ANALISE DA EXPRESSAO DO RNA DE RECEPTORES DE
ESTROGENIO-B (ISOFORMAS 1,2, E 5) EM POLIPOS DE
PORTADORES DE POLIPOSE: ADENOMATOSA
FAMILIAR E DE POLIPOS ADENOMATOSOS E
CARCINOMAS COLORRETAIS ESPORADICOS COMO
MARCADOR DE PROGRESSAO TUMORAL E SEU
IMPACTO NO PROGNOSTICO

PAULO ROBERTO STEVANATO FILHO

Tese apresentada a Fundacio Antonio Prudente

para obtenciio do Titulo de Doutor em Ciéncias
Area de Concentracdo: Oncologia

Orientador: Prof. Ademar Lopes

Coorientadora: Dra. Maria Dirlei Begnami

Sao Paulo

2017



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pela Biblioteca da Funda¢ao Antonio Prudente

Stevanato Filho, Paulo Roberto.

Anadlise da expressdo do RNA de receptores de estrogénio-p (isoformas
1,2, e 5) em poélipos de portadores de polipose: adenomatosa familiar e de
polipos adenomatosos e carcinomas colorretais esporadicos como marcador
de progressio tumoral e seu impacto no prognéstico / Paulo Roberto
Stevanato Filho — Sdo Paulo; 2017.

115p.

Tese (Doutorado)-Fundag¢do Antonio Prudente.

Curso de Pos-Graduagio em Ciéncias - Area de concentragdo: Oncologia.

Orientador: Ademar Lopes.

Descritores: 1. Neoplasias Colorretais/Colorectal Neoplasms 2. Isoformas de
RNA/RNA Isoforms 3. Receptor beta de Estrogénio/Estrogen Receptor beta, 4.
Polipose Adenomatosa do Colo/Adenomatous Polyposis Coli. 5. Progressdo da
Doenca/Disease Progression. 6. Prognostico/Prognosis.




DEDICATORIA

A Deus, pela fé que me mantém vivo e fiel a vida honesta de trabalho e de estudo,

Aos meus filhos
Jodo Pedro e Helena,

Que dao Vida a Minha Vida,

A Ana Rita, minha esposa,
pelo apoio incondicional em todos os momentos,

sem vocé nenhuma conquista valeria a pena.

Aos meus pais, Wania e Paulo,
que dignamente me apresentaram a importancia da

familia e ao caminho da honestidade e persisténcia.



AGRADECIMENTOS

Ao A.C.Camargo Cancer Center, por me oferecer, de maneira integrada,
ensino, assisténcia e pesquisa, dentro do mais alto nivel padrao de qualidade.

Ao Prof. Dr. Ademar Lopes, pelos ensinamentos diariamente de cirurgia
oncologica, pela amizade e confianca. Agradeco as oportunidades criadas como
cirurgido oncologista e na pesquisa cientifica, que acabaram por orientar meu
caminho profissional ¢ pessoal. E um exemplo que personifica o que é ser um
cirurgido oncoldgico, defensor da oncologia cirirgica, entusiasta da ciéncia e que
compartilha a vontade de saber, e ser o melhor naquilo que faz.

Ao Dr. Samuel Aguiar Janior, pelas oportunidades e sugestdes na atuacao
como cirurgido oncologista, amizade e confianca. Exemplo de médico, pesquisador e
cirurgido. Considero um privilégio participar do Grupo de Tumores Colorretais sob
sua lideranga, fonte de enriquecimento cientifico e humano.

A Dra Maria Dirlei Begnami pela orientagdo, dedicagdo e paciéncia.
Agradeco também a forma objectiva e construtiva, fundamental para a realizagdo
desta tese. O apoio e o empenho com as analises foram a esséncia para realizagdo do
estudo.

A Dra Silvia Regina Rogatto, grande pesquisadora com uma valiosa partilha
de conhecimento, agradeco pelo interesse, pela disponibilidade, por orientar e
proporcionar um caminho criterioso na medicina molecular, fundamental para
realizacdo deste estudo.

A todos os companheiros do Departamento de Cirurgia Pélvica do
A.C.Camargo Cancer Center, com os quais tenho o privilégio de trabalhar.

Aos amigos Drs. Wilson Nakagawa, Ranyel Spencer, Tiago Santoro e Renata
Maymi por estarem sempre prontos a ajudar, dar conselhos importantes e
imprescindiveis para o andamento do projeto.

A Enfermeira de Pesquisa Bruna Catin pela colaboragdo, confecgdo dos
bancos de dados e aos trabalhos desenvolvidos no nucleo de Tumores Colorretais do

A.C.Camargo Cancer Center.



A todos os professores e colegas do curso de Pos-graduacao, assim como aos
funcionarios da biblioteca. A Sra. Suely Francisco, pelo auxilio na revisdo das
normas e referéncias bibliograficas. Ao Vinicius Calsavara pela assisténcia com as
analises estatisticas.

Aos residentes de cirurgia oncologica do A.C.Camargo Cancer Center, pelo
auxilio nas operagdes e nos cuidados com os pacientes.

Ao departamento de Anatomia Patologica e do Banco de Tumores do
A.C.Camargo Cancer Center pela efetiva participagdo na selegdo, processamento,
analises dos casos e disponibilizagdo do material bioldgico.

Ao Centro Internacional de Pesquisa do AC Camargo-CIPE, representados
pela equipe Prof. Dra. Silvia Rogatto, Hellen Kuasne e Mateus Barros, pela criteriosa
seriedade na analise de dados, processamento e viabilizagdo de parte deste estudo.

A toda minha familia, minha gratiddo pelo apoio e compreensdo ao longo

deste periodo.



RESUMO

Stevanato Filho PR. Andlise da expressdo do RNA de receptores de estrogénio-
(isoformas 1,2, e 5) em polipos de portadores de polipose: adenomatosa familiar
e de polipos adenomatosos e carcinomas colorretais esporadicos como marcador
de progressio tumoral e seu impacto no prognostico. Sao Paulo; 2017. [Tese de

Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Introducido: O cancer colorretal (CRC) ¢ uma doengca com alta incidéncia e
mortalidade. As mulheres, o uso de contracepcdo oral, a terapia de reposi¢cdo
hormonal, multiparidade, gravidez precoce e o consumo de soja estdo associados a
uma diminui¢do do risco de CRC. Embora a causa desta associagdo nao seja
conhecida, os esteroides sexuais podem ser considerados um fator contribuinte. Por
outro lado, o desenvolvimento de multiplos polipos em polipose adenomatosa
familiar (FAP) comecando durante a puberdade, no pico da produgdo dos esteroides
sexuais, sugere que os mesmos possam agir como cofatores no desenvolvimento dos
polipos e na carcinogénese colorretal. Em estudo preliminar, identificamos que
hormoénios sexuais estdo associados a patogénese do CRC. Os niveis de expressao
dos receptores de estrogénio (ER), subunidades ER-o e ER-B; receptores de
progesterona e andrégenos foram avaliados por imunoistoquimica com anticorpos
monoclonais em pdlipos ¢ CRC de pacientes portadores de FAP e de cancer
esporddico. Encontramos uma significativa perda de expressdao de ER-f nas lesdes
asssociadas a carcinogénese com impacto na sobrevida. Ndo houve correlagdo
significativa nas demais expressdes dos receptores sexuais. Subunidades de ER-f} sdo
expressas em isoformas de splicing alternativos em diferentes tecidos. Essas
variantes e suas correlagdes com a mucosa normal, polipos da sindrome Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP) e de carcinomas colorretais esporadicos nunca foram
descritas. Materiais e métodos: Amostras de tecido fresco de CRC esporadicos de
98 pacientes foram coletadas (48 tumores T1 / T2 e 50 T3 / T4), além de mucosa
colonica histologicamente normal. Foram também incluidas amostras fixadas em

formalina e embebidas em parafina (FFPE), de 52 poélipos esporadicos, 64 pélipos de



pacientes com FAP e 41 de mucosas colonicas de pacientes com FAP. No total,
usando RT-PCR quantitativa, foram avaliadas 307 amostras com 921 anélises de trés
transcritos e seus pares de isoformas associadas (ERB1, ERB2, ERB3 and ERpS).
Resultados: Diminuigdes das expressdes das isoformas ER-f foram identificadas em
polipos esporadicos e em cancer colorretal e também em poélipos de pacientes com
FAP em comparacdo com mucosas intestinais normais (p <0,001). Aumento das
expressoes das isoformas ERP1 e ERPS5 foram observadas na mucosa normal
intestinal de pacientes com FAP em comparacdo com a mucosa intestinal normal dos
casos esporadicos (p <0,001), sugerindo uma associagdo com mutagdes germinativas
do gene APC. Houve diminuicao progressiva da expressao de ER-B em polipos com
displasia de baixo grau, seguidos de tumores T1-T2 e T3-T4 (p <0,05). No cancer
colorretal esporadico, a perda de expressdo de ERP1 e ERPS foi um preditor
independente de recorréncia (p = 0,002). Conclusiao: Esses achados contribuem para
melhor compreensdo da expressao do estrogénio e seus potenciais efeitos preventivos

e terapéuticos sobre o cancer colorretal esporadico e aqueles associados a sindrome

de FAP.



