energética, no metabolismo glucidico e
lipidico e na regulacdo do peso corporal. O aumento da gordura abdominal
(visceral) e as alteragcbes metabdlicas com ela relacionadas, nomeadamente a
insulinorresisténcia, o hipersinsulinismo, a hiperglicémia, a dislipidémia, a
inflamacdo crénica e o aumento dos radicais livres de oxigénio, levam a maior
producdo das citocinas produzindo um estado inflamatério crénico, o que relaciona
a obesidade com o risco de cancro. As adipocitocinas tém sido relacionadas com
varios tipos de cancro, pela sua capacidade de promover a proliferacdo, a
diferenciacdo e a morte celular. Todavia, o seu papel no desenvolvimento e
progressdao do CCR, bem como a sua potencial utilizagdo como marcadores

tumorais, ndo estao totalmente clarificados.
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5.1. CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

5.1.1. Caracterizacdo epidemioldgica e clinica dos doentes com CCR

O estudo envolveu 89 doentes com o diagndstico histolégico de adenocarcinoma do
célon ou reto, seguidos no HDFF, EPE, e 73 controlos sem doenca neoplasica
conhecida. Foi efetuada uma entrevista para recolha de dados demogréficos,
habitos alimentares, medidas antropométricas, e dados relacionados com a histéria
da doenca, diagndstico e evolugcdo. Todos os participantes foram classificados
segundo o indice de Massa Corporal (IMC) e o perimetro da cintura (PC), tendo
ainda em atencdo a localizagao topografica do tumor e o seu estadiamento clinico
ou patoldgico.

Os resultados observados, relativamente as caracteristicas epidemioldgicas e
distribuicdo das varidveis clinicas e patolégicas, sdo apresentados em confronto
com os dados gerais da literatura internacional, do FOCCO (Bretes L., 2010), do ROR
centro 2010 (Instituto Portugués de Oncologia, 2010) e da Direcao Geral de Saude
(Direcao Geral de Saude, 2013).

Embora os dados apresentados pela Direcio Geral de Salde no seu registo
“Portugal doencgas oncoldgicas em numeros — 2013” refiram uma taxa de incidéncia
bruta para o CCR de 66,8 novos casos por 100.000 habitantes no ano de 2007 e a da
publicacdo ROR centro 2010 para o distrito de Coimbra refira 76,78 novos casos por
100.000 habitantes no ano de 2010, o presente trabalho revela que o célculo da
taxa de incidéncia bruta efetuado com base no ROR de 2010 e no Censos de 2011
para o concelho da Figueira da Foz, daria entre 44,17 e 51,43 novos casos de CCR

por ano. Estes achados estdo de acordo com o facto de, segundo os mesmos
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Censos, a populagado residente no concelho da Figueira da Foz ser uma populagao
mais envelhecida e a idade constituir um fator de risco para esta doenga.

Segundo o FOCCO a distribuicdo nacional dos doentes por género é maior para o
género masculino do que para o feminino, 61% e 39% respetivamente. O ROR
centro apresenta também um predominio de doentes do género masculino, com
um racio masculino/feminino de 1,84. O presente trabalho apresenta o mesmo tipo
de distribuicdo por género.

A idade média ao diagndstico da populagdo do nosso trabalho foi de 70,6 anos
(mediana 72,09) ou seja ligeiramente superior a do estudo FOCCO, mostrando uma
populacdo em estudo ligeiramente mais envelhecida. N3ao se observaram diferencas
estatisticamente significativas na mediana de idades entre os dois géneros. No
FOCCO a idade média no momento do diagndstico foi de 66,5 anos, com 50% das
neoplasias a ocorrerem entre os 58 e os 75 anos. No ROR centro ndo ha registo da
idade média ao diagndstico, mas em relagdo as faixas etarias verifica-se que 59,52%
sdo diagnosticados antes dos 75 anos, com maior incidéncia nos escalGes etarios
dos 70 aos 79, seguido dos 60 aos 69 anos.

No que diz respeito aos habitos alimentares verificou-se que o perfil de ingestao de
carne vermelha é semelhante nos doentes do estudo e nos doentes analisados no
FOCCO, com 51,8% dos doentes do estudo e 51% da populagdo do FOCCO a
consumir carne vermelha mais de 3 vezes por semana.

Em conclusdo, os doentes avaliados no presente trabalho tém as mesmas
caracteristicas epidemiolégicas que os doentes registados nas bases nacionais de
dados do cancro, no que diz respeito a sua distribuicdo por género e por escaldo

etario. Contudo, em relacdo a média de idades dos doentes com CCR seguidos no
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HDFF, EPE no periodo em que decorreu o estudo, verifica-se um ligeiro aumento
(cerca de 4 anos) em relagdo aos outros dados registados.

Em relacdo ao numero de novos casos de CCR para o concelho da Figueira da Foz, o
que seria espectavel era que fossem diagnosticados cerca de 41,31 novos casos de
CCR por 100.000 habitantes e por ano, mas constatou-se que o numero foi
ligeiramente superior em todos os anos em que decorreu o recrutamento, com
excecdo do ultimo ano em que o nimero de casos de CCR se aproximou da
estimativa de incidéncia para este tipo de cancro.

Em relagdo a naturalidade e residéncia verificou-se que a maioria dos doentes era
natural do concelho da Figueira da Foz e que cerca de 95% residia na Figueira da Foz
ou nos concelhos limitrofes, pelo que a varidvel geografica ndo tera influenciado os
resultados encontrados.

