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RESUMO

MARTINEZ, CE. Estudo dos fatores de crescimento semelhante a insulina e sua
associacao com caracteristicas clinico-patologicas e sobrevida no cancer de colon.
2019. 60f. Dissertacdo de Mestrado- Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo, Ribeiréo Preto, 20109.

Introducdo: O adenocarcinoma de colon esta entre os tumores mundialmente mais
incidentes. Dentre as vias relacionadas com a carcinogénese, alteracdes na via do fator de
crescimento semelhante a insulina ja foram detalhadas nos tumores de mama, hepético,
pulm&o e prdstata. Alguns estudos também relacionam essa via, em especifico a proteina
IGF1, sua proteina de ligacdo IGFBP3 e o substrato do receptor de insulina IRS1, com
proliferacdo, sobrevivéncia, crescimento e apoptose celular. Considerando que o diabetes
mellitus é um fator de risco associado ao adenocarcinoma de cdlon, consideramos a
possibilidade da ativacdo desta via estar desregulada no adenocarcinoma de colon,
podendo apresentar associacdo com o prognostico dos pacientes. Objetivo: Estudar a
relacdo da expressdo proteica de IGF1l, IGFBP3 e IRS1 e a suas associagdes com
caracteristicas clinico-patoldgicas e de sobrevida no adenocarcinoma de célon. Pacientes
e Métodos: Estudo analitico transversal envolvendo uma amostra de conveniéncia de 91
pacientes com adenocarcinoma de célon estadios Ilb, 111 e IV. As metodologias utilizadas
foram revisdo de prontuario médico do paciente quanto aos dados clinicos,
sociodemogréaficos, resultado anatomopatoldgico e a realizacdo e analise de reacdes
imuno-histoquimicas através do “tissue micro-array” (TMA). Resultados: Dentre os 91
pacientes estudados, a idade média foi de 61,6 anos (intervalo 28-88); sendo a maioria do
sexo feminino (54,5%); pre-diabéticos (57,1%); predominando aqueles com
adenocarcinoma localizado no célon descendente e sigmoide (53,3%) e com estadio
clinico-patologico inicial Il e 111 (53,9 %; pT3 em 69,2% e pN1 em 45,1%). No anatomo
patolégico em 53,9% dos pacientes foi identificada invasdo angio-linfatica e, em 63,7%
ndo houve presenca de invasdo perineural. Dos 91 pacientes, 32 pacientes evoluiram para
Obito em um intervalo minimo de seguimento de 24 meses. Entre os pacientes com
diagnostico de DM2, a maioria ndo fazia uso de metformina (73,2%). A expressdo de
IGFBP 3 teve associagdo significativa com o estadiamento (p=0,01), presenca de
metastase (p=0,02) e ébito (p=0,01). Ao analisar a sobrevida livre de progressao (SLP) e
sobrevida global (SG) os pacientes com estadio IV apresentavam pior desfecho
comparado aos estadios iniciais, conforme previsto pela literatura (p<0,01). A



superexpressdo de IGF1 foi associada a uma menor sobrevida livre de progressdo nos
pacientes estudados (p<0.01.) Em andlise de sobrevida global, pacientes com expressao
negativa de IGFBP-3 apresentaram uma menor sobrevida global (p<0.01). Pacientes com
tumores pouco diferenciados e indiferenciados tiveram pior prognostico que aqueles com
tumores bem diferenciado. A proteina IRS1 ndo apresentou associa¢fes com 0s critérios
clinico-patologicos e de desfecho. Conclusdo: A expressdao positiva do IGF1 foi
associada a uma menor sobrevida livre de progresséo e a expresséo negativa do IGFBP3

esteve associada a uma menor sobrevida global em pacientes com adenocarcinoma.

Palavras-Chave: Cancer de colon, IGF 1, IGFBP 3, IRS 1, Progndstico.



ABSTRACT

MARTINEZ, EC. Study of insulin-like growth factors and their association with
clinical and pathological features and survival in colon cancer. 2019. 60 f. master’s
Dissertation - Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo, Ribeir&o Preto, 2019.

Introduction: Colon adenocarcinoma is among the most common tumors worldwide.
Among the carcinogenesis-related pathways, changes in the insulin- like growth factor
pathway have already been detailed in breast, liver, lung and prostate tumors. Some
studies also relate this pathway, specifically IGF1 protein, its IGFBP3 binding protein
and insulin receptor substrate IRS1, to cell proliferation, survival, growth and apoptosis.
Considering that diabetes mellitus is a risk factor associated with colon adenocarcinoma,
we consider that the activation of this pathway may be unregulated in colon
adenocarcinoma and may be associated with the prognosis of patients. Objective: To
study the relationship of protein expression of IGF1, IGFBP3 and IRS1 and their
association with clinical and pathological features and survival in colon adenocarcinoma.
Patients and Methods: Cross-sectional analytical study involving a convenience sample
of 91 patients with stage Ilb, 111 and 1V colon adenocarcinomas. The methodologies used
were the review of the patient's medical records regarding clinical, sociodemographic,
anatomopathological findings and the performance and analysis of immunohistochemical
reactions using the tissue microarray (TMA). Results: Among the 91 patients studied, the
mean age was 61.6 years (range 28-88); the majority being female (54.5%); pre-diabetics
(57.1%); predominantly those with descending and sigmoid colon adenocarcinoma
(53.3%) and with initial clinical and pathological stage Il and 111 (53.9%; pT3 in 69.2%
and pN1 in 45.1%). In the pathological anatomy in 53.9% of the patients angio-lymphatic
invasion was identified and in 63.7% there was no presence of perineural invasion. Of the
91 patients, 32 patients died within a minimum follow-up of 24 months. Among patients
diagnosed with T2DM, most did not use metformin (73.2%). IGFBP 3 expression was
significantly associated with staging (p = 0.01), presence of metastasis (p = 0.02) and
death (p = 0.01). When analyzing progression free survival (SLP) and overall survival
(SG), stage IV patients had worse outcome compared to the initial stages, as predicted by
the literature (p <0.01). IGF1 overexpression was associated with poor progression-free
survival in the studied patients (p <0.01.) In overall survival analysis, patients with
negative IGFBP-3 expression had a lower overall survival (p <0.01). Patients with poorly

differentiated and undifferentiated tumors had a worse prognosis than those with well-



differentiated tumors. IRS1 protein was not associated with clinical-pathological and
outcome criteria. Conclusion: Positive IGF1 expression was associated with shorter
progression-free survival and negative IGFBP3 expression was associated with lower

overall survival in patients with adenocarcinoma.

Keywords: Colon cancer, IGF 1, IGFBP 3, IRS 1, Prognosis.
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1—INTRODUCAO
1.1 — Epidemiologia e fatores de risco do cancer colorretal.

O cancer é um grande desafio entre os problemas de saude publica mundial nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo uma das principais causas de
mortalidade. Segundo World Health Organization (WHO), a incidéncia global em 2032
sera de 22 milhGes de casos novos, onde o célculo global corrigido para o sub registro é
de 640 mil casos novos. No Brasil, as estimativas no o biénio para 2018-2019, foram de
aproximadamente 600 mil casos novos de cancer para cada ano, com excec¢do do cancer

de pele ndo melanoma que ha cerca de 170 mil novos casos 2.

Entre os tumores malignos, o cancer colorretal (CCR) é classificado em terceiro
lugar como o mais incidente no mundo e em quarto lugar na mortalidade, com mais de
1,4 milhGes de casos novos anualmente, perdendo apenas para o cancer de pulmao (1,8
milhGes de casos novos) e o cancer de mama feminino (1,7 milhdo de casos novos). No
Brasil, no biénio de 2018 — 2019, estimou-se para 0 CCR, 17.380 casos novos em homens,

sendo o terceiro mais incidente, e 18.980 em mulheres, como o segundo mais incidente *-
5

Apesar dos avancos obtidos no rastreamento, diagnostico e tratamento, a taxa de
sobrevida global do CCR em 5 anos € de 65%, essa taxa pode variar consideravelmente
através da classificacdo do estagio da doenca no momento do diagndéstico. O estadiamento
do céncer é fundamentado no tamanho da les@o primaria, no seu grau de disseminagdo
para ganglios linfaticos regionais e na presenca ou auséncia de metastases a distancia
56 Contudo, os resultados clinicos ainda ndo s&o satisfatorios, pacientes com estagio nio
avancado, como na classificacdo do estagio Il a, aproximadamente 20% dos casos ira ter
recorréncia apos a resseccao cirdrgica do cancer primario, e além disso aproximadamente
50% dos pacientes diagnosticados com CCR ja estdo com a doenca avancada, como no
estagio IV, que é caracterizado pela presenca de metéstase a distancia, diminuindo

significativamente a sobrevida global do paciente °.

Nos carcinomas colorretais, o adenocarcinoma de colon corresponde a mais de
90% dos casos, sendo mundialmente classificado como o mais incidente e a terceira causa
de mortalidade. O adenocarcinoma de c6lon é especificado como um tumor humano de
origem epitelial em que as células tém como fungéo secretar substancias para ductos ou

cavidade que revestem, é uma doenca multifatorial influenciada por fatores genéticos,
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ambientais e relacionados ao estilo de vida. Entre os fatores etiologicos conhecidos, estéo
os defeitos genéticos ja comprovados, como mutacdo nos genes Kras, DCC/DPC4 e p-
53; os fatores hereditarios com relacdo ao histérico familiar de cancer colorretal e
doencas inflamatdrias intestinais; os fatores relacionados a dieta e habitos ocidentais,
como um estilo de vida sedentario, consumo de bebidas alcéolicas, baixa ingestdo de
frutas e verduras, alto consumo de carnes vermelhas e alimentos processados; a obesidade

que também esta relacionada ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2); e o tabagismo °-°.

Com o objetivo na redugéo da incidéncia e mortalidade do adenocarcinoma de
colon, diversos pesquisadores buscam esclarecer sua etiologia, 0s mecanismos de sua
patogénese e seus biomarcadores para contribuir com o diagnostico precoce, a presenca

e/ou evolugéo para metastases, e a melhor escolha na forma do tratamento 310,

1.2- Diabetes Mellitus tipo 2 no cancer colorretal.
O péncreas é o 6rgdo responsavel por produzir dois horménios que regulam os

niveis de glicose no organismo, sendo estes a insulina e o glucagon. A insulina é
considerada um hormonio anabdlico, que facilita a absorcdo de glicose pelas células — o0s
tecidos envolvidos nesse mecanismo sdo: muasculo, figado, tecido adiposo, cérebro, rim e
trato gastrointestinal, sendo o tecido muscular esquelético o principal na captacdo de
glicose periférica — assim, nas células, a glicose seré utilizada para producéao de energia e
uma parte sera armazenada no figado na forma de glicogénio. Esta etapa ocorre logo apds

as refeicOes, quando o nivel de glicose circulante encontra- se elevado **.