SUMMARY

Stevanato Filho PR. [Analysis of RNA expression of receptor B (isoforms 1,2 e 5)
in polyps of patients with familial adenomatous polyposis and adenomatous
polyps and sporadic colorectal carcinomas as a marker of tumor progression
and its impact on prognosis]. Sdo Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is a disease with high incidence and
mortality. Oral contraception, hormone replacement therapy, multiparity, early
pregnancy, and soy consumption are associated with a decreased risk of CRC in
women. Although the cause of this difference is not known, sex steroids can be
considered a contributing factor. On the other hand, the development of multiple
polyps in familial adenomatous polyposis (FAP) beginning during puberty, at the
peak of sex steroid production, suggests that these steroids can act as cofactors in the
development of polyps and colorectal carcinogenesis. First, a preliminary study was
conducted to identify which sex hormone is associated to the pathogenesis of CRC.
Expression levels of estrogen receptors (ER) subunits ER-o and ER-B, progesterone
receptors, and androgen receptors were evaluated by immunohistochemistry with
monoclonal antibodies in polyps and CRC from FAP and sporadic cancer patients.
Significant loss of ER-B expression was found with carcinogenesis and impact on
survival. There was no significant correlation with other sex hormone receptors.
Subunits ER-B are expressed in alternative splicing isoforms in different tissues.
These variants and their correlations with normal mucosa, familial adenomatous
polyposis polyps (APF), and sporadic colorectal carcinomas have never been
described. Materials and methods: Fresh tissue samples from 98 patients with
sporadic CRC were collected, including 48 T1-T2 patients and 50 T3-T4 patients.
Paired samples of histologically normal mucosa from 52 patients were obtained as
reference. Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples of 52 sporadic
polyps, 64 polyps from FAP patients, and 41 pairs of FAP adjacent normal tissue

samples were also included. In total, 307 samples with 921 analyzes of three



transcripts and their associated isoform pairs (ERB1, ERB2, ERB3 and ERB5) were
evaluated by quantitative RT-PCR. Results: A decrease in the expression of ER-B3
isoforms was identified in sporadic polyps and colorectal cancer, and also in polyps
from patients with FAP syndrome, compared to normal tissue (p<0.001). ERB1 and
ERPS isoforms were more expressed in normal mucosal tissue from FAP patients
compared to normal tissue from sporadic cases (p<0.001), which suggests an
association in patients affected by germline mutations of the APC gene. There was a
progressive decrease in ER-B expression in polyps with low-grade dysplasia,
followed by T1-T2 and T3-T4 tumors (p<0.05). In sporadic colorectal cancer, the
loss of ERB1 and ERBS expression was an independent predictor of recurrence
(p=0.002). Conclusion: These findings may provide a better understanding of the
estrogen and its potential preventive and therapeutic effects on sporadic colorectal

cancer and on cancers associated with FAP syndrome.
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1 INTRODUCAO

1.1 RAZOES DO ESTUDO

O cancer colorretal (CRC) ¢ uma neoplasia de alta incidéncia e mortalidade.
As maiores taxas de incidéncia estdo na Australia, paises da Europa e da América do
Norte, as taxas mais baixas sdo encontradas na Africa e Sudeste da Asia Central.
Essas diferencas geograficas parecem ser atribuidas a diversidade nas exposi¢des
dietéticas e ambientais que sdo impostas a um fundo com determinada
suscetibilidade genética (TORRE et al. 2015).

A idade ¢ o fator de risco mais relevante para o desenvolvimento do CRC,
mais de 90% dos casos e das mortes sdo relatadas em individuos com idade superior
a 50 anos. Substancialmente, as taxas de incidéncia sdo mais elevadas em homens do
que em mulheres (JEMAL et al. 2011). A alta paridade, a idade precoce da primeira
gravidez, o uso de contraceptivos orais e uso de terapia de reposicao de hormonal sdo
fatores associados a diminui¢do do risco de cancer colorretal esporadico
(ANDERSON et al. 2004; NIEUWENHUIS ¢ VASEN 2007; RENNERT et al. 2009;
GREEN et al. 2012). Todos estes fatores asssociados as diferencas de incidéncia nos
géneros, em varias décadas, em diferentes grupos raciais e em todo o mundo,
sugerem que os hormoénios sexuais (estrogénio e progesterona) desempenham um
papel provavelmente protetor nas vias da carcinogénese do CRC.

Estudos da relacdo entre género e mortalidade do CRC apresentam

consistentemente menores taxas de mortalidade para as mulheres, especialmente



pacientes em idade pré-menopausa. Estudos epidemiologicos, ao longo de varias
décadas, sugerem um declinio na mortalidade das mulheres com CRC atribuido ao
uso da terapia hormonal (FERNANDEZ et al. 2000; HENDIFAR et al. 2009).

5% dos CRC sao hereditarios, com uma caracterizacdo sindromica bem
definida e relacionada a mutagdes germinativas. A Polipose Adenomatosa Familiar
(FAP) esta associada a mutagdo do gene supressor tumoral Adenomatous Polyposis
Coli (APC) e a Sindrome de Lynch esta associada a mutacdo dos genes de reparo. A
carcinogénese colorretal esporadica estd relacionada a uma cascata de eventos
envolvendo alteragdes genéticas e epigenéticas. Cada uma das quais, acompanhada
por condigdes patoldgicas e alteragdes especificas (GEBERT et al. 1999; KIM et al.
2003).

A progressdo tumoral, observada em diferentes estagios da carcinogénese
colorretal podem ser consequéncia de mutacdes germinativas ou somaticas
cumulativas dos genes supressores tumorais, proto-oncogenes, genes de reparagdo do
DNA, de fatores de crescimento, receptores de checkpoint do ciclo celular e de genes
relacionados com apoptose. Cada uma destas alteragdes confere uma vantagem de
crescimento seletivo na célula epitelial do colon afetada. Estas alteragdes podem
resultar, em ultima instancia, em crescimento celular, proliferacio e desenvolvimento
de clone tumoral (FEARON e VOGELSTEIN 1990; KIM et al. 2003).

A Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) ¢ uma sindrome autossdmica
dominante com penetrancia quase completa, caracterizada pelo desenvolvimento de
centenas a milhares de polipos adenomatosos em todo cédlon e reto. O risco de
desenvolver CRC na forma classica da doenga, ao longo da vida, em pacientes nao

tratados, com media etaria de 39 anos, esta préximo de 100%, sendo responsavel por



1% de todos os casos de cancer colorretal (GEBERT et al. 1999; GOSS e GRODEN
2000).

A FAP ¢ o modelo de desenvolvimento de doenca pré-cancerosa melhor
definida em toda a literatura médica. Pois, no mesmo individuo, existe uma
expressdo fenotipica com varias lesdes com estadios distintos, possibilitando o
estudo do acumulo de diversas alteragdes genéticas associadas a carcinogénese
colorretal (FEARON e VOGELSTEIN 1990).

Infelizmente, para individuos portadores de FAP, o tratamento preventivo,
mais efetivo atualmente, do desenvolvimento do CRC ainda ¢ cirargico, através da
remocdo do intestino grosso (VASEN et al. 2015). Assim, € possivel perceber a
importancia do aconselhamento genético familiar e da necessidade de novos estudos
que proporcionem um melhor conhecimento sobre os aspectos biomoleculares,
proporcionando outros tipos de tratamento como terapias de quimioprevengao.

Na FAP, o surgimento destes pdlipos na segunda década de vida, durante a
puberdade e o aumento de tamanho e de nimero das lesdes na adolescéncia, quando
ha o pico da producdo dos esteroides sexuais, sugere que estes possam agir como co-
fatores no desenvolvimento dos polipos e na carcinogénese colorretal (SYNGAL et
al. 2015; VASEN et al. 2015).

O uso de contraceptivos orais em pacientes portadores de FAP, com o intuito
de regressao dos polipos adenomatosos ja foi estudado em casos isolados por LIN et
al. (2012) e pode ter papel relevante na interrupcdo da sequéncia adenoma-
carcinoma. Tais evidéncias clinicas sugerem que os hormonios sexuais femininos,
provavelmente, tenham algum papel de protecao contra o desenvolvimento de cancer

colorretal.



A interagdo funcional entre a proteina APC e o receptor estrogénico nunca foi
investigada. Entretanto, alguns autores sugerem que a defici€éncia na sinalizacdo de
estrogénio pode contribuir para o desenvolvimento de tumores colorretais
(GRODSTEIN et al. 1999).

Alguns outros estudos pesquisaram a presenca de receptores de hormodnios
sexuais no cancer colorretal esporadico e na mucosa normal do célon (DAWSON et
al. 1990; MEGGOUH et al. 1991; HENDRICKSE et al. 1993; DI LEO et al 1994;
SLATTERY et al. 2006; KOUZMENKO et al. 2008), inclusive correlacionando a
presencga da fracdo beta do ER com melhor progndstico (SLATTERY et al. 2005) e,
também, a correlagdo entre a presenga de receptores e quimioprofilaxia (WONG et
al. 2001). Porém, ainda ndo havia sido realizado nenhum estudo avaliando a
expressdo imunoistoquimica dos receptores de estrogenos, progesterona e de
andrégeno em poélipos e no cancer oriundo de pacientes com FAP.

Em nosso primeiro estudo, avaliamos a expressdo imunoistoquimica dos
receptores de estrogenos a e B, progesterona e androégeno em pdlipos adenomatosos,
em neoplasia colorretal esporadica e oriundo de pacientes portadores de Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP) e, também, o impacto da expressdo desses receptores
na sobrevida do cancer colorretal (Artigo 1).