Em relacdo a profissdo e atividade laboral, ndo foram encontrados registos destes
dados nas séries consultadas. No que diz respeito ao horario de trabalho verificou-
se no presente estudo que os doentes do género masculino trabalhavam menos por
turnos do que no estudo FOCCO (22% vs 38%, respetivamente), enquanto 3% das
mulheres incluidas neste trabalho trabalhavam por turnos e no FOCCO estas
representavam 16% dos casos. A duragdao em anos do trabalho por turnos foi de
15,5 no presente trabalho e no FOCCO de 15,9 e 16,4 para homens e mulheres,

respetivamente.

5.1.2. Variaveis patoldgicas
A localiza¢do do CCR nos doentes incluidos neste estudo foi predominantemente no

colon (58,4%). Estes resultados sado idénticos aos do ROR centro de 2010.
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No FOCCO o CCR distribuiu-se predominantemente pelo célon com 71% dos casos,
enquanto 16% estavam localizados ao reto e 2% a regido retossigmoideia. Nos
registos do ROR centro em 2010, a localizagdo, embora idéntica na sua distribuicdo
topografica (célon 63,38%, reto 31,15% e regido retossigmoideia 5,47%), mostrou
uma tendéncia para um aumento do numero de casos da regido terminal do
intestino. No FOCCO, o racio da localizagdo cdlon/reto era de 3,87, no ROR era de
1,73 e neste trabalho foide 1,17.

Relativamente ao estadiamento clinico, no presente trabalho verificou-se que na
altura do diagndstico a maior parte dos doentes estava no estadio Ill, seguido do Il,
mas quando se efetuou o estadiamento patoldgico a percentagem de doentes em
estadio Il passou a ser dominante. No FOCCO, a maior percentagem dos doentes
também de encontrava no estddio Ill, seguida do Il (38% e 34%, respetivamente),
enquanto 21% estao no IV e apenas 7% estao no I.

Neste estudo, a sobrevivéncia global dos doentes foi de 87,6% aos 12 meses e de
63,8% aos 48 meses, no entanto, ndo encontramos referéncias bibliograficas de

comparagdo para uma populagdo com estas mesmas caracteristicas.

5.2. CITOCINAS E FATORES INFLAMATORIOS

A exposicdo a carcinogénicos ambientais em consequéncia do estilo de vida, dos
habitos alimentares, assim como o envelhecimento, tém sido associados a lesdo da
mucosa do célon e sua evolugdo para CCR. Do mesmo modo, tem sido relacionado o
desenvolvimento e progressaio do CCR com a disfuncdo do tecido adiposo

possivelmente acompanhado por altera¢cdes na producdao de adipocitocinas e
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citocinas inflamatérios (Hillenbrand et al., 2012). Por um lado, a participacdo das
citocinas podera refletir um estado inflamatdrio crénico de baixo grau associado a
obesidade. Além disso, poderd estar relacionado com um estado de
insulinorresisténcia. A relacdo da obesidade com a gordura visceral ou subcutanea
parece ser a primeira e a mais relacionada com estas alteragdes. Assim, o IMC nao
deve ser considerado para avaliar a distribuicdo visceral da gordura (Tsukada et al.,
2011).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel das citocinas, adiponectina,
visfatina, leptina, resistina, TNF-a e MCP-1, na etiopatogenia do CCR, bem como a
sua eventual utilizacdo como biomarcadores de diagndstico e, ou progndstico. Para
isso, foram avaliados os niveis séricos e a expressdao génica tumoral das
adipocitocinas e das citocinas inflamatérias (TNF-a e MCP-1) em doentes com
diagndstico de novo de CCR e em controlos, correlancionando-se os dados com as
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas dos tumores, bem como a sua
influéncia na sobrevivéncia global dos doentes.

Varios investigadores tém tentado estabelecer a correlacdo entre a adiponectina e
o CCR, tendo verificado que a diminuicdo de adiponectina promoveria a
proliferacdo das células epiteliais do célon, ativando a carcinogénese. (Tulubas,
Mete, Oznur, & Topcu, 2013). No entanto, Lukanova e colaboradores (2006) nado
encontraram associacao entre os niveis séricos de adiponectina e o risco elevado de
CCR (Lukanova, Soderberg, Kaaks, Jellum, & Stattin, 2006). A associacdo entre as
concentracdes de adiponectina e o risco de CCR, mantém-se ainda controversa,
nomeadamente devido a existéncia de diferentes fracdes da adiponectina (total,

alto peso molecular e peso molecular mais baixo), com diferentes atividades

170



IMPORTANCIA CLINICA DE NOvOS MARCADORES MOLECULARES NO CANCRO COLORECTAL

Discussdo

bioldgicas. A fracdo de alto peso molecular estard mais relacionada com a insulino-
sensibilidade, e a fracdo de baixo peso molecular terda um maior potencial anti-
inflamatdério, com a diminuicdo de risco de CCR (Aleksandrova et al., 2013).
Também se tem verificado que o nivel de adiponectina é varidvel com o tipo de
tumor, referenciando-se niveis mais elevados no cancro do pancreas do que no CCR
(Jean Marc Phelip et al., 2011).

Muitos investigadores tém encontrado valores baixos de adiponectina em grupos
de doentes com cancro, considerando este facto como um fator de risco
independente para o desenvolvimento do adenoma do célon e do CCR (Otake et al.,
2010)(Gulcelik et al., 2012)(Erarslan et al., 2009). No entanto, no presente trabalho
verificou-se que os niveis de adiponectina eram ligeiramente mais elevados na
populacdo doente do que no grupo controlo. No entanto, quando a populagao foi
estratificada por grupos de IMC verificou-se que no grupo dos obesos (IMC >30) os
valores da adiponectina eram ligeiramente mais baixos nos doentes que no grupo
controlo. De igual modo, Hillenbrand e colaboradores (2012) encontrou niveis mais
elevados no grupo de doentes com CCR (14,2 ug/mL) do que num grupo de dadores
benévolos de sangue (11,8 pg/mL), ndo encontrando correlacio entre a
concentracdo plasmatica de adiponectina e o CCR (Hillenbrand et al., 2012).

