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Resumo

Sulbaran Nava MN. Perfil imuno-histoquimico duodenal na polipose
adenomatosa familiar [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2021.

Introducé&o: A Polipose Adenomatosa Familiar constitui doenca autossomica
dominante, caracterizada pelo desenvolvimento de centenas a milhares de
poélipos no célon e reto, com evolugcédo para cancer colorretal na terceira a
quarta década da vida em pacientes ndo submetidos a proctocolectomia
profilatica. Pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar tem 100-330
vezes maior risco de desenvolvimento de carcinoma duodenal em
comparacdo a populagcdo em geral, sendo o adenocarcinoma duodenal a
principal causa de morte por cancer em pacientes colectomizados. No
entanto, os mecanismos moleculares e fisiopatoldégicos envolvidos na
carcinogénese duodenal em pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar
nao foram ainda devidamente estudados. Objetivo: Correlacionar a
expressao de E-caderina, B-catenina, p-53, Caspase-3, Bcl-2, COX-2, Ki-67
e PD-L1 com a gravidade da adenomatose duodenal ndo ampular em
pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar. Métodos: Foram estudados,
prospectivamente, 62 pacientes com diagnostico de PAF, atendidos no
Ambulatério de Poliposes Intestinais do Departamento de Gastroenterologia
do Hospital das Clinicas da Universidade de S&do Paulo. Os pacientes foram
submetidos a duodenoscopia com biopsias de areas com suspeita de
adenomas, e de areas normais adjacentes usadas como controle; e
classificados segundo os critérios de Spigelman. O material coletado foi
submetido as analises anatomopatol6gica e imuno-histoquimica pela técnica
de Arranjo em Matriz Tecidual. Os marcadores: E-caderina, B-catenina, p-53,
Bcl-2, Caspase-3, COX-2, Ki-67 e PD-L1 foram comparados entre grupos
pré-determinados de Spigelman, sendo representado o grupo 1 por
pacientes Spigelman O, | e Il, e o grupo 2 por pacientes com doencga

duodenal avancada, Spigelman lll e IV. Resultados: 62 pacientes foram



submetidos a avaliacdo endoscopica e histolégica, com média de idade de
36,1 anos, sendo 32 (51,6%) do sexo feminino. Destes, 50 foram incluidos
para analise imuno-histoquimica. Polipose duodenal avancada (Spigelman Il
e IV) foi identificada em 13/62 (21%) pacientes, 9 (69,2%) homens, com
média de idade de 37,61£13,9 anos. Os adenomas de pacientes com
doenca duodenal avancada (Spigelman Il e 1V) apresentaram elevada
expressao de Ki-67 em maior proporcdo (85,71% vs 14,29%) quando
comparados aos adenomas de pacientes do grupo 1 (p=0,021). A andlise
qualitativa demonstrou que os adenomas de pacientes com doenca
duodenal avancada (grupo 2) apresentaram expressao apical de Ki-67 em
maior proporcéao (75% vs 25% p=0,005) quando comparados aos adenomas
de pacientes do grupo 1. Ndo se observou aumento da expressao de E-
caderina, p-catenina, COX-2, p53, Bcl-2, Caspase 3, e PD-L1 em pacientes
com doenca duodenal avancada (p>0.05). Conclusfes: A elevada
proliferacdo celular, expressa pelo Ki-67, poderia ser utilizada como
marcador de agressividade na polipose duodenal ndo ampular em pacientes
com Polipose Adenomatosa Familiar. E-caderina, [(-catenina, p-53,
Caspase-3, Bcl-2, COX-2 e PD-L1 néo tiveram associagdo com a gravidade

da polipose duodenal.

Descritores: Polipose adenomatosa do colo; Genes APC; Imuno-

histoquimica; Adenoma; Duodeno; Intestino delgado.
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Abstract

Sulbaran Nava MN. Duodenal immunohistochemical profile of familial
adenomatous polyposis [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2021.

Introduction: Familial Adenomatous Polyposis is an autosomal dominant
disease, characterized by the development of hundreds to thousands of
polyps in the colon and rectum, with progression to colorectal cancer in the
third to fourth decade of life in patients not undergoing prophylactic
proctocolectomy. Familial Adenomatous Polyposis patients have a 100-330
times greater risk of developing duodenal carcinoma compared to the
general population, with duodenal adenocarcinoma being the leading cause
of cancer death in colectomized patients. However, the molecular and
pathophysiological mechanisms involved in duodenal carcinogenesis in
patients with Familial Adenomatous Polyposis have not yet been well
understood. Objective: To correlate the expression of E-cadherin, 3-catenin,
p-53, Caspase-3, Bcl-2, COX-2, Ki-67 and PD-L1 with the severity of non-
ampullary duodenal adenomatosis in patients with Familial Adenomatous
Polyposis. Methods: We prospectively studied 62 patients diagnosed with
Familial Adenomatous Polyposis, followed at the Intestinal Polyposis Clinic of
the Department of Gastroenterology, Hospital das Clinicas, University of Sao
Paulo. Patients underwent duodenoscopy with biopsies from areas
suspected of having adenomas, and from adjacent normal areas used as
controls; and classified according to Spigelman's criteria. The collected
material was subjected to anatomopathological and immunohistochemical
analysis using the Tissue Microarray technique. The markers: E-cadherin, -
catenin, p-53, Bcl-2, Caspase-3, COX-2, Ki-67 and PD-L1 were compared
between predetermined Spigelman groups, with group 1 being represented
by Spigelman patients 0, | and Il, and group 2 for patients with advanced
duodenal disease, Spigelman Ill and IV. Results: 62 patients underwent
endoscopic and histological evaluation, with a mean age of 36.1 years, 32

(51.6%) of whom were female. Among these, 50 were included for



immunohistochemical analysis. Advanced duodenal polyposis (Spigelman Il
and 1V) was identified in 13/62 (21%) patients, 9 (69.2%) men, with a mean
age of 37.61 + 13.9 years. The adenomas of patients with advanced
duodenal disease (Spigelman Il and 1V) showed high expression of Ki-67 in
a greater proportion (85.71% vs 14.29% p = 0.021) when compared with the
adenomas of patients in group 1. The qualitative analysis showed that
adenomas of patients with advanced duodenal disease (group 2) showed
apical expression of Ki-67 in a greater proportion (75% vs 25% p = 0.005)
when compared to the adenomas of patients in group 1. There was no
increase in expression of E-cadherin, B-catenin, COX-2, p53, Bcl-2, Caspase
3, and PD-L1 in patients with advanced duodenal disease (p> 0.05).
Conclusion: The high cellular proliferation, expressed by Ki-67, could be
used as a marker of aggressiveness in non-ampullary duodenal polyposis in
patients with Familial Adenomatous Polyposis. E-caderin, B-catenine, p-53,
Caspase-3, Bcl-2, COX-2 and PD-L1 were not associated with duodenal
adenomatosis severity.

Descriptors: Adenomatous polyposis coli; Genes; APC,;
Immunohistochemistry; Adenoma; Duodenum; Intestine, small.
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Introducéo 2

1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) representa a neoplasia maligna mais
comum do trato gastrointestinal, com registros de aumento da sua incidéncia
nos ultimos anos, principalmente em areas consideradas de baixo risco
como os paises em desenvolvimento. No Brasil, a estimativa do INCA de
novos casos em 2020, foi de aproximadamente 40.990, (20.520 homens e
20.470 mulheres), com 19.603 mortes, das quais 9.608 foram homens e
9.995 mulheres. Além disso, € o terceiro cancer mais frequente no mundo,
sendo o segundo tanto em homens como nas mulheres no Brasil V). Estes
nameros correspondem a um risco estimado de 16,8 casos novos a cada
100 mil homens e 17,9 para cada 100 mil mulheres Y,

Do ponto de vista fisiopatoldégico, o CCR resulta da interacdo entre
fatores genéticos e ambientais. A contribuicdo dos primeiros baseia-se em
duas observacdes indicativas de maior risco de cancer: incidéncia elevada
de CCR entre pessoas com historia familiar e a presenca de familias com
muitos membros acometidos pela doenca .

As alteracbes genéticas que contribuem para o surgimento de CCR
podem ser adquiridas (cancer esporadico) ou hereditarias. O CCR associado
a sindromes hereditarias representa menos de 5% dos casos
diagnosticados. Este grupo de pacientes € classificado em subgrupos de
acordo com a presenca (poliposes colbnicas) ou auséncia de polipose

colorretal (HNPPC, do inglés hereditary non-polyposis colorectal cancer) G 4.
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Dentre as sindromes de poliposes colbnicas hereditarias, a Polipose
Adenomatosa Familiar (PAF) é a mais comum, representando
aproximadamente 1% de todos os casos de cancer colorretal G 4. A PAF é
uma sindrome hereditaria complexa e apresenta algumas variantes como a
PAF atenuada e a polipose associada ao gene mutY homologo (MUTYH). A
PAF constitui doengca autossdmica dominante, causada por mutacdes
germinativas no gene APC, que esta situado no braco longo do cromossomo
5921 7). A doenca é caracterizada pelo desenvolvimento de centenas a
milhares de polipos no célon e reto. Aproximadamente 50% dos doentes
desenvolvem polipos aos 15 anos de idade e 95% até os 35 anos. Nestes
pacientes, a transformacdo de um ou mais adenomas em adenocarcinoma
colorretal apresenta um risco de 100% até a quarta década em pacientes
ndo colectomizados 59,

O CCR representa a principal causa de morte em pacientes com PAF
@ 9 Contudo, o maior reconhecimento da importancia do diagndstico
precoce e da proctocolectomia profilatica reduziram a mortalidade por CCR
neste grupo de pacientes & 19 Por outro lado, pacientes com PAF
submetidos a colectomia profilatica podem evoluir para Obito pelo
desenvolvimento de carcinoma duodenal, tumores desmoides e
complicacdes pos-operatérias(> 11).