O glucagon é considerado um horménio catabdlico que funciona de maneira
oposta a insulina, quando o organismo esta em estado de jejum, ou seja, horas sem se
alimentar, em que o nivel de glicose circulante diminui (podendo ocorrer a hipoglicemia)
0 pancreas ird produzir o glucagon que age no figado, estimulando a quebra de glicogénio
em moléculas de glicose que posteriormente € liberada na corrente sanguinea para

normalizar o nivel de glicose circulante .

O DM2 é caracterizado por ser uma condicdo crénica decorrente da hiperglicemia
causada por defeitos na secrecdo e/ou agéo da insulina no organismo. Como consequéncia
da progressdo deste mecanismo a longo prazo, pode ocorrer resisténcia a insulina nas
células, levando ao aumento da producdo de insulina pelas células beta pancreéticas
devido a alta concentracdo de glicose circulante e, posteriormente a hiperinsulinemia

circulante. Com isso, as funcdes das células beta pancreaticas estardo comprometidas,
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devido ao aumento exacerbado na producdo de insulina, seguido pela producédo
insuficiente de insulina pelas células em decorréncia de sua sobrecarga, e assim, a
hiperglicemia. A hiperglicemia também pode ser resultado do aumento da produgdo de
glicose hepatica secundéria a resisténcia a insulina no figado e a reducao da absor¢éo para

0 musculo esquelético e tecido adiposo &1,

Com as consequéncias dessa disfuncdo metabdlica, a insulina enddgena que atua
no figado aumenta a sintese do fator de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF1) e
leva a diminuicdo da concentracdo de sua proteina de ligacdo (IGFBP) levando ao
aumento da concentracdo local biodisponivel de IGF1. H4 também como consequéncia a
inflamacdo do tecido adiposo, através da producdo de citocinas inflamatérias com a
alteracdo nos niveis circulantes de adipocinas, aumento da leptina e diminuicdo da
adiponectina, inclusive a resisténcia a insulina estd relacionada com niveis anormais
lipidicos, como elevado triglicérides e baixo colesterol HDL (lipoproteina de alta

densidade), como demonstrado na figura 1 8.

Figura 1. Consequéncias da disfuncdo metabdlica relacionada a resisténcia a insulina.
Adaptado de SHALOMA. et.al, 2016 2.
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Entre as pessoas que possuem diagndstico confirmado para diabetes mellitus, 90%
dos casos apresentam o tipo 2 e apenas 10% o tipo 1, sendo que o desenvolvimento do
DM tipo 2 (DM2) capaz de prevengdo na maioria dos casos, segundo The International
Diabetes Federation (IDF) estima-se para o ano 2040, 642 milhGes de pessoas com o
diagnostico de DM2 no mundo. O DM2 é considerado uma doencga progressiva e
metabdlica, sua incidéncia pode aumentar com o avancar da idade, em decorréncia das
disfuncbes metabdlicas causadas pelo DM2 e sua alta incidéncia, esta doenga pode estar
associada a diversas outras patologias, como a obesidade, doencas cardiacas, hipertenséo,
sindrome metabdlica, e ainda estudos relatam sua associa¢do no aumento da incidéncia e
mortalidade em diversos tipos de cancer, como o cancer de mama, endométrio, pancreas
e colorretal *3, No CCR, além do DM2 estar relacionado com sua incidéncia
(aumentando seu risco em até trés vezes) e mortalidade, estudos epidemioldgicos

demostraram sua relagdo com um pior progndstico da doenca & 1215,

Em um estudo de meta-analise sobre os fatores de risco para 0 CCR foi mostrado
que individuos com DM2 tém um risco aumentado de 12% na mortalidade em
comparagao com os ndo diabéticos. Em outro estudo, a expressao sérica do micro RNA
miR-16, foram significativamente menores nos pacientes hiperglicémicos, aumentando a
proliferacdo e migracdo celular de CCR in vitro. Além disso, em um terceiro estudo,
retrospectivo, foi evidenciado que pacientes com DM2 possuem maior presenca de
invasdo tumoral, linfo vascular e classificagdo com o estadiamento mais avancado
segundo TNM (classificacdo de tumores malignos), quando comparados com individuos

ndo diabéticos 1>1316-17,

Os mecanismos moleculares relacionados a incidéncia ou que levam ao pior
prognostico do CCR ainda ndo estdo esclarecidos, mas ja € demonstrada sua relacdo com
algumas vias de sinalizacdo que também estdo desreguladas no DM2. Essas vias estdo
envolvidas com o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular, como por exemplo a
via AMPK (proteina quinase ativada por AMP- monofosfato de adenosina). Nos
mamiferos, a via AMPK ¢ ativada pelo estado de deficiéncia nutricional, como no jejum,
exercicio e privacdo de glicose, que tem como consequéncia 0 aumento de AMP,
inativando a sintese de proteinas, acidos graxos e colesterol, e ativando a glicolise e a
autofagia para que a célula sobreviva em energia insuficiente. Ja a alta nutrigdo (como na

obesidade ou diabetes), pode inativar esta via 1318,
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No DM2, os niveis elevados de glicose plasmatica, insulina e do fator de
crescimento semelhante & insulina 1 (IGF1) irdo inibir a via AMPK, que podem promover
anabolismo para poder atender a crescente demanda de crescimento celular,
principalmente de células cancerigenas. Outro sensor de energia celular muito importante
¢ 0 mTOR (proteina alvo de rapamicina em mamiferos) que pode funcionar de forma
dependente e independente da via AMPK, mTOR tem dois complexos multimoleculares
distintos que diferem em composigédo, especificidade do substrato e regulagédo do
mecanismo de crescimento. O mTOR1 é um sensor de nutrientes e energia que responde
a mudancas dos niveis do fator de crescimento, aminoacidos e nutrientes. Os fatores de
crescimento, como a insulina e o IGF1, sdo ativadores do mTOR1, que atua através da
sinalizacdo de AKT (proteina quinase especifica de serina / treonina). Por consequéncia
a AKT fosforila 0 TSC2 e o dissocia do TSC1 (complexo de esclerose tuberosa), que
entdo ird ativar o mTORL1. A alta nutri¢do leva a ativacdo do m TORC1, devido a perda
da inibicdo de AMPK. Com a restri¢do da glicose, aminoécido ou oxigénio ha a rapida
supressdo da atividade do mTOR1, através do mecanismo dependente de AMPK. Os
aminoéacidos, principalmente a leucina e arginina, também podem ativar o mTOR1

através de um mecanismo ainda desconhecido 3.

As consequéncias da ativacdo da sinalizacdo de mTORL1 atravées da inibicdo de
AMPK como ja mencionado, tem como consequéncias a sintese de proteinas, a
proliferacdo celular, a inibicdo da via autofagica nos tecidos epiteliais e aumento do nivel
de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral— o e a leptina, além de
regular positivamente a glicolise estimulando a angiogénese, o que é favoravel ao
crescimento e metastase de células cancerigenas. E demonstrado que a ativacio de
AMPK, leva a promocdo de um fendtipo metabdlico e proliferativo que mostra ser
desfavoravel ao crescimento de células cancerosas, acreditando que se tem um impacto

negativo iniciacdo do cancer (Figura 2) 1> 18,

Figura 2. Via de sinalizacio AMPK. Adaptado de YANG, J. et.al, 2017 3,
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As ativacOes desreguladas de vias de sinalizacdo podem aumentar o risco a
carcinogénese, pela diminuicdo da estabilidade genética, reparo incompativel de DNA
(&cido desoxirribonucleico) e remodelacdo do metabolismo celular, o que torna um
ambiente favoravel para a sobrevivéncia das células cancerigenas. As vias de deteccdo de
energia sdao desreguladas no diabetes mellitus tipo 2, devido ao alto nivel de glicose,
insulina e IGF-1, podendo aumentar o risco a carcinogénese e diminuir a estabilidade
genética e o reparo de incompatibilidade de DNA para promover a sintese proteica, de
nucleotideos e lipidios. Tanto os fatores genéticos quanto ambientais podem contribuir
para um pior prognostico no CCR em pacientes diabéticos tipo 2 em comparacdo aos

pacientes que n&o apresentam esta patologia (Figura 3) 1318,

Figura 3. Consequéncias do DM2 no cancer. Adaptado de YANG, J. et.al, 2017 3,
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1.3- Fator de crescimento semelhante a insulina e seu sistema de sinalizacéo.
O hormonio de crescimento (GH) é produzido pelos somatotrofos da glandula

hip&fise anterior, que é o principal regulador dos processos de crescimento no organismo.
Este hormdnio pode atuar através de acdes diretas, mediante ao seu receptor especifico
(GHR), e acbes indiretas, principalmente mediadas pela sintese dos fatores de
crescimento semelhante a insulina presente no figado e tecidos periféricos, mas ndo sao
armazenados pois sdo secretados conforme sua producdo. A produgdo principal Dos
fatores de crescimento semelhante a insulina acontece no figado (ag&o enddcrina), em que
IGF1 hepético age como hormdnio estimulando o crescimento de diversos tecidos, ja o
IGF1 extra-hepatico tem acdo autocrina e paracrina, alem disso o GH também pode

influenciar a expressdo do IGF1 extra-hepatico 2°-22,
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A insulina e a via de sinalizacdo dos fatores de crescimento semelhante a insulina
desempenham papéis importantes e complementares no crescimento, proliferacdo,
diferenciacdo e apoptose celular, este sistema é composto por dois fatores, IGF1 e IGF2,
podendo interagir com seis proteinas secretoras, IGFBP 1 — 6 que regulam a ligacdo dos
fatores de crescimento através de dois receptores, IGFIR e IGF2R 8. A maioria do IGF1
circulante esta ligado a proteina de ligacdo IGFBP3, controlando a biodisponibilidade do
ligando, na agdo dependente & IGF, a ligacdo de IGFBP3 com IGF1 forma um complexo
binario, impedindo a ativacdo de IGF1 com seu receptor (IGF-1R), inibindo a

sobrevivéncia e proliferacdo celular que induz a célula a apoptose 2>’

