Leticia dos Santos Yamane

CARACTERIZAGAO MUTACIONAL DOS ONCOGENES KRAS E BRAF E ANALISE DE MSI NAS
LESOES PRECURSORAS E DO CANCER COLORRETAL

Dissertacdao apresentada ao Programa
de Pés-graduacao da Fundacgdo Pio XIl —
Hospital de Cancer de Barretos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude

Area de concentracdo: Oncologia
Orientadora: Prof2. Dra. Denise Peixoto

Guimaraes
Co-orientador: Prof. Dr. Rui Manuel Reis

Barretos,SP

2013



Leticia dos Santos Yamane

CARACTERIZAGAO MUTACIONAL DOS ONCOGENES KRAS E BRAF E ANALISE DE MSI NAS
LESOES PRECURSORAS DO CANCER COLORRETAL

Dissertacdao apresentada ao Programa
de Pés-graduacao da Fundacgdo Pio XIl —
Hospital de Cancer de Barretos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude

Area de concentracdo: Oncologia
Orientadora: Prof2. Dra. Denise Peixoto

Guimaraes
Co-orientador: Prof. Dr. Rui Manuel Reis

Barretos,SP

2013



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo (  CIP)
Preparada pela Biblioteca da Fundagé&o Pio Xl —
Hospital de Cancer de Barretos

Y19c Yamane, Leticia dos Santos.

Caracterizacdo molecular dos oncogenes KRAS e B RAF e
andlise de MSI nas lesdes precursoras do cancer co  lorretal .
/ Leticia dos Santos Yamane — Barretos, 2013.

81f.;30cm;il

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Fundacgao
Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos, 2013.

Orientador: Dra. Denise Peixoto Guimaraes.

Co-orientador: Dr. Rui Manuel Reis

1.Adenomas. 2. Pdlipos serrilhados. 3. KRAS. 4. BRAF. &.
Instabilidade de microsatélites. 1. Autor. Il. Guimardes, Denise

Peixoto. Ill. Reis, Rui Manuel. IV. Titulo.
CDD 614.4




FOLHA DE APROVAGAO

Leticia dos Santos Yamane

Caracterizacdo mutacional dos oncogeneses KRAS e BRAF e analise de MSI nas lesGes
precursoras do cancer colorretal

Dissertagao apresentada ao Programa de Pds-Graduagao da Fundagao PIO Xl — Hospital de
Cancer de Barretos para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias da Saude - Area de
Concentracgdo: Oncologia

Data da aprovagdo: 25/03/2013

Banca Examinadora:
Prof. Dr. Fernando Augusto Soares

Instituicdo: Fundagdo Antonio Prudente — Hospital do Cancer A. C. Camargo

Prof. Dr. Claudio Lyoiti Hashimoto
Instituicdo: Hospital das Clinicas — FMUSP

Prof. Dr. José Humberto T. G. Fregnani
Instituicdo: Fundagao Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos

Prof.2 Dra. Denise Peixoto Guimardes
Orientador

Prof. Dr. Cristovam Scapulatempo Neto
Presidente da Banca Examinadora



DECLARAGAO DE RESPONSABILIDADE DOS PESQUISADORES

Esta dissertagao foi elaborada e esta apresentada de acordo com as normas da Pods-
Graduacdo do Hospital de Cancer de Barretos — Fundagdo Pio Xll, baseando-se no Regimento
do Programa de Pds-Graduacdao em Oncologia e no Manual de Apresentacdo de Dissertacoes
e Teses do Hospital de Cancer de Barretos. Os pesquisadores declaram ainda que este
trabalho foi realizado em concordancia com o Cddigo de Boas Praticas Cientificas (FAPESP),
ndo havendo nada em seu conteudo que possa ser considerado como plagio, fabricacdo ou
falsificacdo de dados. As opinides, hipdteses e conclusdes ou recomendacdes expressas
neste material s3o de responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visao

da Fundacdo Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos.

Embora o Nucleo de Apoio ao Pesquisador do Hospital de Cancer de Barretos tenha
realizado as analises estatisticas e orientado sua interpretacao, a descrigao da metodologia
estatistica, a apresentacdo dos resultados e suas conclusdes sdo de inteira responsabilidade

dos pesquisadores envolvidos.



DEDICATORIA

Aos meus pais, irmdos e a minha avo



AGRADECIMENTOS

Apds um periodo de crescimento e aprendizado, chego ao fim de mais uma fase
muito importante em minha vida. Portanto, gostaria de agradecer a Deus por ter me guiado
desde sempre, pela fé e esperanga que se fizeram presentes em todos os momentos e por
ter me permitido concretizar este sonho. Contudo, o desenvolvimento deste trabalho ndo
seria possivel sem a colaboracdo de varias pessoas, por isto gostaria de expressar meu
carinho a todos que me ajudaram nesta caminhada.

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a minha orientadora, a Professora Dra.
Denise Peixoto Guimarades, que fez com que eu descobrisse o quanto que é maravilhoso o
universo da pesquisa, além de ser responsavel pela conclusdo desta fase. Agradeco por ter
acreditado em mim e por todos os ensinamentos compartilhados desde a nossa primeira
reunido. Aprendi muito com vocé, e sou imensamente grata pelas conversas, pela paciéncia,
por ser presente e acessivel, por toda a preocupagao que sempre teve comigo e por ter me
proporcionado meios de desenvolver da melhor maneira este trabalho. A minha evolucdo
neste periodo deve-se ao seu profissionalismo e orientacdes.

Quero expressar também os meus mais sinceros agradecimentos ao meu co-
orientador, o professor Dr. Rui Manuel Reis. Obrigada por ter acreditado no meu potencial e
por ter me apresentado a fascinante Biologia Molecular. Sou grata pelos ensinamentos
didrios, por me fazer enxergar a importancia de cada detalhe, pela confianca, pelas
orientacdes e por ter participado tanto quanto a Dra. Denise do meu crescimento
profissional. Agradeco pela oportunidade de trabalhar com vocés.

Gostaria de agradecer também ao Professor Dr. Cristovam Scapulatempo Neto por
ter dedicado o seu tempo e possibilitado através do seu conhecimento, o desenvolvimento
deste projeto. Obrigada pelos ensinamentos, por ter participado desta jornada e pela
paciéncia.

N3o tenho como agradecer ao estatistico, mas acima de tudo, ao amigo Cleyton
Zanardo por tantas madrugadas que se disponibilizou a fazer as analises comigo. Sem a sua
dedicacdo a conclusdo deste trabalho ndo seria possivel, portanto, muito obrigada pelas

inumeras horas que passamos juntos para compreender os resultados deste estudo.



Ao Dr. Fauze Maluf e ao Dr. José Humberto Fregnani, obrigada por terem direcionado
o projeto durante as bancas de acompanhamento e Qualificacdo.

Quero ainda agradecer ao Hospital de Cancer de Barretos e a todos aqueles que
colaboraram para que este sonho tornasse possivel. Ao Dr. Lorenzi, meus mais profundos
agradecimentos por ter acreditado que eu seria capaz e pelo incentivo. Aos amigos Camila
Correia, Daniela Massaneiro e Douglas Vieira, obrigada pelos conselhos e palavra de
conforto. Sou imensamente grata aos colegas de trabalho Gustavo e Mariangela por terem
dividido comigo as responsabilidades e por terem me auxiliado desde o primeiro dia.
Agradeco ainda ao Gustavo Berardinelli, Allini Mafra, Fabiana, e todos os integrantes do
Nucleo de Apoio ao Pesquisador, Programa de Auxilio e Incentivo ao Pesquisador,
Departamento de Patologia e SAME. Gostaria de agradecer em especial a todos os
colaboradores do Departamento de Endoscopia pela dedicacdo e paciéncia, que possibilitou
o desenvolvimento e conclusdo deste estudo.

Quero expressar a minha gratiddao também as colaboradoras da Biblioteca, a Brenda
e a Silvana pela prontiddo em nos auxiliar e pelo profissionalismo. Aos amigos de pos-
graduacdo, em especial Croider e Maira, por compartilharem o mesmo objetivo e por
estarem sempre presentes durante o desenvolvimento e conclusdo desta jornada.

O Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) me proporcionou desenvolver
grande parte da metodologia deste trabalho, logo, agradeco pela oportunidade de trabalhar
neste laboratdrio maravilhoso. Contudo, todas as horas que eu passei no CPOM ndo seriam
tao agradaveis sem a companhia de pessoas por quem tenho grande carinho e admiracgao.
Abel, Adriana Lorenzi, Ana Laura, Augusto, Carol Laus, Edenir, Flavia, Lidia, Marcela, Marcio,
Mathias, Natalia Campacci e Viviane muito obrigada por terem compartilhado tantos
momentos agradaveis e por me ajudarem sempre que necessario. A Taciane, minha
companheira de apartamento, obrigada por alegrar os meus dias. Ao irmdao Maicon,
obrigada pelo incentivo e companhia principalmente na fase final da minha dissertacao.
Portanto, agradeco em especial a Adriana Cruvinel, a Olga Martinho e ao Renato José, pois
aprendi muito com vocés e sou grata pela atencdo que destinaram a mim, e principalmente
pela amizade. Obrigada pelos momentos compartilhados durante os dias, noites e finais de
semana que passamos juntos neste laboratério, sem vocés esta jornada teria sido muito
mais dificil. A todos aqueles que pertencem a este departamento, muito obrigada por terem

se tornado uma verdadeira familia.



Finalmente, gostaria de agradecer aos meus pais, Cesar e Maria Helena, por quem
tenho grande admiracdo, pelo apoio incondicional durante esse periodo. Obrigada por
compreenderem a minha auséncia e pelo incentivo, principalmente nos momentos mais
dificeis. Aos meus irmdos, Lauriane e Bruno, obrigada por compartilharem noites em claro
me fazendo companhia, por ouvir meus desabafos e por estarem sempre comigo mesmo
gue distante. Sou grata também aos familiares e amigos, principalmente a Maiara, pela
confianga e boas vibragbes. Gostaria ainda de expressar o meu imenso amor e carinho pela
minha avd Maria, que foi a grande inspiracdo do meu trabalho. Eu amo vocés!

Enfim, sou grata a todos que acreditaram em mim e é com imensa alegria que

compartilho a minha dissertagao com vocés.



iNDICE

1.1.
1.2.

1.2.1.
1.2.2.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.

1.4.
1.5.
1.6.

1.6.1.
1.6.2.

4.1,
4.2.
4.3,
4.4,
4.5,
4.6.

INTRODUCAO

Epidemiologia do cancer colorretal

Histdria natural do cancer colorretal: lesGes precursoras
Adenomas

Pélipos serrilhados

Vias genéticas da carcinogénese colorretal

Via da instabilidade cromossémica: adenoma-carcinoma
Via do serrilhado

Outras vias moleculares

Da clinica ao estadiamento do cancer colorretal
Tratamento

Prevencdo do cancer colorretal

Estratificacdo de risco

Deteccdo das lesdes precursoras

JUSTIFICATIVAS

OBIJETIVOS

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Método endoscdpico e lesdes
Extragao de DNA

Analise mutacional de KRAS e BRAF
Anadlise de MSI

Andlises estatisticas

o O »H W N R

12
15
16
18
19
20
20

22

23

24
24
24
25
25
26
27



5.2.
5.3.

6.2.
6.3.

6.4.

RESULTADOS

Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com lesdes
precursoras do cancer colorretal

Alterac6es moleculares nas lesGes precursoras do cancer colorretal
Associagao entre as lesdes precursoras do cancer colorretal e

adenocarcinomas colorretais

DISCUSSAO

Caracteristicas endoscoépicas e histopatoldgicas das lesGes precursoras
do cancer colorretal

AlteracGes moleculares nas lesGes precursoras do cancer colorretal
Relagao entre lesdes precursoras do cancer colorretal e os
adenocarcinomas colorretais

Direcdes futuras

CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXOS

ANEXO 1 - Comité de Etica em Pesquisa

ANEXO 2 — Ficha de coleta de dados

ANEXO 3 — Artigo de revisao submetido para World Journal of

Gastroenterology

28
28

31

38

43

43

45
48

49

51

52



RESUMO

Yamane L.S. Estudo mutacional dos oncogenes KRAS e BRAF e analise de MSI nas lesGes
precursoras e do cancer colorretal . Dissertagao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de

Barretos; 2013.

Introdugdo: O cancer colorretal (CCR) representa um dos tipos de cancer mais incidentes em
todo o mundo, incluindo o Brasil, onde é o terceiro com maior incidéncia e o quinto mais
letal. Para a reducdo da incidéncia e mortalidade, é necessario detectar e ressecar as suas
lesGes precursoras. O adenoma é a principal lesdo precursora e recentemente, os pdlipos
serrilhados foram descritos como um grupo de lesdes colorretais com potencial de
malignidade, mas os dados relacionados a sua caracterizacdo morfoldgica e bioldgica ainda
sdo escassos e ainda ndo relatado na populacdo Brasileira. Objetivos: Determinar a
frequéncia de mutagGes dos oncogenes KRAS e BRAF nas lesdes precursoras do CCR; Avaliar
a presenca de instabilidade de microssatélite (MSI) nas lesdes precursoras do CCR; Avaliar a
associacao entre as alteracdes moleculares, anatomo-patolégicas, e morfolédgicas nas lesGes
colorretais; e comparar com as alteragdes encontradas no CCR. Materiais e métodos: Uma
série de 342 lesdes foram endoscopicamente ressecadas de 155 pacientes referidos para
realizagao de colonoscopia no Hospital de Cancer de Barretos. A localizagao dos pdlipos,
tamanho e classificacdo histoldgica foram registrados. Apds a caracterizacdo morfolégica de
todas as lesGes, foram selecionadas 103 lesdes (uma de cada paciente) incluindo 50
adenomas e 53 polipos serrilhados que foram submetidos as andlises de mutacao KRAS
(cédons 12 e 13), mutacdo BRAF V600E e status de MSI. Resultados: Histologicamente, os
adenomas foram as lesGes mais frequentes (70,2%), sendo a maioria tubular (94,2%), com
displasia de alto grau detectada em 5,4% e classificadas como adenomas avancados em
18,3%. Dentre os poélipos serrilhados, 82,4% eram hiperplasicos, 12,7% adenomas
serrilhados sésseis, 2,0% adenomas serrilhados tradicionais e 2,9% pdlipos mistos. Mutacdo
em KRAS foi detectada em 13,6% das lesdes precursoras e 46,8% dos adenocarcinomas
colorretais. Mutacdo em KRAS foi observada nos adenomas (14%) e nos pdlipos
hiperplasicos (18,4%) e em nenhum adenoma serrilhado. Mutacdo em BRAF foi encontrada
em 9 (8,7%) lesGes precursoras e 3 (6,5%) CCRs. Mutacdo BRAF foi encontrada em 17% dos

polipos serrilhados e em nenhum adenoma (p<0,001). Todos os tipos de mutagdes



encontradas nas lesdes precursoras foram também detectadas no CCR. LesGes com
mutacdes KRAS foram predominantemente localizadas no cdélon esquerdo (p=0,05). Nao
houve associacdo entre mutacdo em BRAF e as caracteristicas endoscépicas. MSI-H nao foi
observado em nenhuma lesdo precursora, e foi detectado em 10,6% dos adenocarcinomas
colorretais. Conclusdes: As frequéncias de mutacdo nos oncogenes KRAS e BRAF e o status
de MSI sdo similares as descritas na literatura internacional, tanto no grupo de lesdes
precursoras quanto entre os adenocarcinomas colorretais. Este trabalho poderd contribuir
para a melhor compreensdo da carcinogénese colorretal na populagdo Brasileira e permitir o
desenho mais adequado de estratégias do rastreamento e deteccdo precoce do cancer

colorretal.