O reconhecimento das diversas manifestacbes extra-colbnicas
permite afirmar que a PAF é doenca sistémica que afeta tecidos das trés
camadas germinativas: ectoderme (cistos de pele; lesdes de retina, tais qual

a hipertrofia do epitélio pigmentado da retina - HCEPR e tumores enddcrinos
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e do sistema nervoso), endoderme (tumores hepaticos, adenomas e
adenocarcinomas do estdbmago, intestino delgado e &rvore biliar) e
mesoderme (anormalidades dentarias, tumores desmoides e osteomas) & 7).

Em pacientes com PAF, o adenocarcinoma duodenal representa a
segunda causa de morte por cancer nestes pacientes. Os adenomas do
duodeno podem se desenvolver em grande propor¢ao dos pacientes com
PAF, com estimativas de risco variando de 50-100% (115, Esses pélipos
tém uma predilecdo pela segunda e terceira por¢cdo do duodeno,
especialmente a regido periampular. Pacientes com PAF tem cerca de até
330 vezes maior risco de desenvolvimento de carcinoma duodenal em
comparacdo a populagdo geral ¢ 1619 Aops 50 anos de idade, o risco de
displasia de alto grau ou carcinoma duodenal em pacientes com PAF é
estimada em aproximadamente 15,2% (19,

Tais dados ressaltam a necessidade de vigilancia endoscopica, além
de estratégias de prevencao e tratamento para estes pacientes & 5 17.18),

Em 1989, Spigelman et al. publicaram um estudo no qual a
adenomatose duodenal em doentes com PAF foi dividida em cinco
categorias, desde 0 até 1V, considerando o numero, tamanho e histologia do
polipo @9 (Tabela 1). Estadio O significa auséncia de lesdes duodenais; | e Il
polipose duodenal leve; Il e IV representam doenca duodenal avancada.
Essa classificacdo permite que a polipose duodenal seja comparada ao
longo do tempo para um mesmo paciente e entre observadores, além de
oferecer uma estimativa do risco de degeneracao maligna duodenal. O risco

de cancer de duodeno é de 2,3%, 2,4% e 36% para estadios I, Ill e IV,
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respectivamente (% 20 21 Baseado nestes dados, recomenda-se
acompanhamento com intervalo de quatro em quatro anos no estadio 0, dois
a trés anos em estadio | e Il, e seis a doze meses em estadio avancado I,
onde se deve considerar a cirurgia de forma individualizada, e naqueles com
estadio IV que devem ser tratados cirurgicamente ©),

A classificagcdo de Spigelman tem sido, portanto, adotada como
método de estadiamento da adenomatose duodenal em doentes com PAF &
22 No entanto, esta sistematizacdo ndo parece predizer, com efetividade, o
risco de desenvolvimento de cancer ampular. Devido a este fato,
recomenda-se que os adenomas ampulares devam ser classificados
separadamente segundo o tamanho, grau de displasia e histologia 3.

Neste contexto, torna-se essencial o rastreamento do trato
gastrointestinal alto através de endoscopia digestiva alta, tanto convencional
como através de aparelhos de visdo lateral (que permitem melhor avaliacdo
da regiéo periampular) @ %), Contudo, ndo existe consenso na literatura sobre
tal conduta, embora existam algumas recomendacdes sobre este tema ©).

Tendo em vista que a PAF constitui uma pan-polipose gastrointestinal
@), pode ocorrer também o desenvolvimento de pdlipos no jejuno e ileo.
Estas lesbes parecem ter pouca significancia clinica, com raros relatos de
casos de malignidade que ndo sao superiores aos reportados na populacéo
geral ?4, Até recentemente, o estudo morfoldégico do intestino delgado era
extremamente limitado em funcdo de poucos métodos diagnésticos ?4, Com
o desenvolvimento da enteroscopia assistida por overtube, seja por baléo ou

espiral, e da capsula endoscopica, a avaliacdo endoscoOpica do intestino
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delgado distal ao ligamento de Treitz tem sido possivel, permitindo também
a correlacao histolégica das lesdes 5 26),

Neste sentido, uma revisdo sistemética que incluiu 821 pacientes com
suspeita de doenca de intestino delgado e submetidos a enteroscopia
assistida por overtube e cépsula endoscépica demostrou que ambos 0s
testes sdo métodos com boa acuracia para a deteccdo de polipos e tumores
do intestino delgado. No entanto, o maior impacto terapéutico da
enteroscopia foi observado em pacientes com PAF, devido a possibilidade
de resseccéo dos adenomas de delgado @7,

Como o desenvolvimento de adenomas avancados duodenais
(maiores do que 10 mm, com componente viloso ou com presenca de
displasia de alto grau); bem como a polipose duodenal avancada (Estadios
[l e IV de Spigelman) sdo eventos clinicos importantes em pacientes com
PAF @8 foi realizado um estudo prévio no Departamento de
Gastroenterologia do HCFMUSP, dissertacdo de Mestrado ?®), parte de uma
longa linha de pesquisa @ 11.2°-31) com o objetivo de esclarecer quais fatores
clinicos poderiam determinar tal risco aumentado, onde se concluiu que a
intensidade da adenomatose duodenal pode ser previsivel a partir da
gravidade da adenomatose duodenal de algum parente de primeiro grau.
Porém, ainda ha controvérsia na literatura sobre as variaveis clinicas e
moleculares que podem determinar aumento do risco para O
desenvolvimento da doenca duodenal avancada, tanto ampular como néo

ampular nestes pacientes (23 28.30.32),
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Bases moleculares da Polipose Adenomatosa Familiar

A PAF e a PAF atenuada sédo condi¢bes autossdmicas dominantes
causadas por muta¢cdes no APC, que ocorrem em 1 de 10.000 nascimentos
18, No entanto, até 25% dos pacientes com PAF podem ter mutacdes
germinativas de novo, com auséncia de histérico familiar da doenca (0 33),
Estudos recentes indicaram a presenca de mosaicismo em
aproximadamente 15% destes casos (9,

Mutacdes germinativas do gene APC foram primeiramente descritas
em 1991 ©4 como causadoras de PAF com padrdo de heranca autossémica
dominante. MutacGes ao longo do gene sdo responsaveis pela PAF, com
maior frequéncia de mutacdes nas regibes 3’ ou 5 associadas a PAF
atenuada ©9).

Em 2002, um novo gene associado a polipose foi identificado, no qual
mutacdes bialélicas causam um padrdo autossémico recessivo hereditario,

atualmente referido como polipose associada ao MUTYH (MAP) (36),

2.1.1 Gene APC
O APC é um gene supressor de tumor localizado no cromossomo
5921-g22. O gene tem 15 exons, com 0 exon 15 representando

individualmente mais de 75% da sequéncia codificadora sendo o alvo mais
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comum das muta¢des germinativa e somatica. O gene APC codifica uma
proteina de 2.843 aminoacidos (310 kDa) que desempenha um papel direto
na via de sinalizacdo Wnt. Essa proteina multifuncional ocorre em varias
isoformas dentro das células, contendo varios dominios de aminoacidos que
permitem oligomerizar, assim como interagir com numerosas outras
moléculas ©7). A proteina APC funciona como um supressor de tumor
regulando negativamente a oncoproteina B-catenina ©8. Além disso, o APC
estabiliza os microtibulos, levando a estabilidade cromossdmica 9. A
inativacdo do APC pode levar a segregacao cromossdmica defeituosa e a
mitose aberrante. Mutagdes germinativas no gene APC sdo amplamente
reconhecidas nos casos de PAF. Individuos com mutacdo APC germinativa
desenvolvem mudltiplos adenomas como resultado da inativagdo do alelo
remanescente no colon e reto por mutagdes somaticas de APC ou perda de
heterozigose neste local “9).

Estudos demonstram que as mutacdes no APC foram localizadas em
80% (IC 95% 71% -87%) em pacientes com mais de 1.000 adenomas, 56%
(IC 95% 54% -59%) em casos com 100 — 999 adenomas, 10% (95% IC 9% —

11%) com 20 — 99 adenomas e em 5% (95% CI 4% —7%) com 10 — 19

adenomas “1),

2.1.2 Fenétipos na PAF: PAF classico e atenuado
De acordo com o numero de polipos no coélon e reto e com a idade de

inicio, dois fendtipos principais sdo reconhecidos para a PAF:
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PAF Classica: caracteriza-se pela presenca de centenas a milhares

de polipos adenomatosos ao longo do colon e do reto. No momento da
adolescéncia, os polipos sdo geralmente identificados no retossigmoide
como pequenos polipos e, com o decorrer dos anos, aumentam de tamanho
e numero. Cerca da metade dos pacientes com PAF desenvolvem
adenomas aos 15 anos de idade e 95% aos 35 anos 8 29, O CCR ocorre
inevitavelmente em idade mais precoce do que os CRC esporadicos (idade
média de 35 anos), mas raramente antes dos 20 anos.