Foi demonstrado que baixos niveis de adiponectina estdo associados a um risco
aumentado para desenvolver cancro gastrico (Tsukada et al., 2011).

Segundo alguns autores o CCR em idades mais jovens estd associado a doenc¢a mais
avancada, com caracteristicas histoldgicas mais agressivas, pior sobrevivéncia livre
de doencga e maior mortalidade relacionada com a doenga, do que os doentes mais

velhos (Chou et al., 2011). Este sera também um aspeto a ter em conta no presente
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trabalho, uma vez que a mediana de idades é cerca de 4 anos maior que noutras
séries.

Outra adipocitocina avaliada foi a leptina uma proteina com multiplas fungdes,
principalmente a nivel do sistema nervoso central, onde participa na regulacao do
apetite (anorexigena) e na reproducdo, além de ser pré-angiogénica, participa
também na formagdo do osso. E inibidora do apetite e promotora da oxidacdo
lipidica.

No presente trabalho, verificou-se que a mediana de valores da leptina sérica era
significativamente mais baixa no grupo de doentes que no grupo de controlos
(p=0,029), sendo superior no género feminino tanto no grupo de doentes como no
grupo de controlos, o que é consistente com os resultados de outros autores
(Hillenbrand et al., 2012).

No nosso estudo observamos que os niveis séricos de resistina estavam
significativamente aumentados nos doentes com CCR quando comparados com o
grupo de controlo (p<0,001). Estes resultados estdo de acordo com grande parte
dos estudos publicados, nos quais se verificou igualmente niveis mais elevados de
resistina nestes doentes (Gonullu et al., 2010; Salageanu et al., 2010; Tulubas et al.,
2013). Além disso, os niveis séricos de visfatina eram mais elevados no grupo de
doentes com CCR quando comparados com o grupo de controlo, resultados estes
igualmente com significado estatistico (p=0,042).

O tecido adiposo tem na sua composi¢cdo macréfagos. O MCP-1 é uma proteina com
intervengdo nos tumores associados aos macréfagos, quer por recrutamento de
mondcitos para os tecidos afetados (Honda et al., 2011) quer por estimulo ou

inibicdo de fatores de crescimento celular. O aumento de infiltrado de macroéfagos
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nos tecidos afetados, tem sido relacionada com a presenca de metastases e de mau
progndéstico em varios tipos de cancro. O MCP-1 estd também associado a
angiogenese por indugdo direta da VEGF e HIF-1 ou por a¢do da angiopoetina-2,
fator importante na promocdo da angiogénese. No presente trabalho encontraram-
se valores mais baixos de MCP-1 nos doentes que nos controlos, embora essas
diferencas nao sejam consideradas significativas.

Em conclusdo, existem diferengas significativas nos valores séricos de algumas
adipocitocinas avaliadas em doentes com CCR em relagdo aos controlos
particularmente evidentes para a resistina, visfatina, TNF-a e leptina. Estas
alteragbes sao sugestivas do papel destas adipocitocinas e do TNF-a no
desenvolvimento do CCR.

Uma vez que as variagGes observadas nos niveis de adipocitocinas poderiam ser
influenciadas pelo género, habitos alimentares e perfil metabdlico dos doentes,

avaliaram-se posteriormente estes parametros em controlos e doentes com CCR.

5.2.1.INFLUENCIA DO GENERO NOS NiVEIS SERICOS DE CITOCINAS E FATORES
INFLAMATORIOS EM DOENTES COM CANCRO E CONTROLOS
Para avaliar se os niveis de adipocitocinas e das citocinas inflamatérias, MCP-1 e
TNF-a eram dependentes do género, determinaram-se os niveis destas citocinas em
funcdo desta variavel.
Assim, no presente trabalho verificou-se que a mediana de valores da adiponectina
era superior no género feminino tanto no grupo de doentes como no grupo de
controlos, sendo no género feminino mais baixa nos doentes, o que é consistente

com os resultados de outros autores. Contudo, as diferencas nao foram
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significativas, o que sugere que estas altera¢des nao parecem influenciar o risco de
desenvolvimento de CCR. Apesar de existir variabilidade dos valores séricos de
adiponectina em relagdo ao género, sendo mais elevados no género feminino em
relacdo ao masculino (Hillenbrand et al., 2012; Song et al., 2013; Wolf et al., 2006),
Mingyang Song (2013) ndo sendo encontrada qualquer associacdo entre os niveis de
adiponectina, o género feminino e risco de CCR (Song et al., 2013). Pelo contrario,
os estudos de Mingyang Song (2013) mostraram que a relagdo entre os niveis
séricos de adiponectina e o risco de cancro pode ser influenciado pelas hormonas
sexuais enddgenas, como os estrogéneos e a testosterona. Estes resultados foram
demonstrados pela administracdo de testosterona tanto no homem como em
modelos animais (Song et al., 2013).