PALAVRAS-CHAVE: Adenomas; polipos serrilhados, KRAS, BRAF, instabilidade de

microsatélites



ABSTRACT

Yamane L.S. Mutational study of KRAS and BRAF oncofenes and analysis of MSI in precursor
lesions and in colorectal cancer. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer

Hospital; 2013.

Background: Colorectal cancer (CCR) is one of the most frequent cancers worldwide. In
Brazil, CCR is the third with higher incidence and the fifth cause of deaths by cancer. To
decrease its incidence and mortality, it is fundamental to detect and remove their precursor
lesions. Adenoma is the main precursor lesion and recently, the serrated polyps were
described as a group of colorectal lesions with malignant potential, but reports concerning
their morphologic and biologic characterization are still limited, and there are no studies in
Brazilian population. Aims: Determine the frequency of KRAS and BRAF mutations in CCR
precursor lesions; evaluate the presence of microsatellite instability (MSI) in the CCR
precursor lesions; evaluate the association between molecular, pathologic and morphologic
alterations in precursor lesions; and compare with the alterations detected in CCR. Materials
and methods: A serie of 342 lesions were endoscopically removed from 155 patients
referred to colonoscopy at Barretos Cancer Hospital. The location, size and histologic
classification of polyps were registred. After morphologic classification of all lesions, it was
selected 103 lesions (one from each patient) including 50 adenomas and 53 serrated polyps,
that were submitted to mutation analysis of KRAS (codons 12 and 13), BRAF (V600E) and MSI
status. Results: Histologically, the adenomas were the main precursor lesions (70.2%), being
the majority tubular (94.2%) and high grade dysplasia was detected in 5.4%, while advanced
adenomas were classified in 18.3% of them. Among serrated polyps, 82.4% were
hyperplastic, 12.7% sessile serrated adenomas, 2.0% traditional serrated adenomas and
2.9% mixed polyps. KRAS mutations were detected in 13.6% and 46.8% of precursor lesions
and colorectal adenocarcinomas, respectively. KRAS mutations were observed in adenomas
(14.0%) and in hyperplastic polyps (18.4%), but in none serrated adenoma. BRAF mutation
was found in 9 (8.7%) precursor lesions and in 3 (6.5%) CCR. BRAF mutation was detected in
17% of serrated polyps and in none adenoma (p<0,001). All mutations found in precursor

lesions were observed in CCR. Lesions with KRAS mutations were predominantly locatedin



left colon (p=0,05). There were no association between BRAF mutations and endoscopic
characteristics. MSI-H was not observed in precursor lesions, and was detected in 10.6% of
colorectal adenocarcinomas. Conclusions: The frequency of KRAS and BRAF mutations and
MSI status for both precursor and cancer lesions are similar to described in the international
literature. The present work can contribute to a better understanding of CCR carcinogenesis
in the Brazilian population, and allowed the designed of adequate strategies of screening

and early detection of colorectal cancer.

KEYWORDS: Adenomas, serrated polyps, KRAS, BRAF, microsatellite instability
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1. INTRODUGCAO

1.1. Epidemiologia do cancer colorretal

O cancer colorretal representa um dos tipos de cancer mais incidentes em todo o
mundo sendo o terceiro tipo de cancer mais incidente em homens e o segundo em
mulheres’. No Brasil, segundo as estimativas da incidéncia de céancer para 2012 do
Ministério da Saude, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma, o cancer colorretal
constitui o terceiro cancer mais frequente, com uma estimativa de cerca de 30.000 novos
casos esperados em 2012, sendo mais prevalente no sexo feminino 2 (Figura 1). O cancer
colorretal aparece como a segunda causa de morte por cancer nos EUA entre os homens de
40 a 79 anos e como quinta no Brasil, com uma estimativa em torno de aproximadamente

609.000 e 12.000 mortes por cancer colorretal em 2008, respectivamente *® (Figura 1).

(a) Distribuicao proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2012 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

LDEEIIEB[;ED priméria Cas0s novos  percentual LDEBIiZﬂI;ED primaria Ca508N0VOS  percentual
Prostata B0.180 30,6% Homens Mulheres Mama Feminina 52.680 27 9%
Tragueia, Brnguio e Pulmio 17.210 8,8% - Colo do Utero 17.540 0.3%
Cdlon e Reto 14.180 7.3% | Célon e Reto 15.960 BA4%
Estimago 12.670 6,5% At Glandula Tireoide 10.580 5,6%
Cavidade Oral 9.9490 51% Traqueia, Brénguio & Pulmao 10.110 53%
Esffago 7.770 4.0% Estimago 7420 39%
Bexiga 6.210 32% ) Ovario 6.180 3.3%
Laringe B110 31% i Corpo do (tero 4520 24%
Linfora ndo Hodgkin 5180 27% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2.4%

Sistema Nervoso Gentral 4.820 2,5% Sistema Nervoso Gentral 4.450 2.4%

*Nimeras arredondados para 10 ou miltiplos de 10 INCA/Ministério da Satide, 2012

(b)
Indice de mortalidade por cancer no Brasil, 2008 B Mama
M Prostata
B Pulmdo
W Utero
Colorretal
12,573 (6.6%) M Estémago
14,428 (7 6%) M Esifago
™ Figado
M Lingua, cavidade oral
Qutros

80,010 (42.1%) — 22,747 (12.0%)

11,055 (5.8%)

11,763 (6.2%)
16,832 (8.9%)
7,999 (4.2%)

3,700 (1.9%)
8,907 (4.7%)

Globocan, 2008
Figura 1 - Incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil. (a) Estimativas de cancer no Brasil para o ano de 2012

~ A ~ £ . A 02,3
com excecdo do cancer de pele ndo melanoma; (b) Indice de mortalidade por cancer no Brasil



Aproximadamente 70 - 85% dos canceres colorretais sdo esporddicos, onde a grande
maioria dos casos ocorre em individuos com idade superior a 50 anos, sendo a idade média
de diagnéstico de 66 anos *”. Cerca 15 a 30% dos canceres colorretais podem se desenvolver
devido a fatores genéticos hereditarios, incluindo a sindrome do cancer colorretal
hereditario ndo polipose (HNPCC) e a polipose adenomatosa familiar (FAP) *. Estes canceres
acometem individuos mais jovens, normalmente antes dos 50 anos de idade, variando entre
as sindromes. A HNPCC é causada por mutacdes germinativas em um dos genes do sistema
de reparo mismatch repair system (MMR) (MSH2, MLH1, PMS1, PMS2 ou GTBP/MSH6), que
sao responsdaveis por corrigir os erros que ocorrem durante a replicagdo e que afetam
preferencialmente regides de microssatélites 89 Pportanto, se ocorrer algum defeito nos
genes do sistema de reparo, serd observada a instabilidade das regides de microssatélite ao
longo de todo o genoma 8. A FAP é causada por uma mutagdo germinativa no gene APC
(adenomatous polyposis coli), que é um gene supressor tumoral altamente expresso nos

tecidos normais do epitélio gastroinestinal * 6

. A mutagao germinativa do APC é encontrada
em mais de 95% dos individuos com FAP, enquanto mutac¢des no gene de excisdao MYH sdo
observadas no restante dos individuos acometidos por esta sindrome °. Além da idade e
historia pessoal e familiar de cancer colorretal, outros fatores de risco sdo importantes para
o desenvolvimento deste tipo de neoplasias. Entre estes fatores incluem-se a histodria
pessoal de pdlipos, as doencas inflamatdrias intestinais (retocolite ulcerativa e a doenca de
Crohn), assim como a dieta e o estilo de vida *°. O consumo elevado de carne vermelha ou
processada e de gorduras associada a uma reducdo do consumo de frutas e vegetais tem
demonstrado associagio com o desenvolvimento do céncer colorretal ®. A obesidade
aumenta o risco para desenvolver a doenga, enquanto a prdtica de exercicios fisicos

promove uma reducdo do risco ' °. O consumo elevado de bebidas alcodlicas e o tabagismo

sdo considerados fatores moderados de risco para o desenvolvimento da doenca »**.

1.2. Histdria natural do cancer colorretal: lesoes precursoras

A histéria natural do céncer colorretal segue uma sequéncia histopatolégica
conhecida, desde a mucosa normal passando pelas lesGes precursoras e evoluindo ao cancer
invasivo. Atualmente, os dois grupos histoldgicos que apresentam potencial maligno e sao
denominados lesGes precursoras do cancer colorretal sdo os adenomas e os polipos

serrilhados.



1.2.1. Adenomas
Baseado no modelo da carcinogénese colorretal descrito por Fearon & Vogelstein em

1990 ** 0 adenoma representa o principal precursor do cancer colorretal e a sua incidéncia

| 13,14

corre em paralelo a do cancer colorreta . Os adenomas representam entre 51 a 67% das

I 15-18

lesdes precursoras do cancer colorreta , sendo mais frequentes no sexo masculino. De

acordo com estudos prévios, existe uma maior frequéncia de adenomas no célon direito ™
1819 embora haja relato de que os adenomas no célon distal sejam também frequentes 20
Apesar de representar a principal lesdo precursora do cancer colorretal, € importante
ressaltar que apenas 5% dos adenomas evoluem para o cincer colorretal 2.

Os adenomas sdo caracterizados histologicamente por nucleos alargados,
hipercromaticos, com varios graus de estratificacdo e perda da polaridade °®. Baseado na
arquitetura, os adenomas podem ser classificados em tubulares, vilosos e tubulo-vilosos. A

grande maioria dos adenomas tem arquitetura tubular (Figura 2).

Figura 2 - Adenoma. (A) Adenoma tubular com baixo grau de displasia; (B) Adenoma tubulo-viloso; (C)

. 6
Adenoma viloso

A arquitetura vilosa é definida como projecGes digitiformes do epitélio sobrepondo
uma pequena quantidade de lamina prépria, enquanto os adenomas tubulo-vilosos sao
compostos por ambas as estruturas, tubular e vilosa °. Para serem classificados como tubulo-
vilosos os adenomas devem ter de 25 a 75% de componente viloso.

Os adenomas sdo definidos pela presenca de neoplasia intraepitelial (displasia), que
podem ser classificadas em baixo ou alto grau, baseado no grau de complexidade da
arquitetura, no grau de estratificacdo nuclear e na morfologia nuclear anormal. Os

adenomas com displasia de alto grau podem ter focos de crescimento invasivo (Figura 2).



Com relacdo a morfologia, os adenomas, assim como as outras lesdes precursoras do
cancer colorretal podem ser polipdides ou n3o polipdides (plano-deprimido) %%. A maioria
dos adenomas é menor do que 10mm e é polipoide %.

Adenomas com pelo menos 10mm de didametro, com arquitetura vilosa ou com
neoplasia intraepitelial de alto grau sao chamados adenomas avangados e sdao aqueles que
apresentam maior probabilidade de progressao para o cancer, assim como os adenomas nao
polipdides ® 2. Ou seja, apesar de todos os adenomas estarem susceptiveis a transformag&o
maligna o risco de um cancer se desenvolver a partir de um adenoma aumenta com o

tamanho, o grau da displasia e a vilosidade da lesdo **.

1.2.2. Pdlipos Serrilhados

Os polipos serrilhados foram recentemente reconhecidos como apresentando um
potencial maligno e incluidos como lesGes precursoras do cancer colorretal. Os pdlipos
serrilhados formam um grupo heterogéneo de lesdes colorretais que incluem: o pdlipo
hiperplasico (HP), adenoma serrilhado séssil (SSA), adenoma serrilhado tradicional (TSA) e a
combinagdo de duas ou mais caracteristicas (anteriormente classificado como pélipo misto
(MP)) %. Na ultima classificacdo da Organizacio Mundial de Saude (OMS), a denominagio de
polipo misto foi abandonada devido a uma série de inconsisténcias na sua definicdo. Na

tabela 1, estdo descritas as principais caracteristicas dos polipos serrilhados.



Tabela 1 Caracteristicas histoldgicas, clinicas e frequéncia dos pdlipos serrilhados °

Frequéncia Frequéncia
Pélipos Caracteristicas Localizacao entre lesdes entre
Serrilhamento
serrilhados histoldgicas predominante precursoras serrilhados
(%) (%)
HPS - - Célon esquerdo 10-15 80-90
MVHP Células epiteliais Proeminente Célon direito - 45-94,2
com mucina
microvesicular
GCHP Células maduras Sutil Cdlon esquerdo - 5,8 -55
MPHP Pobre em mucina Proeminente Célon esquerdo <1 <1
SSA Dilatagdo da base Proeminente Cdlon direito 3-9 15-25
das criptas (em
formadelLouT
invertido)
TSA Padrdo de Complexo Célon esquerdo <1 <1
crescimento
viliforme,
displasia
citoldgica
MP Combinagdo de - - 1,5% 0,7-6,4

duas ou mais
caracteristicas
(adenomas, HPs,

SSA ou TSA)

HPs- hiperpldsicos, MVHP - microvesiculares, GCHP - ricos em células caliciformes, MPHP- pobres em mucina; SSA- adenoma serrilhado

séssil, TSA adenoma serrilhado tradicional, MP pdlipo misto

Histologicamente, os pdlipos serrilhados s3ao caracterizados pela morfologia

serrilhada que é consequéncia da inibicdo da morte celular programada (apoptose) no



epitélio glandular *°. A classificacdo histopatoldgica das lesdes serrilhadas é baseada em
critérios de arquitetura das criptas e caracteristicas citoldgicas ®. Os pélipos hiperplésicos sdo
os polipos serrilhados mais comuns do cdélon, correspondendo a aproximadamente 80 a 90%
de todos os polipos serrilhados e cerca de 10 a 15% dos pdlipos do célon. Pdlipos
hiperpldsicos sdo geralmente pequenos (<5mm) e frequentemente localizados no cdélon

2> 27 De acordo com a Organizagio Mundial da Saude

distal (75 a 80% no retossigmoide)
(OMS), trés tipos de pdlipos hiperplasicos foram reconhecidos: os microvesiculares (MVHP),
os ricos em células caliciformes (GCHP) e os pobres em mucina (MPHP). A diferenca entre

6, 28, 29

eles estda na morfologia e na distribuicdo celular de mucina . Todos os tipos de podlipos

hiperplasicos sdo histopatologicamente caracterizados por criptas alongadas com diferentes

® 30 & auséncia de displasia

graus de serrilhamento na metade superior das mesmas
citoldgica. O microvesicular é o tipo mais frequente, e é caracterizado por células epiteliais
microvesiculares, podendo ou ndo ser intercaladas com células caliciformes, e serrilhamento

6, 28, 29, 31

proeminente na porg¢ao basal das criptas . Por outro lado, nos pdlipos hiperplasicos

ricos em células caliciformes, predominam as células caliciformes com serrilhamento

discreto & 2% 3% 32

. Os pdlipos hiperplasicos microvesiculares sao distribuidos entre o célon
direito e esquerdo, enquanto os podlipos hiperplasicos ricos em células caliciformes sdo mais
frequentes no célon esquerdo °. Os pdlipos hiperpldsicos pobres em mucina sdo raros e por
este motivo, discutidos com menor frequéncia. Entretanto, estes parecem ser mais
frequentes no célon esquerdo (6). Além do recente reconhecimento da importancia destas
lesdes, e consequentemente limitado numero de relatos, existem grandes divergéncias com
relacdo a frequéncia de cada tipo de pdlipo hiperplasico. Spring et al observaram que os
pdlipos microvesiculares corresponderam a 45% e os pdlipos ricos em células caliciformes a
55% dos 120 pdlipos hiperplasicos de uma série de 190 pacientes e 414 lesdes estudadas 2.
Recentemente, Kim et al descreveram que os pdlipos microvesiculares, os pélipo ricos em
células caliciformes e os podlipos pobres em mucina corresponderam a 66,7%, 24,4% e a
8,9%, respectivamente, entre os 45 pélipos hiperplasicos incluidos no estudo %8 Por outro
lado, Carr et al encontraram apenas 2 (5,6%) poélipos hiperpldsicos ricos em células
caliciformes entre os 34 pélipos hiperplasicos analisados *°. Além das divergéncias quanto a
frequéncia dos diferentes tipos de polipos hiperplasicos, ainda é indefinida a relevancia

clinica da disting3o entre estas lesdes % *3.