PAF Atenuada (PAF-A): E uma variante da PAF com um curso de

doenca menos agressivo, caracterizado por um menor nimero de polipos
(10-100), idade de inicio mais tardia, com frequente distribuicdo dos pélipos
no lado direito do célon e menor risco de CCR (até 70%). A definicao clinica
de PAF-A é controversa e deve ser considerada em qualquer paciente com
10-100 adenomas, embora um diagnostico preciso seja frequentemente
dificil em um Unico paciente @. A PAF-A associada ao APC pode mimetizar
MAP ou até mesmo o desenvolvimento de poélipos esporadicos. O exame de

varios membros da familia muitas vezes pode determinar o fenétipo.

2.1.3 Associacao Genaotipo — Fenétipo

A existéncia de um espectro de polipose causada por mutacoes
localizadas em diferentes regifes do gene APC foi sugerida por Leppert et
al., em 1990 “?, Desde entdo, varios estudos observaram uma associacio
entre a manifestacéo clinica e a localizacdo da mutacdo germinativa. Em

linhas gerais, o fenotipo classico de mais de 100 adenomas esta associado a
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mutacdes entre os codons 178 e 309 e entre os cdédons 409 e 1.580,
correspondendo aos exons 5 a 8, 9 a 14 e a primeira metade do exon 15. A
polipose profusa ou agressiva (caracterizada por um inicio mais precoce e
maior niumero de poélipos) tem sido associada a mutacées dos codons 1.250
a 1.464, principalmente no cédon 1.309.

Manifestacdes extra-colénicas também foram associadas a mutacdes
especificas de APC (11 30, 43-45) "agpecialmente aquelas localizadas além do
cédon 1.400. A presenca de podlipos duodenais e gastricos tem sido
relacionada a mutacdes no final 3, antes do c6don 1.395, mas também do
exon 4 e dos codons 564-1.493. Hipertrofia congénita do epitélio pigmentar
da retina (CHRPE) esté& ligado a mutagdes localizadas entre os codons 311
e 1.465, e a presengca de tumores desmoides estad relacionada com
mutacdes na extremidade 3’ do gene APC, em geral, no cédon a jusante
1400 (1.445-2.011). Outras correlagbes genotipo-fendtipo tém sido
observadas com evidéncias limitadas. Quase 95% das mutacdes em
pacientes com hepatoblastoma estdo localizados na regido 5 no meio do
gene APC entre os codons 141 e 1.751. Os tumores da tireoide tém sido
relacionados a mutacdes entre os codons 140 e 1.309 G7).

Embora seja observada a associacdo gendtipo — fendtipo, ha
consideravel variabilidade entre os individuos, mesmo entre 0s membros da
familia, sugerindo a influéncia de fatores ambientais e / ou o efeito dos

genes modificadores (40 46),
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2.1.4 Funcéo de algumas proteinas no processo de carcinogénese

2.1.4.1 Proteinas envolvidas nas vias celulares ligadas ao gene
APC/ moléculas de adeséao celular

B-catenina/ E-caderina

A B-catenina é uma oncoproteina que apresenta uma acao central no
equilibrio proliferativo da mucosa intestinal no mecanismo da carcinogénese
colorretal. Houve uma mudanca em relacdo a impresséao inicial de que a
funcéo da B-catenina se restringia a adesao entre células, motivada por sua
participacdo num complexo no qual representava um elemento de ligacao
com uma proteina transmembrana, a E-caderina. Os estudos tém
demonstrado que além dessa forma relacionada a membrana, a B —catenina
pode ser observada numa forma livre no citoplasma e no interior do nucleo
(47,48)

A sequéncia adenoma-carcinoma tem sido proposta como a principal
via patogénica no adenocarcinoma colorretal e duodenal na PAF “9), Esta
sequéncia postula que existe a perda germinativa ou somatica de uma Unica
copia normal do gene APC, que codifica uma proteina supressora de tumor
responsavel pela degradagdo da [B-catenina. Normalmente, a [B-catenina
esta ligada a E-caderina, uma molécula de adesao intercelular localizada na
superficie da membrana celular. Quando a B-catenina ndo esta ligada a E-
caderina, ela é rapidamente degradada por um complexo de proteinas,
incluindo APC, proteina fosfatase 2A, proteinas quinases e axina. Este

complexo de proteinas fosforila a B-catenina, sinalizando sua degradacéao
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por um processo mediado por ubiquitina. Quando o APC sofre mutagao, a [3-
catenina se acumula no ndcleo e ativa a transcricdo génica, levando a
alteracdo da expressédo de proteinas regulatorias envolvidas na proliferacao,
diferenciacéo, migracéo, apoptose e progressao do ciclo celular. O “second
hit” ou inativacdo do alelo APC normal restante leva a formacdo de lesdo
displadsica dos adenomas, com acumulo adicional de mutacfes genéticas

que desencadeiam o desenvolvimento do cancer 051,

2.1.4.2 Mediador Inflamatoério

COX-2

Os metabdlitos do acido araquidbnico parecem influenciar na
carcinogénese. A ciclo-oxigenase-2 (COX-2) é a principal enzima na
conversao do acido araquidénico em prostaglandinas e afeta varias vias de
transducao de sinal modulando a inflamacéo e a proliferacéo celular. COX-2
foi implicada na tumorigénese gastrointestinal, sendo demonstrada
expressdo aumentada na PAF 52,

Embora alteragdes na via de sinalizacdo Wnt estejam envolvidas na
fase inicial do desenvolvimento tumoral ©3), a expressdo anormal da COX-2
observada na maioria dos adenomas e carcinomas pode desempenhar um
papel crucial na progressdo do tumor, aumentando o0s niveis de
prostaglandina E2 (PGE2) ?®, A hiperexpressdo de COX-2 esta ligada a
reducdo da apoptose, aumento do crescimento celular, angiogénese tumoral

e invaséo de tecido e metastase 4.
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O envolvimento da via da COX-2 / PGE2 também pode explicar os
efeitos quimiopreventivos dos anti-inflamatorios n&o-esteroidais (AINES)
inibidores da COX, diminuindo a ocorréncia de adenomas colorretais
esporadicos ©°. Apesar de dados controversos na literatura, o tratamento
com o inibidor seletivo da COX-2 celecoxibe associou-se a regressao dos
adenomas colorretais em pacientes com PAF “0, Reducéo significativa na
densidade do polipo duodenal em pacientes com PAF com doenca
clinicamente significativa foi alcangcada com altas doses de celecoxibe. No
entanto, doses altas de celecoxibe foram associados a efeitos adversos que
prejudicam o papel deste no tratamento da adenomatose duodenal em

pacientes com PAF.

2.1.4.3 Proteina codificada por gene supressor de tumor

p53

Trata-se de uma proteina codificada por um gene situado no
cromossomo de numero 17, o qual leva o mesmo nome (gene p53), em
consequéncia de seu peso molecular de 53 Kda (quiloDalton), sendo seu
gene codificador classificado como gene supressor de tumor.

Sua principal funcéo esta relacionada a preservacao da integridade do
codigo genético em cada célula, ou seja, a manutencdo da mesma
sequéncia de nucleotideos ao longo de toda a molécula de DNA igualmente
presente em cada célula do nosso corpo.

Durante o ciclo de divisdo celular, a proteina p53 faz uma verificacéo

quanto a eventual ocorréncia de uma mutacdo na sequéncia do cédigo
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genético em consequéncia de uma duplicacdo defeituosa do DNA (erro de
replicacéo). Caso seja verificada a existéncia de uma mutacéo, é funcéo da
proteina p53, através do desdobramento de uma cascata de reacoes,
impedir que esta célula entre em processo de mitose e complete a divisdo
celular. Para isto, dois caminhos poderdo ser seguidos: a correcdo da
mutacdo através da ativacéo de proteinas de reparo ou a inducdo da morte
celular através da apoptose ©6).

Dentre os mediadores da via apoptética induzidos pelo p53, estdo o
gene bax, o qual acelera a apoptose através da ativacdo de caspases que
alteram a estrutura da mitocéndria, estimulando a producdo de espécies
reativas de oxigénio altamente téxicas ©7.

Por exercer esta funcdo de deteccdo de alteragcbes no DNA e
consequente correcdo ou morte celular, a proteina p53 é considerada como
uma guardid do genoma, sendo importante elemento na prevencdo do
desenvolvimento de tumores.

A relacdo entre a proteina p53 e a carcinogénese tem sido
amplamente comprovada através do elevado indice de mutacdes de seu
gene em tumores malignos de diferentes tecidos do organismo. No entanto,
a funcdo do p53 na PAF, e, especificamente na evolucdo neoplasica no

intestino delgado, ndo é bem conhecida ©8).