Quando IGF1 ndo se liga a IGFBP3, a acdo do IGF1 ocorre através da ligacédo ao
seu receptor IGF1R, conduzindo sua ativacao através de auto fosforilagdo, assim ocorre
o recrutamento e fosforilacdo de proteinas adaptadoras, as proteinas do substrato receptor
de insulina (IRS) e a proteina adaptadora de sinalizacdo (Shc), levando a ativacéo de duas
vias de sinalizacdo. A fosforilacdo das proteinas IRS1 e IRS2 levam a fosforilacdo do
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (P1P2), ativando o fosfoinositideo 3- quinase (PI3K), este
ativado converte o PIP2 no segundo mensageiro lipidico, o fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3) e ativacdo subsequente do piruvato desidrogenase quinase 1 (PDK1).
Assim, a familia quinase Akt pode ser ativada por PDK1 e pelo complexo m TORC?2,
através da fosforilacdo em Serina 473 (Ser 473) e Treonina 308 (Thr 308), ocorrendo a
fosforilagdo e inativacdo do complexo de esclerose tuberculosa (TSC1 e 2), com
consequente inativacdo da proteina alvo de rapamicina em mamiferos 1 (mTORC1). Por
sua vez, mTORCL1 inativo ira ativar sua proteina ribossémica S6 quinase beta-1 (S6K1),
levando a traducdo de 5°"TOP mRNA e ao crescimento celular. Além disso, com a
ativacdo de AKkt, ocorre a inibicdo dos fatores de transcricdo FOXO (subgrupo de
proteinas da familia forkhead de fatores de transcricdo), GSK- 3B (glicogénio sintase
cinase 3 beta) e Bad, que estdo envolvidas em varios processos celulares, incluindo sintese
de proteinas, metabolismo da glicose e sobrevivéncia celular 1828,

Paralelamente ha a ativacdo de Ras/MAPK, através da fosforilacdo de Shc,
resultando na transcricdo de genes que impulsionam a proliferacdo celular, como as
ciclinas tipo D. A ativagdo do complexo de ciclina D/ ciclina-dependente da quinase 4
(CDK4), conduz a transcri¢cdo aumentada de E2F- dependente, através do sequestro pela

proteina do retinoblastoma e consequente liberacdo do fator de transcricdo EaF,
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conduzindo a passagem pela transi¢do da fase G1/S durante a progresséo do ciclo celular.
(Figura 4) 182°,
Figura 4. Sinalizacdo da via do fator de crescimento semelhante a insulina e seu

microenvolvimento celular. Adaptado de JUNG. et. al, 2015 *8,
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A ativacdo desregulada da via de sinalizacdo do fator de crescimento semelhante
a insulina estd relacionada a varias doencas, como as doencas cardiovasculares,
metabdlicas, musculares, neurodegenerativas, envelhecimento e varios tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama, hepatico, colorretal, pulmao e prostata. Contudo, a relagdo
desta via de sinalizacdo com o cancer ainda esta sendo elucidada, as primeiras associacdes
dos fatores de crescimento semelhante & insulina com o céncer foram observadas em
experimentos in vitro, e a partir de entdo muitos estudos a nivel sérico foram realizados
em relacdo a via de sinalizagdo semelhante & insulina e o cancer de c6lon, no entanto,
estudos que relacionam esta via com o cancer de célon através de analises do tecido

tumoral sdo0 escassos e em sua maioria inconclusivos 18:23-26:30-55

2- JUSTIFICATIVA
O adenocarcinoma de colon é o mais frequente entre os tumores colorretais, um de

seus fatores de risco esta associado ao DM2 que esta diretamente relacionada a alteragédo

da via de sinalizacdo dos fatores de crescimento semelhante a insulina. Alguns estudos
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também relacionam a proteina IGF1, sua proteina de ligacdo IGFBP3 e o substrato do
receptor de insulina IRS1, com proliferacdo, sobrevivéncia, crescimento e apoptose
celular, interferindo diretamente no prognostico da doenca, € como possiveis
biomarcadores para o CCR.

Estudos que relacionam o adenocarcinoma de célon avancado com a alteracdo da
biodisponibilidade a nivel tecidual de IGF1, IGFBP3 e IRS1 e suas associa¢des com 0
diagndstico DM2 sdo escassos. Além disso, estudos que confirmem estas proteinas como
possiveis biomarcadores do CCR séo insuficientes, sendo necessarios novos estudos para

o0 esclarecimento.

3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

Estudar a relagéo da expressao proteica de IGF1, IGFBP3 e IRS1 e a evolugédo de
pacientes com adenocarcinoma de célon avancado, através de dois grupos, sendo estes,

pacientes com alteracdo glicémica e sem alteracdo glicémica.

3.2- Objetivos especificos
3.2.1. Examinar a expressdao proteica, em nivel de tecido, através da analise

imuno-histoquimica do IGF1, IGFBP3 e IRS1 em dois grupos, com alteracdo glicémica

e sem alteracdo glicémica, de pacientes com adenocarcinoma de colon.

3.2.3. Relacionar a associacdo da expressao proteica de IGF1, IGFBP3 e IRS1
com os desfechos clinicos do adenocarcinoma de c6lon, resposta ao tratamento adjuvante,

sobrevida livre de doenca e global.

4- PACIENTES MATERIAIS E METODOS.
4.1. Pacientes

Trata-se de um estudo analitico, transversal. A amostra do estudo é de
conveniéncia, incluindo a partir dos setecentos e quarenta pacientes, levantados pelo CID
10 - C18 com adenocarcinoma colén-retal que ressecaram o tumor no ano de 2008 a 2015,
e que estdo cadastrados no Banco de Tumores Proctolégicos do HCFMRP-USP (CEP-
HCRP: 12374/2008).

O projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa do HC-FMRP-USP, pelo
namero de aprovagdo CAAE: 75211417.0.0000.5440.
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A amostra total de pacientes com adenocarcinoma de cdlon avancado com
noventa e um pacientes, divididos em dois grupos, sendo estes: setenta e trés pacientes
com alteracdes glicémicas e dezesseis pacientes sem alteracdes glicémicas, conforme a

figura 5.

Figura 5. Diagrama da selecdo dos pacientes

T40 pacientes

Critérios de inclusio I-

—_—

400 pacientes

Critérios de exclusio

Falta de material IHQ L 99 pacientes

01 pacientes
23 pacientes 52 pacientes
D2 PDM

Para a classificacdo dos pacientes diabéticos, pré-diabéticos e ndo-diabéticos

16 pacientes
NDM

foram utilizados trés exames laboratoriais sendo a glicemia em jejum, a hemoglobina
glicada e o teste de tolerancia a glicose (GTT), com os seguintes valores de referéncia
utilizados no HCFMRP — USP (Tabela 1):

Tabela 1 — Valores de exames laboratoriais para diagnoéstico do DM2 do HC-FMRP.

Teste Normal Pré - diabetes Diabetes
Glicemia de jejum ‘ <100 100 a 126 >126
Hemoglobina glicada ‘ <57 57 a 6,4 >6,5

GTT ‘ <140 140 a 199 > 200

4.2. Critérios de inclusao e exclusao

4.2.1. Criterios de incluséo
a) Pacientes cadastrados e atendidos pelo sistema Gnico de satde (SUS);
b) Ambos 0s sexos;

¢) ldade maior que 18 anos;
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d)

f)
9)

h)

)

4.2.2.

b)

Diagnostico histologico de adenocarcinoma localizado no colon;

Estédio clinico-cirurgico avangado [estadio TNM II (alto risco), 11l e IV];
Tratamento oncoldgico de acordo com as diretrizes cientificas atuais;

Tempo de seguimento junto ao Ambulatorio de Oncologia Clinica do hospital das
clinicas da faculdade de medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMRP-USP) de pelo menos 24 meses;

Possuem amostras de tecido neoplasicas conservadas em parafinas;

Possuem amostra de sangue armazenada;

Assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para 0 uso em pesquisa

do tecido e sangue.

Critérios de exclusao
Neoplasia localizada no reto;

Diagndstico de outras neoplasias malignas previa, exceto tumores de pele ndo
melanoma;

Tumor de colon e reto sincronicos ao diagnostico;

Tratamento neoadjuvante;

Sindrome de Lynch;

Diagnostico confirmado de diabetes mellitus tipo I;

Pacientes com desnutricdo;

Fatores que inviabilizacdo a utilizacdo de blocos contendo o tecido tumoral
parafinado.

4.3. Materiais

Foi utilizado o seguinte anticorpo secundario para as reagGes imuno-

histoquimicas: EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB detection IHC kit - 15ml

— Kits, Abcam ® (ab80436ml15) e foram utilizados trés anticorpos primarios com as

caracteristicas (Tabela 2):

Tabela 2. Caracteristica anticorpos primarios.

Anticorpos Primarios

(AP) Marca Tipo Marcador Diluicio DAB Controles
Anti-IGF1 antibody [7973] | Abcam  Monoclonal  Membrana 1:50 1’30° Rim
Ref: ab176523 ® camundongo celular ’
Anti-IGFBP3 antibody Abcam Policlonal Membrana 1:10 1’26’ Mama
Ref: ab76001ul400 ® coelho celular ’
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Anti IRS 1 antibody Abcam  Monoclonal ~ Membrana 1:50 2°40° Rim
[EP263Y] Ref: ab40777 ® coelho celular ’

4.4. Métodos
Foram coletados, retrospectivamente, informacdes clinicas e socio- demogréficas

através da revisdo do prontudrio eletrénico de todos pacientes participantes da pesquisa,
incluindo-se as seguintes informacOes: registro, numero da bidpsia, sexo, data de
nascimento, idade ao diagndstico, data da cirurgia, data da bidpsia, diagnostico de
diabetes mellitus, medicamentos de uso rotineiro, diagndstico nutricional, e dados
clinicos da doenca [TNM, localizacdo no colon (direito, transverso, esquerdo e sigmoide),
acometimento linfonodal, presenca de invaséo neoplasica angiolinfatica e/ ou perineural,
histologia segundo os critérios da Organizacdo Mundial de Satude (OMS), estadiamento
patoldgico, recidiva local e/ ou a distancia, local e tempo da recidiva e 6bito].

4.4.1. Método de confeccdo do Tissue Micro-Array (TMA) — Microarranjos
teciduais.
A selecdo dos fragmentos tumorais foi realizada através da analise de laminas

arquivadas, previamente coradas por Hematoxilina e Eosina (HE). Foram selecionados
o0s blocos de parafina correspondente aos fragmentos mais representativos de cada leséo
para a confeccéo dos TMA.

Para a confeccdo dos blocos de TMA, foi utilizada a caneta metalica da marca
Zytovision para retirar, em formato cilindrico de 2mm de profundidade e de didmetro,
sendo um fragmento da margem e dois fragmentos da area sélida de tumor mais

representativa do bloco, devido a heterogeneidade intrinseca tumoral.

Cada bloco do TMA apresentou 4 linhas e 6 colunas, sendo a posicao 1:1 (controle)
representativa do ponto de referéncia para leitura das demais posi¢des (linha, coluna).
Cada fragmento retirado foi colocado em um bloco receptor de parafina utilizando o
equipamento Manual Tissue Arrayer | (Beecher Instruments, Silver Spring, USA)
contendo 24 posicoes. O bloco receptor foi levado para estufa a 60°C por 20 minutos e
apos, foi resfriado em temperatura ambiente por 20 minutos e depois levado ao freezer a

-8°C por 1 minuto.