A concentracdo sérica de leptina estd igualmente relacionada com o género
feminino sendo significativamente mais baixa no grupo de mulheres doentes em
relacdo ao grupo de mulheres controlos, o que estad de acordo com os resultados de
Hillenbrand e colaboradores (2012). Estes autores, encontraram diferencas
significativas nos valores da leptinémia nos doentes do género masculino com
carcinoma do célon em relagdo ao carcinoma do reto (Hillenbrand et al., 2012).
Igualmente se constatou que as concentragdes séricas da leptina se associam a
aumento de risco de adenoma do célon no homem e ndo na mulher, o que pode ser
explicado pelas hormonas enddgenas, estilo de vida e fatores exdégenos, como o uso
de terapéutica hormonal de substituicio (Chia et al., 2007). No entanto, no
presente trabalho ndo foram encontradas diferencas significativas nos valores da
leptinémia quando se efetuou a comparagdo entre as neoplasias do célon e do reto

quer globalmente, quer estratificadas por género.
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Relativamente a visfatina, verificou-se que os doentes com CCR apresentaram
valores significativamente mais elevados do que nos controlos, sendo esta diferenca
mais evidente no género masculino. De facto, os homens com CCR apresentam
valores mais elevados relativamente aos controlos, o que nao se verificou no grupo
das mulheres com cancro em relagdo aos respectivos controlos. Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos que mostram que os doentes com CCR tém
aumento significativo dos valores da visfatina, quando comparados com a
populacdo controlo e esses valores tém sido relatados como fator independente da
adiposidade (Fazeli et al., 2013; Nakajima et al., 2010).

A associagdo entre obesidade e CCR tem sido descrita como sendo influenciada pelo
género e eventualmente pela localizacgdo do tumor. Xu P e colaboradores (2011)
demonstraram que os niveis de mRNA da IL-8 no tecido adiposo visceral dos
doentes com obesidade moérbida estdo relacionados com o IMC, facto este que
também se verifica no género feminino, enquanto no masculino existe uma
correlacdo inversa (Xu P., Hillenbrand A., Knippschild U., 2012).

Os niveis séricos de adipocitocinas, adiponectina, leptina e visfatina sdo
influenciados pelo género, pelo que quando avaliados no contexto de doentes com
CCR este parametro deve ser tido em conta.

Em conclusao, encontraram-se diferengas estatisticamente significativas em relagao
a adiponectina e género masculino, a leptina e género feminino, para a visfatina
entre o género feminino e masculino, sugerindo que estas citocinas também
dependem do género. Pelo contrario, a resistina, o TNF-a e o MCP-1 ndo mostraram
diferencas significativas entre os géneros, pelo que as alteracdes observadas sdo

apenas dependentes do processo tumoral.
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5.2.2. ANALISE DOS VALORES SERICOS DE CITOCINAS E FATORES
INFLAMATORIOS EM DOENTES COM CANCRO E CONTROLOS DE ACORDO COM
OS HABITOS ALIMENTARES E PERFIL METABOLICO.
O European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) é um estudo
projetado para investigar as relagdes entre dieta, estado nutricional, estilo de vida,
fatores ambientais e a incidéncia de cancro e outras doencgas crdnicas
(Aleksandrova et al., 2012).
O estudo EPIC foi efetuado ao longo de onze anos tendo em conta a ingestao total
de cereais, frutas e fibra vegetal, apds ajustes variados, tendo-se verificado que a
ingestao total de fibra alimentar se correlacionou inversamente com o CCR e que
esta correlacdo era semelhante para o célon e reto, ndo tendo relagdo com a idade,
género e estilo de vida. De igual modo, a ingestdo de fruta e legumes foi também
inversamente associado ao risco de cancro de célon, mas ndo do reto. Estes
resultados reforcam a evidéncia do papel da ingestdo de fibra alimentar na
prevencao do CCR.
Apesar do estudo EPIC ter mostrado que a ingestdo de fibra alimentar esta
inversamente associada ao risco de CCR, os resultados de outros grandes estudos
ndo suportaram esta conclusao.
No presente estudo, os resultados sugerem que os hdbitos alimentares nao
parecem constituir um fator determinante para o risco de desenvolver CCR. Apenas
se observou uma correlagao inversa, com diferengas estatisticamente significativas,
entre os niveis de MCP-1 nos doentes que ingerem vegetais relativamente aos que
nao ingerem, assim como nos doentes com hdbitos alcodlicos em relagdo com os

abstémios.
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Segundo um estudo europeu EPIC, o IMC e o aumento de peso, estdo relacionados
com o cancro do cdlon, ndo existindo nenhuma relacdo entre o cancro do reto, o
IMC e o ganho ou a perda de peso (Steins Bisschop et al., 2014).

A adiponectina é uma proteina principalmente sintetizada a nivel do tecido adiposo
e dai a sua relagcdo com a obesidade. No presente trabalho, embora ndo se
observem diferencas significativas no valor sérico no global da amostra, quando se
estratificou a populagdo em fungdo do IMC, a adiponectina correlacionou-se
inversamente com o IMC (R=-0,181; p<0,05), o que igualmente tem sido referido
por outros autores (Aleksandrova et al., 2013). Doentes com anorexia nervosa, tal
como individuos que voluntariamente perderam peso, apresentaram niveis séricos
mais elevados de adiponectina (Wolf et al., 2006). Num estudo efetuado por Ido
Wolf (2006) em doentes com caquexia neoplasica por cancro da mama e do célon,
os niveis de adiponectina estavam inversamente correlacionados com a perda de
peso. Também Mustafa Kerem e colaboradores (2008) concluiram que os doentes
com cancro gastrico, com a progressdao da doenga tendem a entrar em caquexia
com consequente aumento dos niveis de adiponectina (Kerem et al., 2008). Isto
poderia explicar em parte o aumento dos niveis de adiponectina observados no
presente trabalho, uma vez que existe uma perda progressiva de peso em cerca de
10% dos doentes com CCR avangado, com emagrecimento e astenia como queixas
principais ao diagndstico, e 21% dos doentes estd em estadio IV.