2.1.4.4 Proteinas envolvidas na apoptose
A apoptose € um mecanismo de morte celular programada envolvido

em uma variedade de eventos biolégicos, como o desenvolvimento, a
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homeostase dos tecidos e a remocao de células indesejadas ©9. Alteracdes
na regulacdo da apoptose pode resultar em varias doencas, incluindo o
cancer. Os estudos biolégicos moleculares da apoptose comegaram no final
da década de 1980 e tiveram rapido progresso. A via de transducao de sinal
apoptético funciona através de varios sinais pré-apoptoticos que inicialmente
ativam vias de sinalizacdo separadas, e, eventualmente se convertem em
um mecanismo comum conduzido por uma familia Unica de proteases de
cisteina, chamadas caspases 9. Este mecanismo é regulado

negativamente por varios conjuntos de genes, sendo 0s mais bem

caracterizados a familia bcl-2 6D,

Bcl-2

O bcl-2 foi o primeiro gene contra a morte celular descoberto ©2). Foi
originalmente identificado como um oncogene envolvido no linfoma folicular
humano de origem da célula B 2 63), Em 1988, foi descoberta sua atividade
anti-apoptoética em um sistema onde a apoptose foi induzida por privacao de
IL-3 64, Logo depois, bcl-2 mostrou-se prevenir a apoptose induzida por
varios estimulos, incluindo agentes quimioterapicos, sugerindo sua
capacidade de prevenir apoptose por meio de uma via comum ),

Ao contrério do crescimento celular e funcdes proliferativas de outras
oncoproteinas conhecidas naquela época, o bcl-2 demonstrou facilitar a
oncogénese através da resisténcia a morte celular ®* 6 Nos anos
seguintes, mais de 15 proteinas foram adicionadas a esta familia, cada uma

contendo um ou mais dominios de homologia bcl-2, sendo agrupadas em
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classes: aquelas que atuam na prevencdo da apoptose (anti-apoptotica) e
aquelas que induzem a apoptose (pré-apoptose). Os membros da familia
bcl-2 pré-apoptoticos podem ser ainda divididos em proteinas efetoras de
multiplos dominios BH (contendo dominios BH1, BH2 e BH3) e proteinas
apenas BH3 (lnica regido de homologia com bcl-2 é BH3) ©6),

Os membros anti-apoptéticos desta familia, como bcl-2 e bcl-xL,
evitam a apoptose por sequestro de caspases formando um complexo
denominado apoptossoma; ou por impedir a liberacdo de fatores
apoptogénicos mitocondriais, como o citocromo C, e fator de inducdo de
apoptose (AIF) no citoplasma. Depois de entrar no citoplasma, o citocromo C
e AIF ativam diretamente as caspases que clivam um conjunto de proteinas
celulares para causar mudancas apoptoéticas. Em contraste, os membros
pro-apoptoticos desta familia, como bax e bak, desencadeiam a liberagéo de
caspases de antagonistas de morte via heterodimerizacdo e induzem a
liberacdo de fatores apoptogénicos mitocondriais no citoplasma, agindo no
poro de transicao de permeabilidade mitocondrial, levando, assim, a ativacéo
de caspases. Desta maneira, a familia de proteinas Bcl-2 atua como um

ponto critico de decisdo de vida-morte dentro da via comum da apoptose ©9),

Caspases

As caspases sdo uma familia de endoproteases que apresentam
importantes funcbes nas ligacbes das vias de regulacdo celular que
controlam a morte celular programada e a inflamacédo. A ativacdo dessas

enzimas € rigidamente controlada por sua producdo como zimdgenos
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inativos que ganham atividade catalitica apds eventos de sinalizagdo que
promovem sua agregacdo em dimeros ou complexos macromoleculares. A
ativacdo de caspases apoptéticas resulta na inativacdo ou ativacdo de
substratos e na geracdo de uma cascata de eventos de sinalizagdo que
permitem a demoli¢cdo controlada de componentes celulares. A desregulacéo
das caspases esta na base de doencas, incluindo cancer e disturbios
inflamatdrios €7,

As caspases envolvidas na apoptose foram subclassificadas por seu
mecanismo de acao, ou seja, podem ser caspases iniciadoras (caspase-8 e -
9) ou caspases executoras (caspase-3, -6 e -7). As caspases iniciadoras
ativam as caspases executoras que, subsequentemente, coordenam suas
atividades para demolir proteinas estruturais e ativar outras enzimas,
desencadeando as caracteristicas morfoloégicas do resultado de apoptose,
incluindo fragmentacdo de DNA e lise de membrana ©8).

Os mecanismos apoptoticos se enquadram nas vias extrinsecas ou
intrinsecas 7 68), A via extrinseca da apoptose é ativada através da ligagdo
de um ligante a um receptor de morte que, por sua vez, leva, com a ajuda
das proteinas adaptadoras (FADD / TRADD), ao recrutamento, dimerizacéo
e ativacdo da caspase-8. A caspase-8 ativa inicia a apoptose diretamente
por clivagem e ativa a caspase executora (-3, -6, -7) ou a via apoptotica
intrinseca para induzir a morte celular eficiente. A via de apoptose intrinseca
ou mitocondrial pode ser ativada por meio de varios estresses celulares que
levam a liberacdo do citocromo C da mitocondria e a formacdo do

apoptossoma, composto por APAF1, citocromo C, ATP e caspase-9,
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resultando na ativacdo da caspase- 9. A caspase-9 ativa inicia a apoptose
clivando e, assim, ativando as caspases executoras (7 68),

Embora as caspases sejam mais frequentemente associadas a
apoptose, ha evidéncias persistentes de que algumas destas enzimas
também podem influenciar a proliferacdo. A caspase-3 pode ter esse efeito,
pois as células B sem caspase-3 mostraram aumento da prolifera¢é@o in vivo
e hiperproliferacdo ap6s estimulagdo mitogénica in vitro. Este fenétipo de
célula B hiperproliferativa foi resgatado em camundongos double-knockout
sem caspase-3 e o inibidor da quinase dependente de ciclina p21 (codificado
por Cdknla), que é um substrato da caspase-3 69 70),

Alguns estudos analisaram se alteracdes no gene CASP3, que
codifica 0 executor crucial caspase-3, podem promover a tumorigénese
humana. Um estudo examinou a regido de codificacdo da caspase-3 em 944
tumores de 14 tipos diferentes em comparacdo com o tecido adjacente
saudavel. No entanto, apenas 14 tumores (1,48%) apresentaram mutacdes
somaticas CASP3 (™). Assim, a evidéncia da fungdo destas proteinas na

carcinogénese duodenal é ainda limitada.

2.1.4.5 Marcador de proliferacao celular

Ki-67

A proteina nuclear Ki-67 foi descrita pela primeira vez em células
derivadas do linfoma de Hodgkin (?. No ciclo celular, o Ki-67 é expresso ao
longo da divisdo celular (nas fases S, G2 e M), com degradacao continua em

Gl e GO (3 7 A expressdo de Ki-67 € amplamente utilizada na oncologia
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como um indice de proliferacéo celular "> 76, Embora o Ki-67 seja expresso
em tumores benignos, seus niveis sdo muito baixos; no entanto, é
encontrado em niveis elevados em multiplas lesbes malignas e esta
fortemente associado a metastases a distancia, resultando em mau
progndstico do paciente. O valor progndstico do indice do Ki-67 foi avaliado
em varios tipos de tumores, como nos tumores cerebrais, tumores
neuroenddcrinos e neoplasias do tecido linfoide, sendo seus niveis
comumente utilizados para classificad-los. De acordo com seu valor preditivo,
a expressdo de Ki-67 identifica subpopulacées de pacientes com maior
probabilidade de responder a uma determinada terapia (76).

Assim, a proteina Ki-67 € amplamente utilizada como marcador
prognoéstico e preditivo para diagnostico e tratamento oncologico. No

entanto, ndo foi amplamente estudada na adenomatose duodenal da PAF.

2.1.4.6 Proteinas envolvidas no controle imunoldgico

PD-L1

O ligante de morte celular programada 1 (PD-L1) é uma glicoproteina
transmembrana da superfamilia de imunoglobulinas haplotipo tipo I, que esta
intimamente relacionado ao progndstico de alguns canceres humanos 7, O
PD-L1 é normalmente expresso na superficie de células saudaveis; liga-se a
células T citotoxicas preparadas, inibindo assim o ataque mediado por
células ("880), Varios estudos relataram resultados piores em tumores que
expressam PD-L1 (7® 81 A expressdo desse ligante em células tumorais

confere protecdo a ataques imunomediados em células tumorais e pode ser
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responsavel por seu potencial particularmente maligno. PD-L1 é expresso
em uma variedade de células cancerosas, como CCR, cancer de proéstata,
cancer géstrico, cancer de pulmé&o, melanoma, carcinoma de células renais,
mieloma multiplo e leucemia.

Além de seu valor prognéstico em alguns céanceres, os inibidores do
receptor de morte celular programada (PD-1) e seu ligante associado (PD-
L1) ganharam atengdo significativa na oncologia como imunoterapia
potencial €0,

No entanto, a expressédo de PD-L1 em céancer duodenal na PAF nao

foi estudada.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista as controvérsias existentes na literatura, o objetivo do

presente trabalho foi:

Correlacionar a expressao de E-caderina, B-catenina, p-53, Caspase-
3, Bcl-2, COX-2, Ki-67 e PD-L1 com a gravidade da adenomatose
duodenal ndo ampular em pacientes com Polipose Adenomatosa

Familiar.
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4 PACIENTES E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para andlise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (Departamento de
Gastroenterologia), e registrado na plataforma do Clinical trials sob o codigo

NCT02656134 (Anexos 1 e 2).