Dentre os receptores de hormonios sexuais estudados, os niveis de expressao
do ER-B diferiram entre os grupos. O grupo com poélipos FAP apresentou menor
expressdao de ER- do que o grupo de polipos esporadicos. Com a transformagao dos
polipos esporadicos para o cancer, houve uma diminuicao consideravel na expressao
de ER-B. A expressdo ER-f foi menor nos tumores maiores. A sobrevivéncia global

de 5 anos de pacientes com CRC expressando positivamente ER- excedeu a dos



pacientes sem niveis de expressdo detectavel. Nao foi encontrada diferenca na
expressdo dos receptores de androgénio, de progesterona e de ER-a entre os grupos
(STEVANATO et al. 2017).

Na pesquisa inicial, concluimos que as diferengas de expressdo de ER-f nas
lesdes precursoras e cancer invasivo representam um potencial mecanismo protetor
pelo qual o estrogénio pode alterar a susceptibilidade celular para o desenvolvimento
do cancer de colon.

Atualmente, sabe-se que o ER humano pode ser expresso em varias isoformas
de splicing alternativos que podem ser detectados em células, normais e neoplasicas
(COLDITZ 1998; HANKINSON et al. 2004; ASCENZI et al. 2006; ELLEM ¢
RISBRIDGER 2007). A expressao das isoformas de splicing alternativos em células
de cancer de colon foi primeiramente relatada por CAMPBELL-THOMPSON et al.
(2001), detectando os subtipos ERB1, ERB2, e ERB5 em mucosa normal do cdlon
humano. Somente em 2005, WONG et al. publicaram um estudo, limitado a uma
pequena casuistica, sobre a expressdo de isoformas ER-f no carcinoma colorretal.
Nesse estudo, a expressao total de ER-fle de ER-B2 foi perdida em 22% e 49% de
carcinomas colorretais primarios. Mas, em contraste, a isoforma truncada de ER-B5
foi encontrada em todos os carcinomas colorretais primarios e em todas as linhagens
celulares de carcinomas. Houve mudangas de expressdo da proteina ER-f selvagem
com a carcinogénese.

Nao existem estudos avaliando a expressao das subunidades das isoformas de
ER-B na mucosa coldnica normal, de pacientes com FAP, em po6lipos adenomatosos
e em carcinomas colorretais esporadicos ¢ com FAP correlacionando o nivel de

expressao das isoformas com a progressao tumoral. Tais resultados podem fornecer



dados para a compreensdao de possiveis mecanismos associados com ER e seus

potenciais efeitos nas lesdes das etapas da carcinogénese colorretal.

Por essa razao, propde-se a ampliacao da casuistica desse estudo envolvendo
novos pacientes com sindrome FAP e com cancer colorretal esporadico com os
seguintes objetivos (Artigo 2):

. Quantificar a expressdo génica por RT-PCR de isoformas variantes de ER-3
em mucosa colonica normal, lesdes precursoras em individuos portadores de
Polipose Adenomatosa Familiar e de CRC esporadico, assim como de lesdes
invasivas no CRC esporadico.

. Verificar o impacto da expressdo relativa das isoformas variantes de ER-f
com a sobrevida global e livre de doenca de pacientes portadores de

carcinoma de colon esporadico.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Epidemiologia

Segundo as estimativas de incidéncia de cancer para 2016, do Instituto
Nacional de Cancer, o CRC ¢, no Brasil e no mundo, o terceiro cancer mais
comumente diagnosticado em homens e o segundo em mulheres. Em 2012, foram
estimados 1,4 milhdes de novos casos e quase 694 mil mortes (TORRE et al. 2015;
Ministério da Saade 2017). Nos dados de 2012, do banco de registros GLOBOCAN,
da World Health Organization (WHO), as taxas de incidéncia mais altas foram na
Austréalia, Nova Zelandia, Europa e América do Norte e as taxas mais baixas foram

encontradas na Africa e no Sul da Asia Central (FERLAY et al. 2013). As taxas sdo



substancialmente mais elevadas nos homens (cerca de 25%) do que nas mulheres
(JESSUP et al. 1996; TORRE et al. 2015).

Nos Estados Unidos, as taxas de incidéncia de CRC apresentam queda de
cerca de 3 a 4% ao ano nos ultimos 15 anos (RYERSON et al. 2016), mas ainda
representam a terceira causa de cancer e de morte para ambos os sexos (SIEGEL et
al. 2017b). As taxas de incidéncia, na maioria dos outros paises ocidentais, ficaram
estaveis ou aumentaram ligeiramente durante este periodo. Em contraste, as taxas de
incidéncia de CRC aumentaram rapidamente em vdrias areas, historicamente de
baixo risco, incluindo a Espanha, diversos paises do Leste Asidtico e da Europa
Oriental (JEMAL et al. 2011; CENTER et al. 2009).

A idade do paciente ¢ um importante fator de risco para desenvolvimento do
CRC esporadico, sendo incomum nos individuos com menos de 40 anos. Os registros
da base de dados do Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER), em 2017
(Figura 1), mostram que a incidéncia comega a aumentar significativamente na faixa

etaria de 40 e 50 anos, com aumento significante a cada década subsequente.
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Figura 1 - Incidéncia especifica por idade do cancer colorretal de acordo com a faixa

etaria entre 2004 ¢ 2013.

Segundo dados do SEER (2017) e de outros registros de cancer do Ocidente a
incidéncia de CRC estd aumentando nos pacientes abaixo de 50 anos enquanto esta
diminuindo em grupos etarios mais velhos (DAVIS et al. 2011; SIEGEL et al.
2017a). Nos Estados Unidos, a incidéncia de CRC em homens e mulheres menores
de 50 anos aumentou de forma constante, a uma taxa de 2 % por ano, entre 1992 e
2013. Alguns registros relatam uma incidéncia crescente de CRC em adultos jovens
de 20 a 39 anos de idade, embora a incidéncia absoluta, nesta faixa etaria, permanega
muito menor do que para os adultos com 50 anos ou mais (SINGH et al. 2014;
TAWADROS et al. 2015; SIEGEL et al. 2017a).

Atualmente, o rastreamento de CRC ndo ¢ recomendado para individuos
menores de 50 anos, a ndo ser que haja um histérico familiar ou sindrome hereditaria

de predisposi¢do. Assim, a maioria dos diagnosticados com menos de 50 anos sdo



sintomaticos (86%), com associacdo ao estadio clinico mais avancado e com piores
resultados oncologicos (DOZOIS et al. 2008). Estima-se que 35 % destes tumores
em adultos jovens sdo associados com as conhecidas sindromes hereditarias e as
causas para estes aumentos permanecem desconhecidas (DOZOIS et al. 2008;
CHANG et al. 2012; AHNEN et al. 2014; MORK et al. 2015. Os atuais esfor¢os para
reduzir a incidéncia e a mortalidade por CRC em adultos jovens estdo focados na
identificagdo de pessoas elegiveis para vigilancia precoce, com base na historia
familiar.

A incidéncia de CRC, no decorrer da vida, ¢ cerca de 5% (SIEGEL et al.
2017 b). A predisposi¢do genética ¢ o fator de risco dominante para uma pequena
proporcao de individuos, embora, os fatores ambientais (incluindo dieta, exercicio,
tabagismo e obesidade) sejam os fatores de risco mais prevaléntes na maioria dos
individuos (LITTLE et al. 1999; POTTER 1999). Segundo LOWERY et al. (2016),
historia familiar de CRC é comum na populacdo em geral. Nos Estados Unidos, 5 a
10 % dos adultos (de 20 a 79 anos) possuem parente de primeiro grau com CRC. Em
outros paises, as taxas sdo semelhantes ou um pouco maiores, com incidéncia de
11,7% entre os adultos de 30 a 70 anos (WILSCHUT et al. 2011).

Devido a histéria familiar, um em cada quatro pacientes com CRC tem risco
moderadamente aumentado (WINAWER et al. 1997), correspondendo a alguma
agregacdo genética familiar. No entanto, aproximadamente 5% dos pacientes com
CRC tém risco muito alto e uma caracterizagdo sindromica bem definida. A
Sindrome de Lynch, também chamada de cancer de colon ndo polipdide hereditario
(HNPCC) ¢ a mais comum, representando cerca de 2 a 3 % dos casos e a Polipose

Adenomatosa Familiar (FAP) cerca de 1% dos CRC (UMAR et al. 2004; MOREIRA
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et al. 2012), ambas com mutacdes germinativas autossomicas dominantes, com
penetrancia fenotipica quase completa.

Tumores diagnosticados estdo predominantemente localizados no reto e no
colon esquerdo (AHNEN et al. 2014). Entretanto, um aumento gradual de tumores
localizados proximais a flexura esplénica do colon vem sendo observado
(STEWART et al. 1983; JESSUP et al. 1996; THORN et al. 1998; TROISI et al.
1999), principalmente com um aumento relativo na incidéncia de tumores cecais
(MAMAZZA e GORDON 1982; VUKASIN et al. 1990). Esta mudanga na
distribui¢do anatomica de CRCs pode ser, em parte, relacionada a melhorias no
diagndstico e tratamento, sobretudo associada ao rastreamento e remocao de polipos
adenomatosos no colon distal. Outra causa associada pode estar relacionada a
qualidade da colonoscopia (preparo coldnico ruim, colonoscopia incompleta,
variagdes anatdmicas que comprometem a visibilidade), mas a biologia tumoral
também pode diferir entre os CRCs do cdlon direito e esquerdo, como também nos
adenomas serrilhados que sdo mais planos e dificeis de visualizar endoscopicamente
e que, molecularmente apresentam mutacdes de BRAF do tipo V60OE e dao origem
a CRC associados a instabilidade de microssatélites, mais comumente localizados no

c6lon direito.