Figura 3 - Pdlipo hiperplasico. (A) Pdlipo hiperplasico microvesicular (MVHP), formado principalmente por
células proliferativas, sendo observadas poucas células caliciformes. (B) Pdlipo hiperplasico microvesicular. (C)
Pélipo hiperplasico rico em células caliciformes (GCHP), formados exclusivamente por células caliciformes

(células maduras) ¢

Os adenomas serrilhados sésseis correspondem de 3 a 9% de todos os pdlipos

15, 16, 18 6, 18, 32

colorretais e de 10 a 25% dentre os pdlipos serrilhados . Estdo geralmente
localizados no célon direito. Dentre as suas caracteristicas histopatoldgicas incluem o
alongamento das criptas, o serrilhamento proeminente e, como caracteristica principal, a
dilatagdao da base das criptas que ao crescer paralelo a muscular da mucosa formam as

criptas em forma de L ou T invertido (“forma de ancora”) ® %% 3% % (Figura 4).

Figura 4 - Adenoma serrilhado séssil. (A) Serrilhamento observado na base das criptas em baixa resolugdo. (B)

Dilatagdo da base das criptas, comumente chamadas de L ou T invertido 6

Estas lesdes podem ter atipia nuclear e mitoses, mas ndo apresentam displasia. A
grande maioria dos adenomas serrilhados sésseis ndo evolui para o adenocarcinoma *. Vale
ressaltar que os adenomas serrilhados sésseis apresentam semelhancas estruturais e podem
ser confundidos com os pdlipos hiperpldsicos microvesiculares. A diferenciacdo diagndstica é
baseada na morfologia das criptas: se duas ou mais criptas adjacentes demonstrarem

caracteristicas de adenomas serrilhados sésseis, devem ser classificados como tal °.



Os adenomas serrilhados tradicionais sdo lesdes infrequentes, localizados
frequentemente no célon esquerdo e correspondem a menos de 1% das lesdes serrilhadas
(6, 28). Estas lesOes sdo geralmente diagnosticadas quando displasia é observada em um
pdlipo serrilhado **. Os adenomas serrilhados tradicionais tém um padrdo de crescimento
complexo e viliforme como um todo, demonstrando células com displasia citoldgica que
podem indicar progressao para carcinoma. Os adenomas serrilhados tradicionais diferem

dos sésseis principalmente porque os primeiros perdem a forma de ancora, levando a

6,15

(Figura 5).

formacao de criptas ectdpicas

Figura 5 - Adenoma serrilhado tradicional (TSA). (A) Em baixa resolugdo, onde observa-se um serrilhamento
complexo e viliforme. (B) Adenoma serrilhado tradicional com criptas ectdpicas, que se projetam a partir da

)
superficie

As mitoses sdo raras nos adenomas serrilhados tradicionais, e as células do epitélio
glandular com citoplasma eosinofilico s3o caracteristicas destas lesdes ® % (Tabela 1).
Os polipos mistos correspondem a 0,7 e 1,5% de todos os pdlipos e de 1,7 a 4,7% dos

15,18,36,37 05 polipos mistos tém pelo menos uma combinagdo de duas

polipos serrilhados
ou mais caracteristicas de adenomas convencionais, adenomas serrilhados sésseis,
adenomas serrilhados tradicionais ou pdlipos hiperplasicos *%. A defini¢do desta lesdo é a
combinacdo de um podlipo serrilhado (pdlipo hiperplasico, adenoma serrilhado séssil ou
adenoma serrilhado tradicional) com um adenoma convencional **. O conhecimento destas
lesdes ainda é limitado, portanto, ndo se sabe se esta morfologia é distinta das outras lesdes
serrilhadas e se existe alguma implicag¢do clinica na deteccao destas lesdes, entretanto, os

pdlipos mistos sdo provavelmente originados do desenvolvimento natural dos pdlipos

serrilhados *.



1.3. Vias genéticas da carcinogénese colorretal

O conhecimento das vias moleculares que sdo atuantes na evolucdo da lesdao
precursora ao cancer colorretal vem avangando. Sdao conhecidas pelo menos quatro vias
moleculares importantes de acordo com as alteragdes que ocorrem nas mesmas:
instabilidade cromossomica (CIN) (responsavel pela sequéncia adenoma-—carcinoma),
instabilidade microssatélite (MSI), metilator phenotype (CIMP), e a via do serrilhado ». Estas
diferentes vias moleculares de carcinogénese vao determinar diferencas na morfologia e
histopatologia, e consequentemente diferentes fendtipos, progndstico e opcbes de

tratamento do cancer invasivo.

1.3.1. Via da instabilidade cromoss6mica: adenoma-carcinoma

Fearon e Vogelstein em 1990 foram os primeiros a descrever o desenvolvimento do
cancer colorretal através de multiplos passos onde a transformacdo da mucosa normal ao
adenoma precoce e ao adenoma avancado e finalmente ao carcinoma invasivo é
consequéncia do acumulo de alteracdes genéticas em genes supressores de tumor e
oncogenes causando uma instabilidade cromossdmica *2. Neste modelo, a primeira etapa de
transformacdo (mucosa normal-adenoma precoce) é resultado da mutacdo no gene
supressor tumoral adenomatous polyps coli (APC) *%. Em condicBes fisioldgicas, a proteina
codificada pelo gene APC é responsavel pela manutengao de niveis baixos da proteina -
catenina no nucleo, impedindo assim a transcricdo de multiplos genes pela B-catenina
envolvidos na proliferagao celular. APC selvagem forma um complexo com a proteina f-
catenina favorecendo o seu transporte do nucleo ao citoplasma onde a mesma serd
degradada (42). Na presenca de APC mutada, o complexo APC- B-catenina ndo pode ser
formado, e a B-catenina ndo degradada, se acumula no nucleo e promove o crescimento e

invasdo tumoral *° (Figura 6).
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Figura 6 — APC/B-catenina. Células normais: com a formagdo do complexo APC/B-catenina, ocorre o transporte
da B-catenina do nucleo para o citoplasma e manuteng¢do dos seus niveis baixos, impedindo a indugdo de varios

genes. Células tumorais: na presenga de APC mutada ndo ha forma¢do do complexo APC/B-catenina, e a

~ . ~ . s , o~ A 40
auséncia de degradacdo de B-catenina resulta no aumento dos seus niveis no nucleo e a transcrigao génica

Para ocorrer a fase seguinte da carcinogénese colorretal (adenoma precoce em
adenoma avancado), é necessaria a mutacdo no oncogene KRAS, que é um dos oncogenes
pertencentes a familia RAS e alvo de mutacdes somdaticas em muitos tipos de cancer,
incluindo o colorretal *. RAS codifica uma quinase que pertence 3 cascata de sinalizagdo das
mitogen-activated protein kinase (MAPK) que inclui mediadores da sinalizacdo celular
culminando na proliferagdo celular, apoptose e diferenciacdo *'. Mutacdes pontuais em
KRAS ocorrem nos cédons 12 e 13 do éxon 2 e menos frequentemente no cdédon 61 do éxon
3, e induzem a fosforilagdo da enzima guanina difosfato levando a ativa¢do continua da via

da sinalizacdo da via MAPK (Figura 7).
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Figura 7 - Via das mitogen-activated protein kinases (MAPK) »

Mutagdes em KRAS ocorrem em 7,3 a 9,3% dos adenomas convencionais 18, 42 o

aproximadamente 40% dos adenocarcinomas, sendo as mais comuns a G12D, G12V e G13D

4 4345 (25). Apesar da sua importancia, mutagio no oncogene KRAS n3o é suficiente para o

desenvolvimento do cancer, havendo necessidade de alteragdes genéticas em genes

supressores de tumor tais como o gene TP53 e oncogenes como o PIK3CA (Figura 8) 448
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Figura 8 - Evolucdo da sequéncia adenoma-adenocarcinoma. CIN- instabilidade cromossémica

O TP53 é conhecido como o guardido do genoma, pois impede a proliferacdo celular
guando ha danos no DNA, estimulando o reparo do erro ou entdo induzindo a apoptose
celular quando tal reparo n3o é possivel * *.. Quando ocorre mutacdo em TP53, este gene
ndo é ativado quando ocorre um dano no DNA, o que impossibilita a correcao dos erros,
permitindo o acumulo de outras mutagdes e consequentemente, o crescimento das células
tumorais * *°. MutacBes em TP53 sdo observadas em aproximadamente 70% dos canceres

colorretais *®.

1.3.2. Via do serrilhado

Na sequéncia adenoma-adenocarcinoma, os polipos hiperpldsicos eram descritos
como lesdes ndo neopldsicas “inofensivas” sem potencial de malignidade ** % *°,
Entretranto, com a descricdo da via do serrilhado como a segunda principal via que leva ao
desenvolvimento do cancer colorretal, os pdlipos hiperplasicos foram reconhecidos como
possiveis lesdes precursoras por poderem evoluir para outras lesdes serrilhadas e entdo para
o cancer colorretal. Apenas uma pequena porcentagem de polipos hiperplasicos poderiam

205052 pesde a mucosa normal, a evolucdo desta via seria de pdlipos

progridir para o cancer
hiperplasicos para adenomas serrilhados sésseis ou para adenomas serrilhados tradicionais

ou podlipos mistos e entdo para o carcinoma (Figura 9). Tem sido proposto que os pdlipos
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hiperplasicos progrediriam para os adenomas serrilhados sésseis em um intervalo estimado

de 7,5 anos >3,
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Figura 9 - Esquema das vias da carcinogénese colorretal. (A) Via tradicional da evolugdo adenoma-

adenocarcinoma. (B) Via do serrilhado da sequéncia pdlipo serrilhado-adenocarcinoma

As alteragdes genéticas que ocorrem na via do serrilhado ainda ndo estao tao bem
esclarecidas como estdo na sequéncia adenoma—carcinoma e ha grandes variacbes na
frequéncia das alteracdes moleculares até o momento descritas. As alteracdes genéticas
mais frequentes envolvem mutagdes em KRAS e BRAF.

MutacOes em KRAS sdo observadas em 0 a 73% dos pélipos serrilhados, 6 a 73% dos

18, 20, 28, 42, 51, 53, 54

pdlipos hiperplasicos, 7 a 25% dos adenomas serrilhados sésseis eemOa

18, 42

28% dos adenomas serrilhados tradicionais e em 0 a 45,2% dos adenocarcinomas

45, 54

serrilhados (Tabela 2). Assim como na classica sequéncia adenoma-adenocarcinoma, as

mutacdes KRAS mais frequentes sdo G12D, G12V e G13D 18
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Tabela 2 - Frequéncia de alteracdes moleculares nos pdlipos serrilhados e adenocarcinomas

serrilhados
Pélipos serrilhados Carcinoma
Autores Alteraces ADC
moleculares HP SSA TSA MP )
serrilhado
MVHP GCHP MPHP
KRAS 16,7% 72,7% 25,0% 12,5% Na Na Na
Kim et al.,
- BRAF 66,7% 0,0 25,0% 60,7% Na Na Na
2011
MSI-H Na Na Na 1,8% Na Na Na
KRAS 17,0% 25,0% Na Na Na
Sandmeier et
o BRAF 83,0% 63,0% Na Na Na
al, 2009
MSI-H 0,0% 0,0% Na Na Na
KRAS 6,0% 8,0% Na 8,0% 17,0%  25,0% Na
Kim et al.,
“ BRAF 88,0%  75,0% Na 81,0% 76,0% 75,0% Na
2008
MSI-H 0,0% 0,0% Na 0,0% 3,0% 0,0% Na
KRAS 13,2%  42,9% Na 6,9% Na Na 0,0%
O’Brien et al,
w BRAF 76,3%  21,4% Na 82,9% Na Na 82,0%
2006
MSI-H 0,0% 0,0% Na 0,0% Na Na 81,8%
KRAS 11,0% 50,0% Na 8,0% 0,0% 43,0% Na
Spring et al,
18 BRAF 70,0%  20,0% Na 78,0% 66,0% 57,0% Na
2006
MSI-H Na Na Na Na Na Na Na
KRAS 13,0% 8,0% Na 22,7% Na
Konishi, et al
20 BRAF Na 32,0% Na 40,9% Na
2004
MSI-H 8,0% 36,0% Na 5,0% Na
KRAS 13,2%  46,2% Na 7,1% 28,0% Na Na
Yang et al,
o BRAF 76,3%  23,1% Na 82,1% 60,0% Na Na
2004
MSI-H Na Na Na Na Na Na Na

HPs- hiperpldsicos, MVHP - microvesiculares, GCHP - ricos em células caliciformes, MPHP- pobres em mucina; SSA- adenoma serrilhado

séssil, TSA adenoma serrilhado tradicional, MP pdlipo misto; NA — Ndo aplicavel

Em relacdo ao BRAF, a mutacdo mais frequente é V600E (Val600Glu), que ocorre em 0
a 88,0% dos polipos hiperplasicos, 32,0 a 82,9% dos adenomas serrilhados sésseis, em 60,0 a
76,0% dos adenomas serrilhados tradicionais *® 2% 2% 42 3355 o em 333 — 81,8% dos
adenocarcinomas serrilhados, e vem sendo considerada como um marcador especifico dos

adenocarcinomas serrilhados ** >,
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Mutacbes em BRAF sdao mais frequentes do que mutacdes em KRAS nos poélipos

18, 20, 28, 53, 54

hiperplasicos microvesiculares e adenomas serrilhados sésseis . Por outro lado,

entre os polipos hiperplasicos ricos em células caliciformes, as mutagdes em KRAS sdo as

18, 54 Mutacbes em ambos oncogenes sdo

alteracGes genéticas mais incidentes
frequentemente descritas como eventos exclusivos tanto nos adenocarcinomas serrilhados

guanto nas lesGes precursoras serrilhadas.