4.1 CARACTERIZACAO DA CASUISTICA

A populacdo deste estudo foi constituida por pacientes com
diagnéstico de PAF acompanhados no Ambulatorio de Poliposes Intestinais
da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo e Coloproctologia do
Departamento de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Séo Paulo. Todos os pacientes assinaram o
termo de consentimento prévio a inclusdo no estudo (Anexo 3).

O diagnéstico destes pacientes se baseou na presenca de polipos
adenomatosos colorretais encontrados no exame colonoscopico,
acompanhados ou ndo de outras alteracdes clinicas ja descritas da PAF. A
caracterizacao diagnostica pela principal manifestacéo fenotipica da doenca
deve-se ao fato de que ainda ndo se empregam no nosso meio, de rotina,
testes genéticos que possam estabelecer o diagndstico molecular desta

doenca, limitando também a pesquisa dos familiares dos pacientes.
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Durante o periodo de julho de 2013 até abril de 2016, foram
estudados, prospectivamente, 62 pacientes com diagndstico de PAF,
relacionados a 46 familias, com idades variando entre 15 e 65 anos, 0s
quais sdo acompanhados no ambulatorio.

Os critérios de incluséo estéo relacionados a seguir:

1. pacientes com polipose adenomatosa familiar ja submetidos a

colectomia.

Os critérios de excluséo foram:

1. gravidez ou fase de amamentagao;

2. pacientes apresentando comorbidades com repercussao
hemodinamica;

3. pacientes que ja foram submetidos a duodenectomia
(gastroduodenopancreatectomia ou duodenopancreatectomia com

preservacao pildrica).

4.2 AVALIACAO PROSPECTIVA DOS PACIENTES
A avaliacdo prospectiva dos 62 doentes da presente casuistica

consistiu nos exames detalhados a seguir.

4.2.1 Analise através de duodenoscopia
Apos jejum de 8 horas e administracdo de simeticona 10cc via oral, 0s
doentes foram submetidos a duodenoscopia sob sedacdo consciente,

utilizando-se aparelhos de viséo frontal e lateral. Em todos os casos, foram
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realizadas quatro bidpsias aleatérias na segunda por¢do duodenal de tecido
endoscopicamente normal, as quais foram fixadas no formol para andlise
patoldgica. Foram coletadas outras quatro bidpsias de areas com suspeita
de adenomas, para analise histopatolégica (Figura 1). Cromoscopia
convencional com indigo-carmim ou digital com Narrow band imaging (NBI)
foram utilizadas em alguns casos para melhor identificacdo das lesfes.
Todos os pacientes foram classificados segundo os critérios de Spigelman et
al. @9 modificados (Tabela 1), e segundo a classificacdo de Viena

modificada para neoplasia epitelial gastrointestinal (2),

4 Bidpsias aleatorias de tecido normal

Duodenoscopia >~

4 Biopsias de areas suspeitas de adenomas

Figura l- Fluxo do protocolo seguido para coleta de amostras durante a
duodenoscopia

Tabela 1 - Classificacdo de Spigelman modificada para estadiamento da
polipose duodenal na PAF (28)

Pontuacéo 1 2 3
Numero 1-4 5-20 >20
Tamanho (mm) 1-4 5-10 >10
Histologia Tubular Tubuloviloso Viloso
Displasia Baixo grau Alto grau
Estadio 0 = 0 pontos; Estadio | = 1-4 pontos; Estadio Il = 5-6 pontos; Estadio Ill = 7-8

pontos; Estadio IV = 9-12 pontos
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Durante cada exame de duodenoscopia foram avaliadas as
caracteristicas macroscopicas das lesfes, incluindo o numero total de
poélipos e o tamanho estimado do polipo de maior dimensao, os quais fazem
parte dos critérios da classificacdo de Spigelman. O tamanho dos pélipos foi
estimado tendo como referéncia a medida da pin¢a de biépsia aberta (a qual

apresenta 7 mm no maior eixo).

Posteriormente ao exame endoscoépico, as lesbes foram descritas de
acordo com a classificacdo de Paris (Anexo 4), localizagcdo duodenal por

ordem de frequéncia e estadio de Spigelman.

4.2.2 Analise histopatologica

A analise histopatoldgica foi realizada pela equipe da Divisdo de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Todos os casos foram revistos por um
patologista responsavel pelo estudo.

Apoés andlise macroscopica, o espécime foi submetido a rotina para
preparo de cortes histologicos e coloracdo pela hematoxilina-eosina, onde
era confirmada a presenca de mucosa normal ou natureza adenomatosa do
poélipo, determinado o tipo histolégico e grau de displasia. Avaliou-se o
resultado histolégico das amostras coletadas nos exames endoscépicos
para complementar os critérios da classificacdo de Spigelman (Tabela 1).

Quando os adenomas avancados foram ressecados, a analise da
peca ressecada foi utilizada para complementar a avaliacdo histopatologica

e facilitar a classificacdo de Spigelman.
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4.2.3 Anélise imuno-histoquimica
Nas amostras de tecidos coletados mediante endoscopia, foi realizada

a seguinte metodologia para anélise imuno-histoquimica:

A) Arranjo em matriz tecidual

O arranjo em matriz tecidual (do inglés, tissue microarray- TMA)
constitui um método que redistribui numerosos fragmentos cilindricos
teciduais de blocos de parafina convencionais (blocos doadores) em um
novo bloco (bloco receptor).

Este bloco compartimentalizado contém as varias amostras teciduais
seguindo uma ordem pré-determinada, permitindo, assim, o estudo da
expressdao de marcadores moleculares em larga escala com grande
aproveitamento do material arquivado, em tempo e custos.

Foram incluidas as bidpsias coletadas de todos os pacientes,
contendo, adenoma duodenal e area adjacente, demarcados em sequéncia
conhecida. O preparo das laminas de TMA foi realizado no Laboratorio de
Patologia (LIM-14) da FMUSP. Foram realizadas as marcacoes, pelo
patologista, nas regibes de interesse, tanto na lamina corada com
hematoxilina e eosina, como nos respectivos blocos de parafina doadores de
tecido (Figura 2). Foi elaborada a planilha contendo 0os numeros
correspondentes dos blocos, realizada com espacamento horizontal / vertical
de igual medida e a conferéncia e organizacdo dos blocos doadores (Figura

3). Para controle de leitura, foi elaborada outra planilha, identificando-se o
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ndamero de amostras de cada paciente, as quais foram agrupadas segundo a

localizacdo anatdmica e a classificagdo de Spigelman (Figura 4).

Figura 2 - Marcac0es realizadas pelo patologista nas regides de interesse,
tanto na lamina corada com hematoxilina e eosina, como nos
respectivos blocos de parafina para analise imuno-histoquimica

To421
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1500843-52L 1500843-52L

1500843-51N 1500843-51N 1526228-51L 1526228-51L 1526228-52N 1526228-52N

To422
1 2 a 4 5 [ 7 8 9 10 1
CTRLLIM14 CTRL LIM14 CTRL LIM14 1437858-51L 1437859-51L 14376856-52N 1437858-52N 1435269-52L 1435269-51N 1435269-51N 1437018-51L
1437018-51L 1437018-52N 1437018-52N 1524904-541 1524904-51N 1524304-51N 1500544-52 1500544-52 1500544-521 1500544-51L 1500544-53 LN
1500544-53 LN 1500544-53 LN 1500544-53 LN 1508315-52L 1505315-52L 1508315-51N 1512055511 1512055511 1512855-52L 1512855-53N 1512855-53N
1526281-52L 1526281-52L 1526281-51N 1526281-51N 1602410-52L 1602410-52L 1602410-53N 1602410-53N 1620184-51N 1620164-51N 1521361-51L
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[ F=3 Y PP S e 6
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Spigelman 0 L Lesao
Spigelman | N Normal
Spigeiman I Lesio e normal no mesmo bloco

LN
Spigelman 11l 1500544-53 LN 2 p.vermelhos normais e 2p. Azuis lesac
I s v

Figura 3 - Planilha contendo os numeros correspondentes dos blocos,
realizada com espacamento horizontal / vertical de igual medida
e a conferéncia e organizagao dos blocos doadores
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Figura 4 - Planilha para leitura de casos, identificando o numero de
amostras de cada paciente , e agrupadas segundo a
classificagao de Spigelman

B) Técnica Imuno-histoquimica

Através da imuno-histoquimica, foram analisados o0s seguintes
marcadores: proliferacdo celular, Ki-67; gene supressor de tumor, p53;
apoptose, caspase 3, Bcl-2; mediador da inflamacao, COX-2; moléculas de

adesao, E-caderina, - catenina; e PD-L1.