1.2.2 Patogénese do Cancer Colorretal

As mutagdes genéticas germinativas especificas sdo responsaveis pelos CRCs
associados as sindromes hereditarias, enquanto que mutagdes genéticas acumulativas
somaticas esta associada a maioria dos casos esporadicos. Em contraste, as alteragdes

genéticas associadas a CRC '"familiar", caracterizada por agregacao familiar,
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permanecem desconhecidas e incompletamente compreendidas (YURGELUN et al.
2017).

Em 1990, FEARON e VOGELSTEIN descreveram as bases moleculares para
o desenvolvimento do CRC sendo caracterizado por um processo de varios passos
em que cada evento genético acumulado conferiu uma vantagem de crescimento
seletivo a célula epitelial do coélon. Estudos posteriores serviram para aperfeigoar
essas hipdteses.

A quase totalidade dos CRCs esta associada a polipos adenomatosos que se
tornam displasicos quando mecanismos normais que regulam a renovagao epitelial
sdo interrompidos. As células da superficie que revestem a mucosa, perdidas
continuamente no limen intestinal devido a apoptose e esfoliacdo, devendo ser
substituidas constantemente. De modo regular, a proliferagdo ocorre exclusivamente
na base da cripta e, 2 medida que as células se movem para a superficie luminal,
param de proliferar e se diferenciam terminalmente. Este processo ordenado ¢ cada
vez mais interrompido a medida que os adenomas aumentam de tamanho, tornando-
se displasicos e, eventualmente, atingindo o potencial invasivo (FEARON e
VOGELSTEIN 1990).

A hipotese que os CRC invasivos se desenvolvem a partir de lesdes
precursoras (sequencia adenoma-carcinoma) ¢ apoiada por dados clinicos,
patologicos, epidemiologicos e observacionais (MARTINEZ et al. 2009;
LIEBERMAN et al. 2012; COTTET et al. 2012; ZAUBER et al. 2012; LOBERG et
al. 2014). Os carcinomas precoces sdo frequentemente visualizados em grandes
polipos adenomatosos e areas de alteracdes adenomatosas podem ser encontradas

adjacentes a tumores. Adenomas e carcinomas sdo encontrados em distribui¢des
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semelhantes ao longo do intestino grosso. Os adenomas, geralmente, sdo observados
entre 10 e 15 anos antes. Em modelos animais, os adenomas se desenvolvem antes
dos carcinomas. Por sua vez, estes se desenvolvem, exclusivamente, em tecido
adenomatoso. Além disso, existe uma redugdo da incidéncia de CRC por meio da
remocao de polipos.

De acordo com o modelo de Vogelstein, mutagdes germinativas ou somaticas
sdo necessdrias para a transformacdo maligna e o acumulo de multiplas mutagdes
genéticas, ao invés de sua sequéncia, determina o comportamento bioldgico do tumor
(Figura 2) (VOGELSTEIN et al. 1988). O CRC esporadico ocorre, sobretudo, pela
ativacdo de oncogenes como K-ras, BRAF, SRC, MYC, receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e a inativagdo dos genes supressores de
tumor como p353 e APC (adenomatous polyposis coli) ou de genes de reparo do
DNA, principalmente, o mutL homolog 1 (MLHI) e mutS homolog 2 (MSH?2)
(SHERR 1996; BENSON et al. 2004; TANAKA et al. 2006). Cerca de 75% dos
tumores colorretais esporadicos apresentam inativacdo do gene p53 (CALVERT e
FRUCHT 2002). A instabilidade de microssatélite também pode ser encontrada em
tumores esporadicos e, diferentemente da Sindrome Lynch, estdo associados a
mutagdo no gene BRAF e perda de expressio do gene MLHI ocasionada pela

hipermetilacao de seu promotor (VELHO et al.2008).
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Figura 2 - Modelo genético para tumorigénese colorretal.

Talvez o gene mais critico para o desenvolvimento inicial de CRC seja o
gene supressor tumoral APC. As mutagdes somaticas, em ambos os alelos, estdo
presentes em 80% dos casos esporadicos € uma unica mutagdo germinativa neste
gene ¢ responsavel pela FAP (LAKEN et al. 1997; DRUCKER et al. 2000). Como a
Sindrome FAP ¢ caracterizada por diversos po6lipos adenomatosos em todo colon,
com densidade de nimero variavel e diferentes manifestagdes extra-colonicas, foram
possiveis o reconhecimento da importancia desse gene e a identificagdo de padrdes
de mutacdes, além de permitir o estudo das lesdes colonicas com estadios e graus
displésicos diferentes no mesmo individuo.

As primeiras lesdes malignas presentes nos focos de criptas aberrantes
displasicas (microadenomas) ¢ em pequenos polipos adenomatosos, com perda do
segundo alelo de APC (por delecdo ou mutacdo somatica), sugere que a alteracio de
expressdo desse gene ¢ um evento muito precoce nas etapas de tumorigénese do
CRC (SPIRIO et al. 1998; LAMLUM et al. 1999), enquanto que as mutacdes do
gene supressor tumoral p53 ocorrem mais tardiamente e sdo encontradas em lesdes

maiores ou com maior grau de displasia (Figura 2).
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Um melhor entendimento da funcao da proteina APC e do mecanismo pelo
qual o gene anormal promove a formagdo tumoral foi possivel com a observacao de
que CRCs esporadicos do tipo selvagem (APC normal) apresentam mutagdes no
gene CTNNBI (Catenin Beta 1) que codifica a beta-catenina, uma proteina
envolvida na mesma cascata de sinalizagdo da proteina APC, por via de sinalizacao
Wnt (Wingless-type) (SU et al. 1993; BIENZ e CLEVERS 2000). A maioria dos
CRCs esporadicos ¢ iniciada pela ativacdo de mutagdes nos genes da via Wnt,
responsaveis pela estabilizacdo da beta-catenina e pela transcri¢do constitutiva
ativada pela jun¢do do complexo de fator beta-catenina / Tcf-4(Transcription factor
4).

A via Wnt ¢é uma via de transdugdo de sinal responsavel pela proliferacao
celular necessaria para a renovagao epitelial intestinal (BIENZ ¢ CLEVERS 2000;
FEARNHEAD et al. 2001; UTHOFF et al. 2001). A proteina APC normal atua no
controle do acumulo de beta-catenina, mediando sua fosforilagdo e degradacdo. A
maioria das mutacdes no gene APC (germinativa e somatica) produz uma proteina
APC truncada com perda de seus dominios reguladores de beta-catenina. Essa perda
funcional da proteina APC (e também nas mutacdes no gene beta-catenina) resulta
no acumulo nuclear de beta-catenina que se liga e ativa o Tcf-4 (Figura 3)
(KORINEK et al. 1997; MORIN et al. 1997; GOSS ¢ GRODEN 2000).

O complexo beta-catenina / Tcf-4 atua controlando a proliferagdo e a
diferenciagdo das células epiteliais da cripta intestinal (VAN DER WETERING et al.
2002; SHIH et al. 2001). A ativagdo desta via evita que o ciclo celular pare em G1 ou
em diferenciacdo celular terminal, induzindo resisténcia a apoptose (KIM et al.

2003). O resultado final deste processo ¢ a proliferacao celular.
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Figura 3 - Mecanisno da atuagdo da proteina APC (adenomatous polyposis coli) na

modulacdo da B-catenina e transducao de sinal pela via Wnt.

A maior parte dos CRC ¢ ocasionada pela progressao da sequéncia adenoma-

carcinoma. No entanto, evidéncias recentes sustentam, cada vez mais, a existéncia de

uma via alternativa para a carcinogénese colorretal por meio de polipos serrilhados,

um grupo que abrange um espectro morfoldgico, incluindo polipos hiperplasicos,

polipo misto e adenomas serrilhados (NOFFSINGER 2009).

Existem pelo menos trés vias moleculares associadas a tumorigénese

colorretal:

1- Via de instabilidade cromossomica (CIN)

Tipificada pela condi¢do herdada FAP (FEARON ¢ VOGELSTEIN 1990) ou

por casos esporadicos caracterizados por alteragdes cromossdmicas, incluindo

delecdes, insercdes e perda de heterozigosidade. As mutagdes genéticas propiciam

ganho de funcdo que podem resultar na ativacdo de vias de promoc¢do do
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crescimento, incluindo os oncogenes, atividade diminuida dos genes supressores ou
das vias apoptoticas.
2- Via de mutagdo em genes de reparo do DNA “mismatched repair” (MMR).