1.3.3. Outras vias moleculares

Além das altera¢Ges descritas acima, outros dois mecanismos moleculares envolvidos
no desenvolvimento das lesdes precursoras do cancer colorretal sdo instabilidade de
microssatélite (MSI) e CpG island methylator phenotype (CIMP) 2> °% >’

Microssatélites sdo sequéncias repetitivas de 1 a 6 nucleotideos distribuidas ao longo
de todo o genoma humano 2. O sistema de reparo de DNA (mismatch repair — MMR), inclui
proteinas MLH1, MLH2, MSH3, MSH6 e PMS2, e é responsavel pela correcdo dos erros de
emparelhamento de nucleotideos que ocorrem durante a replicacdo do DNA. Regides ricas
em sequéncias microssatélites sdo mais susceptiveis a este tipo de erro, dando origem a

>80 Deficiéncias no sistema de reparo MMR leva ao

delecbes ou insercbes de nucleotideos
acumulo de erros do DNA (mutagcdes com delecdo ou insercdo de nucleotideos) e
consequentemente em instabilidade de microssatélites. O status de MSI pode ser

2 para tal, foi

classificado de acordo com os marcadores que mostram instabilidade
proposto o painel de Bethesda, que é composto por cinco marcadores, sendo dois
mononucleotideos (BAT25 e BAT26) e trés dinucleotideos (D55346, D25123 and D175250) &
®1 Mais recentemente, um painel de 5 marcadores incluindo os anteriores BAT25 e BAT26, e
mais trés outros marcadores mononucleotideos (NR21, NR22 e NR24) tem sido utilizado
para determinar o fendtipo de MSI em tumores °.0 fenodtipo ou status de MSI de um tumor
pode entdo ser classificado como: alta instabilidade de microssatélites (MSI-H), baixa
instabilidade de microssatélites (MSI-L) e microssatélite estaveis (MSS) &.

A MSI é um marcador de cancer colorretal hereditdrio ndo polipose (HNPCC) ou
sindrome de Lynch 8 No entanto, cerca de 15% de cénceres colorretais esporadicos
desenvolvem ao longo da via de MSI. Em 1999, Lino et al reportaram que a frequéncia de

MSI foi significantemente maior nos pélipos serrilhados do que nos adenomas convencionais

37 0Os autores observaram que um subgrupo de adenomas serrilhados (11,7%) e pdlipos
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mistos (25%) tinham MSI-H e todos os pélipos hiperplasicos tinham MSI-L. Tais resultados
podem sugerir que podlipos hiperplasicos com MSI-L podem ser precursores de um pequeno
grupo de cancer colorretal com MSI-L 370 status de MSI est3 frequentemente associado a
mutacdes nos oncogenes KRAS e BRAF 26,57, 62,63

Outra alteracdo que pode ocorrer durante a carcinogénese colorretal é o fendtipo de
metilacdo (CIMP). As lesdes precursoras do cancer colorretal com CIMP mostram um
fendtipo histoldgico distinto dos adenomas classicos *. CIMP foi associado a uma maior
incidéncia de polipos serrilhados no célon proximal e altos indices de metilacdo em /oci
especificos facilitam a transicdo de pdlipo hiperplasico microvesicular para adenoma

serrilhado séssil 2.

1.4. Da clinica ao estadiamento
A maioria dos canceres colorretais estd localizada no célon esquerdo, principalmente

no célon sigmdide e no reto (Figura 10) °.

Flexura hepatica - i
Flexura esplénica

Cdlon ascendente - Colon descendente

Colon sigmoide
— Reto

Adaptado de http://fwww.crcftlauderdale.com

Figura 10 — Segmentos do célon

Os pacientes com cancer colorretal podem ter anemia decorrente do sangramento
do tumor. Além disto, estes pacientes podem ter constipacdo, e ainda manifestar distensado
abdominal, perda de peso, fadiga, obstrucdao ou perfuracdo do intestino 6, Alguns pacientes
com cancer colorretal sdo assintomaticos, e nestes casos a neoplasia pode vir a ser

detectada através de rastreamento ou vigilancia ® 0 diagndstico do cancer colorretal pode
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ser realizado através de exames de imagem, que permitem além da deteccdo, o
estadiamento clinico. A colonoscopia, além da deteccdo da lesdo neoplasica, permite a
deteccdo de lesdes sincronicas e a bidpsia do tumor para o diagndstico histopatolégico em
um mesmo procedimento ®*.

Dentre os canceres colorretais esporadicos, mais de 90% sdao adenocarcinomas e as
suas variantes histopatoldgicas incluem o carcinoma medular, o micropapilar (variante rara,
podendo ser um componente do carcinoma convencional), mucinoso (> de 50% da lesdo é
composta de pools de mucina extracelular), o de células em anel de sinete (> de 50% das
células tumorais composta de mucina intracitoplasmatica) e o adenocarcinoma serrilhado °.
Este ultimo é consequéncia final da progressdo de uma lesdao serrilhada em 30% dos
canceres colorretais e tem na sua aquitetura, morfologia serrilhada em 1/3 dos casos . Tal
padrdo serrilhado ndo é observado em carcinomas serrilhados pouco diferenciados, pois

nestes o padrdo de crescimento é trabecular ® (Figura 11).

Figura 11 — Adenocarcinoma serrilhado. (a) Adenocarcinoma serrilhado bem diferenciado com padrdo de

crescimento serrilhado; (b) Adenocarcinoma serrilhado pouco diferenciado com padrdo de crescimento

. . 25
trabecular; (c) Adenocarcinoma serrilhado com muco

O céancer colorretal é graduado histologicamente baseado na porcentagem de
arquitetura glandular, podendo ser bem (> 95% de arquitetura glandular), moderadamente
(50- 95% de arquitetura glandular), ou pouco diferenciado ( 0-49% de arquitetura glandular)

® (Figura 12).
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Figura 12 — Adenocarcinoma bem diferenciado **

O estadiamento do cancer colorretal se faz utilizando sistema TNM . Tal
classificagdo leva em consideragdo a extensdo do tumor primdrio, auséncia ou presenca de
metastases em linfonodos regionais e auséncia ou presenca de metastase a distancia 66,
Desta maneira, é possivel classificar o tumor nos estadios | a IV, sendo o ultimo o estadio o

mais avancado da doenca ®° (Tabela 3).

Tabela 3 — Grupamento do cancer colorretal por estadios 66

Estadio T N M

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1,T2 NO MO
Estadio IIA T3 NO MO
Estadio IIB T4 NO MO
Estadio IIIA T1,T2 N1 MO
Estadio IIIB T3, T4 N1 MO
Estadio IlIC Qualquer T N2 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

1.5. Tratamento

Com a evolugdo da medicina e consequentemente de técnicas cirurgicas, da
radioterapia e da quimioterapia, houve um grande progresso no tratamento do cancer
colorretal. O principal tratamento para esta neoplasia é a cirurgia, sendo na grande maioria

com fim curativo °. O tratamento do céncer colorretal é dependente do estadio da doenca.
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Para canceres colorretais estadio 0, recomenda-se ressec¢do endoscOpica com margens
livres e resseccdo do cdlon quando ndo for possivel realizar a remoc¢ao endoscopica da lesdo

7 Para canceres colorretais estadio |, recomenda-se a resseccdo ampla, associada a

| . Quando n3o é possivel

anastomose primaria, criando desta maneira, um célon funciona
preservar o esfincter anal devido a severidade do tumor, ou quando o mesmo é localizado
proximo ao canal anal, é necessario realizar uma colostomia definitiva °. Durante a cirurgia é
necessario remover e examinar pelo menos 12 linfonodos para realizar o estadiamento do
cancer colorretal °. Pacientes com estadio Il j& tém comprometimento de linfonodos, sendo
gue pacientes com 1 a 3 linfonodos envolvidos tém melhor progndstico comparado aqueles
com 4 ou mais linfonodos comprometidos ®’. O estadio IV do cancer colorretal apresenta
metastase a distancia, podendo ser feita resseccdo cirurgica local e resseccdo de metastases
no figado, pulmao ou ovério, dependendo do paciente ¢

A gquimioterapia pode ser realizada como complementacdo terapéutica com a cirurgia
e/ou radioterapia, podendo ser indicada para a redugdo parcial do tumor antes da cirurgia
(quimioterapia neoadjuvante) ou apds o procedimento cirurgico (quimioterapia adjuvante),
com o objetivo de reduzir a probabilidade de metastases a distancia. Ainda existem
controvérsias com relacdo a recomendacdo da quimioterapia adjuvante pra cancer colorretal
do estadio Il, mas é recomendada para o estadio lll, e quimioterapia paliativa é indicada para
neoplasia do estadio IV. Atualmente existem pelo menos dez anti-neoplasicos aprovados
pela FDA para o tratamento do cancer colorretal, tais como: oxaliplatina, leucovorina,
fluorouracil, levamisol, capecitabina, irinotecano, bevacizumabe, cetuximabe, aflibercept e
panitumumabe ©’.

A radioterapia é mais indicada no tratamento do cancer de reto °. O National Cancer
Institute recomenda a radioterapia paliativa para o cancer de célon apenas para pacientes

do estadio IV ©’.

1.6 Prevengdo do cancer colorretal

O conhecimento da histéria natural com a progressdo das lesdes precursoras ao
cancer possibilita a aplicacdo de estratégias prevenc¢do do cancer colorretal com a detecgdo
e resseccao daquelas lesGes com maior potencial de malignidade 2 Neste contexto, a

estratificacdo de risco para o desenvolvimento do cancer colorretal é fundamental para
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definir as estratégias de prevencao do cancer colorretal, direcionando as mesmas aos grupos

de risco médio, aumentado ou elevado e excluindo os de baixo risco > ¢

1.6.1. Estratificacdo de risco
O risco médio é caracterizado por pacientes com 50 anos ou mais que ndo tenham
histéria de cancer colorretal ou adenomas, de doencga inflamatdria intestinal nem histdria

familiar para cancer colorretal 13,68, 69

. O risco aumentado para esta neoplasia é definido por
pacientes que tém histdria pessoal de podlipos (1 ou 2 adenomas com baixo grau de displasia,
adenomas ou polipos serrilhados), pacientes com cancer colorretal e pacientes com historia
familiar de cancer colorretal ou adenoma (um parente de primeiro grau antes dos 60 anos

13, 68, 69

ou em 2 ou mais familiares de primeiro grau em qualquer idade) Pacientes

considerados como de alto risco sao aqueles que tém diagndstico ou suspeita de PAF,

diagndstico genético ou clinico de HNPCC ou doenca inflamatéria intestinal *> % ©°,

1.6.2. Deteccao das lesdes precursoras

A colonoscopia tem sido o principal método para deteccdo e resseccdo das lesdes
precursoras durante o rastreamento do cancer colorretal em pacientes de médio risco e na
vigilancia do cancer colorretal em individuos com risco aumentado. Estudos observacionais e
caso-controle estimaram que a colonoscopia leva a uma reducdo da incidéncia e da

mortalidade do cancer colorretal ' 7% 71,

A colonoscopia permite, em um mesmo
procedimento, a visualizagdo direta da mucosa ao longo de todo do célon e realizagao de
bidpsias e polipectomias. Algumas técnicas podem se associar a colonoscopia convencional
para aumentar a chance de detecgdo das lesdes. Por exemplo, a utilizagdo de corantes
(como por exemplo, indigo carmim) aumenta o contraste da neoplasia comparado a mucosa
normal, facilitando a defini¢ao do padrao de criptas e a caracterizagdo de adenomas planos e
polipdides "%. Além disto, avangos nas tecnologias de imagem como colonoscopia de alta
definicdo com cromoendoscopia digital também podem melhorar a taxa de deteccdo das

lesBes precursoras > 7®

. Contudo, acredita-se que até 26% de adenomas e 2% de adenomas
avancados ndo sdo detectados através de colonoscopia 7 Por isso, novas estratégias mais
sensiveis e menos invasivas, tais como a aplicacdo de testes moleculares baseados em
alteragOes genéticas, epigenéticas e protedmicas, e sua detecgdo no sangue, urina, e fezes,

tem sido estudadas com o objetivo de melhorar o rastreamento do cancer colorretal 8,
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Testes moleculares de DNA fecal ainda nao sdao usualmente recomendados, visto que
ndo existem evidéncias suficientes que demonstram os beneficios e definem o intervalo do
teste. De qualquer forma, um dos maiores desafios para incluir os testes moleculares no
rastreamento colorretal é a identificacdo de biomarcadores relevantes, confiaveis e
reprodutiveis. Neste contexto, o estudo das lesdes precursoras do cancer colorretal
desempenha grande importancia na elucidacdo das vias moleculares da carcinogénese
colorretal com a perspectiva do uso destas informagdes na detecgao precoce e prevengao do

cancer colorretal.
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2. JUSTIFICATIVAS

2.1. Necessidade de se conhecer os subgrupos moleculares e morfolégicos das lesdes
precursoras do cancer colorretal na populacdo Brasileira para tornar o rastreamento e a

prevencao deste cancer mais adequados;

2.2. Grande variabilidade na literatura da frequéncia de mutacdoes em KRAS e BRAF e status
de MSI nas lesdes precursoras do cancer colorretal e desconhecimento das suas frequéncias

na populacdo Brasileira.
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3. OBJETIVOS

3.1. Determinar a frequéncia de mutacdes dos oncogenes KRAS e BRAF nas lesOes

precursoras do cancer colorretal.

3.2. Avaliar a presenga de instabilidade de microssatélite (MSI) nas lesGes precursoras do

cancer colorretal.

3.3. Avaliar a associa¢do entre as alteragdes moleculares, histoldgicas, e endoscdpicas das

lesGes colorretais.

3.4. Investigar as mesmas alteracdes moleculares no cancer colorretal e comparar com as

encontradas nas lesdes precursoras.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Pacientes

Entre Janeiro a Outubro de 2011, 155 pacientes (>50 anos) encaminhados para o
Departamento de Endoscopia do Hospital de Cancer de Barretos, para realizar colonoscopia
foram prospectivamente incluidos neste estudo. A maioria dos pacientes (52,7%) era
classificada com risco aumentado para cancer colorretal e tinham como indicacdo de
colonoscopia a vigilancia pds colectomia por cancer colorretal ou polipectomia. Pacientes
com cancer colorretal hereditdrio ou histéria familiar de cancer colorretal associado a
sindromes hereditarias ou a doencas inflamatadrias intestinais, foram excluidos. Para analise
comparativa das alteracbes moleculares, 47 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico foram retrospectivamente e aleatoriamente selecionados através da busca no
arquivo do Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica Institucional (415/2010) (Anexo A). Todos os dados coletados

foram inseridos em uma ficha clinica (Anexo B).