Tal como se pode observar no EPIC vdrios biomarcadores do processo metabdlico
tém estado associados com o aumento do risco de cancro, entre estes é de salientar

peptideo C, como marcador de hiperinsulinémia, a HbAlc, como marcador de
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hiperglicémia, os niveis de colesterol HDL, como marcador de dislipidémia e a PCR,
como marcador de inflamagdo crénica de baixo grau (Aleksandrova et al., 2013).

No presente estudo foram analisados os resultados de alguns destes biomarcadores
em doentes e controlos, tendo-se verificado nao existirem diferencas significativas
nestes parametros entre os dois grupos, com excegao para os valores de glicemia
em jejum e de PCR, que apresentaram valores significativamente mais elevados nos
doentes em relagdo aos controlos. Verifica-se que existe uma tendéncia para
valores mais baixos de colesterol HDL no grupo de doentes, que se mantém quando
estratificados por género, o que esta de acordo com o estudo EPIC que mostrou
achados semelhantes (Aleksandrova et al., 2013).

A adiponectina tem efeitos insulinossensibilizantes e anti-inflamatérios, pelo que os
seus niveis elevados deverdo ser “protetores”. Os niveis sistémicos de adiponectina
estdo diminuidos em doentes com Diabetes Mellitus tipo 2 e em individuos obesos,
devido a inibicdo da sua producdo em consequéncia da ativacdo de vias
inflamatodrias e fatores pro-inflamatérios, como é o caso do TNF-a. No presente
trabalho confirmou-se um aumento significativo do TNF-a no grupo de doentes com
CCR em relagdo aos controlos (p=0,002).

Outra adipocitocina que estd aumentada na obesidade é a leptina a qual tém sido
atribuido um papel importante na patofisiologia do cancro relacionado com a
obesidade, ao promover o crescimento celular, a apoptose e a angiogenese
(Alexander J. Rodriguez, Claudio Mastronardi, 2013). Os resultados do presente
trabalho mostram que a leptina apresenta diferencas significativas entre doentes
com CCR e individuos controlos, sendo os seus niveis séricos mais baixos nos

doentes. Estas diferengas acentuam-se de forma significativa quando se estratificou
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a populacao em estudo por grupos IMC, estando significativamente aumentada no
grupo de controlos obesos em relagao aos de peso normal e com excesso de peso e
nos doentes com peso normal quando comparados com os obesos. Andreas
Hillenbrand e colaboradores (2012) também encontraram niveis mais baixos de
leptina nos doentes com CCR (2,6 ng/mL) do que na populagdo de dadores
benévolos de sangue (10,9 ng/mL), o que se acentua ainda mais nos controlos com
obesidade madrbida (45 ng/mL)(Hillenbrand et al., 2012).

A resistina € uma hormona produzida ndo sé pelo tecido adiposo mas também
pelos macrofagos que ai se encontram, que alids constituem a sua maior fonte de
producgdo. Correlaciona-se com os parametros inflamatérios, como a PCR, e com os
niveis de citocinas inflamatérias, como TNF-a e a IL-6, constituindo assim um
marcador de atividade inflamatdria dessas células (Gonullu et al., 2010). A resistina
tem sido associada a varias doencas metabdlicas e inflamatdrias, provavelmente
por aumento da insulinorresisténcia, atuando como um mediador inflamatério e
estimulando a producdo de citocinas inflamatdrias. Segundo Daniel Schwartz e
colaboradores (2011) alguns estudos em ratos obesos mostram que as
concentragbes nestes animais sdao mais elevadas, no entanto, n3do se pode
extrapolar os resultados encontrados em ratos, para o homem, uma vez que a
producdo da resistina no homem é principalmente a nivel dos macréfagos e ndo nos
adipécitos, como acontece naqueles animais (Daniel R. Schwartz, 2011). Outros
autores verificaram que a resistina se correlaciona com alguns tipos de cancro,
nomeadamente com o cancro da mama e do endométrio, independentemente da
idade, do IMC e da glicemia (Gonullu et al., 2010; Hlavna et al., 2011; Lee et al.,

2012). Como referido, no presente trabalho os niveis de resistina sérica sdao
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significativamente mais elevados nos doentes, quando comparados com os
controlos, ndo se encontrando qualquer correlagdao com a idade ou o IMC. Os dados
mostram que os doentes com CCR e IMC normal ou excesso de peso apresentam
niveis significativamente mais elevados que os grupos controlo, sugerindo a
participacdo da resistina neste tipo de cancro, de forma independente do tecido
adiposo. Estes factos corroboram a opinido de alguns autores que afirmam que a
resistina é um preditor independente de progndstico, nomeadamente para o cancro
da mama, podendo constituir um eventual alvo terapéutico (Lee et al., 2012). Alids
neste trabalho a analise das curvas ROC mostrou que a resistina é a citocina com
maior poder discriminatério (AUC=0,850) podendo constituir um marcador de
diagndstico em doentes de CCR.

Para confirmar se as alteragdes na resistina estavam relacionadas com o CCR, nao
sendo influenciadas por outros parametros como o estado de insulinorresisténcia,
foi avaliada a correlagdao desta citocina com o HOMA e a PCR, ndo se tendo
observado nenhuma correlagdo. Gonullu e colaboradores (2010) também nao
encontraram nenhuma associagdao com o estado de insulinorresisténcia.

De uma forma global, a visfatina apresentou valores mais elevados nos doentes que
nos controlos, diferengas estas que se mantinham mesmo quando a amostra foi
estratificada pelo IMC. Os valores eram mais elevados para os grupos com peso
normal e excesso de peso, no entanto para os obesos os valores eram semelhantes.
Em conclusdo no presente trabalho observaram-se diferencas entre os niveis séricos
de leptina nos diferentes grupos de estratificacao de IMC, e que esta relagdo se
verifica igualmente no grupo dos doentes e no grupo dos controlos, embora essas

diferencas sé tenham significado estatistico no grupo dos obesos. Em relagdo as
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restantes citocinas e fatores inflamatdérios estudados ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos de IMC. Verificou-se também uma
correlagcdo positiva entre a leptina e o IMC e correlagdo inversa entre a

adiponectina, o MCP-1 e o IMC.