A partir de cada bloco de TMA pronto, foram feitos cortes histoldgicos de 4 um de
espessura em microtomo rotativo convencional (Microm HM315, Walldorf, Alemanha),

utilizando o paraffin tape-transfer system (Instrumedics, Saint Louis, USA). Um corte foi
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reservado para ser corado com HE durante 19’ para confirmar a presencga de tumor no
cilindro do TMA utilizando microscopio de luz convencional, analisando a
representatividade e verificando possiveis cilindros perdidos. Apds esta confirmacéo, os
cortes histolégicos foram colocados em laminas de vidro embebidas pela poli-lisina a 8%

para a realizacio do método imuno-histoquimica .

Para os cilindros considerados perdidos (menos de 50% do cilindro inteiro), foi
repetido um novo corte de TMA para refazer a reagdo imuno-histoquimica, analisados
novamente, os que ndo foram representativos os casos foram excluidos. Para a analise
quantitativa da imuno-marcacéo, foi considerada como representatividade de 100% a area

inteira de cada cilindro representado no bloco de TMA, conforme as figuras 6,7 e 8.

Figura 6 — Blocos de parafina correspondente aos fragmentos mais representativos de
cada les&o.
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4.4.2. Reacgdes Imuno-histoquimicas
Foi utilizado um corte para cada bloco de TMA. Todas as amostras teciduais foram

de acordo com a rotina do laboratério e com protocolos pré-estabelecidos. Para esta
técnica as reacdes foram realizadas utilizando-se o Kit Abcam® ab80436 Expose Mouse
and Rabbit specifique HRP/DAB. Os cortes foram desparafinizados em xilol e reidratados
em uma série de alcoois (95%, 80% e 70%), agua corrente e dgua destilada. A recuperacao
antigénica foi realizada utilizando uma panela a vapor com tampao citrato a 10mM por

40 minutos, sendo resfriadas por 40 minutos.

Foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena através de solugdes
provenientes do Kit Abcam®. Apos esse procedimento, incubou-se o anticorpo primario
por 1 hora em temperatura ambiente. Os anticorpos primarios utilizados neste estudo
foram IGF1 na diluicdo 1:50, anti-humano anticorpo policlonal de coelho (Abcam®,
Cambridge, MA, EUA, anticorpo anti-IGF1 7973), IGFBP3 na dilui¢do 1:10, anti-
humano anticorpo monoclonal de coelho (Abcam®, Cambridge, MA, EUA, Anticorpo
antilFBP3 ab 7001ul400) e IRS1 na diluicdo 1:50 anti-humano, anticorpo monoclonal de
coelho (Abcam®, Cambridge, MA, EUA, anticorpo anti-IRS1 EP263Y ab40777).

Apos as incubagbes com os anticorpos primarios, os cortes foram incubados com
complemento por 10 minutos e entdo incubados com Goat anti-rabbit HPR conjugate,

sistema de amplificacdo por 15minutos, ambos do Kit Abcam®.

A reacdo foi corada por diaminobenzidina (DAB) e contra coradas com
hematoxilina. Os cortes foram novamente hidratados em &gua destilada e desidratados
em uma série de alcoois e xilol. Em seguida, as [aminas foram cobertas por laminula, com

auxilio de Entellan (Merck, Alemanha).

4.4.3. Analises Imuno-histoquimicas
Juntamente, as analises foram examinadas pela pesquisadora e uma patologista

com experiéncia na area, sendo mascarado aos dados clinicos. Para determinar a
imunorreatividade de IGF1 e IGFBP3 foi avaliada a intensidade do padréo de coloracao
da membrana celular. A andlise foi semi- quantitativa, através de escore, as pontuagoes
de 0-3 foram utilizadas para a intensidade de coloracdo e a percentagem de células
positivas, onde 0 e 1+ foram considerados negativos e 2+ e 3+ positivos para a expressao

das proteinas analisadas, como se segue *":%:

Tabela 3- Andlise imuno-histoquimica por escore.
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Escore O Escore 1 Escore 2+ Escore 3+

N&o se observa coloracdo ou Coloracéo fraca em Coloracéo moderada Forte coloragdo em
é observada em menos de 10% ou mais das em 10% ou mais das 10% ou mais das
10% das células tumorais células tumorais células tumorais células tumorais

Para determinar a imunorreatividade de IRS1, foi utilizado método especifico
descrito na literatura, onde a porcentagem de células positivas foi dividida em cinco
escores percentuais: <10% (0), 11-25% (1), 26-50% (2), 51-75% (3) e > 75% (4). A
intensidade da coloracéo foi dividida em quatro escores de intensidade: sem coloracéo
(0), marrom claro (1), pardo (2) e marrom escuro (3). A coloragdo da positividade foi
determinada pela formula: escores gerais = (escore percentual) x (escore de intensidade).
A pontuacdo total variou de 0 a 12, com coloracao negativa (0-1) e expressao positiva (2-

12) ¥, conforme a figura 9.

Figura 9 — Expressdo de IGF1, IGFBP3 e IRS1 no adenocarcinoma de cdlon avancado.
A, coloragdo representativa de IGF1 quantificada em escores de 0 (ampliagéo original x
100), 2+ (ampliacdo original x 100) e 3+ (ampliag&o original x 400), de acordo com a
intensidade de coloracdo. B, coloracdo representativa IGFBP3 quantificada em escores
de 1+ (ampliacdo original x 100), 2+ (ampliacéo original x 100) e 3+ (ampliacao original
x 200), de acordo com a intensidade de coloragdo. C, coloragdo representativa IRS1
quantificada em escores de 0 (ampliacdo original x 200), 1+ (ampliacéo original x 100) e

3+ (ampliacéo original x 200), de acordo com a intensidade de coloracao.
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Negativo

4.4.4. Andlise estatistica
Todas as associagdes envolvendo duas variaveis qualitativas foram realizadas

através do teste qui-quadrado. A fim de relacionar o tempo de sobrevida (ou progressao)
com variaveis qualitativas, foram construidas curvas de Kaplan-Meier para as variaveis
em estudo e para verificar se existem evidéncias de diferencas entre as curvas foi utilizado
o teste de Log Rank. Para relacionar o tempo de sobrevida com variaveis de interesse, foi
proposto 0 modelo de riscos proporcionais de Cox (Lee, 2003). Este modelo calcula o
Hazard Ratio (HR) que fornece o quanto uma categoria tem de risco de vir a 6bito (ou
apresentar progressdo) em relacdo a outra. Para verificar se as variaveis de interesse séo
preditoras de metastase, foram calculados Odds Ratio (OR) através da regressao logistica
bruta e ajustada. Todos os graficos apresentados foram feitos com o auxilio do software
R, versdo 3.4.1 e as analises, atraves do SAS 9.2. Para todas as comparagdes adotou-se

um nivel de significancia de 5%.
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5- RESULTADOS
5.1. Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes.

Foram estudados o total de 91 pacientes que realizaram resseccdo de tumor de
célon (adenocarcinoma) ja em estadio avancado da doenca, no HCFMRP — USP. O
diagndstico patologico e as classificagcBes foram feitas de acordo com a classificacdo
UICC para tumores malignos °’. As caracteristicas dos pacientes se encontram na tabela
4, a média da idade dos pacientes estudados foi de 61 anos e 6 meses (intervalo 28-88),
sendo a maioria do sexo feminino (54,5%), pré diabéticos (57,1%), localizacdo célon
descendente e sigmoide (53,3%), classificagdo TNM Il avancado e Il (53,9 %), com
presenca de invasdo angiolinfatica (53,9%) e negativo para invasdo perineural (63,7%),
grau de diferenciacdo bem e moderadamente diferenciado (87,9%), classificacdo
patoldgica pT3 (69,2%) e pN1(45,1%), sendo a maioria dos pacientes com evolugdo para
metéstase (60,4%). A sobrevida global, foi analisado através do periodo em dias do
diagnostico da doenca primaria de adenocarcinoma de colon até a data da morte, e a
sobrevida livre de progressédo foi definida entre o periodo do diagnostico até o momento
da progressao/ ou recidiva da doenga ou morte, sendo que a maioria dos pacientes néo
tiveram progressao e/ ou recidiva de doenca (50,6%) e ndo evoluiram a ébito (64,8%).
Entre os pacientes com diagnéstico de DM2, a maioria ndo fazia uso de metformina
(73,2%).

Tabela 4 — Caracteristicas clinico - patolégicas dos pacientes estudados.

Idade diagnostico

n Meédia Desvio Padréo Minimo Mediana Maéaximo
91 61,58 11,51 28 61 88
Variaveis Freqguéncia Percentual

Sexo

Feminino 50 54,5

Masculino 41 45,6

DM

DM2 23 25,6

NDM 16 17,8

PDM 52 57,1

Localizacao

1 (ascendente e transverso) 37 40,7

2 (descendente e sigmoide) 54 53,3

TNM

1 (el 49 53,9

2 (V) 42 46,2

Invasdo Angiolinfatica
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Né&o 42 46,2

Sim 49 53,9
Invasdo Perineural

Né&o 58 63,7
Sim 33 33,3
Histologia

1 (bem e moderadamente difere.) 80 87,9
2 (pouco dif. e indiferenciado) 11 12,1
pT

2 8 8,8
3 63 69,2
4 20 22,0
pN

0 11 12,1
1 41 45,1
2 37 40,7
3 1 11
X 1 11
Metastase

Né&o 36 39,6
Sim 55 60,4
Progresséo e/ou recidiva

Né&o 46 50,6
Sim 45 49,5
Obito

Né&o 59 64,8
Sim 32 35,2
Metformina pacientes com DM n=23)

Né&o 17 73,91
Sim 6 26,08

5.2.Associacgao clinico- patoldgica da expressdo de IGF1, IRS1 e IGFBP3.
Foram examinadas as expressdes dos seguintes anticorpos primarios IGF1, IRS1

e IGFBP3, em tecido de adenocarcinoma de célon avancado, sendo que nas amostras de
tumor, a maioria dos pacientes apresentaram expressdo positiva para as trés proteinas
IGF1 (n= 63), IRS1 (n= 85) e IGFBP3 (n = 83), os individuos que apresentaram a
expressao positiva de IRS1 e IGFBP3 tenderam a pacientes mais velhos respectivamente
(61,81+11,58) (61,93+11,48), conforme mostrado na tabela 5.

Tabela 5 — Associacdo entre a expressdo de IGF1, IGFBP3 e IRS1 e a idade ao
diagnostico.