Mutagdes germinativas em um dos genes de reparo de incompatibilidade do
DNA, mais comumente o MLHI, MSH2, MSH6 ou PMS2, provocam um acimulo de
anormalidades em sequéncias curtas de bases nucleotidicas, constituindo repeti¢des
multiplas dentro do genoma, chamadas de microssatélites. Esses tumores sdo
caracterizados por um fenotipo de altos niveis de instabilidade de microssatélites
(MSI-H). Além de serem tipicos da sindrome de Lynch (HNPCC), altos niveis de
MSI também s3o encontrados em aproximadamente 15% dos CRC esporadicos. No
entanto, na maioria desses casos, o silenciamento de genes ndo se deve a uma
mutagdo germinativa especifica de MMR, mas a um fenomeno epigenético: a
hipermetilacdo do promotor do gene para a enzima MMR (geralmente MLHI) que
leva ao silenciamento transcricional da expressao génica (WEISENBERGER et al.
2006).

3- Via de fenétipo de hipermetilagao (CIMP+)

Alteragdes epigenéticas, como hipo e hipermetilagio do DNA, podem
silenciar a expressdo de certos genes, incluindo enzimas MMR (DAS e SINGAL
2004; SHEN et al. 2005; WEISENBERGER et al. 2006; VAN ENGELAND et al.
2011). O polipo serrilhado e o CRC que estd associado a uma frequéncia
particularmente alta de metilacdo de algumas ilhas CpG (em que uma base de
citosina [C] ¢ seguida imediatamente por uma base de guanina [G], unidas por uma
ligacdo  fosfodiéster [CpG]) s3o conhecidos como tumores CIMP+

(WEISENBERGER et al. 2006; NOFFSINGER 2009; GOEL et al. 2007).
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Segundo RAJAGOPALAN et al. (2002), a ativagdao oncogénica de BRAF (na
maioria das vezes pela mutacdo no cédon V60OE), um membro da familia de cinases
RAS / RAF, é uma caracteristica do CRC esporadico associada a MSI-H por
hipermetilagao (CIMP+) do gene MLHI. DOMINGO et al. (2005) demonstraram que
as mutacdes de BRAF estdo ausentes em tumores associados 8 HNPCC (mutagdes
germinativas nos genes MMR, MLHI e MSH?). Esses dados sugerem que a ativacao
oncogénica do BRAF esta envolvida apenas na tumorigénese colorretal esporadica.
Além disso, estas alteragdes favorecem um melhor prognostico que, normalmente,
esta associado a tumores MSI-H (FRENCH et al. 2008; OGINO et al. 2009). Estes
tipos tumorais sdo particularmente mais prevalentes em fumantes (SAMOWITZ et
al. 2000).

Viarios oncogenes estdo implicados no desenvolvimento do CRC esporadico,
sendo o mais importante o RAS que possui trés variantes celulares, HRAS, KRAS e
NRAS (SHIBATA et al. 1993; CARTWRIGHT 1998; TORTOLA et al. 1999;
TAKAYAMA et al. 2001). Eles codificam uma familia de proteinas homoélogas a
proteina G que regula a transducao de sinal celular, atuando como um tinico caminho
para a transmissao de sinais de crescimento extracelular para o nicleo (BOURNE et
al. 1991).

A identificagdo das mutagdes do gene RAS no CRC tem relevancia clinica,
estando significativamente associada a ausé€ncia de resposta terapéutica ao uso de
agentes que visam o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), como o
cetuximab (KARAPETIS et al. 2008; ALLEGRA et al. 2009; VAN CUTSEM et al.

2012).
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1.2.3 Diagnostico e quadro clinico do Cancer Colorretal Esporadico

Nao ha sintomas clinicos na maioria dos pacientes com cancer de célon em
estadio inicial. Comumente, sdo diagnosticados por rastreamento. No entanto,
segundo MORENO et al. (2016), a maioria dos CRCs (70-90%) sao diagnosticados
somente apos o inicio dos sintomas causados pelo processo expansivo luminal ou por
infiltragdo de estruturas adjacentes e, como resultado, as manifestacdes clinicas
refletem CRC relativamente avangados (MOIEL e THOMPSON 2011; MORENO et
al. 2016).

Os sinais ou a sintomatologia associada ao CRC incluem hematoquezia ou
melena, dor abdominal, anemia ou alteragdo no habito intestinal (HAMILTON et al.
2005; SAIDI et al. 2008). Os sintomas associados a distensdao abdominal, nauseas ¢
vomitos podem ser indicadores de suboclugao ou obstrugao intestinal.

Nos pacientes sintomaticos, as manifestagdes clinicas também diferem
dependendo da localizagdo do tumor. Alteracdes do habito intestinal sdo mais
frequentes em tumores do lado esquerdo, pois além do conteudo fecal ser mais
liquido, o calibre luminal do célon ¢ maior nos segmentos proximais a flexura
esplénica (MOIEL ¢ THOMPSON 2011; MORENO et al. 2016). Em tumores
localizados no colon ascendente, a anemia ferropriva por perda sanguinea ¢ o
sintoma mais comum, pois esse segmento esta associado a hemorragia diaria, quatro
vezes maior do que nas demais localizagbes (MACRAE e ST JOHN. 1982;
GOODMAN ¢ IRVIN 1993).

A dor abdominal pode ocorrer em tumores de qualquer localizagdo por causa

de obstrugdo parcial, disseminagao peritoneal ou perfuragdo intestinal. Os tumores do
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reto podem causar tenesmo, dor local e diminui¢cdo do calibre das fezes (SAIDI et al.
2008).

SIEGEL et al. (2017a) demonstraram que, aproximadamente 20% dos
pacientes, nos Estados Unidos, apresentam doenca metastitica ao diagndstico,
podendo ser por disseminacdo linfatica e hematogénica e, também, por contiguidade
transperitoneal. Como a drenagem venosa do trato intestinal se dé através do sistema
portal, o primeiro local de dissemina¢do hematogénica, geralmente, ¢ o figado e, em
seguida, os pulmdes. No entanto, os tumores do reto distal podem metastizar,
inicialmente, para os pulmoes, pois 0s vasos retais inferiores drenam para o sistema
da veia cava inferior, ao invés do sistema venoso portal (SIEGEL et al. 2017a).
Linfonodos regionais e o peritdnio também sdo sitios metastaticos frequentemente
diagnosticados.

Os pacientes sintomaticos ao diagnostico, normalmente, t€ém doenga mais
avancada e de pior progndstico (MORENO et al. 2016). Em estudo realizado por
AMRI et al. (2013) foram avaliados 1071 pacientes com cancer de colon
diagnosticados (217 deles por rastreamento). Aqueles ndo diagnosticados por triagem
apresentaram risco significativamente maior de lesdes mais invasivas (>T3: risco
relativo [RR] 1,96), com envolvimento linfonodal (RR 1,92) e doenga metastatica
(RR 3,37). Além disso, os pacientes ndo diagnosticados por rastreamento
apresentaram taxas de mortalidade (RR 3.02) e de recorréncia (RR 2.19),
significativamente, mais elevadas (AMRI et al. 2013).

Obstrugdo ou perfuragdo intestinal estd associada a progndstico ruim,

independente do estddio. O niimero total de sintomas ¢ inversamente relacionado as
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taxas de sobrevida (WOLMARK et al. 1983; CRUCITTI et al. 1991; CARRARO et
al. 2001).

A colonoscopia ¢ o teste diagndstico mais util e preciso para CRC, pois
permite localizar e biopsiar lesdes, detectar neoplasias sincronicas (3-5%) e remover
po6lipos (MULDER et al. 2011). Em uma revisdo sistematica de 25 estudos de
diagnéstico de CRC realizada por PICKHARDT et al. (2011), em 9223 pacientes, a
prevaléncia cumulativa de CRC foi de 3,6 % (414 tumores) e a sensibilidade da
colonoscopia para deteccdo de CRC foi de 94,7%.

Considerando pacientes sintomaticos, as taxas de ndo conclusio da
colonoscopia diagnostica sdo de aproximadamente 11-12 %. As razdes incluem a
incapacidade do colonoscépio progredir por razdes técnicas como obstrugao tumoral,
angulacdo do colon, preparo ruim com persisténcia de conteudo fecal e intolerancia
do paciente ao exame. Nessas situagdes, a colonografia virtual ¢ altamente sensivel
para a deteccdo de CRC e pode fornecer um diagnostico radiografico, embora ndo
tenha a capacidade para biopsiar ou remover os polipos (NERI et al. 2002; ATKIN et
al. 2013; PULLENS et al. 2013).

O estadiamento Tumor-node-metastasis (TNM) do American Joint
Committee on Cancer (AJCC) / Unionfor International Cancer Control (UICC) ¢ o
sistema de estadiamento preferido, universalmente utilizado (EDGE et al. 2010)
(Anexo 2).

O estadiamento ¢ complementado com tomografia computadorizada (TC)
abdominal e pélvica que podem demonstrar a extensao regional do tumor, metastases
e complicagoes relacionadas (HORTON et al. 2000). A sensibilidade da TC para

detectar metastases hematogénicas ¢ maior (75 a 87%) do que para a detec¢dao do
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envolvimento linfonodal (45 a 73%) e da profundidade de invasdo transmural
(aproximadamente 50%) (MCANDREW et al. 1999; NERAD et al. 2016).

A TC ndo é um exame de diagndstico confiavel para pequenas lesdes em
superficies peritoneais (JACQUET et al. 1993). Segundo KOH et al. (2009), a
sensibilidade para a detec¢do de implantes peritoneais depende da localiza¢ao e do
tamanho dos implantes. A sensibilidade da TC para nodulos <0,5 cm foi de 11% e de
apenas 37% para implantes de 0,5 a 5 cm.