B1) Preparacédo dos Blocos Receptores
* Os blocos receptores de TMA foram feitos a 56°C com parafina de
elevada pureza, garantindo a execucédo de cortes histolégicos delgados e
homogéneos, além de evitar possiveis rachaduras no ato da perfuracéo

das agulhas, contendo polimero em molde com cassete comum.
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O recipiente foi mantido na estufa a 60°C durante a noite, para retirada de
possiveis bolhas e estabiliza¢do da parafina.

Foram retirados da estufa e imediatamente levados a geladeira para
solidificagéo rapida.

ApoOs a solidificagdo da parafina, o bloco recebeu acabamento em
micrétomo rotativo para garantir a superficie completamente reta e lisa.
Determinada a profundidade entre 0,8 e 0,9 cm, o “bloco receptor” estava

preparado para receber os cilindros de até 0,6 cm de profundidade.

B2) Execuc¢do da Técnica

ApoOs realizacdo das marcagbes da casuistica e elaboracdo da

planilha do TMA:

Foi definida a profundidade de 0,6 cm a fim de evitar diferencas nos niveis
de cilindros de um bloco TMA para outro;

O bloco receptor foi fixado na base do aparelho,

O eixo X e Y do aparelho foram ajustados para que o TMA ficasse
centralizado no bloco receptor;

Perfuracdo do bloco receptor com agulha azul e desprezada a parafina
extraida;

Realizado o posicionamento do bloco doador e perfuracdo exata da
regido marcada pelo patologista com agulha vermelha;

Transferéncia do material para o bloco receptor;

Quando da introducéo do cilindro, foi realizada presséo leve para baixo,

evitando-se extrapolacéo do nivel superficial,
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» Limpeza dos residuos das agulhas com gaze seca,;

* Apds a execucdo de todos os spots, o bloco foi colocado na estufa a

60°C, para amolecer a parafina e realizar o nivelamento dos spots,

pressionando-se a superficie do bloco em superficie lisa;

* O bloco recebeu um numero sequencial do LIM14;

* A segquir, foi feita a sec¢do dos blocos de TMA por micrétomo;

» Andlise do intervalo com menor perda e, por fim,

* Banhos de parafina para preservagao da imunorreatividade.

O estudo imuno-histoquimico foi realizado no Laboratdrio de Patologia

(LIM-14), da FMUSP, sendo avaliada por dois observadores, sem

conhecimento prévio dos dados clinicos dos pacientes na lamina de TMA.

B3) Graduacéo das reagfes imuno-histoquimicas

Todos os cortes histologicos foram examinados, usando-se sistema
pré-definido de graduacédo. A reatividade especifica para o anticorpo
foi classificada separadamente para cada marcador: proliferacao
celular, Ki-67; gene supressor de tumor, p53; apoptose, caspase 3,
Bcl-2; mediador de inflamagdo, COX-2; moléculas de adeséo, E-
caderina, B-catenina e PD-L1.

B-catenina:

Porcentagem de células epiteliais com perda de expressdo da -
catenina  em membrana (ndo foi considerada expressao

citoplasmatica)
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E-caderina:

Porcentagem de células epiteliais com perda de expressdo da E-
caderina em membrana

COX-2:

Marcacéo do citoplasma

0: Negativo; 0.5: Positivo focal; 1: Positivo forte.
Caspase 3:

Marcacao do citoplasma

NUmero total de células positivas na amostra analisada.
Bcl-2:

Marcacéo do citoplasma

0: Negativo; 1: Positivo.

p53:

Marcacao nuclear

0: Negativo; 1: Positivo (Positividade fraca ou forte).
Ki-67:

Marcacéao nuclear

Intensidade: Porcentagem de células epiteliais positivas
Padrao de distribuicdo: aou b

ascensao de células até a superficie (favorece displasia)
positividade em células basais, sem ascenséo (favorece tecido normal

ou reativo).



Pacientes e Métodos 35

e PD-LI:
Marcacdo de membrana, citoplasma e linfocitos

0: Negativo; 1: Positivo.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Foram estabelecidos dois grupos pré determinados de amostras,
relacionadas a gravidade da adenomatose duodenal dos pacientes
estudados, segundo a classificagcdo de Spigelman. O Grupo 1 incluiu as
amostras dos pacientes Spigelman O, | e Il; e o grupo 2 foi representado
pelas amostras dos pacientes Spigelman Il e IV.

A andlise foi baseada na comparacdo da expressdo dos diferentes
marcadores nas amostras dos pacientes do grupo 1 e do grupo 2.

O processo de andlise de dados da presente pesquisa iniciou-se com
uma exploragéo descritiva, incluindo mediana, percentil 25 (P25) e 75 (P75).
O teste de hipotese para avaliar a diferenca das distribuicbes entre os
grupos de Spigelman foi realizado com o Mann-Whitney para as variaveis
guantitativas e teste exato de Fischer para as qualitativas. Todos estes
testes levaram em consideragdo um a bidirecional de 0,05 e intervalo de
confiangca (IC) de 95%, sendo realizados com apoio computacional dos
softwares IBM SPSS 25 (Statistical Package for the Social Sciences) e Excel

2016® (Microsoft Office).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS PACIENTES ESTUDADOS

Foram estudados 62 pacientes com diagndstico clinico e/ou genético
de PAF, colectomizados e relacionados a 46 familias diferentes, durante o
periodo de julho de 2013 a abril de 2016, sendo 30 do sexo masculino e 32
do sexo feminino, com média de idade de 36,14 + 14,22 anos (15 a 65
anos). Desta casuistica, 56 pacientes tinham historia familiar positiva de PAF

(Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas gerais da casuistica de pacientes com
diagnostico de PAF

Variavel
ldade Média DP
36,14 +14.2

Sexo Masculino Feminino
30 (48,4) 32 (51,6)

Historia Familiar Sim N&o
55 (88,7) 7 (11,3)

Sintomas Sim Nao

3 (4,8) 59 (95,2)
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5.2 DESCRICAO FENOTIPICA NO DUODENO

POLIPOSE DUODENAL: CARACTERISTICAS ENDOSCOPICAS DOS
ADENOMAS NAO AMPULARES

Vinte e cinco pacientes foram classificados como Spigelman 0, 5
Spigelman |, 19 Spigelman Il, 6 Spigelman Ill, e 7 Spigelman IV. Quando
agrupados, 49 pacientes foram Spigelman 0, | e Il, e 13 pacientes
apresentavam estadio Il e IV. A prevaléncia da adenomatose duodenal foi
de 59,67% e da polipose avancada de 20,96%.

Trinta e sete pacientes, classificados como Spigelman |, II, Il ou IV
apresentaram lesGes plano-elevadas, esbranquicadas, de bordas bem
delimitadas, menores que 10 mm, principalmente localizadas na segunda e
terceira porcdo duodenal (Figura 5). Histologicamente, estas lesbes
corresponderam a adenomas tubulares com displasia de baixo grau (Tabela

3).
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Figura5- LesOes plano-elevadas esbranquicadas menores que 10 mm
presentes em 37 pacientes com PAF
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Tabela 3 - Caracteristicas endoscopicas das lesbes duodenais nao

ampulares
Localizagao
Descrls.a_o no duodeno Classificagao N de Estadio de . .

endoscopica por ordem de Paris pacientes Spigelman Histologia

dos adenomas de (%)
frequéncia

Lesdes plano- 28 32 0-lla 37162 I, I, 11, IV Adenomas
elevadas, porcéo e (59,67%) tubulares com
esbranquicadas bulbo displasia de
menores que baixo grau
10mm
Lesbes plano- 22, 38 O-lla 7/13 I, v Adenomas
elevadas, porcéo e (53,84%) tubulares ou
esbranquicadas, bulbo tubulovilosos
maiores que com displasia
10mm de baixo grau
Lesdes plano- 2%e 32 O-lla + O-llc 4/13 ", v Adenomas
elevadas, porcéo (30,76%) tubulares ou
esbranquicadas tubulovilosos
com area de com displasia
depresséao de baixo grau,
central adenomas
avermelhada, tubulares com
medindo 3- displasia de
10mm alto grau
Lesdes plano- 22 porcdoe O-lla+ 0O-lic 3/13 1, Iv Adenomas
elevadas, com  bulbo (23,07%) tubulovilosos
area de com displasia
depressao de baixo grau
central ou alto grau
avermelhada,
medindo 10-
50mm
Lesoes 2% porcéoe O-lIs 1/13 v Adenomas
polipoides bulbo (7,69%) tubulovilosos
sésseis, com displasia
medindo até de alto grau
4cm

Adenomas avancados estiveram presentes em 13 pacientes

Spigelman Ill ou IV. Endoscopicamente, essas lesdes apresentavam

diferentes caracteristicas (Tabela 3):
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e LesOes plano-elevadas, esbranquicadas, de bordas regulares,
maiores do que 10 mm, (O-lla segundo a classificacdo de Paris)
distribuidas por ordem de frequéncia na segunda, terceira porcéo
e bulbo duodenal (Figura 6). Tais lesbes se encontraram em 7

pacientes e corresponderam a adenomas tubulares ou

tubulovilosos com displasia de baixo grau.