Descritiva segundo anticorpos primarios e associacao - Teste qui-quadrado
Idade diagnostico

IGF1 (tumor) N Obs. n Média  Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo
Negativo 28 28 61,93 12,13 43 59,5 84
Positivo 63 63 61,43 11,32 28 61 88
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IGFBP3 (tumor) N Obs. n Média Desvio Padrdo  Minimo Mediana Maximo

Negativo 8 8 58 12 45 54,5 79
Positivo 83 83 61,93 11,48 28 61 88
IRS (tumor) N Obs. n Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo
Negativo 6 6 58,33 10,93 49 54,5 76
Positivo 85 85 61,81 11,58 28 61 88

A tabela 6 mostra a associacdo das caracteristicas clinico patologicas com a
expressao dos anticorpos estudados. A expressdo de IGFBP3 teve associagéo significativa
com a classificacdo de tumores malignos TNM (p = 0.01), presenca de metéstase (p =
0.02) e 6bito (p =0.01). Ja a expressdo de IGF1 e IRS1 ndo tiveram relac@es significativas

com nenhuma variavel.

Nos trés grupos estudados, € possivel verificar que os pacientes que possuem DM2
(25,8%; 27,7%; 27,1%), e os pre-diabéticos (58,7%;54,2%;56,5%) apresentaram mais
pacientes com superexpressdo das proteinas IGF1, IGFBP3 e IRS1 respectivamente
comparado aos ndo diabéticos (15,9%;18,1%;16,5%). Quanto ao uso de metformina nos
pacientes com o diagnostico de DM2, observa-se que 0s pacientes que ndo utilizam o
medicamento tendem a uma maior prevaléncia de superexpressdo de IGF1, e os pacientes
que fazem uso do medicamento, ocorre o inverso, ha uma maior prevaléncia de pacientes

com a expressao negativa para IGF1.

Tabela 6 - Associacao entre a expressao de IGF1, IGFBP3 e IRS1 e os fatores clinico-

patoldgicos em pacientes com adenocarcinoma de c6lon avancado.
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IGF1 (tumor) IGFBP3 (tumor) IRS (tumor)

Variaveis Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
n % n % Valor p n % n % Valor p n % n % Valorp
Sexo 0,46 0,30 0,15
Feminino 17 60,7 32 52,4 3 37,5 47 56,6 5 83,3 450 52,9
Masculino 11 39,3 30 48,4 5 62,5 36 43,4 1 16,7 40,0 47,1
DM 0,81 0,15 0,27
DM2 7 25,0 16 25,8 - - 23 27,7 - - 23 27,1
NDM 6 21,4 10 15,9 1 12,5 15 18,1 2 33,3 14 16,5
PDM 15 53,6 36 58,7 7 87,5 45 54,2 4 66,7 48 56,5
Localizagéo 0,52 0,57 0,22
1 10 35,7 27 42,9 4 50,0 33 39,8 1 16,7 36 42,4
2 18 64,3 36 57,1 4 50,0 50 60,2 5 83,3 49 57,7
TNM 0,62 0,01* 0,30
1 14 50,0 35 55,6 1 12,5 48 57,8 2 33,3 47 55,3
2 14 50,0 28 44,4 7 87,5 35 42,2 4 66,7 38 44,7
Invasdo
Angiolinfética 0,07 0,21 0,85
N3o 9 321 33 52,4 2 250 40 482 3 500 39 459
Sim 19 67,9 30 47,6 6 75,0 43 51,8 3 50,0 46 54,1
Invasdo Perineural 0,18 0,40 0,47
Nao 15 53,6 43 68,3 4 50,0 54 65,1 3 50,0 55 64,7
Sim 13 46,4 20 31,8 4 50,0 29 34,9 3 50,0 30 35,3
Histologia 0,79 0,97 0,35
1 25 89,3 55 87,3 7 87,5 73 88,0 6  100,0 74 87,1
2 3 10,7 8 12,7 1 12,5 10 121 - 0,0 11 12,9
pT 0,29 0,11 0,62
2 7,1 6 9,5 - - 8 9,6 - - 8 9,4
17 60,7 46 73,0 4 50,0 59 71,1 4 66,7 59 69,4
9 32,1 11 17,5 4 50,0 16 19,3 2 33,3 18 21,2
pN 0,88 0,62 0,96
0 4 14,3 7 11,1 - - 11 13,6 1 16,7 10 11,8
1 13 46,4 28 44,4 5 62,5 36 433 3 50,0 38 44,7
20u3 11 39,3 27 42,9 3 37,5 35 42,2 2 33,3 36 42,4
X - - 1 - - 1 1,2 - - 1 1,2
Metdstase 0,97 0,02* 0,24
Nao 11 39,3 25 39,7 - - 36 434 1 16,7 35 41,2
Sim 17 60,7 38 60,3 8 100,0 47 56,6 5 83,3 50 58,8
Progressdo 0,20 0,97 0,38
Nao 17 60,7 29 46,0 4 50,0 42 50,6 2 33,3 44 51,8
Sim 11 39,3 34 54,0 4 50,0 41 49,4 4 66,7 42 48,2
Obito 0,31 0,01* 0,09
N3o 16 57,1 43 68,3 2 250 57 687 2 333 57 67,1
Sim 12 42,9 20 31,8 6 75,0 26 31,3 4 66,7 28 32,9
Metformina 0,89 0,43 0,50
Nao 26 92,9 59 93,7 8 1000 77 92,8 6  100,0 79 92,9
Sim 2 7,1 4 6,4 - - 6 7,2 - - 6 7,1

37



5.3. Associacdo da expressao proteica com o prognostico da doenca em estudo.
5.3.1. Sobrevida livre de progressao

Ao analisar a sobrevida livre de progressdo por Kaplan- Meier e modelo de
regressdo COX, foi observado uma relagéo significativa da sobrevida livre de progressao
com a classificagdo para tumores malignos TNM, o0s pacientes que possuem a
classificacdo TNM IV tem 43%, 26% e 16% de sobrevida livre de progressdoem 1,2e5
anos respectivamente, ja os que possuem a classificacdo TNM Il avancado e I,
apresentam 94%, 83%, 69 % de sobrevida livre de progressdéo em 1, 2 e 5 anos
respectivamente (HR = 6,24 e p<0.01); com a proteina IGF1, pacientes que apresentam
superexpressdo de IGF1 tém menor sobrevida livre de progressdo quando comparado com
0s pacientes que ndo apresentam expressao de IGF1 (HR = 1,58 e p<0.01), é possivel
observar que os pacientes que apresentam a superexpressdo para IGF1 tendem a ter uma
menor sobrevida livre de progressdo em 1,2 e 5 anos (65%;51%;41%) comparado aos
negativos para proteina respectivamente (85%;73%;59%), como visto nas tabelas 7 e 8 e

gréficos 1 e 2.

O inverso apresentou referente a proteina IGFBP3, em que 0s pacientes que
apresentaram sua expressdo negativa tenderam a uma menor sobrevida livre de
progressao (56%;38%;38%) relacionado aos que apresentaram sua superexpressdo em
1,2 e 5 anos respectivamente (72%;59%;47%). Quando analisado a associacdo da
sobrevida livre de progressdo com os grupos dos pacientes diabéticos, pré-diabéticos e
ndo diabéticos, observa-se que a sobrevida livre de progressdo em 5 anos, nos pacientes
ndo diabéticos (66%) tende a ser maior quando comparado com o grupo de pacientes
diabéticos tipo 2 (46%) e pré-diabéticos (41%).

Tabela 7. Relacdo da sobrevida livre de progressdo e fatores clinico- patolégicos em

pacientes com adenocarcinoma de c6lon avancado.

Descritivas - Sobrevida livre de progressdo - Kaplan-Meier

Sobrevida Total de Teste de

Variaveis Média (IC Total ~

Prob.em lano Prob.em 2anos Prob.em 5 anos 9506) progressdo  Log-rank
IGF1-
TUMOR
Negativo 0,85(0,8;1,07) 0,73(1,33;1,68) 0,59 (2,05;2,45) 3,87 (2,96;4,78) 28 11 0.16
Positivo 0,65(0,82;1,06) 0,51(1,7;1,96) 0,41(3,81;4,07) 2,22(1,8;2,65 63 34 ‘
IGFBP3-
TUMOR
Negativo 0,56 (0,55; 1,33) 0,38(1,08;1,88) 0,38 (1,08;1,88) 1,09(0,69;1,49) 8 4 0.62
Positivo 0,72 (0,84;1,04) 0,59 (1,72;1,94) 0,47 (3,83;4,06) 3,25(2,71;3,79) 83 41 ’
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IRS-