4.2. Método endoscépico e lesdes

Todas as colonoscopias foram realizadas com endoscépicos de alta resolucdo
(Fujinon 4400 e Olympus 180, Tokyo, Japao) utilizando cromoscopia com solugdo de indigo
carmim a 0,4% direcionada as lesdes encontradas. O ceco foi alcangado em todos os casos e
todas as lesGes detectadas foram ressecadas. Todos os exames foram realizados por dois
médicos endoscopistas, experientes na drea. As lesdes foram classificadas de acordo com a
classificacdo de Paris [tipo O-I: polipdide (0-Is: séssil; O-Isp: misto; O-lp: pediculado); tipo O-1I:
nao polipdide (0-lla: levemente elevada; O-llb: levemente deprimida; O-lic: escavada) e tipo
0-1ll: n3o polipdide, com ulcera franca; LST — padrio de crescimento lateral)] %> . A
localizacdo e o tamanho de cada lesdo foram relatados. Para fins das analises, as lesdes
localizadas no ceco, célon ascendente e célon transverso foram consideradas como de cdlon
direito, e aquelas do célon descendente, sigmdide e reto foram consideradas como do célon
esquerdo. Todas as lesdes ressecadas durante a colonoscopia foram submetidas a andlise

histolégica e reavaliadas por um patologista especialista na area gastrointestinal (C.S.-N),

que nao teve acesso a primeira classificagao patologica, clinica ou molecular.
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As lesBes foram histologicamente classificadas de acordo com os critérios da OMS °.
A combinacdo de mais de um tipo histolégico na mesma lesdo foi considerada aqui como
pdlipo misto, sendo especificados os componentes presentes. Adenomas avancados foram
assim denominados se tivessem o tamanho de pelo menos 10mm ou com componente
viloso ou com displasia de alto grau.

Para a andlise molecular, 103 lesdes (uma de cada paciente), foram aleatoriamente
selecionadas a fim de ter uma distribuicdo homogénea dos diferentes tipos histologicos.
Entretanto, diante do pequeno numero de casos, todos os adenomas serrilhados e

adenomas serrilhados tradicionais foram incluidos na analise molecular.

4.3. Extragdao de DNA

Cortes de parafina de 5 um foram obtidas a partir dos blocos de parafina de cada
lesdo incluida. O DNA foi isolado a partir de uma lamina de cada lesdo. Os tecidos foram
desparafinizados a 80°C seguidos por uma série de lavagens com xilol e etanol (100, 70 e
50%). Utilizando uma lamina corada com hematoxilina e eosina (H & E) a area do tumor ou
da lesdo precursora foi delimitada pelo patologista, e macrodissecada utilizando uma agulha
estéril (18G x 1 '/?) (BD, Curitiba, Brasil) e cuidadosamente transferida para um microtubo. O
DNA foi extraido utilizando o QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo
as instrucdes do fabricante. O DNA foi quantificado e qualificado através do Nanodrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) e posteriormente diluido para uma concentracdo final
de 50 ng/uL. Amostras de DNA foram armazenadas a -20°C para posteriores analises

moleculares.

4.4. Analise mutacional de KRAS e BRAF

As regiGes de hotspots dos oncogenes KRAS (cédons 12 e 13 do éxon 1) e BRAF
(cédon 600 do éxon 15) foram analisadas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
seguido por sequenciamento direto como previamente descrito por nosso grupo 79,80

Para KRAS, a reacdo de PCR foi realizada com um volume final de 15 puL, sob as
seguintes condicbes: 1,5 pL tampdo (Qiagen, Hilden, Alemanha); 2 mM MgCI2 (Qiagen,
Hilden, Alemanha)); 100mM dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA); 0,2 mM de primers, senso e
anti-senso (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 1 unidade de HotStarTag DNA polimerase (Qiagen,

Hilden, Alemanha) e 1 upL de DNA. Os primers para KRAS utilizados foram:
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GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA (senso) e GAATGGTCCTGCACCAGTAA (antisenso) A PCR
foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA) utilizando Taq
polimerase (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os produtos da PCR foram avaliados através de
eletroforese em gel de agarose. Para BRAF a reacdo de PCR foi realizada com um volume
final de 15 pL, sob as seguintes condi¢Ges: 1,5 uL tampao (Qiagen, Hilden, Alemanha); 2 mM
MgCl2 (Qiagen, Hilden, Alemanha); 100mM dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA); 0,3 mM de
primers senso e antisenso (Sigma Aldrich), 1 unidade de HotStarTag DNA polimerase
(Qiagen, Hilden, Alemanha) e 1 pL de DNA. Os primers para BRAF utilizados foram:
TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA (senso) e GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA (antisenso) " 2. A
PCR foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA) utilizando Taq
polimerse (Qiagen, Hilden, Alemanha), onde os produtos de PCR foram avaliados através de
eletroforese em gel de agarose.

Os produtos da PCR de cada éxon analisado foram primeiramente purificados com
Exo-Sap (GE Techonology, Cleveland, USA), entdo, os produtos da PCR foram submetidos a
uma reacao de sequenciamento utilizando 1 L de BigDye (Applied Biosystems, USA), 1,5 uL
de tampado para sequenciamento (Applied Biosystems, USA) e 1 uL de primer. A reagdo de
sequenciamento foi seguida por purificacdo pds-sequenciamento com EDTA, alcool e citrato
de sédio. Os produtos da PCR foram eluidos em HiDye (formamida) e incubados a 95°C por 5
minutos e posteriormente a -4°C por pelo menos 5 minutos. O sequenciamento direto foi
realizado no 3500 series Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

Todas as amostras com mutagao foram confirmadas pelo menos duas vezes com uma
nova reacdo de PCR e sequenciamento direto. Além disto, para controle de qualidade, em

10% dos casos uma nova extracdao de DNA com posterior andlise de mutacdo foi realizada.

4.5. Analise de MSI
A avaliacdo de MSI foi realizada utilizando PCR multiplex compreendendo cinco
marcadores mononucleotideos quasimonormaéficos (NR27, NR21, NR24, BAT 25 e BAT26),

81,82 0 status de MSI da les3o foi analisado

como previamente descrito pelo nosso grupo
utilizando o software GeneMaper 4.1 (Applied Biosystems, USA). Casos exibindo
instabilidade em dois ou mais marcadores foram considerados como alta instabilidade de
microsatélites (MSI-H), aqueles com instabilidade em um marcador foi definido como tendo

baixa instabilidade de microsatélites (MSI-L), e finalmente aqueles que ndo mostraram
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instabilidade em um marcador foram definidos como microsatélites estaveis (MSS). Em
casos com MSI-H, o DNA foi extraido de tecido normal adjacente e a instabilidade dos
marcadores foi analisada. O DNA de linhagem celular HCT15 (MSI-H) e DNA de pessoas
saudaveis (MSS) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Analises de amostra com perfil anormal foram repetidas duas vezes.

4.6. Analises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS para windows, na versao
19.0. Foram realizadas as andlises descritivas do estudo, cujas variaveis analisadas foram
caracteristicas demograficas, indicacdo da colonoscopia, morfologia, tamanho, localizacao,
classificacdo de Paris, histopatologia e alteracdes moleculares das lesGes. A associa¢do entre
as variaveis foi analisada utilizando o teste exato de Fischer ou o teste do qui-quadrado, e o
nivel de significancia foi de 0,05.

O numero de lesGes precursoras incluidas neste estudo foi baseado no célculo do

tamanho amostral, que foi fundamentado em trés estudos > '* *

, onde foi comparada a
prevaléncia de mutacGes KRAS e BRAF nos adenomas convencionais e nos polipos
serrilhados. Baseado nas prevaléncias dos estudos, calculamos o tamanho amostral,

considerando significancia de 0,05 e variando o poder do teste (Tabela 4).

Tabela 4: Tamanho de amostra para ensaios clinicos comparando a incidéncia de adenomas

convencionais com lesdes serrilhadas considerando 0,05 de significancia.

Estudo Adenomas % Polipos Poder do Teste
convencionais (%) Serrilhados (%) =0,9 =0,8
KRAS KIM 2008 9 10 18050 13581
SPRING 2006 7 27 69 52
CARR 2009 5 64 9 7
BRAF KIM 2008 0 80 3 2

SPRING 2006 0,4 51,2 11 8
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com lesGes precursoras do cancer
colorretal

Um total de 342 lesGes foi endoscopicamente ressecado de 82 (52,9%) homens e 73
(47,1%) mulheres com uma média de 66 anos (desvio padrdo - 9,3). A principal indicacdo
para colonoscopia foi vigilancia pds colectomia (36,4%) seguido por vigilancia pods
polipectomia (14,6%), cancer colorretal (12,6%) e dor abdominal (9,8%), embora em 12

casos a indicacdo para colonoscopia ndo tenha sido relatada (Tabela 5).

Tabela 5- Indicacdes para realizacao de colonoscopia dos pacientes com lesdes precursoras

do cancer colorretal

Indicagdo para colonoscopia * n (%)
Vigilancia pds colectomia 52 (36,4)
Vigilancia pds polipectomia 21 (14,6)
Neoplasia colorretal 18 (12,6)
Dor abdominal 14 (9,8)
Sangramento 12 (8,4)
Prevencao 7 (4,9)
Alteracdo do habito intestinal 6(4,2)
Outras neoplasias 4 (2,8)
Outras 9 (6,3)

* Em 12casos a indicagdo ndo foi relatada

Noventa e dois (59,4%) pacientes tiveram mais do que uma lesdo, do mesmo ou de
diferentes tipos histoldgicos (média 2.2 — desvio padrao - 1,5).
Na tabela 6 estdo descritas as principais caracteristicas endoscépicas e

histopatoldgicas das lesdes colorretais ressecadas por colonoscopia.
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Tabela 6 — Caracteristicas endoscépicas e histopatoldgicas das lesdes precursoras do cancer

colorretal
N° de lesdes %

Localizacao

Célon direito 160 46,8

Colon esquerdo 182 53,2

Morfologia *

Polipdide 285 87,4
0-Is 257 78,9
O-Isp 21 6,4
0-Ip 7 2,1

N3o polipoide 41 12,6
0-lla 34 10,5
LST 7 2,1

Tamanho *

<10mm 305 90,2

210mm 33 9,8

Tipo histolégico

Adenomas 240 70,2
Tubular 226 66,1
Tubulo-viloso 14 4,1

Serrilhado 102 29,8
Pélipo hiperplasico 84 24,5

MVHP 50 14,6
GCHP 34 9,9
SSA 13 3,8
TSA 2 0,6
MP 3 0,9

MVHP — pdlipo hiperpldsico microvesicular; GCHP —pdlipo hiperpldsico rico em células caliciformes, SSA —adenoma serrilhado séssil; TSA —
adenoma serrilhado tradicional; LST — tumor com padrdo de crescimento lateral

* Em 16 lesGes a classificagdo morfoldgica néo pode ser descrita; # em 4 lesGes o tamanho exato ndo pode ser relatado.

Displasia de alto grau foi detectada em 13 (5,4%) dos 240 adenomas e quarenta e
quatro (18,3%) lesGes foram classificadas como adenomas avangados. Os pdlipos mistos

foram adenoma tubular com displasia de baixo grau + pdlipo hiperplasico rico em células
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caliciformes, adenoma tubular com displasia de baixo grau + pdlipo hiperplasico
microvesicular e podlipo hiperplasico microvesicular + pdlipo hiperplasico rico em células
caliciformes.

Na figura 13 estdao mostradas imagens histoldgicas de casos representativos incluidos

neste estudo.

Figura 13 - Fotos obtidas a partir de laminas coradas por Hematoxilina/Eosina (HE) de casos representativos de
lesGes precursoras. (a) Adenoma tubular com displasia de baixo grau (200x); (b) Adenoma tubulo-viloso com
displasia de baixo grau (200x); (c) Pélipo hiperpldsico microvesicular (MVHP) (200x); (d) Pélipo hiperplasico rico

em células caliciformes (100x); (e) Adenoma serrilhado séssil (100x); (f) Adenoma serrilhado tradicional (100x)

A tabela 7 mostra a associa¢do entre as caracteristicas endoscopicas dos diferentes
tipos histolégicos. Em virtude da diferenca no potencial maligno, para as analises de

associacdo, os pélipos serrilhados foram estratificados em adenomas serrilhados (SSA e TSA)



31

e polipos hiperpldsicos. Devido a indefinicdo histopatoldgica, estes trés casos ndao foram
considerados nas analises de associacao.

Os polipos hiperplasicos foram predominantemente localizados no célon esquerdo
guando comparado aos adenomas e aos adenomas serrilhados (p<0,001). O tipo ndo
polipdide foi mais frequente nos adenomas serrilhados do que nos adenomas ou nos pdlipos
hiperplasicos, mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p= 0,060). Uma
associagao significativa entre o tamanho da lesdo e o tipo histolédgico foi observada. Lesdes
maiores ou iguais a 10mm foram mais comuns entre os adenomas serrilhados do que entre
os polipos hiperplasicos ou adenomas (p= 0,009). Finalmente, ndo houve uma associa¢do

significativa entre o género (p= 0,075) e a idade (p= 0,098) e os tipos histoldgicos.

Tabela 7 — Associacdo entre os tipos histoldgicos e caracteristicas endoscdpicas das lesdes

precursoras do cancer colorretal

Pélipos serrilhados p
Adenomas Pdlipos
Adenomas
serrilhados hiperplasicos
n (%)
n (%) n (%)

Localizagao
Célon direito 130 (54,2) 7 (46,7) 22 (26,2) <0,001
Célon esquerdo 110 (45,8) 8(53,3) 62 (73,8)
Morfologia
Polipdide 203 (88,6) 10 (66,7) 69 (87,3) 0,060
N3do-polipdide 26 (11,4) 5(33,3) 10 (12,7)
Tamanho
<10mm 211 (88,3) 12 (80,0) 79 (97,5) 0,009
210mm 28 (11,7) 3(20,0) 2(2,5)

5.2. Alteragdes moleculares nas lesdes precursoras do cancer colorretal

ApOs a caracterizagao morfologica de todas as lesdes, foram selecionadas 103 lesdes

(uma de cada paciente), consistindo de 50 adenomas e 53 pdlipos serrilhados (13 adenomas
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serrilhados sésseis, 2 adenomas serrilhados tradicionais e 38 pdlipos hiperplasicos) para
analise de mutacdo KRAS e BRAF e status de MSI.

Em relacdo ao status de MSI, nenhuma das lesdes precursoras exibiu o fendtipo de
MSI-H (Tabela 8).