5.2.3. AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE CITOCINAS E FATORES
INFLAMATORIOS EM DOENTES COM CANCRO E CONTROLOS DE ACORDO COM
OS POTENCIAIS BIOMARCADORES TUMORAIS.
As adipocitocinas tém sido relacionadas com varios tipos de cancro, pela sua
capacidade de promover a proliferacdao, a diferenciacdo e a morte celular. No
entanto, o seu papel no desenvolvimento e progressao do CCR, bem como a sua
potencial utilizagdo como marcadores tumorais nao esta estabelecida neste tipo de
cancro.
A adiponectina poderia ser um bom marcador de risco de CCR associado a
obesidade, uma vez que ela propria esta associada a obesidade. No entanto, é ainda
controverso o aumento do risco de cancro nos individuos obesos (Carvajal-Carmona
et al., 2009).
Alguns estudos tém demonstrado que a adiponectina podera inibir diretamente o
crescimento e proliferacdo celular e induzir a apoptose das células endoteliais no
CCR (Song et al., 2013).
Um dos mecanismos que tem sido sugerido para justificar este efeito estd
relacionado com o facto da adiponectina inibir a via mTOR, por fosforilagdo da
AMP- proteina cinase ativada pelo AMP (AMPK), resultando, assim, na supressao da

atividade proliferativa celular (Tulubas, Mete, Oznur, & Topcu, 2013). Tsukada e
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colaboradores (2011) concluiram que a adiponectina possa ter um efeito
antiproliferativo, no entanto o seu recetor, AdipoR1, terd um papel ainda mais
importante pelo menos na evolugdo do cancro géstrico.

Os resultados deste trabalho indicam uma tendéncia para aumento da adiponectina
nos doentes com CCR em relagdo aos controlos. De igual modo, Carvajal-Carmona e
colaboradores (2009), ndo encontraram relacdo entre a adiponectina e o risco de
CCR, justificando o facto pelas diferencas étnicas e ambientais entre a sua
populacdo e a investigada nos EUA por Kaklamani e colaboradores (Carvajal-
Carmona et al., 2009).

Além disso, alguns estudos tém demonstrado o aumento dos valores da
adiponectina em doentes com doenca inflamatéria intestinal. Também Otake
(2010) observou aumento do nivel sérico de adiponectina no adenoma e no CCR
precoce, ndo encontrando a mesma relacdo no CCR avancado e metastizado (Otake
etal., 2010).

Alguns autores referem também que os valores de adiponectina dependem da
localizagdo tumoral, sendo mais elevados no célon do que no reto.

A relacdo entre os niveis de leptina séricos e o CCR também tem sido controversa,
pois enquanto alguns estudos tém referido aumento dos niveis de leptina
relacionados com estaddios mais avancados da doencga, outros estudos ou
mostraram diminuicdo destes niveis ou ndo encontram nenhuma diferenca
significativa. A expressdo da leptina e do seu recetor solivel tém sido
correlacionadas com o grau de invasdo do tumor na parede do intestino (T) da
classificacdo TNM, com o estadio e com o aparecimento de metdstases a distancia,

sugerindo que a liga¢do da leptina ao seu recetor promove a proliferacao celular e
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progressdao da doenca (Tutino, Notarnicola, Guerra, Lorusso, & Caruso, 2011). No
presente trabalho, além da diminuicao significativa dos niveis séricos de leptina nos
doentes com CCR em relagdo aos controlos, encontrou-se uma correlagdo inversa
entre os niveis de leptina e varios parametros convencionais de progndstico como o
estadiamento e a profundidade do tumor, apresentando os tumors T34 valores mais
elevados do que os Ti,, embora em nenhum dos casos houvesse diferencas
significativas.

Alguns autores demonstraram que a leptina pode regular a proliferacdo e a
apoptose das células do CCR, ativando a via PI3K/Akt/mTOR (Guadagni et al., 2009)
ou as vias JAK/STAT e MAPK (Wang et al., 2012).

Fiorella Guadagni (2009) encontrou valores de leptina significativamente mais
elevados nos doentes que nos controlos, os quais se relacionam de forma inversa
com a adiponectina. De acordo com este estudo, a relacdo leptina/adiponectina
podera constituir um preditor independente de mau progndstico da doenca
(Guadagni et al., 2009).

Varios estudos tém sido efetuados tanto em modelos animais como em linhas
celulares de cancro do célon que demonstram que a leptina é um mitégeno, um
fator de sobrevivéncia celular, promotor do crescimento, migracdo e invasao.
Também a analise dos tecidos tumorais confirmam que a leptina e o seu recetor
estdo presentes nos tecidos (E. S. and M. Koda, 2009). No homem o seu papel é
mais complexo, nomeadamente pela ativacdo de uma resposta inflamatdria local,
por estimulo direto das células da mucosa cdlica, tendo como alvo nos tecidos o
recetor da leptina (Ob-R). A ativacdo deste recetor pode induzir a expressao do NF-

kB, o que leva a proliferacdao celular, a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
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inflamatdrias, ao estimulo de linfécitos e consequente ativacdo do
desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo e, ou citotoxicidade celular (Uddin et
al., 2009; Wang et al., 2012). A investigacdo tem mostrado que a leptina e o seu
recetor estdo expressos nos tecidos do cancro do célon e também da mama e que
esta expressdao podera ser induzida pela obesidade e pela hipoxia. No célon a
leptina estd expressa em niveis mais elevados nas células tumorais do que nas ndo
tumorais (E. S. and M. Koda, 2009).