TUMOR
Negativo 0,67 (-0,01;0,74) 0,33(1,1;1,86) 0,33(1,1;1,86) 1,05(0,58;1,53) 6 4 0.42
Positivo 0,72(0,84;1,04) 0,6 (1,72;1,94) 0,47 (3,83;4,06) 3,27 (2,73;3,81) 85 41 '
DM
DM?2 0,82 (0,32;0,63) 0,73(1,31;1,69) 0,46 (3,72;4,17) 3,54 (2,57;45) 23 12
NDM 0,8(0,46;0,85) 0,73 (1,6;2,06) 0,66 (1,98;247) 182 (14;225) 16 5 0,21
PDM 0,63 (0,81;1,08) 0,46 (1,67;1,95) 0,41 (1,95;2,24) 1,35(1,13;1,58) 52 28
Histologia
1 0,71 (0,84;1,04) 0,56 (1,72;1,94) 0,47 (3,83;4,06) 3,22 (2,67;3,76) 80 41 0.91
2 0,78 (0,07;0,62) 0,78 (0,07; 0,62) - 1,74 (1,12; 2,36) 11 4 ’
Invaséo
Angiolinfat
ica
Néo 0,76 (0,81;1,07) 0,62 (1,68;1,98) 0,53(3,78;4,1) 3,57(2,81;4,32) 42 19 0.25
Sim 0,67(0,8;1,08) 0,53(1,66;196) 0,41(2,1;2,4) 151(1,25;1,76) 49 26 ’
Invasdo
Perineural
Néo 0,73(0,82;1,06) 0,59(1,7;1,96) 0,54(2,9;3,17) 2,05(1,73;2,38) 58 24 0.14
Sim 0,69 (0,68; 1) 0,56 (1,64;1,98) 0,33(3,76;4,13) 2,79(1,99;3,6) 33 21 ’
pN
0 0,64 (0,66; 1,23) 0,45 (1,54;2,12) 0,27 (1,91; 2,43) 1,45(0,95;1,95) 11 8
1 0,67 (0,79;1,09) 0,55 (1,65;1,97) 0,49 (2,87;3,2) 3,21(2,4;4,02) 41 20 0,33
20u3 0,8(0,71;0,97) 0,66 (1,36;1,68) 0,51 (3,76;4,12) 2,69 (2,18;3,2) 38 16
Localizacao
1 0,67 (0,78; 1,1) 0,6 (1,66;2) 0,56 (1,92;2,27) 3,52(2,64;4,4) 37 15 0.48
2 0,74 (0,73;0,96) 0,56 (1,68;1,95) 0,4 (3,8;4,00) 2,34 (1,92;2,77) 54 30 '
TNM
1 0,94 (0,78;0,91) 0,83(1,72;1,94) 0,69(3,8;4,09) 4,5(3,94;506) 49 14 <0 01*
2 0,43(0,78;1,1) 0,26 (1,38;1,66) 0,16 (2,12;2,37) 1,01(0,74;1,28) 42 31 ’
Tabela 8. Sobrevida livre de progresséo - Modelo de regresséo de Cox.
Modelo de regressdo de Cox considerado o Tempo até progressao (anos)
Variaveis Modelo Bruto Modelo Ajustado
HR IC9%%  Valorp HR IC 95% Valor p
IGF1 (Positivo vs negativo) 158 0,80 3,12 0,19 3,97 1,57 10,00 <0,01*
IGFBP3 (Negativo vs positivo) 1,34 048 3,78 0,58 0,68 0,20 2,29 0,54
IRS (Negativo vs positivo) 156 056 4,37 0,40 3,15 0,81 12,20 0,10
DM (DM2 vs PDM) 0,67 0,33 1,35 0,26 1,19 052 2,70 0,68
DM (PDM vs NDM) 2,23 0,86 5,79 0,10 1,69 0,60 4,77 0,32
DM (DM2 vs NDM) 1,49 0,52 4,30 0,46 2,01 0,62 6,56 0,25
Idade ao diagnostico 0,98 0,95 1,00 0,06 1,00 0,97 1,03 0,99
Histologia (2 vs 1) 1,10 0,39 3,07 0,86 1,09 0,33 3,62 0,89
Invasao A”Q',ggg;ca“ca (Simvs 1 137 075 250 030 | 18 084 421 012
Invaséo Perineural (Sim vs N&o) 1,48 0,82 2,69 0,19 1,33 0,58 3,02 0,50
pN (1 vs 0) 072 032 164 044 1,66 0,55 5,05 0,37
pN ("2 ou 3" vs 0) 054 023 125 0,15 0,69 0,23 2,05 0,50
pN ("2 ou 3" vs 1) 0,74 0,38 143 037 0,41 0,19 0,88 0,02*
Localizacéo (2 vs 1) 1,21 0,65 2,26 0,55 1,26 0,62 2,55 0,53
TNM (2 vs 1) 6,24 3,20 12,17 <0,01* 10,31 454 2340 <0,01*
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Graficos 1 e 2. Sobrevida livre de progressédo associada as variaveis, classificagdo TNM

e IGF1 através do gréfico de Kaplan — Meier.
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5.3.2. Sobrevida Global

Ao analisar a sobrevida global através das andlises de sobrevivéncia de Keplan —
Meier e do modelo de regressao de COX, observou-se que houve relacao estatisticamente
significativa, com a expressdo no tecido tumoral de IGFBP-3 (p <0,01), pacientes que
possuem a expressao negativa da proteina IGFBP3 tem uma menor sobrevida global
comparados aos que possuem expressao positiva (HR= 3,49), quando ha expressdo
positiva de IGFBP-3 a probabilidade de vida em 5 anos é de 65,0% e quando ha expressao
negativa essa probabilidade vida em 5 anos diminui para 25,0%; com o tipo histoldgico
do tumor, sendo 1 (bem e moderadamente diferenciado) e 2 (pouco diferenciado e
indiferenciado), pacientes que apresentam o tipo histologico de adenocarcinomas pouco
diferenciado e indiferenciado possuem significativamente uma pior sobrevida global,
probabilidade de sobrevida em 1 ano é de 55%, do que oS que apresentam
adenocarcinomas bem e moderadamente diferenciado, probabilidade de sobrevida global
em 1 ano é de 94% (p <0.01) (HR = 2,61); e com a classificacdo de tumores malignos
TNM, sendo 1 (TNM Il e HlI) e 2 (TNM IV) pacientes que apresentam metastase (TNM
IV), probabilidade de sobrevida em 5 anos é de 31,0% possuem significativamente uma
menor sobrevida global do que os que néo apresentam (TNM 11 e I11), probabilidade de
sobrevida em 5 anos é de 87,0% (p <0,01) (HR = 6,52), como visto nas tabelas 9 e 10 e

nos graficos 3, 4 e 5.
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Tabela 9. Relacdo da sobrevida global e fatores clinico- patolégicos em pacientes com

adenocarcinoma de coldn avancgado.

Descritivas - Sobrevida global - Kaplan-Meier

Variaveis

Sobrevida

Prob.em 1 ano

Prob. em 2 anos

Prob. em 5 anos

Média (IC 95%)

Total de
progressao

Teste

de Log-

rank

IGF1-TUMOR
Negativo
Positivo

IGFBP3-
TUMOR

Negativo

Positivo

IRS-TUMOR
Negativo
Positivo

DM

DM2
NDM
PDM

Histologia
1
2

Invasdo
Angiolinfatica
Néo

Sim

Invaséo
Perineural
Nao

Sim

pN

0

1
20u3

Localizacéo

0,86 (0,8; 1,06)
0,9 (0,74; 0,89)

0,63 (0,6; 1,27)
0,91 (0,76; 0,88)

0,83 (0,07; 0,66)
0,89 (0,87; 1)

0,87 (0,68; 0,96)
0,88 (0,04; 0,36)
0,9 (0,85; 1,02)

0,94 (0,88; 0,99)
0,55 (0,16; 0,75)

0,93 (0,65; 0,8)
0,85 (0,83; 1,04)

0,89 (0,64; 0,8)
0,88 (0,82; 1,05)

1(0; 0)
0,87 (0,83; 1,04)
0,89 (0,36; 0,56)

0,83 (0,81; 1,06)
0,93 (0,75; 0,89)

0,98 (0,3; 0,38)
0,78 (0,81; 1,06)

0,71 (1,5; 1,84)
0,74 (1,84; 2,07)

0,5 (0,77; 1,46)
0,76 (1,86; 2,05)

0,83 (0,07; 0,66)
0,72 (1,86; 2,05)

0,78 (1,61; 1,95)
0,81 (1,48; 1,86)
0,68 (1,82; 2,09)

0,76 (1,86; 2,05)
0,55 (0,16; 0,75)

0,77 (1,82; 2,08)
0,7 (1,82; 2,09)

0,66 (1,83; 2,08)
0,85 (1,32; 1,57)

0,91 (1,45; 1,79)
0,76 (1,64; 1,92)
0,67 (1,8; 2,11)

0,67 (1,57; 1,89)
0,77 (1,84; 2,07)

0,92 (1,87; 2,03)
0,5 (1,79; 2,11)

0,54 (3,69; 4,09)
0,65 (3,82; 4,08)

0,25 (2,32; 2,92)
0,65 (3,84; 4,07)

0,33 (2,3; 3,06)
0,64 (3,84; 4,07)

0,71 (3,68; 4,09)
0,72 (2,44; 2,92)
0,54 (3,81; 4,1)

0,64 (3,84; 4,07)
0,44 (2,9; 3,51)

0,71 (2,54; 2,83)
0,52 (3,79; 4,12)

0,6 (2,55; 2,82)
0,63 (3,76; 4,15)

0,76 (3,65; 4,26)
0,66 (3,04; 3,36)
0,55 (3,72; 4,05)

0,59 (3,03; 3,38)
0,63 (3,81; 4,1)

0,87 (2,52; 2,72)
0,31 (3,8; 4,11)

2,87 (2,35; 3,39)
5,43 (4,66; 6,21)

1,61 (0,9; 2,32)
5,48 (4,82; 6,14)

2,2 (1,42; 2,98)
5,35 (4,69; 6,02)

5,75 (4,48; 7,03)
2,3 (1,82; 2,78)
2,92 (2,54; 3,29)

5,46 (4,8; 6,12)
1,85 (0,89; 2,81)

2,35 (2,13; 2,57)
4,74 (3,82; 5,67)

2,16 (1,94; 2,38)
5,52 (4,48; 6,57)

3,74 (3,18; 4,3)
2,6 (2,27; 2,94)
4,85 (3,84: 5,85)

2,42 (2,02; 2,82)
5,41 (4,61; 6,2)

6,71 (6,09; 7,33)
2,34 (1,88; 2,8)

28

83

85

23
16
52

80
11

42
49

58
33

11
41
38

37
54

49

12
20

26

28

I

26

11
21

21
11

12
17

13
19

25

0,42

<0,01*

0,23

0,46

0,03*

0,11

0,53

0,30

0,57

<0,01*
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Tabela 10. Sobrevida global - Modelo de regresséo de Cox

Modelo de regressdo de Cox considerado o Tempo até 6bito (anos)

o Modelo Bruto Modelo Ajustado
Variaveis
HR IC 95% Valor p HR IC 95% Valor p
IGF1 (Positivo vs negativo) 0,71 035 147 0,36 1,04 037 2,95 0,94
IGFBP3 (Negativo vs positivo) 3,49 1,42 8,58 <0,01* 1,99 065 6,14 0,23
IRS (Negativo vs positivo) 1,94 068 556 0,22 1,36 0,33 5,67 0,67
DM (DM2 vs PDM) 0,57 023 141 0,22 201 064 635 0,23
DM (PDM vs NDM) 1,69 058 4,95 0,34 1,18 0,34 4,07 0,80
DM (DM2 vs NDM) 0,96 027 343 0,95 237 053 10,67 0,26
Idade ao diagndstico 0,98 095 1,01 0,18 098 095 1,02 0,39
Histologia (2 vs 1) 2,61 1,07 6,38 0,04* 541 165 17,74  <0,01*
Invasdo Angiolinfatica (Sim vs N&o) 1,72 0,82 3,59 0,15 1,05 0,38 2,90 0,93
Invaséo Perineural (Sim vs Nao) 0,72 034 154 0,40 041 016 1,07 0,07
pN (1 vs 0) 2,05 046 9,16 0,35 1,77 032 9,77 0,51
PN ("2 ou 3" vs 0) 2,84 0,65 12,31 0,16 2,66 0,49 14,46 0,26
PN ("2 ou 3" vs 1) 1,39 066 2091 0,39 1,51 067 3,37 0,32
Localizagdo (2 vs 1) 0,77 038 1,58 0,48 086 036 2,06 0,74
TNM (2 vs 1) 6,52 2,79 1520 <0,01 10,00 3,62 27,60 <0,01*

Gréficos 3, 4 e 5. Sobrevida global associada as varidveis, IGFBP3, tipo histoldgico e
classificacdo TNM, através do grafico de Kaplan — Meier.
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5.3.3. Metéstase
Através da analise do teste qui - quadrado, foi possivel observar que houve

associacao entre a presenca de metastase com as varidveis IGFBP3 (p= 0,02); a invaséao
perineural (p= 0,02), em que pacientes com presenca de invasdo perineural possuem
maior probabilidade de apresentar evolucdo para metéastase (HR = 2,80; p=0.03); e
estatisticamente significativa com a classificacdo patologica pT (p < 0,01), como
apresentado na tabela 11 e 12.