Mutacdes KRAS e BRAF foram detectadas em 14 (13,6%) e 9 (8,7%) das 103 lesdes,
respectivamente e foram eventos mutuamente exclusivos. A frequéncia e a descrigdo das
mutacdes KRAS e BRAF dentro dos vdrios tipos de lesdes precursoras colorretais estdo

demonstradas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — Tipos histolégicos e frequéncia de mutacdes entre as lesGes precursoras do

cancer colorretal

KRAS BRAF Mmsl
Tipo histolégico Mutados Mutados MSI-L MSI-H
n (%) n (%) n (%) n (%)
Adenoma ( n=50) 7 (14,0) 0(0,0) 3(6,0) 0(0,0)
Tubular (n=44) 3(6,8) 0(0,0) 2 (4,5) 0(0,0)
Tabulo-viloso (n=6) 4 (66,7) 0(0,0) 1(16,7) 0(0,0)
Pélipos serrilhados ( n=53) 7 (13,2) 9(17,0) 1(1,9) 0 (0,0)
Hiperplasicos (n=38) 7 (18,4) 3(7,9) 0 (0,0) 0(0,0)
MVHP (n=18) 4(22,2) 1(5,6) 0(0,0) 0(0,0)
GCHP (n=20) 3(15,0) 2(10,0) 0(0,0) 0(0,0)
Adenomas serrilhados (n=15) 0(0,0) 6 (40,0) 1(6,7) 0(0,0)
SSA (n=13) 0(0,0) 4 (30,8) 0(0,0) 0(0,0)
TSA (n=2) 0(0,0) 2(100,0) 1(50,0) 0(0,0)

MVHP — pdlipo hiperpldsico microvesicular; GCHP —pdlipo hiperpldsico rico em células caliciformes, SSA —adenoma serrilhado séssil; TSA —
adenoma serrilhado tradicional; MSI — instabilidade de microssatélites; MSI-L — baixa instabilidade de microssatélites; MSI-H — alta

instabilidade de microssatélites



Tabela 9 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com mutagdo KRAS/BRAF entre as lesdes precursoras do cancer colorretal

Paciente Idade Sexo Indicacao Localizagcdo Paris Tamanho Histologia Cédon Tipo de mutagdo
Mutagao KRAS
19 71 F Pés polipectomia Esquerdo O-Is  <10mm Tubulo-viloso 12 Gly12Asp
8 71 M Sangramento Esquerdo O-Isp  <10mm Tubulo-viloso 12 Gly12Ser
14 82 M Pds colectomia Esquerdo 0-Is  <10mm Tubulo-viloso 12 Gly12Vval
121 82 M Neoplasia do reto Direito 0-Is  <10mm Tubulo-viloso 12 Gly12Asp
181 64 M Pés polipectomia Esquerdo O-Is  <10mm Tubular 12 Gly12Asp
151 76 M Pés colectomia Esquerdo 0-Is  <10mm Tubular 12 GlylVval
40 77 M Pés colectomia Direito O-Is  <10mm Tubular 12 /13 Gly12Ala + Gly13Asp
87 64 F Pds polipectomia Esquerdo 0-Is  <10mm MVHP 13 Gly13Asp
70 64 F Neoplasia do reto Esquerdo O-Is  <10mm MVHP 12 Glyl2Val
46 60 F Pds colectomia Esquerdo O-lla <10mm MVHP 12 Gly12Asp
208 73 M Neoplasia do reto Esquerdo O-Is  <10mm MVHP 12 Gly12Asp
17 70 F NR Esquerdo O-lla <10mm GCHP 12 Gly12Asp
68 76 M Pds colectomia Esquerdo O-Is  <10mm GCHP 12 Gly12Asp
201 65 F Neoplasia no célon ascendente Esquerdo 0-Is <10mm GCHP 12 Gly12Asp
Mutacao BRAF
105 61 F NR Direito 0-Is <10mm MVHP 600 Val600Glu
36 56 F Dor abdominal Direito O-Is  <10mm GCHP 600 Val600Glu
30 65 F P&s colectomia Direito O-Is  210mm GCHP 600 Val600Glu
64 72 M Pds colectomia Esquerdo 0-Is  210mm TSA 600 Val600Glu
58 60 M Pds polipectomia Esquerdo 0-Is <10mm TSA 600 Val600Glu
59 89 F Pds colectomia Esquerdo O-Is  <10mm SSA 600 Val600Glu
60 64 M Dor abdominal Direito 0-Is  <10mm SSA 600 Val600Glu
64 70 M Pés colectomia Esquerdo O-Is  <10mm SSA 600 Val600Glu
249 73 F Emagrecimento Esquerdo O-lla  <10mm SSA 600 Val600Glu

NR — N&o relatado

33
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A maioria das mutacbes KRAS foi encontrada no cédon 12 (86,7%), sendo a mais
frequente a Gly12Asp, observada em 8 casos (61,5%). Uma lesdo teve duas mutacdes KRAS
(Gly12Ala e Gly13Asp). Mutagbes KRAS foram encontradas em 7 (14,0%) dos 50 adenomas e
em 7 (13,2%) dos 53 podlipos serrilhados. Ainda, mutacdes KRAS foram observadas em
adenomas e em pdlipos hiperpldsicos, mas em nenhum adenoma serrilhado (p=0,223;
Tabela 10). Todas as mutacbes BRAF foram V600E (Val600Glu). Mutacdo BRAF foi
encontrada em 9 (17,0%) dos 53 pdlipos serrilhados e em nenhum adenoma. Mutagdes em
BRAF foram significativamente associadas com adenomas serrilhados quando comparados
aos adenomas e aos polipos hiperplasicos (p <0,001; Tabela 10).

Em seguida as mutagdes KRAS e BRAF foram associdas com as caracteristicas
endoscopicas. Em relacdo a localizagcdo, 12 (85,7%) lesbes com mutacGes KRAS foram
localizadas no célon esquerdo e apenas 2 (14,3%) no célon direito, enquanto 52 (58,4%)
lesGes KRAS selvagem localizavam-se no célon esquerdo e 37 (41,6%) no cdlon direito (p=
0,05; Tabela 11). Quanto a morfologia, a maioria das lesGes precursoras com mutacdo KRAS
foi polipdide e todas as lesGes com esta mutacdo foram menores do que 10mm, mas nao
houve diferenga estatisticamente significativa (Tabela 11).Ndo houve nenhuma associa¢do
entre o status de BRAF e a localizacdo da lesdo (p=0,727), morfologia da lesdo (p>0,999) nem

com o tamanho das mesmas (p = 0,218) (Tabela 11).

"ﬂu s /\ AN A

Figura 14 — Caso representativo de um adenoma serrilhado tradicional (TSA) com mutacdo BRAF, (a) visdo

endoscopica; (b) HE 200x com serrilhado complexo; (c) sequéncia parcial do gene BRAF com mutacdo V600E

(seta).
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Tabela 10 — Associacdo entre os tipos histoldgicos e as alteracdes moleculares nas lesdes

precursoras do cancer colorretal

Pdlipos serrilhados P
Adenomas
HP SSA/TSA
Mutagao KRAS Total
Mutados 14 (13,6) 7 (14,0) 7 (18,4) 0(0,0) 0,223
Selvagem 89 (86,4) 43 (86,0) 31 (81,6) 15 (100,0)
Mutagcao BRAF
Mutados 9(8,7) 0(0,0) 3(7,9) 6 (40,0) <0,001
Selvagem 94 (91,3) 50(100,0) 35(92,1) 9 (60,0)

HP- pdlipo hiperpldsico ; SSA/TSA —adenoma serrilhado séssil/adenomas serrilhado tradicional ; MSS - microssatélite estdvel; MSI —L —

baixa instabilidade de microssatélites , MSI-H —alta instabilidade de microssatélites

Tabela 11 - Associacdo entre alteracdes moleculares e caracteristicas endoscdpicas das

lesGes precursoras do cancer colorretal

KRAS P BRAF P

Selvagem Mutados Selvagem Mutados
Localizagao
Cdlon direito 37 (41,6) 2 (14,3) 0,050 35(37,2) 4 (44,4) 0,727
Célon esquerdo 52 (58,4) 12 (85,7) 59 (62,8) 5(55,6)
Morfologia
Polipdide 71(80,7) 12(85,7) 0,999 75(80,6) 8(88,9) 0,999
N3o Polipoide 17 (19,3) 2 (14,3) 18 (19,4) 1(11,1)
Tamanho
<10mm 77 (88,5) 14 (100,0) 0,349 84 (91,3) 7(77,8) 0,218
210mm 10(11,5) 0(0,0) 8(8,7) 2(22,2)

Em seguida, as alteragdes moleculares em KRAS e BRAF foram associadas as

caracteristicas endoscépicas das lesGes, desta vez, estratificadas por tipo histolégico. No

grupo de adenomas com mutagdo KRAS, a maioria foi localizada no célon esquerdo (71,4%),

todos foram polipdides e menores do que 10mm, mas ndao houve diferenca estatisticamente
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significativa (Tabela 12). Dentre os 50 adenomas, 15 (30,0%) foram classificados como
adenomas avancados e 5 (33,3%) delas desenvolveram mutacdo KRAS enquanto entre os

adenomas ndo avancgados, apenas 2 (5,7%) demonstraram tal mutacdo (p= 0,020).

Tabela 12 - Associacdo entre as alteracdes em KRAS e as caracteristicas endoscépicas no

grupo dos adenomas

KRAS P
Selvagem Mutados
Localizagao
Célon direito 19 (44,2) 2 (28,6) 0,684
Célon esquerdo 24 (55,8) 5(71,4)
Morfologia
Polipdide 35(83,3) 7 (100,0) 0,573
N3o Polipdide 7 (16,7) 0(0,0)
Tamanho
<10mm 37 (86,0) 7 (100,0)
210mm 6 (14,0) 0(0,0) 0,576

No grupo dos pélipos hiperplasicos com mutacdo KRAS, 7 (100,0%) foram localizados
no célon esquerdo e nenhuma foi encontrada nos podlipos hiperplasicos do célon direito,
enquanto 20 (64,5%) lesGes KRAS selvagem localizavam-se no célon esquerdo e 11 (35,5%)
no colon direito (p= 0,084). Com relacdo a morfologia, dentre os pdlipos hiperplasicos com
mutacdo KRAS, 5 (71,4%) foram polipdides e 2 (28,6%) ndo polipdides, e 26 (83,9%) dos
polipos hiperplasicos KRAS selvagem eram polipdides e 5 (16,1%) ndo polipdides (p= 0,592).
Sete (100,0%) dos polipos hiperplasicos com mutacdo KRAS e 28 (96,6%) KRAS selvagem
foram menores do que 10mm. Nenhum pdlipo hiperplasico com mutacdo KRAS foi maior do
que 10mm e apenas 1 (3,4%) pdlipo hiperplasico KRAS selvagem foi maior do que 10mm (p=
0,999, Tabela 13). Dentre os pdlipos hiperplasicos com mutacdo BRAF, 3 (100,0%) foram
localizados no célon direito e nenhum foi encontrada no célon esquerdo, enquanto 8

(22,9%) lesbes BRAF selvagem localizavam-se no célon direito e 27 (77,1%) no cdlon
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esquerdo (p= 0,020). N3o houve associagdo entre o status de BRAF e a morfologia e o

tamanho dos paélipos hiperplasicos , (p= 0,999, p= 0,083, respectivamente, Tabela 13

Tabela 13 - Associacdo entre as alteracdes em KRAS e BRAF e as caracteristicas

endoscoépicas no grupo dos pdlipos hiperplasicos

KRAS P BRAF P

Selvagem Mutados Selvagem Mutados
Localizacao
Célon direito 11 (35,5) 0(0,0) 0,084 8(22,9) 3(100,0) 0,020
Cdlon esquerdo 20 (64,5) 7 (100) 27(77,1) 0(0,0)
Morfologia
Polipdide 26 (83,9) 5(71,4) 0,592 28(80,0) 3(100,0) 0,999
Ndo Polipdide 5(16,1) 2 (28,6) 7 (20,0) 0(0,0)
Tamanho
<10mm 28 (96,6) 7 (100,0) 0,999 33 (100,0) 2 (66,7) 0,083
>10mm 1(3,4) 0 (0,0) 0(0,0) 1(33,3)

N3o houve associacdo entre a mutacdo de BRAF e as caracteristicas endoscdopicas no

grupo dos adenomas serrilhados (Tabela 14).

Tabela 14 - Associacdo entre as alteracdes em KRAS e BRAF e as caracteristicas

endoscoépicas no grupo dos adenomas serrilhados

KRAS P BRAF P

Selvagem Mutados Selvagem Mutados
Localizagao
Célon direito 7 (46,7) 0(0,0) - 6 (66,7) 1(16,7) 0,119
Célon esquerdo 8 (53,3) 0(0,0) 3(33,3) 5 (83,3)
Morfologia
Polipdide 10 (66,7) 0(0,0) - 4 (44,4) 1(16,7) 0,580
Ndo Polipdide 5(33,3) 0 (0,0) 5 (55,6) 5(83,3)
Tamanho
<10mm 12 (80,0) 0(0,0) - 7(77,8) 5(83,3) 0,999

>10mm 3(20,00 0(0,0) 2(22,2) 1(16,7)




38

5.3. Associacdo entre as alteragcdes moleculares das lesGes precursoras do cancer
colorretal e dos adenocarcinomas colorretais

Na sequéncia, foi comparada a frequéncia de alteracdes moleculares encontradas nas
lesGes precursoras do cancer colorretal com os achados moleculares em 47 canceres
colorretais. Todos os canceres colorretais foram adenocarcinomas e as caracteristicas

clinico-patoldgicas estdo detalhadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos adenocarcinomas colorretais

pallliei:es %
Média de idade (desvio padrao) 66 (7,5) Na
Sexo
Feminino 20 42,6
Masculino 27 57,4
Localizacao
Colon direito 25 53,2
Célon esquerdo 22 46,8
Estadio TNM
I 2 4,3
I 18 38,3
I 14 29,7
v 13 27,6
Grau de diferenciacao
Bem 15 32,6
Moderado 27 58,7
Pouco 4 8,7
Tratamento neoadjuvante
Ndo 39 83,0
Sim 8 17,0

Na — ndo aplicavel

Mutacdes KRAS foram detectadas em 22 (46,8%) canceres e mutacdes BRAF foram
encontradas em 3 (6,5%) canceres colorretais. A descricdo das caracteristicas clinicas e

demograficas dos adenocarcinomas portadores de mutacdo KRAS/BRAF sdo observados na
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tabela 15. A maioria das mutacdes KRAS estava localizada no cédon 12 (81,8%). Dentre
estas, a Glyl2Asp foi a mais frequente (44,5%). Todas as mutacdes BRAF foram V600E
(Val600Glu).

N3do houve associacdo significativa entre a presenca de mutagcées em KRAS e
localizacdo (p= 0,861), estadiamento (p= 0,421), grau de diferenciacdao (p=0,610) e com o
tratamento neoadjuvante (p=0,999) (Tabela 16).

Mutagdo BRAF também ndao demonstrou nenhuma associagao com as caracteristicas
clinicas, ou seja, estadiamento (p= 0,561), grau de diferenciacdo (p=0,656) nem com
tratamento neoadjuvante (0,444) (Tabela 16).

MSI-H foi detectado em 5 (10,6%) canceres colorretais.