Figura 6 - Lesdo plano-elevada esbranquicada maior que 10 mm em
paciente estadio Ill de Spigelman
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e LesOes plano-elevadas, esbranquicadas, com bordas definidas e
area de depressao central avermelhada, medindo de 3 a 10 mm
(O-lla + llc segundo a classificacdo de Paris), distribuidas em
segunda e terceira porcdo duodenal em 4 pacientes, as quais
corresponderam a adenomas tubulares ou tubulovilosos com

displasia de baixo grau, e adenomas tubulares com displasia de

alto grau (Figura 7) (Tabela 3).

Figura 7 - Lesdes plano-elevadas esbranquicadas com area de depressao
central avermelhada, medindo de 3 a 10 mm presentes em
paciente Spigelman I
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e LesOes plano-elevadas, com area de depressdo central
avermelhada, medindo de 10 a 50 mm (0O-lla + O-lic segundo a
classificacdo de Paris), localizadas em segunda por¢cédo e bulbo
duodenal em 3 pacientes, e corresponderam a adenomas
tubulovilosos com displasia de baixo ou alto grau na analise

histologica (Figura 8) (Tabela 3).

Figura 8 - Lesdo plano-elevada com area de depressao central, medindo
aproximadamente 50 mm e localizada no bulbo duodenal em
paciente Spigelman IV, avaliada com luz branca e com NBI
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e Lesdes polipoides sésseis, medindo até 4 cm (0-Is segundo a
classificacdo de Paris), presentes em segunda por¢cdo duodenal
em 1 paciente Spigelman IV (Figura 9). Na andlise histoldgica,

estas lesdes foram adenomas tubulovilosos com displasia de alto

grau (Tabela 3).

Figura 9 - Lesdo polipoide séssil medindo 4 cm em paciente masculino de
27 anos, Spigelman IV
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5.3 PERFIL DE IMUNO-HISTOQUIMICA

No total, 176 amostras de mucosa duodenal foram avaliadas. As
amostras estudadas foram relacionadas a 50/62 pacientes. O material
coletado de dois pacientes Spigelman | foi excluido da andlise devido a
presenca de tecido normal e adenoma na mesma lamina. Adicionalmente,
optou-se por nao incluir o material coletado de 10 pacientes Spigelman 0
para priorizar a analise imuno-histoquimica em pacientes que apresentaram
adenomas duodenais.

Das 176 amostras avaliadas, 89 (50,57%) foram coletadas em
pacientes Spigelman 0, | ou Il. Destas, 73 (82%) corresponderam a tecido
normal e 16 (18%) representaram adenomas duodenais com displasia de
baixo grau. Em pacientes com polipose duodenal avangada, Spigelman Il ou
IV, foram avaliadas 87 (49,4%) amostras. Destas, 51 (58,6%)
corresponderam a adenomas e 36 (41,4%) a tecido endoscopicamente
normal. Das 51 amostras de tecido adenomatoso deste grupo, 4
apresentaram displasia de alto grau e 6 tiveram componente viloso na

histologia.
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5.3.1 Imunoexpressao de Ki-67

Os adenomas do grupo 2 (Spigelman Il e IV), apresentaram maior
expressao do Ki-67, quando comparados aos adenomas do grupo 1
(Spigelman 0, I, e 1l) (Mediana 20% vs 2% p 0,007) (Tabela 4, Figuras 10 e
11). Na analise quantitativa, uma propor¢cdo maior de pacientes com doenca
duodenal avancada apresentou expressao elevada (25% ou mais) de Ki-67,
quando comparados ao grupo 1 (85,71% vs 14,29% p=0,021). Dentre o0s
adenomas dos pacientes do grupo 2, nenhum teve expressao negativa de
Ki-67 (Tabela 2). Na andlise qualitativa, os adenomas do grupo 2
apresentaram expressdo apical de Ki-67 em maior proporgdo, em
comparacao aos adenomas do grupo 1 (75% vs 25% p=0,005). A expresséo
por imuno-histoquimica do tecido normal do grupo 1 e 2 ndo apresentou

diferenca significante (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Distribuicdo dos diferentes marcadores de acordo com
agrupamentos pré-determinados da classificacdo de Spigelman

SPlell SPIll e IV
. Percentil Percentil . Percentil Percentil p-
Mediana o5 75 Mediana o5 75 valor*

B catenina ND (%) 0,0% 0,0% 0,0% 2,5% 0,0% 27,5% 0,186
[ catenina AD (%) 0,0% 0,0% 0,0% 1,0% 0,0% 20,0% 0,088
e-caderinaND (%) 30,0% 15,0% 60,0%  25,0% 15,0% 40,0% 0,762
e-caderina AD (%)  40,0% 5,0% 50,0% 60,0% 15,0% 70,0% 0,170

COX-2 ND (%) 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,000
COX-2 AD (%) 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,000
Caspase 3 ND 0 0 0 0 0 0 1,000
Caspase 3 AD 0 0 0 0 0 0 0,786
Ki-67 ND (%) 5,0% 2,0% 20,0% 2,0% 1,0% 30,0% 0,576
Ki67 AD (%) 2,0% 0,0% 20,0%  20,0% 5,0% 60,0% 0,007

*Teste de Mann-Whitney
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H Ki67 ND (%)
B0 W KiE7 AD (%)
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Ki-67 ND: Expresséo de Ki-67 em mucosa duodenal normal
Ki-67 AD: Expresséo de Ki-67 em adenomas duodenais

Figura 10 - Boxplot representando a distribuicdo da expressédo de
porcentagem de Ki-67 de acordo com 0s grupos pre-
determinados segundo a Classificagado de Spigelman

A.  TECIDO NORMAL DUODENAL
B. ADENOMA DUODENAL

500 pm 500 pm

Figura 11 - Imunoexpressao duodenal de Ki-67
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Tabela5- Associacdo das diferentes variaveis de acordo com
agrupamentos da classificacdo de Spigelman

SPlell % SPlll e IV % Total p-valor*
p53 ND
Negativo 2 100,0 0 0,0
Positivo 35 72,9 13 27,1 48 0,240
p53 AD
Negativo 5 83,3 1 16,7 6
Positivo 8 40,0 12 60,0 20 0056
Bcl-2 ND
Negativo 37 74,0 13 26,0 50
Positivo 0 0 0 0 0 )
Bcl-2 AD
Negativo 13 50,0 13 50,0 26
Positvo 0 0 0 0 0 )
Ki-67 ND
Negativo 3 75,0 1 25,0 4
Baixo (maior 0 e < 25%) 22 75,86 7 24,14 29 0,236
Alto (maior ou igual 25%) 12 70,59 5 29,41 17
Ki-67 ND
Negativo 3 75 1 25,0 4
Padréo basal 34 79,07 9 20,93 43 0,511
Padréo apice 0 0 3 100,0 3
Ki-67 AD
Negativo 3 100,0 0 0,0 3
Baixo (maior 0 e < 25%) 9 56,25 7 43,75 16 0,021
Alto (maior ou igual 25%) 1 14,29 6 85,71 7
Ki-67 AD
Negativo 4 100,0 0 0,0
Padrédo basal 5 83,33 1 16,67 6 0,005
Padréo apice 4 25,0 12 75,0 16
PD-L1 ND
Negativo 37 74.0 13 26,0 50
Positivo 0 0 0 0 0 )
PD-L1 AD
Negativo 13 54,1 11 459 24
Positivo 0 0,0 2 100,0 2 0278

*Teste Exato de Fischer
ND Mucosa duodenal normal
AD Adenomas duodenais
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5.3.2 Imunoexpressdo de marcadores da via de sinalizagdo da Wnt/g-

catenina; COX-2 e PD-L1

N&o se observou diferengca significativa entre a expressao de [3-
catenina e de E-caderina no tecido normal (B-catenina: 0% vs 2,5% p=0,186;
E-caderina: 30% vs 25% p=0,762) ou adenomas (B-catenina: 0% vs 1%
p=0,088; E-caderina: 40% vs 60% p=0,170) dentre os pacientes com doenca
duodenal leve e avancada (Figura 12 e 13). Igualmente, a expressao
imunohistoquimica de COX-2 e PD-L1 foi similar tanto em tecido normal
guanto em adenomas dos grupos 1 e 2, respectivamente (Tabelas 4 e 5)

(Figura 14 e 15).

CONTROLE
TECIDO NORMAL DUODENAL
ADENOMA DUODENAL

ow»

L a2 g
e DA TEL A
Y w e
‘\\< N7 4
A i "-'.-4 \\;;, por B
b (T, W Wit e
Vs R e e ) Lo [ 5%,
N =9 W=y [ )
- ~ 2 5 C¥s
- )-, X s X 5
FEL0) TRICH 3
1 O'AJO}'Q s “J %‘
& oé) J.}j o
D &

Figura 12 - Imunoexpressao duodenal de B-catenina
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CONTROLE =
TECIDO NORMAL DUODENAL |
ADENOMA DUODENAL

Ow>

Figura 13 - Imunoexpressao duodenal de E-caderina

A.  CONTROLE
B. TECIDO NORMAL DUODENAL
C. ADENOMA DUODENAL

Figura 14 - Imunoexpressao duodenal de COX-2
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A.  CONTROLE
B. TECIDO NORMAL DUODENAL
C. ADENOMA DUODENAL

Figura 15 - Imunoexpresséo duodenal de PD-L1



Resultados 52

5.3.3 Imunoexpresséo de marcadores de apoptose
A expresséo duodenal de p53, Bcl-2 e caspase-3 foi similar no grupo

1l e 2 (Tabelas 4 e 5) (Figura 16, 17 e 18).