Tabela 11. Descritiva segundo metéstase e associacao de varidveis — Teste qui-quadrado.

Metéastase
Variaveis Nao Sim Valor p
n % n %
DM
DM2 11 47,8 12 52,2
NDM 7 43,8 9 56,3 0,52
PDM 18 34,6 34 65,4
IGF1 (tumor)
Negativo 11 39,3 17 60,7 0.97
Positivo 25 39,7 38 60,3 '
IGFBP3 (tumor)
Negativo - - 8 100,0 0.02*
Positivo 36 43,4 47 56,6 '
IRS (tumor)
Negativo 1 16,7 5 83,3 0.24
Positivo 35 41,2 50 58,8 '
Histologia
1 32 40,0 48 60,0
2 4 36,4 7 63,6 0.82
Invasdo Angiolinfatica
Né&o 20 47,6 22 52,4 015
Sim 16 32,7 33 67,4 '
Invaséo Perineural
Né&o 28 48,3 30 51,7 0.02*
Sim 8 24,2 25 75,8 ‘
pT
2 4 50,0 4 50,0
3 30 47,6 33 52,4 <0,01*
4 2 10,0 18 90,0
pN
0 2 18,2 9 81,8
1 18 439 23 56,1 0,28
20u3 16 42,1 22 57,9
Localizacao
1 16 43,2 21 56,8
2 20 37,0 34 63,0 0.55
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Tabela 12. Metastase — Modelo de regresséo logistica

Modelo de regressao logistica com probabilidade modelada em Metastase="'Sim"*

Modelo Bruto Modelo Ajustado
Variaveis OR IC 95% valorp| OR IC 95% Vap'or
DM (PDM vs NDM) 0,78 0,21 2,84 0,70 1,07 0,22 5,17 0,94
DM (DM2 vs NDM) 1,47 0,47 4,60 0,51 1,48 0,37 5,95 0,58
IGF1 (Positivo vs negativo) 0,96 0,39 2,39 0,93 2,87 0,80 10,23 0,10
IGFBP3 (Negativo vs positivo) <0,001 <0,001 >999,999 0,96 <0,001 <0,001 >999,999 0,97
IRS (Negativo vs positivo) 3,57 0,40 31,92 0,25 4,03 0,18 88,97 0,38
Histologia (2 vs 1) 1,19 0,32 4,41 0,79 1,34 0,27 6,80 0,72
Invasdo Angiolinfatica (Sim vs N&o) 1,82 0,78 4,27 0,17 1,97 0,64 6,09 0,24
Invasdo Perineural (Sim vs Nao) 2,80 1,08 7,25 0,03* 1,87 0,58 6,02 0,29
pT (3vs2) 1,10 0,25 4,79 0,90 0,66 0,12 3,62 0,64
pT (4 vs2) 8,50 1,13 63,87 0,04* 3,66 0,38 34,89 0,26
pN (1 vs 0) 028 0,05 1,48 0,14 0,27 0,04 1,82 0,18
pN ("2 ou 3" vs 0) 0,31 0,06 1,61 0,16 0,28 0,04 2,09 0,22
Localizagéo (2 vs 1) 1,26 0,53 2,96 0,60 1,23 0,45 3,34 0,69

6. DISCUSSAO
Nos altimos anos, grandes esforgos foram e estdo sendo realizados na tentativa de

criar sistemas de estadiamento fundamentados na biologia molecular, pois se mostram
mais personalizados e exatos na previsdo do progndstico dos pacientes oncolégicos, mas
para isto, € necessario conhecer quais dos mecanismos e marcadores moleculares que sdo

influenciados pelo comportamento dos tumores.

Assim, o presente estudo analisou a expressdo imuno-histoquimica de IGF1,
IGFBP3 e IRS1 com variaveis clinico-patolégicas e a correlacdo da sobrevida livre de
progressao e global no adenocarcinoma de célon avangado em pacientes ndo — diabéticos,
pré-diabéticos e com diabetes mellitus tipo 2, o nimero de casos em estudados foram de
91 pacientes. Como observado, a maioria dos pacientes foram classificados como idosos,
ja é de grande conhecimento que o cancer é uma doencga aumentada nesta faixa etaria, de
acordo com o envelhecimento celular, um estudo realizado mostrou que 55% de todos o0s
tumores malignos sdo acometidos nesta faixa etaria, e que 67% de todas as mortes por
cancer ocorreram nesta populacdo em 1988. Isso se caracteriza pois niveis alterados de
funcionamento podem ocorrer nesta faixa etaria, como pulmonar, sistema cardiovascular,
renal, nervoso e enddcrinos, podendo sofrer alteracdes que resultam na diminuigdo do
funcionamento e também mudancas ocorrem na estrutura do corpo, como massa 0ssea e
diminuicdo no tamanho e forca dos musculos, além do que maltiplos problemas clinicos
causados por outras doencas crénicas estdo associados, ja que nesta idade também ja estéo

instaladas, como diabetes, presséo alta e dislipidemias ° . Deve-se observar também que
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em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a populacdo esta envelhecendo e
crescendo ao lado de uma crescente inser¢cdo de comportamentos causadores de cancer,
como o tabagismo, ma alimentacdo, sedentarismo. Isso poderia ser melhorado com
programas de prevencdo, como campanhas de saude publica que promovem atividade
fisica e alimentagdo saudavel, e esses fatos também enfatizam a necessidade de concentrar

na deteccéo precoce, diagnostico e tratamento, principalmente nos idosos °8.

Além disso, a maioria dos pacientes foram do sexo feminino, estudos de
estimativas apontam que h& um discreto predominio do sexo masculino, tanto em
incidéncia (53%), quanto em mortalidade (57%) 2. Porém é necessario observar que no
cancer colorretal, a incidéncia mundial em homens apresenta-se em terceiro lugar, ja nas
mulheres ele se encontra em segundo lugar mais incidente, perdendo apenas para o cancer

de mama °°,

Contudo, o maior numero de pacientes estudados apresentavam pré- diabetes, a
diabetes mellitus tipo 2 como ja mencionado, é uma doenga de grande agravo na salde
publica, esse aumento no diabetes tipo 2 esta claramente ligado as mudancas em direcao
a um estilo de vida ocidental (alto consumo de alimentos ricos em carboidratos, baixo
nivel de atividade fisica), nos paises em desenvolvimento houve um aumento da
prevaléncia de sobrepeso e obesidade, que sdo consequéncias do mesmo estilo de vida.
Os pacientes pré- diabéticos, se continuarem com os mesmo estilos, daqui a um periodo
de tempo se tornardo diabéticos tipo 2, pacientes que apresentam pré diabetes geralmente
ndo sabem, ou se sdo diagnosticados ja iniciam algum medicamento para reversdo do
quadro, mas o que é importante destacar € que mesmo com o uso de medicamentos, ocorre

o risco de apresentar novamente este quadro caso ndo seja mudado seu estilo de vida 1.

Como visto, a maioria dos pacientes apresentaram a localizacédo no lado esquerdo,
definido como neoplasia localizada no c6lon descendente e sigmoide. A localizacdo do
tumor é de extrema relevancia, j& que se conhece a existéncia de diferencas nas
caracteristicas genéticas e anatomopatoldgicas dos tumores originados de diferentes
localizagbes do colon, tendo consequente influencia na evolugdo e resposta ao
progndstico e tratamento. A prevaléncia da localizacdo encontrada no trabalho ja é
demonstrada em outros artigos, concordando assim com a literatura atual 83, O atual
trabalho também mostrou que a maioria dos pacientes apresentaram presenca de

metastase, podendo ser justificado pelo trabalho ser realizado j& com pacientes que
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tiveram a doenca avangada no momento do diagnostico, e também é demonstrado que de
20 a 25% dos pacientes j& possuem metastase no momento do diagnostico e quando

diagnosticados nos estadios iniciais da doenca esse percentual pode atingir de 60 até 95%
60-62, 64-65

Em andlise dos pacientes com o diagnostico de DM2, a maioria nédo fazia uso de
metformina, pois utilizavam outros medicamentos, como a propria a insulina, e outros
ndo utilizavam nenhum medicamento, apenas tentavam controlar atraves da alimentac&o.
Porém a instabilidade dos sintomas apresentados por estes pacientes que nao realizam o
uso de nenhum controle medicamentoso, leva a possibilidade de sérios
comprometimentos, com impacto e interferéncias no habito de vida para aderirem a esta
forma de tratamento, muito séo os pacientes que chegam em prontos atendimentos com
hiperglicemia ou algum outro sintoma importante relacionado a doenga, sendo um
problema para os pacientes e também para os sistemas e servicos da saude, constituindo
necessario cada vez mais o reforco das orientacdes e acompanhamento do cotidiano dos
pacientes que realizam o auto cuidado com agentes de satde . Foi possivel observar no
estudo que os pacientes que faziam o uso do farmaco tenderam a ter uma protecao para
superexpressdo da proteina IGF1, este ja ficou demonstrada ser um fator para o pior

prognostico no adenocarcinoma de colon avangado **1°,

A maioria dos pacientes apresentaram expressdo positiva para as 3 proteinas
estudadas, IGF1, IGFBP3 e IRS1, sendo que os pacientes diabéticos e pré diabéticos
tenderam a ter uma maior superexpressao destas proteinas comparado aos pacientes nao
diabéticos, sendo possivelmente relacionado a desregulacdo que ocorre na via de
sinalizacdo quando ha presenca de neoplasia, e tende a ser mais acentuada quando ha
presenca da disfuncao glicémica, o mecanismo bioldgico subjacente a via de sinalizacédo
FCSI ja foi revisada por outros autores, esta via esta relacionada com a ativacdo de uma
cascata de reacGes bioldgicas, levando a proliferacdo e a inibicdo da apoptose, que pode

contribuir com o desenvolvimento de células tumorais 1213161723

As variaveis apresentas em relacdo com o adenocarcinoma de colon avangado
mostraram que hd uma menor sobrevida global nos pacientes com o tipo histologico
pouco diferenciado e indiferenciado,o que se confirma com a literatura, pois quanto maior
é o grau (menor diferenciacéo celular), maior é a velocidade de crescimento do tumor 2;

a presenca de invasdo perineural, quando ha invasdo perineural € demosntrado na
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literatura que estes pacientes possuem crescimento infiltrativo, maior probabilidade de
disseminacéo linfonodal, e estdo associados a estadios mais avancados da doenga ' ; e
com a classificacdo de tumores malignos TNM 1V, dado semelhante a literatura, j& que
pacientes que possuem metastase a distancia apresentam um menor tempo de vida. Em
relacdo a associacao do risco para evolucdo de metastase, foi demonstrado uma maior
incidéncia nos pacientes com presenca de invasdo perineural, e classificacdo patolégica
pT4 em comparacdo a pT2, pois 0 acometimento da serosa e dos 6rgéos adjacentes levam
ao desenvolvimento de metastase. Em relacdo a sobrevida global livre de progresséo,
houve uma associacdo entre a classificacdo patolégica pN 1,2,3, o que esta de acordo com
a literatura, pois pacientes com a presenca de metéstase linfonodal apresentam pior
progndstico comparado com os que ndo apresentam %8%°; e também com a classificacéo

de tumores malignos TNM, como também relacionado na sobrevida global.