O aumento dos valores da resistina relacionou-se, nalguns estudos, com o nivel de
desenvolvimento do tumor, um maior grau histolégico e pior progndstico (Gonullu
et al., 2010). Neste estudo ndo parece haver relagdo entre os niveis séricos de
resistina e o estadio do cancro, a ndo ser entre o estddio | e Il em que se encontrou
uma diferenca significativa (p=0,049). Ja no que diz respeito as dimensdes do tumor
encontrou-se uma correlacao positiva entre os niveis de resistina e as dimensdes
macroscopicas do tumor. Em relagdo a relevancia do grau histolégico, verificou-se
que os valores medianos desta citocina sdao tendencialmente mais elevados de
acordo com o grau. No entanto, o facto de a quase totalidade dos doentes estar
classificada nos graus 1 ou 2, existindo apenas 3 doentes no grau 3 e nenhum no
grau 4, ndo permitiu tirar conclusGes em relacdo a este dado (Hillenbrand et al.,
2012).

A visfatina ndo parece ser segregada pela gordura visceral e que atua por
mecanismos ainda pouco conhecidos, mas provavelmente mediados pelo
dinucledtido de nicotinamida e adenina, NAD, estando envolvida na inflamacgdo, na

diferenciacao celular e na progressao tumoral (Fazeli et al., 2013).
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Alguns autores relataram um aumento dos niveis de visfatina com a progressao
tumoral, nomeadamente no cancro do endométrio (Tian et al., 2013), mas Fazeli e
colaboradores (2013), ndo encontraram correlagdo entre os niveis de visfatina e o
estadiamento TNM da AJCC.

Os resultados de um estudo em CCR em mulheres sauditas mostraram também
valores mais elevados da visfatina sérica no grupo de doentes em relagdo aos
controlos, mas nao encontraram relacdo com o estadio de progressdo da doenca
(Al-Harithy, 2013).

Neste trabalho, embora se tenham constatado valores aumentados de visfatina no
estadio Ill, ndo se verificaram diferencas dos seus niveis quando comparados os
vdrios estadios entre si.

O TNF-a é uma citocina produzida pelos mondcitos e pelos macréfagos, envolvida
no processo inflamatdrio e autoimune. E também produzida no tecido adiposo
pelos adipdécitos, mas sobretudo pelos macréfagos associados ao tumor (TAM).
Frequentemente esta citocina estd elevada nos doentes obesos, diminuindo com a
perda de peso. Em niveis fisioldgicos, esta promove a proliferagao celular e inibe a
apoptose. Os niveis séricos de TNF-a foram positivamente relacionados com a
existéncia de adenomas colorretais e carcinomas (Kim et al., 2008).

Em conclusdo, ndo se encontraram diferencas significativas no que diz respeito a
comparag¢dao entre os niveis séricos de citocinas e fatores inflamatdrios nas
diferentes localizagdes do CCR no intestino ou da sua evolugdo na mucosa.
Verificou-se apenas que os valores da resistina eram significativamente mais

elevados nos tumores mais superficiais (T1.2) do que nos mais profundos (Ts.4).
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5.3. EXPRESSAO GENICA DAS CITOCINAS E FATORES INFLAMATORIOS

EM DOENTES COM CANCRO COLORRETAL E EM CONTROLOS

Para avaliar se os niveis séricos das citocinas em estudo se correlacionavam com a
respetiva expressdo génica avaliou-se a expressdo destes genes nos tecidos do
c6lon normal e tumoral de doentes e de controlos.

Mariusz Koda e colaboradores (2007) constataram que em estudos por
imunohistoquimica, a expressdo da leptina era menor na mucosa normal e nos
adenomas do célon do que no tecido tumoral e que os valores se correlacionavam
com o tipo e o grau histoldgicos do CCR (M. Koda, Sulkowska, Kanczuga-Koda,
Surmacz, & Sulkowski, 2007). Alguns estudos tém mostrado que a alta expressao da
relacdo leptina/Ob-R correspondem a estadios mais avancados do tumor, com
metastizacdo e pouca diferenciacdao, o que indica uma significativa relagdao desta
com a progressao do CCR (Wang et al., 2012). No presente trabalho, a expressao
genica da leptina na mucosa do tecido tumoral, na mucosa normal do célon de
doentes e na mucosa de célon de controlos mostrou o mesmo perfil que as suas
concentracdes séricas com valores de expressao mais baixos para os doentes e mais
elevados para os controlos, sugerindo que a expressao sérica de leptina reflete a
expressao desta citocina no tumor. Nao se encontraram correlagdes com significado
estatistico entre a leptinémia e a sua expressao génica nos tecidos.

Yi-Chen Lee (2012) verificou que a expressdao génica da resistina era elevada nos
tecidos tumorais do cancro da mama e que estes se correlacionam com o0s seus
niveis séricos muito elevados (Lee etal.,, 2012). Demonstrou ainda que a alta
expressao de resistina era um fator associado a mau progndstico, com menor

intervalo livre de doenca e pior sobrevivéncia global (Lee etal., 2012). No presente
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trabalho encontrou-se menor expressao da resistina no tecido tumoral e na mucosa

normal do célon dos doentes e uma maior expressao nos controlos.