Segundo KIRKE et al. (2007), o beneficio do estadiamento clinico de rotina
com TC de térax é controverso nos tumores no c6lon, porém sdo de maior valor no
cancer do reto, devido ao maior risco de metastase pulmonar.

A ressonancia magnética do abdome superior pode identificar melhor as
lesdes hepaticas do que a TC (SAHANI et al. 2014). Na pratica atual, a ressonancia
magnética do abdomen superior ¢, geralmente, reservada para pacientes que
apresentam resultados suspeitos na TC.

A TC por Emissdo de Positrons (PET) nao parece adicionar informagdes
significativas aos exames habituais de rotina (FURUKAWA et al. 2006; NAHAS et
al. 2008). O melhor papel estabelecido das analises de PET, em pacientes com CRC,
sdo como complemento individualizado no diagnostico de recorréncia e na avaliagao
da extensdo da doenga metastatica.

Em pacientes com tumores no reto a ultrassonografia endoscopica transretal e
a ressonancia magnética pélvica podem ajudar a determinar a extensdo da doenga

locorregional (RAFAELSEN et al. 2008).
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1.2.4 Polipose Adenomatosa Familiar

A polipose adenomatosa familiar (FAP) ¢é caracterizada pela presenca de
multiplos polipos adenomatosos colorretais (VASEN et al. 2015). Representa menos
de 1% de todos os canceres colorretais e afeta igualmente ambos os sexos
(JARVINEN et al. 1992).

A FAP possui um padrdo hereditdrio autossomico e dominante, sendo
causada por mutagdes germinativas no gene supressor tumoral Adenomatous
Polyposis Coli (APC) localizado no cromossomo 521 (BURT et al. 1995). A
expressao fenotipica ¢ variavel, pois resulta de uma penetrancia quase completa de
polipose do colon, mas com uma penetrancia varidvel das manifestagdes
extracolonicas da doenca. Até 25% dos casos FAP sdao devidos a mutagdes APC
novas (BISGAARD et al. 1994).

Na auséncia da proteina APC funcional, a proteina truncada ndo se liga a
beta-catenina ¢ ndao promove sua degracdo, ocasionando um acumulo de beta-
catenina que promove uma ativagdo transcricional da via de sinalizacdo Wnt e seus
genes alvo que controlam o crescimento celular (Figura 3).

A localizagdo da mutacdo no gene APC possui implicagdes fenotipicas e tem
sido associada a gravidade da doenga (HEINEN et al. 2010). As mutagdes proximas
ao cddon 1309 sao clinicamente mais agressivas com Polipose cléssica e profusa. As
mutagdes entre os codons 463 a 1444 foram associadas a hipertrofia congénita do
epitélio pigmentar da retina (CHRPE) (CASPARI et al. 1995; GIARDIELLO et al.
1997; SORAVIA et al. 1998). As localizadas entre os codons 1445 ¢ 1578 foram
associadas ao desenvolvimento de tumores desmoides e mutagdes entre os cddons

279 a 1309 foram associados a presenga de polipose duodenal (SAURIN et al. 2002).
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A maioria dos pacientes com FAP ¢ assintomatica até apresentarem
complicacdes associadas ao desenvolvimento do cancer colorretal (75%),
comumente diagnosticados entre 20 e 40 anos de idade. Nesses casos, sangramento
gastrointestinal, dor abdominal e diarreia sdo os sintomas mais frequentes (CRONER
et al. 2005).

A FAP classica ¢ caracterizada pela presenga de mais de 100 polipos
intestinais e quanto mais densa for a quantidade de polipos, mais precoce é o seu
aparecimento, particularmente em individuos mais jovens e associada a mutagdes
localizadas entre os cddons 1250 a 1464 (LEOZ et al. 2015).

A polipose profusa geralmente se desenvolve na segunda ou terceira década
de vida. A idade média do aparecimento de polipos ¢ de 16 anos, mas estes ja podem
ser observados em pacientes com menos de oito anos (PETERSEN et al. 1991).

Se ndo tratada, 100% dos pacientes com FAP classica terdo cancer até os 40
anos de idade. Cerca de 40% dos individuos apresentam tumores sincrénicos e mais
de 80% dos tumores estdo localizados no segmento do co6lon distal. Acredita-se que
os adenomas em pacientes com FAP se comportam de forma semelhante aos
adenomas esporadicos ¢ ndo apresentam, intrinsecamente, um maior potencial
maligno. O aumento do risco de cancer colorretal na FAP ¢ atribuivel a grande
quantidade de adenomas em uma idade precoce (SYNGAL et al. 2015).

A FAP atenuada (AFAP) ¢ clinicamente caracterizada pela presenca de
poucos poélipos (geralmente entre 30-100 adenomas) com distribui¢cdo mais proximal
no co6lon e auséncia de manifestagdes extra-colonicas. Usualmente, os adenomas ¢ o

cancer sdo diagnosticados em uma idade posterior ao da FAP classica, com idade
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média de 44 e 58 anos, respectivamente (HERNEGGER et al. 2002; BURT et al.
2004; SIEBER et al. 2006).

No trato gastrointestinal superior, frequentemente, podem ser encontrados
polipos de glandulas findicas com presenca de displasia de baixo grau em quase
metade dos poélipos, embora mais raramente estes evoluam para o cancer (BURT
2003). Os adenomas gastricos sao muito menos comuns, sendo tipicamente isolados,
localizados no antro e associados a risco relativamente baixo de progressao
neoplasica (BIANCHI et al. 2008).

Os adenomas duodenais apresentam distribui¢do principalmente periampular,
ocorrem na maioria dos pacientes com FAP classica e tem cerca de 5% de risco de
cancer duodenal (WALLACE e PHILLIPS 1998; LEOZ et al. 2015).

Os tumores desmoides ocorrem em 10-15% dos pacientes com FAP. Esses
tumores, apesar de ndo serem metastaticos, causam alta morbidade e mortalidade por
comprometimento e infiltracdo locorregional. O trauma cirargico ¢ um fator de risco
importante para seu desenvolvimento (SLOWIK et al. 2015). STEVANATO et al.
(2015) avaliaram, no A. C. Camargo Cancer Center, que os individuos com FAP
classica submetidos a tratamento cirirgico preventivo ou terapéutico para CRC,
evoluiram com uma incidéncia de 30% de tumores desmoides com mortalidade de
16%.

A Sindrome de Gardner foi originalmente descrita, em 1953, para caracterizar
familias com polipose colonica e manifestacdes extracolonicas (GARDNER e
RICHARDS 1953). Estas manifestagdes extraintestinais incluem tumores desmoides,
cistos sebaceos ou epidermoides, lipomas, osteomas (especialmente da mandibula),

fibromas, dentes supernumerarios e polipos gastricos CHRPE (TOURINO et al.
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2004; BISGAARD e BULOW 2006). A Sindrome de Turcot é caracterizada pela
associacdo de polipose intestinal e tumores cerebrais (ependimomas, astrocitoma e
meduloblastoma, principalmente) (GROEN et al. 2008).

O diagnostico da FAP pode ser clinico ou genético. Deve ser suspeitado em
qualquer paciente que tenha 10 ou mais adenomas colorretais ou com historia de
adenomas em combinacdo com caracteristicas extracolonicas. A mutagdo

germinativa do gene APC estabelece o diagnostico de FAP (American

Gastroenterological Association-AGA 2001; BURT e NEKLASON 2005).

1.2.5 Marcadores tumorais laboratoriais

Uma variedade de marcadores séricos tem sido associada ao CRC,
particularmente o antigeno carcinoembriondrio (CEA). No entanto, todos os
marcadores, incluindo o CEA, possuem baixa sensibilidade diagnostica para detectar
CRC priméario devido a sobreposi¢dao significativa com outras patologias e baixa
sensibilidade para doenga em estagio inicial (MACDONALD 1999; PALMQVIST et
al. 2003; LOCKER et al. 2006). Segundo LIU et al. (2014), em uma revisao
sistematica, concluiram que a sensibilidade de CEA para o diagnostico de CRC era
de apenas 46% (IC 95%: 0,45-0,47). As causas ndo relacionadas ao cancer de CEA
elevado foram: doenca inflamatoria gastrointestinal, doenca hepatica, doenga
pulmonar obstrutiva cronica, diabetes e qualquer outro estado inflamatoério agudo ou
cronico. Além disso, os niveis de CEA sdo significativamente maiores em tabagistas
(SAJID et al. 2007). Nenhum outro marcador de tumor convencional apresentou

maior sensibilidade diagnostica para o CRC.
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A American Society of Clinical Oncology (ASCO) e o European Group on
Tumour Markers (EGTM) recomendam que nenhum marcador com dosagem sérica
seja utilizado como teste de triagem ou diagnostico para CRC. No entanto, os niveis
de CEA tém valor no prognostico ¢ no seguimento de pacientes com CRC
diagnosticado (DUFFY et al. 2003; LOCKER et al. 2006). Pacientes com dosagem
de CEA pré-operatoria > 5 ng / mL apresentam pior progndstico e elevados niveis
pré-operatorios que niao se normalizam apds a ressecgdo cirurgica e implicam na

presenga de doenca persistente.