Em analise da proteina IGF1 relacionada ao adenocarcinoma de célon avancado,
mostrou que 0s pacientes que possuem a superexpressdo desta proteina tem uma menor
sobrevida livre de progressdo quando comparado aos pacientes com expressao negativa.
O que esta de acordo com a maioria dos estudos realizados, observa-se que 0s pacientes
com sua superexpressdo levam a um menor tempo de sobrevida livre de progressao,

quando comparado nos pacientes que no apresentam expressio da mesma, 813.23.70-73,

Também houve uma associacao significativa entre IGFBP3 e a sobrevida global,
em gue 0s pacientes que ndo apresentaram expressao da proteina IGFBP3 apresentaram
menor sobrevida global comparado com 0s que apresentam essa superexpressao, o que ja
foi confirmando em alguns outros estudos, ja que a proteina IGFBP3 é uma proteina de
ligacdo de IGF1, onde a sua presenca torna IGF1 menos biodisponivel, pois se liga a ele
e bloqueia sua capacidade de de ligar aos seus receptores, reduzindo a ativacao de reacdes
jusantes da via FCSI, como visto em estudos, 0s pacientes que possuem a superexpressao
de IGF1 e expressdo negativa para IGFBP3 apresentam um pior prognoéstico/evolucgéo da
doenca . Este resultado foi de grande importancia, j& que estudos de associacdo de
IGFBP3 com o risco de cancer de colon relatou resultados inconsistentes 477 e sua
maioria foram realizados em nivel sérico e ndo em tecido, dois estudos realizados com
adenocarcinoma avancado observara uma associacao significativa inversa entre os altos

niveis de soro de IGFBP3 e seu risco o que se assemelha ao resultado do presente estudo
71-73,78-82
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A proteina IRS1 ndo demonstrou dados estatisticamente significativos no grupo
estudado. As proteinas IRS sdo uma familia de proteinas adaptadoras citoplasmaticas que
transmitem sinais dos receptores de insulina e IGF1 para induzir uma resposta celular,
mas vale ressaltar que ainda nenhum estudo ate o momento foi realizado com o
adenocarcinoma de colon avancado, e o0s estudos relacionados com IRS1 séo
inconclusivos. As proteinas IRS ndo contém atividade enzimatica intrinseca e medeiam a
sinalizacdo IGF/IGF1R através de sua funcdo como estruturas protéicas para organizar
complexos de sinalizacdo, sdo recrutados para receptores ativados atravez dos dominios
PH e PTB localizados em seus N -terminais, e sdo subsequentemente fosforilados pelas
quinases receptoras em residuos de tirosina em seus C- terminais, gerando locais de
ligacdo para recrutar efeitos jusantes 8. Mas ao analisar a expressao de IRS1 no total dos
pacientes, 85 pacientes apresentaram expressao postiva para IRS1 e apenas 6 expressao
negativa, onde possivelmente mostra que sua expressao pode estar relacionada com o
risco de adenocarcinoma de c6lon avancado, ja que a maioria dos pacientes apresentaram

sua super expressdo, como mostrado na literatura.

Em dois trabalhos realizados em ratos mostrou que por imuno-histoquimica, a
expressao de IRS1 foi observada em toda a cripta do célon com diferenciacéo do epitélio
intestinal, que pode ser consistente com um papel da ligacio de IGF1/IGF1R 88 QOutros
estudos veem demonstrando que células metastaticas de CRC no figado apresentam alta
expressdo de IGFIR e IRS1%% Houve semelhante resultado do presente estudo na
relacdo IRS1/Histologia, mostrando que pacientes com super expressao de IRS 1 tiveram
relacdo com o fendtipo moderadamente e bem diferenciado, este tipo histologico do
adednocarcinoma de c6lon é mais associado com um progndstico de maior agressividade
e com potencial metastatico °>°1. No entanto os resultados sdo confusos e inconclusiveis,
sendo necessarios mais estudos com IRS-1 que mostram sua associacdo no CCR e com o
adenocarcinoma de célon avancado que ainda nao ha estudos na literatura sobre este tipo

especifico de tumor 354,

Ao analisar o grupos dos pacientes, diabéticos, pré-diabéticos e ndo-diabéticos,
Viu-se que 0s pacientes que apresentam o diabetes mellitus tipo 2 e o pré-diabetes tendem
a ter uma menor sobrevida livre de progressdo em comparacdo ao grupo dos néo
diabéticos, estudos ja confirmaram que pacientes com DM2 mostraram um pior
progndstico em relacdo ao cancer, neste estudo é apresentado que esta relacdo ocorre e

que também esta relacionada a via de sinalizagdo do fator de crescimento semelhante a
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insulina, onde esta encontra-se desrregulada nas patologias estudadas. Foi observado
também que pacientes que apresentam adenocarcinoma de colon avancado e DM2 tem
uma relacéo significativa com a classificagdo de tumores malignos (TNM) a sobrevida
global e sobrevida livre de progressdo, inclusive que os pacientes diabéticos que
apresentam metastase possuem um menor tempo de sobrevida global em comparacéo aos
pré diabéticos e ndo-diabéticos. Mostrando também que os pacientes como DM2 tendem
a um maior risco para evolucgdo a metastase do que os ndo diabéticos, comprovando ainda
mais a associagio do cancer com o DM2 e pior progressdo da doenca 116, Em anélise
da metformina que atualmente esta sendo muito estudada como possivel “protetor” as
células tumorais, observou-se que pacientes diabéticos com adenocarcinoma de célon
avancado que a ultizavam tenderam a uma maior sobrevida livre de progresséo em relagéo
aos que nao a utilizavam, se assemelhando aos resultados ja observados nos artigos da

literatura mas nenhum destes dados tiveram significancia estatistica +°.

O presente estudo possui varias vantagens, porém também limitagdes.
Primeiramente é o primeiro estudo que aborda a relacdo da via do FCSI, o
adenocarcinoma de célon avancado e 0 DM2. Em segundo lugar, este estudo passou por
um critério de selecdo bastante criterioso, diminuindo muitas viéses que poderiam vir a
ocorrer nos resultados, mas isto também levou a limitacdo de menor nimero de pacientes,
uma limitacdo foi que no inicio do estudo iria realizar a expressdo plasmatica além da
tecidual, entdo foram excluidos pacientes que ndo apresentavam armazenamento de
sangue para estudo, apds este objetivo teve que ser retirado por motivos de limitagGes de
armazenamento. Este estudo foi realizado apenas com pacientes com adenocarcinoma de
colon avancado, filtrando assim os resultados para este grupo de pacientes, que por outro
lado também pode ser uma limitacao, sendo necessario realizar um estudo para pacientes
com diagnéstico inicial deste tumor, pois os resultados ndo podem ser generalizados para
0 mesmo. Outra limitacdo é que ndo houve um grupo controle sem o adenocarcinoma de
célon, ja que realizamos também a IHQ nas margem os que seriam observados como
tumores, mas isto ndo foi possivel ja que algumas margem tiveram marcassdo positiva
das proteinas estudadas, podendo ser justificado pois ja& hd& um microambiente tumoral
que interfere e também a mutacg&o ja esta inserida, ndo é porque a area esta livre do tumor

que esta livre da mutagéo °2.
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7. CONCLUSAO
Muitos estudos clinicos e epidemioldgicos apontam que o CCR se tornou nos

ultimos anos um problema médico e social a nivel mundial, aumentando sua incidéncia
cada vez mais. Atualmente sabe-se que seu processo de carcinogénese é complexo e
envolve varias alteracdes nas vias de controle de proliferacdo celular, apoptose,
capacidade de invasdo. Embora os métodos de imagem, genética e bioquimica
contribuirem para o diagnostico precoce deste cancer, é a investigacdo na biologia
molecular que vem revolucionando as expectativas de esclarecer sua etiologia e

consequentemente seu tratamento.

Estudos recentes tém comprovado que os FCSI estdo associados com o
prognostico, evolucdo a metastase e resposta terapéutica. Onde este trabalho confirma
estas comprovacdes, quando analisados as proteinas IGF1 e IGFBP3 mostrando que altos
niveis de IGF1 e diminuidos de IGFBP3 levam a uma pior sobrevida global e livre de
progressdo, mostrando representar marcadores Uteis de prognésticos para estes pacientes
estudados. Em contrapartida a proteina IRS1 e seu resultado veio corroborar o que outras
investigages tém vindo a comprovar. No entanto, sdo necessarios novos estudos em foco

nesta proteina para esclarecimentos.

Também foi possivel demonstrar que pacientes que possuem o diagnostico de
DM2 tendem a um pior prognostico, ndo somente 0s que ja possuem o diabetes, mas
também os pre-diabéticos e que o uso de metformina tende a “evitar ou atrasar” a uma

pior evolucdo da doenca, podendo ser um medicamento de protecéo.

Este e outros estudos mostram a importancia de investigar cada vez mais esses
possiveis marcadores moleculares para uma deteccdo precoce e no momento dessa
deteccdo ja ser possivel prever como sera a possivel evolugcdo da doenca e assim tracar
tratamentos correlacionados a inversdo destes marcadores. Além disso, devem ser
realizadas cada vez mais, campanhas de salde publica que promovem a atividade fisica
e a alimentacdo saudavel, como mostrado pacientes Diabéticos tipo 2 que é uma doenca
diretamente relacionada ao estilo de vida leva a um pior desenvolvimento do cancer, neste
estudo comprovado sua relacdo com o adenocarcinoma de coldn. Principalmente aos
pacientes pré-diabéticos que pode ainda reverter esse diagndstico, e os ja diabéticos

podem controlar através da mudanca do estilo de vida.
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