Tabela 16 — Caracteristicas clinico e demograficas dos pacientes com adenocarcinomas colorretais com mutacdo KRAS/BRAF

Paciente Idade Sexo Localizacao Estadio TNM Diferenciacao Cdodon Tipo de mutagao
Mutacao KRAS
20 65 M Esquerdo IIB Pouco 13 Gly13Asp
36 59 M Direito 1B Bem 12 Gly12Val
16 64 M Direito B Moderado 12 Gly12Asp
45 63 M Esquerdo 1B Pouco 13 Gly13Asp
42 64 M Esquerdo v Moderado 12 Gly12Ser
41 58 M Direito 1B Moderado 12 Gly12Val
39 57 M Direito [][e Moderado 12 Gly12Asp
37 69 M Esquerdo c Moderado 12 Gly12Asp
34 60 F Direito A Moderado 12 Gly12val
32 76 F Esquerdo B Moderado 12 Gly12Asp
29 68 M Esquerdo lc Moderado 12 Gly12Ala
28 58 M Esquerdo A Pouco 12 Gly12Asp
26 60 M Esquerdo B Bem 12 Gly12Asp
24 65 M Esquerdo vV Moderado 12 Gly12Ser
18 71 F Direito A Moderado 12 Gly12Cys
12 82 F Direito A Moderado 12 Gly12Asp
8 64 F Direito v Bem 12 Gly12Asp
7 70 M Direito v Bem 12 Gly12Val
5 65 M Direito v Bem 13 Gly13Asp
3 63 F Direito 1{[e Moderado 12 Gly12Glu
48 56 F Direito A Moderado 13 Gly13Asp
21 57 F Esquerdo I Bem 12 Gly12Val
Mutagao BRAF

17 73 M Direito vV Bem 600 Val600Glu
6 67 M Direito 1A Bem 600 Val600Glu
35 80 M Esquerdo A - 600 Val600Glu




Tabela 17 — Associacdo entre alteracdes moleculares e caracteristicas morfoldgicas do cancer colorretal

Mutacao KRAS P Mutacao BRAF p Status MSI p
Selvagem  Mutados Selvagem Mutados MSS MSI-L MSI-H
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Localizacao
Colon direito 13 (52,0) 12 (54,5) 0,861 23 (52,3) 2 (66,7) 0,999 19 (47,5) 2(100,0) 4(80,0) 0,200
Célon esquerdo 12 (48,0) 10 (45,5) 21 (47,7) 1(33,3) 21(52,5) 0(0,0) 1(20,0)
Estadiamento
[+ 12 (48,0) 8(36,4) 0,421 18 (40,9) 2 (66,7) 0,561 17 (42,5) 0(0,0) 3 (60,0) 0,457
n+1v 13 (52,0) 14 (63,6) 26 (50,1) 1(33,3) 23(57,5) 2(100,0) 2(40,0)

Grau de diferenciacao

Bem 8(33,3) 7(3L,8) 0,610  13(31,0) 2(66,7) 0,656  11(28,2) 1(50,0) 3 (60,0) 0,217
Moderado 15(62,5) 12 (54,5) 25(59,5)  1(33,3) 25(64,1) 1(50,0) 1(20,0)
Pouco 1(4,2) 3(13,6) 4(9,5) 0 (0,0) 3(7,7)  0(0,0) 1 (20,0)

Tratamento neoadjuvante
N3o 21(84,0) 18(81,8) 0,999  37(84,1) 2(66,7) 0,444  34(850) 0/(0,0) 5(100,0) 0,034
Sim 4(16,0)  4(18,2) 7 (15,9) 1(33,3) 6(15,0) 2(100,0) 0(0,0)
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Mutacdo KRAS foi detectada em 14 (13,6%) e 22 (46,8%) lesGes precursoras e
adenocarcinomas colorretais, respectivamente, enquanto KRAS selvagem foi observado em
89 (86,4%) lesdes precursoras e 25 (53,2%) canceres colorretais (p<0,001). Os mesmos tipos
de mutacdes KRAS encontradas nas lesGes precursoras foram também observados nos
canceres colorretais, com excecdo de duas mutacgées [Gly12Glu (5,5%) e Gly12Cys (5,5%)],
que foram detectadas apenas entre os canceres colorretais.

Mutacdo BRAF foi encontrada em 9 (8,7%) lesGes precursoras e 3 (6,5%) canceres
colorretais, e BRAF selvagem foi observado em 94 (91,3%) e 43 (93,5%) lesGes precursoras e
adenocarcinomas colorretais, respectivamente (p= 0,755).

Dentre as 64 lesdes precursoras localizadas no célon esquerdo, 12 (18.8%) tiveram
mutacdo KRAS. No grupo de pacientes com cancer colorretal, 10 (45.5%) dos 22 pacientes
com neoplasia no célon esquerdo demonstraram ter mutacdo KRAS (p <0,013; Tabela 18).
Em contrapartida, apenas 2 (5.1%) das 39 lesGes precursoras localizadas no célon direito
desenvolveram tal mutacdo, e entre os 25 canceres colorretais do célon direito,
encontramos 12 (48.0%) KRAS mutado (p< 0.001; Tabela 18).

Em relagdo ao status de BRAF nao foi encontrada diferenga entre as lesdes

precursoras e cancer colorretal quando considera a variavel de localizacdo (Tabela 18).

Tabela 18 — Associacdo entre as frequéncias de mutacdao KRAS e BRAF nas lesdes precursoras

e nos canceres colorretais de acordo com a localizacado

Colon direito P Cédlon esquerdo P

Gene Lesdes Cancer Lesdes Cancer

precursoras colorretal precursoras colorretal
KRAS
Mutado 2(5,1) 12 (48,0) 0,001 12 (18,8) 10 (45,5) 0,013
Selvagem 37 (94,9) 13 (52,0) 52 (81,2) 12 (54,5)
BRAF
Mutado 4 (10,3) 2(8,3) 0,999 5(7,8) 1(4,5) 0,999

Selvagem 35(89,7) 22 (91,7) 59 (92,2) 21 (95,5)
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6. DISCUSSAO

As alteracGes moleculares presentes nas lesGes precursoras do cancer colorretal na
populacdo brasileira sdo praticamente desconhecidas. Este estudo procurou contribuir para
a caracterizacdao morfoldgica e molecular das diferentes lesGes precursoras do cancer
colorretal através das andlises em uma populacdo brasileira referida ao departamento de
endoscopia do Hospital de Cancer de Barretos para realizacdo de colonoscopia. E importante
ressaltar, que em virtude do carater especializado deste Departamento, os pacientes
incluidos no estudo eram em grande parte de risco aumentado para o desenvolvimento de
cancer colorretal, onde a prevaléncia de lesGes precursoras tende a ser maior, tendo em
vista que as principais indicagdes foram vigilancia pds-colectomia por cancer colorretal,
seguimento pds polipectomia e neoplasia colorretal.

Inicialmente, todas as lesGes precursoras foram caracterizadas quanto ao tipo
histolégico e caracteristicas endoscopicas. Esta caracterizacdo foi seguida pelas analises
mutacionais dos oncogenes KRAS e BRAF e analise de MSI em uma parte destas lesdes
procurando incluir um nimero semelhante dos dois principais grupos de lesGes precursoras:
adenomas e polipos serrilhados. Além das descricdes de frequéncias, neste trabalho,
analisamos as associagdes entre as caracteristicas endoscdpicas e moleculares dos grupos
histoldégicos com a expectativa de entender a carcinogénese colorretal e abrir novas
possibilidades futuras de inclusdao da deteccdao molecular nas estratégias do rastreamento e

deteccdo precoce do cancer colorretal.

6.1. Caracteristicas endoscdpicas e histologicas das lesdes precursoras do cancer colorretal

Este estudo demonstrou, em uma série de 342 lesdes, que os adenomas
corresponderam a maioria das lesGes precursoras do cancer colorretal com frequéncias
similares as relatadas previamente por outros autores (51 a 67%) em diferentes estudos em

1>18 Também como demonstrado na literatura, os adenomas tubulares

outras populagdes
foram mais frequentes do que os vilosos e tibulo vilosos 18

Diferentemente dos adenomas, a interpretacdo dos resultados referentes aos pélipos
serrilhados é prejudicada pela classificacdo ndo homogénea dos mesmos entre os estudos,
principalmente aqueles anteriores a classificagdo da OMS em 2010, e a escassez de estudos

devido a raridade dos adenomas serrilhados. Apesar disto, as frequéncias encontradas na
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nossa populagao foram préximas aquelas dos estudos previamente publicados, 82,4% de
polipos hiperplasicos, 12,7% de adenomas serrilhados sésseis, 2,0% de adenomas serrilhados

15, 18, 36, 37

tradicionais e 2,9% de podlipos mistos . Diversos estudos prévios demonstram que os

polipos hiperplasicos sdo as lesGes mais frequentes entre os podlipos serrilhados (80 a 90%),

6, 18, 32

seguidos pelos adenomas serrilhados sésseis (15 a 25%) , adenomas serrilhados

tradicionais (<1%) e podlipos que contém mais de um componente histopatoldgico,
outramente denominados pélipos mistos (0,7 a 4,7%) > 183537,

Além do conhecimento da frequéncia de cada tipo histoldgico no universo das lesGes
precursoras, também é importante definir as caracteristicas endoscépicas destas lesdes,
visto que lesdes de diferentes morfologia, tamanho e localizacdo parecem ter
comportamentos bioldgicos distintos. Endoscopicamente, as lesdes podem ser polipdides e
nao polipdides (plano-deprimidas). Caracteristicamente, as lesdes ndo polipdides, sdo
aquelas de maior dificuldade de se detectar durante a colonoscopia e podem ndo ser

18, 23

detectadas e consequentemente n3do ressecadas . Isto pode ser problematico, visto que

os adenomas nao polipdides sdo considerados como tendo mais frequentemente displasia

10 saitoh et al realizaram um estudo na

de alto grau do que os adenomas polipdides
populacdo americana onde foram incluidos 211 pacientes. Dentre as lesGes precursoras,
72,3% eram adenomas e o restante eram podlipos hiperplasicos. Entretanto, os autores
demonstraram que as lesdes ndo polipdides tinham cancer invasivo com maior frequéncia
do que as lesBes polipdides (4,5% vs 0% ; p= 0,04), pois 3 lesGes precursoras nao polipdides
tiveram cancer invasivo enquanto nenhuma lesdo polipdide desenvolveu neoplasia 8,

A prevaléncia destas lesdes nas diferentes populacGes depende de varios fatores, tais
como: disponibilidade de realizacdo de colonoscopia; expertise do endoscopista;
disponibilidade de endoscopios de alta resolucdo; uso da cromoendoscopia; e do diagndstico
histopatoldgico. Em colonoscopias realizadas por endoscopistas treinados, a prevaléncia
varia entre 12 e 40% '°. Saitoh et al relataram, em uma série de 188 lesdes precursoras que
122 (64,9%) foram polipdides e 66 (35,1%) foram classificadas como nao polipdides 8 Com
endoscopistas treinados, utilizando colonoscdpios de alta resolugdo e cromoscopia, o
presente estudo demonstrou em uma série de 342 lesGes, uma frequéncia de 12,6% de
lesdes nao polipdides. Apesar de estar no limite inferior, esta frequéncia estd dentro do

intervalo no qual estas lesdes sdo detectadas.
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A grande maioria das lesdes, tanto adenomas quanto os serrilhados, foi classificada
como lesGes polipdides. Interessantemente, quando estratificados em hiperplasicos e
adenomas serrilhados, acreditando que os hiperpldsicos apresentam um comportamento
mais benigno do que os adenomas serrilhados, os ultimos tiveram uma maior frequéncia de
lesdes nao polipdides quando comparados com os adenomas e os pélipos hiperplasicos. Em
um periodo de dois anos, Tadepalli et al realizaram 1672 colonoscopias, sendo que destas,
178 (10,6%) pacientes tiveram adenomas serrilhados sésseis. No entanto, apenas 124
pacientes continham todos os dados, o que correspondia a 158 lesdes. Os autores
reportaram nesta série de 158 adenomas serrilhados sésseis que apenas 1,9% foram
polipdides, enquanto dos outros 155 restantes (98,1%), 96% foram levemente elevados e 4%

foram totalmente planas *°.

6.2. Alteragdoes moleculares nas lesdes precursoras do cancer colorretal

O potencial maligno das lesdes serrilhadas foi primeiramente cogitado na descrigao
da sindrome da polipose hiperplasica . A polipose hiperplasica é descrita por alguns
autores como uma sindrome de predisposi¢ao ao cancer colorretal rara, caracterizada pela
presenca de 30 ou mais polipos hiperplasicos independente do tamanho distribuidos através
do célon ou pela presenca de alguns podlipos hiperpldsicos maiores do que 10mm de
didametro ou ainda qualquer numero de pdlipos hiperplasicos em pacientes cujo um parente

8.8 Alguns destes polipos foram classificados

de primeiro grau tenha polipose hiperplasica
como mistos por terem caracteristicas de adenomas, e alguns deles demonstravam
caracteristicas, tanto de arquitetura quanto citoldgicas, de pdlipos hiperplasicos e
adenomas, sendo caracterizada pelas criptas serrilhadas, presenca de imaturidade das
células caliciformes, de mitoses na zona superior e nucléolo proeminente . Longacre e
Fenoglio-Preiser descreveram que tais pdlipos eram uma varidvel dos adenomas, e
sugeriram o termo adenoma serrilhado &',

Os pdlipos hiperplasicos ainda continuam sendo clinicamente considerados como
lesdes “benignas”. Muitos endoscopistas assumem que, lesdes que tem aspecto de pélipo
hiperplasico, pelo tedrico carater benigno destas lesdes, ndo precisam ser ressecadas. O

pdlipo hiperplasico ndo requer vigilancia, mas em contrapartida, os adenomas serrilhados

sésseis s30 submetidos 3 mesma vigilancia do que os pacientes portadores de adenomas %2,
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Para tentar entender um pouco mais dos potenciais malignos destas lesdes, o
proximo passo deste estudo foi analisar alteragGes genéticas normalmente envolvidas na
carcinogénese colorretal. Visto que a analise molecular ndo seria possivel nesta fase ser
realizada nas 342 les6es incluidas, baseado em calculo amostral, foram selecionadas 103
lesdes com uma distribuicdo entre os dois grandes grupos histolégicos de 50 adenomas e 53
polipos serrilhados. Para chegar ao numero 103 sem que os testes perdessem poder
estatistico, o tamanho amostral foi calculado baseado nos principais estudos de lesdes

1518 42 Tendo em vista a

precursoras e aqueles que incluissem as lesGes serrilhadas
divergéncia existente entre os estudos utilizados, e tentando abranger todos os estudos
citados, definimos finalmente um tamanho amostral de 103 lesGes precursoras, uma de cada
paciente, sendo 50 adenomas e 53 podlipos serrilhados. Embora este niUmero de pacientes
aparentemente é pequeno, de acordo com o cdlculo do tamanho amostral, seria suficiente
para avaliarmos as frequéncias de mutacdes KRAS e BRAF entre as lesGes precursoras do
cancer colorretal, principalmente pelo nimero pequeno de pdlipos serrilhados em outros
estudos.