1.2.6 Fatores hormonais no Cancer Colorretal

A terapia hormonal p6s-menopausa tanto com estrogénio combinado com
progesterona ou com estrogénio sem oposi¢do, tem sido associada a um risco
reduzido de CRC (CALLE et al. 1995; FERNANDEZ et al. 1998; GRODSTEIN et
al. 1999; ANDERSON et al. 2004; JOHNSON et al. 2009; RENNERT et al. 2009;
GREEN et al. 2012; LIN et al. 2012), embora estes dados sejam mais consistentes
para o uso hormonal combinado (ANDERSON et al. 2004; LAVASANI et al. 2015).
Segundo o Women's Health Initiative (WHI), houve redu¢ao do risco em mulheres
submetidas a terapia combinada (RR 0,56), com o efeito protetor permanecendo,
mesmo depois, em mulheres que relataram ter sigmoidoscopia de triagem excluidas
(CHLEBOWSKI et al. 2004). Apesar do menor risco de CRC, a WHI ndo recomenda
o uso da reposicdo hormonal para esta finalidade, ja que a terapia hormonal pode
causar maior morbidade por outras doencas como coronariopatia, acidente vascular

cerebral, tromboembolismo venoso e cancer de mama (ANDERSON et al. 2004).
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Recentemente, IVERSEN et al. (2017), com Royal College of General
Practitioners' Oral Contraception Study, demonstraram que houve um efeito protetor
do uso de contraceptivos orais em mulheres pré-menopausadas. Neste estudo, 46.022
mulheres foram recrutadas entre os anos de 1968-1969 e observadas por até 44 anos.
Mulheres que haviam utilizado anticoncepcionais orais, em comparagdo com as que
nunca haviam utilizado, apresentaram uma incidéncia significativamente menor de
CRC (taxa de incidéncia 0,81, IC 95% 0,66-0,99).

Em geral, maior prevaléncia de doenca inflamatoria intestinal e de cancer de
colon em homens do que em mulheres (NELSON et al. 1997), sugere que o
estrogeno possa ter algum papel na fisiopatologia do colon. O papel protetor do
estrogénio no desenvolvimento do cancer de colon foi estudado e estabelecido em

Mi . .
in*Submetidas a ooforectomia mostraram

modelos animais. Estudos com ratas Apc
aumento acentuado de polipos adenomatosos intestinais, enquanto que a reposicao de
estrogénio, nessas ratas, reduziu o nimero de polipos (WEYANT et al. 2001). Em
diversos estudos, a exposi¢ao de ratas ooforectomizadas ao estrogénio reduziu a taxa
de tumores do célon em até 71% (SMIRNOFF et al. 1999; GUO et al. 2004; CHO et
al. (2007). Ratos geneticamente deficientes em ER (receptores de estrogeno)
demonstraram uma maior incidéncia de adenomas e microadenomas displésicos
relacionadas ao ER-f3 mutados. No entanto, carcinomas invasivos foram encontrados
apenas em ratos com ER-B deficientes, sugerindo que esse receptor desempenha
papéis autdnomos nado-celulares adicionais que limitam a progressdo tumoral.
Andlises histologicas de colon de ratos com deficiéncia de ER e daqueles

ooforectomizados revelaram diferengas significativas na arquitetura de criptas e

maior proliferagdo de enterdcitos em relagdo aos casos selvagens.
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A experiéncia com uso de produtos de soja complementa a hipotese de que os
estrogénios tenham um efeito protetor contra o cancer colorretal. A menor incidéncia
de cancer colorretal em asiaticos pode ser atribuida ao alto teor de soja na dieta. Em
modelos animais, a genisteina, o estrogénio na soja, inibe a proliferagdo celular de
cancer de colon e estimula a apoptose por meio da interagdo com varias vias (KIM et

al. 2005; QI et al. 2011).

1.2.7 Mecanismos de aciio dos receptores de estrogenos

Os estrogénios sao membros da familia de hormodnios esterdidais e,
tradicionalmente, estdo associados ao desenvolvimento reprodutivo feminino, mas
também, atuam em outros sistemas como os cardiovasculares, esqueléticos, imunes,
gastrointestinais e neurais (DEROO e KORACH 2006). O estrogénio mais
abundante e mais potente em humanos ¢ 17B-estradiol (E2). Outros estrégenos
naturais incluem estrona (E1) e estriol (E3), metabolitos de E2. Suas principais a¢des
sdo gendmicas, mediadas por receptores de estrogénio nuclear (ERs), mas também
possuem acdes nao gendmicas.

Os ERs s3o membros de uma familia de receptores hormonais nucleares que
incluem receptores que se ligam a outros esteroides, hormdnios tireoidianos e
retindides e a receptores como o receptor ativado por proliferador de peroxissoma
(PPAR), o receptor X de farnesdide (FXR) e o receptor de figado X (LXR) que
mediam os processos metabdlicos (HUANG et al. 2010). Os ERs também se ligam
em familias de receptores orfaos, cujos ligantes ainda ndo foram definidos, mas que

funcionam como fatores de transcrigao nuclear (BRELIVET et al. 2012).
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A descoberta de ERs diferentes revelou seu papel significativo em tipos de
tecido diferentes do trato reprodutivo feminino, incluindo o sistema gastrointestinal
(GUSTAFSSON 1999). Os estrogenos regulam estes efeitos celulares por meio dos
seus receptores intracelulares, ERa ¢ ERB. Os dois receptores sdo codificados por
genes separados, ESRI (ERa) e ESR2 (ERp), com cada gene produzindo diferentes
isoformas de receptor de splicing alternativo, resultando em trés ERa e cinco
variantes de ERp. Estas variagdes podem determinar diferentes efeitos (DEROO e
BUENSUCESO 2010; SPEIRS et al. 2008).

Diferengas na interacdo do estrogénio ERa e ERP também podem explicar
seus efeitos intracelulares distintivos (NILSSON et al. 2001). Segundo HALL e
MCDONNELL (1999), a resposta biolégica de ERa e ERp, quando ativados,
depende da proporcao de ERa para ERp na célula uma vez que ER inibe a atividade
transcricional de ERa.

Os efeitos intracelulares do estrogénio sdo exercidos por meio de duas vias
principais: gendmicas e ndo gendmicas. O ER funciona como um fator de transcri¢ao
génica dependente do ligante, pela interagdo direta com elementos de resposta ao
estrogénio (ERE) ou outros fatores de transcri¢do, como C-Fos / C-Jun / API,
constituindo o principal mecanismo gendmico do estrogénio nas células. (HALL e
MCDONNELL 1999; KUSHNER et al. 2000; SAFE e KIM 2004). Os efeitos
genOmicos também podem ser alcancados a partir de interagdes do receptor sem o
ligante, por caminhos independentes, aos quais os ERs sdo fosforilados por uma via
de cinase ativada. Como exemplo, o receptor EGF (EGFR) pode ativar a via Ras /

Raf / MAPK que, por sua vez, ird fosforilar o ER resultando em dimerizacdo e
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ativacdo independente do ligando da expressdo génica (DRIGGERS e SEGARS
2002; MARTIN et al. 2005) (Figura 4)

Embora a interagdo de ambos ERs com ERE seja semelhante, ERa interage
com outros fatores de transcrigdo como c-Jun e c-Fos do complexo ativador de
proteina-1 (AP1) e SPI1, enquanto que a interacdo de ERP com esses fatores de
transcri¢do sdo menos significativos (DEROO e BUENSUCESO 2010). No caso de
AP1, mostrou-se que a ligagdo de 17B-estradiol (E2) a ERa resulta na ativagao da
transcri¢ao e que a ligacdo a ERp inibe a transcri¢ao desviando o estrogénio para
longe da via ERa (PAECH et al. 1997; FOLEY et al. 2000).

Os efeitos dos estrogenos mediados por agdo gendOmica resultam na
transcri¢do ativada de uma ampla gama de genes, incluindo genes envolvidos na
angiogénese como VEGF, na ades3o celular como caderinas ¢ lamininas, na
proliferacdo e apoptose, incluindo a familia 7GFf (BARZI et al. 2013).

Além dos efeitos genomico, o estrogénio e seus receptores podem ativar
diversas vias de sinalizagdo sem interagdo direta com o DNA, resultando em
modulacdo de processos celulares adicionais. Os ER de membrana ativam diversas
vias intracelulares, incluindo PKC, Ca ++ intracelular, CAMP citosélico, 6xido

nitrico e MAPK (BARZI et al. 2013).
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Figura 4 - Os efeitos intracelulares com as principais vias de a¢do do estrogénio.
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ABSTRACT

Background: Among the sex hormones, oestrogen may play a role in colorectal
cancer, particularly in conjunction with oestrogen receptor-f (ERp). The expression
of ERP isoform variants and their correlations with familial adenomatous polyposis
(FAP) syndrome and sporadic colorectal carcinomas are poorly described. Methods:
This study aimed to investigate the expression levels of the ERB1, ERB2, ER4 and
ERPS isoform variants using quantitative RT-PCR (921 analyses) in FAP, normal
mucosa, adenomatous polyps and sporadic colorectal carcinomas. Results:
Decreased expression of ERf isoforms was identified in sporadic polyps and in
sporadic colorectal cancer as well as in polyps from FAP syndrome patients
compared with normal tissues (p < 0.001). In FAP patients, ERB1 and ERB5 isoforms
showed significant down-expression in polyps (p < 0.001) compared with matched
normal tissues. However, no differences were observed when sporadic colorectal
carcinomas were compared to normal mucosa tissues. These findings suggest an

association of the ER[P isoform variants in individuals affected by germline
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mutations of the APC gene. Progressively decreased expression of ERB was found in
polyps at early stages of low-grade dysplasia, followed by T1-T2 and T3-T4 tumours
(p < 0.05). In sporadic colorectal cancer, the loss of expression was an independent
predictor of recurrence, and ERB1 and ERB5 expression levels were associated with
better disease-free survival (p = 0.002). Conclusion: These findings may provide a
better understanding of oestrogens and their potential preventive and therapeutic

effects on sporadic colorectal cancer and cancers associated with FAP syndrome.
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CONCLUSOES

Entre os hormdnios sexuais, o estrogénio pode desempenhar um papel no
cancer colorretal, particularmente por meio de receptores-f (ER-B).