5.4.ANALISE DOS NIVEIS SERICOS E TECIDULARES DAS CITOCINAS

COMO MARCADORES TUMORAIS DE DOENGA E DE PROGNOSTICO

Os avancgos tecnolégicos tém aumentado muito a nossa a compreensdo da base
molecular dos tumores, sua progressao e resposta ao tratamento. Durante os
ultimos 10 anos, estes avangcos levaram a identificacdo de numerosos
biomarcadores tumorais (Sabrina Hundt et al., 2007; Sunali Mehta, et al., 2010).
Estes podem incluir uma grande variedade de entidades bioquimicas, tais como
acidos nucleicos, proteinas, agucares, lipidos, e pequenos metabolitos, bem como
células tumorais circulantes (Bhatt A N, et al., 2010).

Todos estes estudos tém como objetivo investigar moléculas relacionadas com os
tumores que permitam detetar a neoplasia numa fase precoce de desenvolvimento.
Os marcadores tumorais conhecidos e utilizados atualmente, ndo sdo sensiveis o
suficiente para serem usados em triagem populacional ou para o estabelecimento
de diagndstico primario de cancro. Entre estes o Antigeno Carcinoembrionario
(CEA) é uma glicoproteina expressa fisiologicamente na superficie de células
mucosas, que tem sido associada a alguns tipos de cancro, como o CCR. No entanto,
o CEA pode estar elevado em situagbes benignas como polipose retal, Ulcera
péptida, doenca mamadria benigna, entre outras. A baixa sensibilidade e
especificidade limitam o uso do CEA no diagndstico do CCR podendo, contudo, ser

utilizado na monitorizacdo da terapéutica. Além disso, e apesar de existirem
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diferentes métodos disponiveis para triagem do CCR, a morbilidade e mortalidade
deste cancro sdo ainda elevadas, em parte devido a baixa adesdao aos métodos de
rastreio habituais.

Assim, é necessario que se identifiquem novos marcadores Uteis na estratificacdo
de risco, no estabelecimento do progndstico e para a instituicdo de determinadas
estratégias terapéuticas e sua monitorizacdao no CCR.

Neste trabalho verificou-se que a leptina, a resistina, a visfatina e o TNF-o. eram as
citocinas que apresentavam capacidade discriminatdria para a identificacdo de
doentes com cancro colorretal, embora a resistina sérica tenha sido o parametro
que apresentou maior valor discriminatério como marcador associado a mau
progndstico, com menor intervalo livre de doenca e pior sobrevivéncia global.
Yi-Chen Lee (2012) verificou que a expressdao génica da resistina era elevada nos
tecidos tumorais do cancro da mama e que os doentes tinham valores séricos de
resistina também muito elevados (Lee et al., 2012). Este estudo também
demonstrou que a alta expressdo de resistina era um fator de mau prognéstico para
o cancro da mama, conferindo-lhe uma pior sobrevivéncia. Estes autores
concluiram que a resistina podera constituir um marcador de progndstico
independente, um marcador para estratificacdo da terapéutica hormonal e um
possivel alvo terapéutico (Lee et al., 2012). O mesmo autor verificou que o aumento
significativo da expressdao da visfatina nos tecidos tumorais é indicador de pior
prognéstico (Lee et al., 2011).

Neste estudo verificou-se também que os doentes que apresentam niveis séricos
mais elevados de resistina e de MCP-1 e mais baixos de TNF-a tinham menor

sobrevivéncia global e, por conseguinte, pior progndstico.
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Discussdo

Pelo contrario, os doentes que apresentavam baixos niveis de expressao dos genes
da adiponectina e da visfatina no tecido tumoral e altos niveis de expressdo dos
genes da leptina, da resistina e do TNF-a, apresentavam uma tendéncia para maior
sobrevivéncia global.

Estes resultados sugerem que o nivel sérico de resistina poderd constituir um
potencial biomarcador de CCR e que a adiponectina, a visfatina e a leptina poderao
influenciar a evolugdo e sobrevivéncia dos doentes, podendo contribuir para a

identificacdo de novos grupos de risco.
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Conclusao

6.CONCLUSAO

O CCR tem uma etiologia multifatorial e os varios fatores que interferem no seu
desenvolvimento e progressdao devem ser tidos em consideracdo. Além disso, o
cancro do célon desenvolve-se e progride ao longo de vérias décadas, pelo que a
intervencdo nas mudancgas do estilo de vida podem ser um importante auxilio as
terapéuticas médicas, para o efetivo tratamento da doenca, com supressao do seu
desenvolvimento e metastizac¢ao.

As adipocitocinas tém sido relacionadas com varios tipos de cancro, pela sua
capacidade de promover a proliferagdo, a diferenciacdo e morte celular, podendo
desempenhar um papel relevante no risco de desenvolvimento e progressdao do
CCR.

O presente estudo sugere que as citocinas, nomeadamente a resistina, a visfatina, o
TNF-a e a leptina, constituem fatores que podem estar envolvidos no
desenvolvimento do CCR ou ser secundarias a alteracdes metabdlicas que se vao
acumulando neste tipo de cancro.

A analise das curvas ROC indica que a leptina, a visfatina, o TNF-a e a resistina sdo
citocinas que apresentam um potencial valor preditivo de CCR, podendo constituir
potenciais novos marcadores preditivos de diagndstico e, ou de progndstico,
embora apenas a resistina seja aquela que apresenta maior poder discriminatério.
Além disso, os doentes que apresentam niveis mais elevados de adiponectina e
visfatina e, ou niveis mais baixos de leptina sdo os que apresentam menor

sobrevivéncia global.
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Em suma, o nivel sérico de resistina podera constituir um potencial biomarcador de
CCR e a adiponectina, a visfatina e a leptina poderdo influenciar a evolugao e
sobrevivéncia dos doentes, podendo constituir eventuais novos marcadores de
progndstico e contribuir para a identificagdo de novos grupos de risco em doentes
com cancro colorretal. Contudo, estes estudos necessitam de ser validados através

de estudos multicéntricos que englobem um maior nimero de doentes.
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