Diferentemente do cancer colorretal, as frequéncias de mutacdes KRAS e BRAF
descritas até o momento nas lesGes precursoras ainda apresentam uma grande
variabilidade, principalmente as descritas para os podlipos serrilhados. De acordo com
estudos anteriores, mutacdo KRAS foi encontrada entre 7,3 a 9,3% dos adenomas

18, 42

convencionais , 9 a 73% dos polipos hiperplasicos, 7 a 25% dos adenomas serrilhados

18, 20, 28, 42, 51, 53, 54 18, 42

sésseis e em 0 a 28% dos adenomas serrilhados tradicionais . A analise
de mutagOes KRAS e BRAF neste estudo demonstrou que mutagdes KRAS foram encontradas
apenas em adenomas e polipos hiperplasicos enquanto mutacdes BRAF foram observadas
apenas nos polipos serrilhados, sendo especifica neste grupo de lesdes precursoras. Até o
momento, a maioria dos estudos que analisaram KRAS em adenomas serrilhados mostra que
a incidéncia desta mutacdo é menor do que mutacdo em BRAF, entretanto, a variacdao da
frequéncia de mutacdo ainda ndo é clara. Spring et al relataram que mutacdo KRAS foi
encontrada em aproximadamente 8,0% dentre os 39 adenomas serrilhados 18 Yang et al, ao
analisarem uma série de 79 padlipos hiperplasicos e 25 adenomas serrilhados relataram que
mutacdo em KRAS foi encontrada em 16,5% e 28,0% dos pélipos hiperplasicos e adenomas

53

serrilhados, respectivamente °°. A auséncia de mutacdo KRAS nos adenomas serrilhados

deste estudo pode ser justificada pelo tamanho reduzido de amostra, por diferencas na
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metodologia, mas pode também ser caracteristica da populagdo analisada. A auséncia de
mutacdo no presente estudo pode ser um indicativo de que na populacdo analisada , a via
do serrilhado é ativada através de mutagdo no oncogene BRAF.

Pdlipos hiperplasicos com mutacdo KRAS foram mais frequentes no célon esquerdo,
corroborando com dados publicados por Spring et al 18 Mutacbes KRAS foram fortemente
associadas aos adenomas avancados assim como no estudo de Yadamsuren et al, que
relataram uma frequéncia de 57,5% de mutacdo KRAS entre os adenomas avangados e
31,0% entre os adenomas ndo avancados em uma série de 164 adenomas polipdides
esporadicos **, demonstrando que os adenomas avancados tém maior frequéncia de
mutagao KRAS, que aumenta o risco de progressao tumoral por estar envolvida no estadio
intermediario da evolugdo adenoma-adenocarcinoma 2,

Mutagdo BRAF foi associada a polipos serrilhados, sendo distribuidas entre o cdélon
direito e esquerdo, embora entre os podlipos hiperpldsicos tal mutacdo tenha sido
encontrada apenas no célon direito. Spring et al também relataram que mutagao BRAF foi
encontrada tanto no célon direito quanto no esquerdo, mas muta¢cdo BRAF nos podlipos
hiperplasicos, foi predominante no célon esquerdo '8 0 fato de todas as mutacdes BRAF nos
polipos hiperplasicos terem sido detectadas no célon direito pode ser justificada pelo
reduzido nimero de lesdes analisadas.

A importancia dos pdlipos hiperplasicos na carcinogénese colorretal necessita de ser
melhor explorada. Os pdlipos hiperplasicos eram reconhecidos como lesdes sem potencial
de malignidade, entretanto, Torlakovic e Snover relataram que alguns pacientes com
polipose hiperpldsica também tinham carcinoma ou adenoma colorretal, e isto levantou
rumores com relagdo ao potencial pré-maligno dos pdlipos hiperplasicos %> Neste contexto,
o significado das mutag¢des no pdlipo hiperplasico pode ter um impacto no curso da doencga,
no entanto este fato nao é claro.

Estudos demonstram que as lesdes precursoras do cancer colorretal raramente
demonstram altos niveis de MSI, sendo encontrado entre 0,0 a 8,0% das lesGes precursoras

20, 28, 42, 51, 54 Contudo, Konishi et al relataram

do cancer colorretal na maioria dos estudos
gue MSI-H foi observado em 36% dos adenomas serrilhados sésseis. No presente estudo
nenhuma lesao precursora foi classificada como MSI-H similar ao descrito na maioria dos
estudos da literatura, porém, diferente da freqiéncia relatada por Konishi et al ao analisar

uma série de 47 adenomas serrilhados coletados da populacdo japonesa 20 De diferente o
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nosso estudo incluiu 15 adenomas serrilhadospodendo este tamanho amostral justificar os
resultados tdo diferentes pela populacdo. Em relacdo ao método empregado para andlise de
MSI, neste presente estudo foi utlizada uma PCR pentaplex para amplificar cinco marcadores
mononucleotideos. que segundo Goel et al, teria maior especificidade e sensibilidade para
anadlise de MSI do que o que foi usado por Konishi et al.. A analise de um maior numero de
adenomas serrilhados na populacdo Brasileira poderia melhor esclarecer estes achados e, se
confirmado, a auséncia de MSI em lesdes precursoras pode ser um indicativo de que MSI é

um evento tardio na evolugdo para adenocarcinoma.

6.3 Relagcdo entre as lesGes precursoras do cancer colorretal e os adenocarcinomas
colorretais

As frequéncias de mutacdo dos oncogenes KRAS e BRAF encontrados no nosso
estudo sdo similares as descritas na literatura internacional. A mutacdo KRAS esta presente
em 30 a 40% dos canceres colorretais esporadicos & > # e a mutacdo BRAF, 0 — 15,6%
entre os mesmos ** > 8% %

Santini et al demonstraram em uma série de 99 pacientes, incluidos na Italia com
cancer colorretal metastatico, que a mutacdo KRAS foi detectada em 38 (38,4%) dos
canceres primarios **. Um estudo realizado na Suica reportou que dentre os 1420 cinceres
colorretais espordadicos coletados entre 1987 a 1996, 392 foram submetidos a analise de
mutacdo KRAS e 374 foram analisados com relacdo a mutacdo BRAF. Destes, 30,1% e 12,0%
tiveram mutagdo KRAS e BRAF, respectivamente. Stefanius et al relataram que entre os 32
canceres incluidos na Finlandia, 25,4% tiveram mutacao KRAS e nenhum teve mutacdao BRAF,
sendo que tais frequéncias sugerem que mutacdo BRAF é especifica entre os pélipos e
adenocarcinomas serrilhados *.

Nosso grupo encontrou 10,5% de MSI-H entre os canceres colorretais inferior ao
valor de 15% geralmente descrito em outras popula¢cdes possivelmente relacionado as
diferencas étnicas 8,

Ao comparar as alteracdes moleculares das lesdes precursoras e do cancer colorretal,
observamos que mutagcGes KRAS nas lesGes precursoras foram predominantes no célon
esquerdo, enquanto estas mutagdes nos adenocarcinomas foram distribuidas entre ambos
os segmentos direito e esquerdo do cdélon. Embora ndo tenha sido estatisticamente

significativo, as mutagdes KRAS nos polipos hiperplasicos predominaram no célon esquerdo.
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Tais resultados nos levam a especular que pdlipos hiperpldsicos do coélon esquerdo
possivelmente tém menor importancia clinica, pois provavelmente ndo evoluem para
neoplasia. Em contrapartida, ndao se sabe o significado das alteragdes moleculares nos
polipos hiperplasicos do célon direito, mas os achados deste estudo sugerem que lesdes
precursoras com mutacdo BRAF localizadas no cdélon direito podem progredir para
adenocarcinoma. Isto vai de encontro com os relatos de que os pdlipos hiperplasicos do
colon esquerdo ndo apresentam qualquer potencial maligno para cancer colorretal
esporadico e que o cancer de origem serrilhada esta mais localizado no célon direito do que
no esquerdo °*. Qual o significado mutacio nos pdlipos hiperplasicos do célon esquerdo e
porque eles n3o evoluiriam para outras lesdes serrilhadas ainda é alvo de estudo. Pela
indefinicdo do carater maligno, atualmente os pdlipos hiperplasicos ndo sdo submetidos a
vigilancia endoscdpica e com o avanco da endoscopia que permite a melhor caracterizacdao
das lesGes precursoras, muitas vezes as lesGes sugestivas de podlipos hiperplasicos,
principalmente do célon esquerdo, ndo sao ressecados Embora estudos tenham sugerido
gue uma pequena porcentagem de pélipos hiperplasicos pode evoluir para cancer colorretal,
ainda nao foi elucidado quais sdo. Provavelmente, dentre os pélipos hiperplasicos com
potencial de malignidade, estdo aqueles maiores do que 10mm, localizados no célon direito,
polipos hiperplasicos com foco de adenoma, mais de 20 pdlipos hiperpldsicos no célon,
histérico familiar de polipose hiperplasica e histéria familiar de cancer colorretal 2

Como ja esperado e de acordo com os relatos na literatura em outras populagdes,
mutacdo em BRAF foi encontrada apenas entre os polipos serrilhados e com frequéncias
comparaveis ao cancer colorretal.

E importante ressaltar que, as mutacdes presentes nas lesdes precursoras s3o as
mesmas daquelas encontradas nos adenocarcinomas, sugerindo que estas mutagdes sejam

patogénicas.

6.4. Diregoes futuras

No contexto atual, epidemioldgico e de progndstico do cancer colorretal no mundo e
no Brasil, é extremamente importante aumentar o conhecimento da carcinogénese
colorretal e paralelamente melhorar as estratégias de deteccdo e remocdo de lesGes

precursoras do cancer colorretal com objetivo de reducdo da incidéncia e mortalidade.
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Estudos futuros incluindo um maior nimero de lesdes ainda sdo necessarios para
melhor esclarecer os resultados encontrados neste estudo. Ainda, os oncogenes KRAS e
BRAF sao importantes, no entanto ndo sao os Unicos eventos que ocorrem na carcinogénese
colorretal. Portanto para melhor compreensao, de forma detalhada as lesGes serrilhadas e
definir aquelas com maior potencial de malignidade, novos estudos envolvendo outros
marcadores moleculares sdo fundamentais para a compreensdo das vias envolvidas nesta
neoplasia, pois desta maneira poderemos comparar as alteragdes encontradas no cancer
colorretal com as encontradas nas lesGes precursoras e tentar correlacionar com uma futura
inclusdo da deteccdo molecular nas estratégias de deteccdo precoce e rastreamento do

cancer colorretal (25).
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7. CONCLUSOES

Este estudo atingiu os objetivos inicialmente propostos, e conclui-se que:

1. Mutacbes KRAS e BRAF foram detectadas em 14 (13,6%) e 9 (8,7%) das 103 lesdes

precursoras, respectivamente.

2. O fendtipo MSI-H foi detectado apenas entre os canceres colorretais;

3. Mutacdo KRAS foi detectada apenas entre adenomas e pélipos hiperplasicos, sendo mais
frequentes no célon esquerdo. Com relacdo a morfologia, a maioria foi polipdide e todas as
lesdes foram menores do que 10mm. Em contrapartida, mutacdo BRAF foi especifica entre
os polipos serrilhados, sendo significativamente associada aos adenomas serrilhados. Tais
mutacOes foram divididas entre os cdlons direito e esquerdo, foram predominantemente

polipdides e menores do que 10mm.

4. Entre os adenocarcinomas colorretais, mutacdes KRAS foram mais frequentes do que
mutacdo BRAF. Além do mais, ndo foram observadas associa¢des entre as alteracdes

moleculares e as caracteristicas morfoldgicas do cancer colorretal.
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Anexo B - Ficha de coleta de dados

Identificacdo do Paciente

1 1
) Inicias )
3 Registro Hospitalar 3
Sexo
4 1- Feminino; 2- Masculino 4
5 Data de nascimento 5
DD-MM-AAAA
6 Data da colonoscopia 6
DD-MM-AAAA
Indicagcdo da colonoscopia
1. Controle pds-operatorio; 2. Seguimento pds
2 polipectomia; 3. Neoplasia de cdlon (qual segmento?); 4. 2
Outras neoplasias (qual?); 5. Dor abdominal; 6.
Sangramento; 7. Diarréia; 8. Assintomatico (prevencao);
9. Qutras (qual?)
Identificacdo da lesao
8 . L , 8
Anatomia Patoldgica — numero + letra
Morfologia da lesao
9 1. Pélipo séssil; 2. Polipo subpediculado; 3.Pdlipo 9
pediculado; 4. Plano-elevada; 5. Plano-plana; 6.
Deprimida; 7. Mista (qual?); 8. LST; 9. Outra (qual?)
Tamanho da lesao
10 MM 10
Localizacdo da lesdao
11 1. Ceco; 2. Ascendente; 3. Transverso; 4. Descendente;| 11
5. Sigmoide; 6. Reto; 7. outra (qual)
Classificacdo de Kudo/Paris
12 1- O-Is; 2- O-Ip; 3- O-Isp; 4- 0-lla; 5.0-llb; 6-0-lic; 7-0-| 12
lla+llc; 8. O-lic+lla; 9. O-Is+lic; 10.LST
Cromoscopia convencional com indigo carmin
13 . ~ 13
1- Sim; 2- Nao
Cromoscopia digital
14 1- Sim; 2- Nao 14
15 Tipo da cromoscopia digital 15
1- FICE; 2- NBI; 88- ndo realizada
Magnificacdo
16 1- Sim; 2- Nao 16
17 Criptas 17

1-11; 2-llls; 3-1IIL; 4-




IV; 5-VI; 6- VN ; 7-Ndo Avaliado

Vascularizacado
1- Normal; 2- Ténue; 3- Fina;

18 4- Densa; 5- Irregular; 6- Esparsa; | 18
7- Tipo |; 8- Tipo II. 9- Tipo lll; 10- Tipo IV; 11- Tipo IV; 12-
N3o Avaliado
Anatomia patolégica (observador 1)
19 1- Hiperplasico; 2- Adenoma; 3- Serrilhado; 4-| 19
Adenocarcinoma; 5- Outros
20 Anatomia patoldgica — Se Adenoma 20
1- Tubular; 2- Tubulo viloso; 88- Nao adenoma
21 Anatomia patolégica — Se Adenoma, Grau da lesdo 21
1- Baixo grau; 2- Alto grau 88- Ndo adenoma
22 Anatomia patologica — Se Serrilhado 22
1- Séssil; 2- Tradicional; 3- Misto; 88- Ndo Serrilhado
Anatomia patoldgica (observador 2)
23 1- Hiperplasico; 2- Adenoma; 3- Serrilhado; 4-| 23
Adenocarcinoma; 5- Outros
24 Anatomia patoldgica — Se Adenoma 24
1- Tubular; 2- Tubulo viloso; 88- Nao adenoma
25 Anatomia patolégica — Se Adenoma, Grau da lesdo 25
1- Baixo grau; 2- Alto grau 88- Ndo adenoma
26 Anatomia patoldgica — Se Serrilhado 26
1- Séssil; 2- Tradicional; 3- Misto; 88- Nao Serrilhado
Anatomia patolégica (observador 3)
27 1- Hiperplasico; 2- Adenoma; 3- Serrilhado; 4-| 27
Adenocarcinoma; 5- Outros
28 Anatomia patolégica — Se Adenoma 28
1- Tubular; 2- Tubulo viloso; 88- Ndo adenoma
29 Anatomia patoldgica — Se Adenoma, Grau da lesao 29
1- Baixo grau; 2- Alto grau 88- Nao adenoma
30 Anatomia patoldgica — Se Serrilhado 30
1- Séssil; 2- Tradicional; 3- Misto; 88- Nao Serrilhado
Mutacao KRAS
31 1- Sim; 2- Nao 31
32 Cédon 32
Troca de bases
33 1- Sim;2- 33
Nao
Troca de aminoacidos
34 1- Sim; 2 - Nao 34
35 Nomenclatura 35




Mutagao BRAF

36 1-Sim; 2 -Nao 36

37 Cdodon 37
Troca de bases

38 1-Sim; 2-Nao 38
Troca de aminoacidos

39 1-Sim; 2 - Nao 39

40 Nomenclatura 40