As diferencas na expressao imunoistoquimica de ER-B e das variantes
isoformas ER-B por RT-PCR, na progressao do cancer colorretal, representam
um mecanismo potencial pelo qual o estrogénio pode alterar a
susceptibilidade ao cancer de célon, confirmando assim, a possibilidade de
um papel protetor na carcinogénese colorretal.

Variantes isoformas de ER-B em concentragdes distintas podem ser um dos
mecanismos da acdo diferenciada dos estrogenos em diferentes tecidos. Os
altos niveis de expressdo das isoformas ERBS, nos individuos com mutagao
germinativa no gene APC, pode ser um potencial cofator no desenvolvimento
de polipos na puberdade e na carcinogénese colorretal relacionada a FAP.

No cancer colorretal esporadico, os niveis de expressao de ERB1 e ERBS sao
fatores independentes de recorréncia.

Esses achados sugerem a necessidade de novos estudos clinicos voltados para
estratégias preventivas, especialmente em grupos de pacientes que estdo sob

privacdo hormonal.
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Anexo 2 — Estadiamento TNM para cancer colorretal, 7* edigao.

TUMOR PRIMARIO (T)
TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasdo da lamina propria *
T1 Tumor invade submucosa
T2 Tumor invade muscular propria
T3 Tumor invade através da muscular propria em tecidos pericolonico
T4a Tumor infiltra serosa
T4b O tumor invade 6rgaos ou estruturas adjacentes

NODULO LINFATICO REGIONAL (N)

NX Nodulos linfaticos ndo podem ser avaliados

NO Nenhuma metastase linfonodal regional

N1 Metastase em um a trés linfonodos regionais

Nla Metastase em um linfonodo regional

N1b Metastase em dois a trés linfonodos regionais

Nlc Deposito (s) tumoral

N2 Metastase em quatro ou mais linfonodos regionais

N2a Metastase em quatro a seis ganglios linfaticos regionais
N2b Metastase em sete ou mais linfonodos regionais

METASTASE DISTANTE (M)

MO Nenhuma metéstase distante

M1 Metastase distante
Mla Metastases confinadas a um 6rgdo ou local / LND nio regional
Milb Metastases em mais de um 6rgdo / local ou peritonio

Fonte: Adaptado EDGE et al.

(2010).
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Apéndice 1 — Formulario de levantamento de dados

N N AW

10

11

12

13

14
15

16

17

Nome

RGH

Data de admissao

Data de Nascimento

Género: (1) Mas (2) Fem

Queixa: (0)Nao (1)Sim

Tipo de Queixa (0) Sem queixa; (1) Dor; (2) Sangramento/muco nas fezes;
(3) alteracdo de habito; (4) anemia/astenia; (5) emagrecimento; (6)
tumor/massa; (7) Obstrucao/perfura¢ao (abdome agudo); (8) Outro;

Duragdo da queixa (em meses) (99) Ign

Diagnostico (0) sem polipo ou cancer; (1) adenoma de baixo grau; (2)
adenoma de alto grau; (3) adenoma de baixo grautadenoma de alto grau; (4)
adenocarcinoma invasivo; (5) adenoma ( lou mais) +adenocarcinoma (6)
CEC

Local do primario: (0) ndo definido; (1) Colon D; (2) Colon T; (3) Colon E;
(4) Sigmoide; (5) Reto intraperitoneal; (6) reto extraperitoneal; (7) polipose;
(8) Apéndice (99)Ign

Exame Proctologico: (0) ndo reto; (1) Movel; (2) semi-fixo ; (3) Fixo; (99)
Ign

Presenca de outros Tumores (0)Nao (1)Sim

Tipo de tumor

Tratamento prévio (1) Nao; (2) Sim

Tipo de tratamento prévio (0)Nao (1) Cirurgia com resseccao do 1; (2)
Cirurgia sem resseccdo do 1; (3) QT; (4) RDT; (5) QT e RDT; (6)
QT+RDT+Cir; (7) QT+CIR; (8) RDT+CIR; (9) Outro; (10)Resseccao
endoscopica de lesdo (99) ign

tatus Admissao: (0) sem tto prévio; (1) sem doenca; (2) Recorréncia local ou
locorregional; (3) Recorréncia sistémica (4) Recorréncia local e sistémica

CEA pré-trat



18
19
20
21
22

23
24
25

26
27

28
29
30
31

32

33

34
35
36
37

Estadio Clinico T (0)To (1)T1 (2)T2 (3)T3 (4)T4 (5)Tis (6)TX

Estadio Clinico N (0)No (1)N+ (2)NX

Estadio Clinico M (0)Mo (1)M+ (2)MX

Tratamento pré-operatério (0)Nao (1)Sim

Tipo de Tratamento pré-operatério (0) Nao (1) Radioterapia (2)
Quimioterapia (3) Radioquimioterapia (4) outro

Cirurgia (0)-Nao (1)-Sim

Data da Cirurgia

Tipo de cirurgia (0) Nao operou 1; (1) Colectomia parcial; (2)
Retossigmoidectomia; (3) AAP; (4) Colectomia total; (5) Proctolectomia
total; (6) Resseccdo local; (7) Resseccdo ampliada; (8) Citorreducgao; (9)
Apendicectomia; (10) Hartman; (11) outra (12)Laparotomia Exploratéria (13)
Citorredugdo (14)HIPEC (15)Endoscopica

Intengdo Cirurgica: (0) Nao operado; (1) Curativa; (2) paliativa;

Estadio T patologico Patolégico (PT ou ypt): (0) Pto/ypTO; (1) Ptl/ypT1; (2)
Pt2/ypT2; (3) Pt3/ypT3; (4) Ptd/ypT4; (5) Ptis/ypTis; (6) ptx/ypTX (7)Nao
operou

Linfonodos positivos (0)Nao (1)Sim (3)Nao Operado

Numero de Linfonodos positivos

Numero de Linfonodos dissecados

Estadio PN: (0) Pn0/ypNO; (1) Pnl/yPN1; (2) Pn2/yPN2; (3) Pn3yPN3; (4)
Pnx/yPNX (5)Nao operou

Estadio M: (0) MO; (1) M1 figado; (2) Pulmao; (3) Peritonio; (4) Figado e
peritonio; (5) Figado e pulmao; (6) Peritonio e pulmao; (7) Figado, peritdonio
e pulmao; (8) Outros 6rgdos. (9) Ignorado

Grau histolégico (pega): (0) Nao graduado (1) Bem diferenciado (2)
Moderadamente diferenciado (3) Pouco diferenciado/ indiferenciado (4) Nao
fez cirurgia

Embolizagdo vascular sanguinea (0) Nao; (1) Sim (2) Nao fez cirurgia
Embolizagdo vascular linfatica (0) Nao; (1) Sim (2) Nao Operou

Invasdo Perineural: (0) Nao; (1) Sim (2)Nao operou

K-ras: (0) Nao; (1) Sim (2) Nao realizado teste



38
39

40

41

42
43

44
45

46
47

Tratamento adjuvante (1)Nao (2)Sim

Tipo Tratamento Adjuvante (0) Nao (1) Quimioterapia (2) Radioterapia (3)
Radioquimioterapia (4) Radioquimioterapia seguida de quimioterapia
Esquema de quimioterapia pos-operatoria (0) Nao realizado (1) SFU (2)
FOLFOX (3) FOLFIRI (4) FOLFOX + Bevacizumabe (5) FOLFIRI +
Bevacizumabe (6) FOLFOX + Cetuximabe (7) FOLFIRI + Cetuximabe (8)
SFU+ LV (9) Oxaliplatina (10)MAYO (11)Xeloda (12)mFOLFOX6
(99)ignorado

Recorréncia local ou locorregional (0) Sem recorréncia local ou
locorregional; (1) Com recorréncia local (2) Com recorréncia locorregional
Data da recorréncia local

Recorréncia Distancia (0) sem recorréncia distancia; (1) Figado; (2)
Peritonio; (3) Pulmao; (4) figado e peritonio; (5) Figado e pulmio; (6)
Peritonio e pulmao; (7) figado, peritonio e pulmao; (8) LND; (9) Outro; (99)
Ignorado

Data da recorréncia a Distancia

Método diagndstico da recorréncia: (0) Sem recorréncia; (1) queixa clinica;
(2) aumento CEA; (3) Exame de imagem; (4) colonoscopia; (5) cirurgia; (6)
combinacoes

Data da ultima informagao

Status na ultima informagdo: (1) vivo sem doenga (VSED); (2) vivo com
doenca (VCED); (3) Morte ndao cancer (MNCA); (4) Morte por cancer
(MOCA); (5) Morte por tratamento; (6) morte por outra causa; (7) Perdido de

segmento