CONTROLE
TECIDO NORMAL DUODENAL
ADENOMA DUODENAL

Owx>

Figura 16 - Imunoexpresséao duodenal de p53

A.  TECIDO NORMAL DUODENAL
B. ADENOMA DUODENAL

Figura 17 - Imunoexpressao duodenal de Bcl-2
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CONTROLE
TECIDO NORMAL DUODENAL
ADENOMA DUODENAL

A
B.
C.

Figura 18 - Imunoexpressao duodenal de Caspase-3
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6 DISCUSSAO

6.1 IMUNOEXPRESSAO DE Ki-67

Os resultados deste estudo demostraram alta taxa de proliferacéo
epitelial expressa pelo aumento significativo da imunoexpresséao de Ki-67 em
adenomas duodenais de pacientes com doenca ndo ampular avancada.

Estes resultados foram semelhantes ao estudo italiano que avaliou 22
pacientes com PAF submetidos a ressecc¢des duodenais endoscopicas e/ou
cirdrgicas devido a neoplasias epiteliais duodenais e 15 pacientes sem PAF
como grupo controle. Neste estudo, as lesdes ressecadas foram
classificadas segundo a histologia em adenomas com displasia de baixo
grau, adenomas de alto grau e adenocarcinoma, e demonstrou-se o
aumento progressivo da expressdo de Ki-67 segundo a histologia da
polipose duodenal até adenocarcinoma (grupo controle 20,7 + 5,5 = tecido
normal em pacientes com PAF 21,5 + 6,3 < displasia de baixo grau 35,3 +
5,2 < displasia de alto grau 46,3 + 8,5 < adenocarcinoma 59,3 + 9,5) ©3),
Outros estudos aplicados a carcinogénese do célon na PAF também
mostraram um aumento do nivel de expressao do RNAm do Ki-67 nos casos
de adenocarcinoma quando comparados ao tecido normal ou pdlipos,
apontando que o Ki-67 pode ser um marcador de gravidade da doenca
intestinal (84 8), Estes dados sugerem que o indice de marcagdo de

proliferacdo celular pode auxiliar no manejo, ajudando a diferenciar os
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pacientes com maior probabilidade de apresentarem adenomatose nao
ampular avangada.

Além disso, outro estudo que avaliou a cinética celular em 22
pacientes com PAF que apresentaram 17 adenomas duodenais e 15
adenomas ampulares, usando como controle 18 pacientes sem PAF;
mostrou que adenomas ampulares em pacientes com PAF tinham um indice
de imunoexpressao de Ki-67 mais alto quando comparados com adenomas
ampulares em pacientes com PAF (54,3 + 11,3 versus 46,8 £ 12,7; P <0,01).
Em contraste, quando os pacientes com PAF foram comparados aos
individuos controle, os adenomas duodenais ndo ampulares de pacientes
com PAF ndo apresentaram maior atividade proliferativa ou menor grau de
apoptose ®6), No entanto, a histologia de todos os adenomas ndo ampulares
em pacientes com PAF deste estudo foram adenomas tubulares com
displasia de baixo grau e sem componente viloso. Seria interessante
comparar a expressao desse marcador de proliferacdo celular em adenomas

com histologia avancada em estudos futuros.

6.2 APLICABILIDADE CLINICA DA IMUNOEXPRESSAO DE Ki-67 NO

TRATO GASTROINTESTINAL

O manejo atual da doenca duodenal na PAF possui algumas
limitacdes, principalmente devido a falta de critérios clinicos para se definir
com precisdo 0s pacientes que realmente merecem tratamento cirdrgico.
Estudos tém mostrado que apenas aproximadamente 40% de todos os

pacientes com PAF com cancer duodenal apresentam estadio de Spigelman
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avancado no momento do diagnéstico do cancer “3 8 8) Embora a
classificacdo de Spigelman sirva como uma orientacao clinica, parece légico
que essa conduta poderia ser apoiada de acordo com os achados dos
marcadores moleculares.

Em consonancia com esta linha de raciocinio e aplicado as lesbes
ampulares, Kubota et al. afirmaram que a expresséo de Ki-67 pode ser um
marcador diagnostico discriminando adenoma e cancer em estadio inicial em
pacientes com tumores ampulares. Eles mostraram que a infiltracdo
significativa da papila duodenal maior por células tumorais positivas para Ki-
67 (> 31/ HPF) foi reconhecida em 73% dos pacientes com adenocarcinoma
(sensibilidade 100%, especificidade 54,2%, precisdo 62,9%) (88 89),

O indice de marcacdo Ki-67 tem sido usado como indicador de
agressividade em varias patologias. Especificamente no trato
gastrointestinal, a expressao de Ki-67 tem auxiliado no manejo de tumores
neuroenddcrinos, GISTs e lesdes gastricas, sendo os ultimos definidos como
tumores com comportamento biolégico variavel. O indice de marcacgéo Ki-67

realmente orienta a decisao cirlrgica destes pacientes (90-92),

6.3 ESTUDOS QUE SUGEREM POTENCIAL APLICABILIDADE CLINICA
DA IMUNOEXPRESSAO DE Ki-67 NA DOENCA NAO AMPULAR DE

PACIENTES COM PAF

A adenomatose duodenal em pacientes com PAF representa um

cenario clinico complexo. A PAF constitui uma doenca genética que
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representa apenas 1% dos casos de CCR, na qual a maioria dos pacientes
ndo desenvolve doenca duodenal agressiva. Porém, os pacientes que
desenvolvem doenca duodenal avangada morrem como resultado de
adenocarcinoma duodenal, sendo esta patologia a principal causa de
mortalidade oncolégica em pacientes com PAF que ja foram submetidos a
proctocolectomia profilatica.

Um estudo randomizado, duplo-cego, que avaliou o efeito de uma
combinagéo de sulindac e erlotinibe na regresséo da adenomatose duodenal
em 92 pacientes com FAP concluiu que o uso desta combinacéo
farmacoldgica resultou em diminuicdo significativa dos polipos duodenais
apbés 6 meses, quando comparados com o grupo placebo ©3. Tais
resultados estédo alinhados com os achados de uma analise recente que teve
como objetivo identificar os alvos moleculares que mediam a resposta ao
sulindac-erlotinibe ©4). Este estudo sugeriu que o sulindac-erlotinibe suprimiu
a polipose duodenal por meio da inibicdo das vias de transducdo Wnt/B-
catenina, Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) e COX-2.
Embora o beneficio clinico do sulindac e do erlotinibe ainda n&o tenha sido
totalmente validado, o efeito de quimioprevencdo desta combinacdo pode
ser util.

Por outro lado, um estudo pré-clinico em ratos afirma que os
adenomas duodenais na PAF se originam em adenomas “monocryptal”,
descrevendo com esse termo adenomas que desenvolvem displasia a partir
de uma unica cripta, seguindo o modelo base-apice ou “bottom-up” de

morfogénese > %) A andlise qualitativa da expressdo da polaridade do Ki-
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67 em nosso estudo mostrou que os adenomas coletados de pacientes com
Spigelman 11l e IV apresentaram maior propor¢do de imunoexpressao no
apice quando comparados aos adenomas de pacientes Spigelman | e Il
Este achado pode comprovar a importancia de um conceito pré-clinico que
pode agregar valor a analise qualitativa de maior expressdo de Ki-67 no
apice da cripta favorecendo o desenvolvimento de neoplasias.
Adicionalmente, um estudo clinico italiano também mostrou um indice de
marcacdo maior nos 40% superiores das criptas em adenomas de pacientes
com PAF quando comparado ao duodeno normal nestes doentes e tecido

normal de pacientes sem PAF 7  Esta observagdo foi posteriormente

apoiada por Biasco et al em 2004 (7. 98),

6.4 CONSIDERACOES MORFOLOGICAS DOS ADENOMAS E

POSSIVEL RELACAO COM MARCADORES MOLECULARES

Em estudo prévio do nosso grupo, demostrou-se que as lesbes com
depresséao central apresentavam focos de displasia de alto grau, mesmo
quando seu tamanho era inferior a 10 mm, sugerindo que esta caracteristica
endoscopica poderia ser preditiva de maior risco para doenca duodenal
avancada ©9. Levando em consideragdo 0s conceitos centrais da
classificacdo de Paris ©9, parece logico considerar este comportamento
como previsivel para este tipo de adenoma. Interessantemente, Kudo et al
mostraram a presenca de adenomas deprimidos no colon em pacientes com

PAF, sugerindo a possivel fisiopatologia da carcinogénese “de novo” nestes
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pacientes (109 Dado o pequeno nimero de adenomas com este padrdo
morfolégico em nosso estudo, ndo foi possivel fazer uma diferenciacao
imuno-histoquimica. No entanto, um estudo que teve como objetivo
caracterizar a imunoexpressao do indice de marcacdo Ki-67 e p53 em
adenomas duodenais deprimidos em pacientes com PAF mostrou que o
indice de marcacdo de Ki-67 foi significativamente maior nos adenomas
deprimidos quando comparados com os adenomas polipoides (59,7 +/- 9,5

vs. 47,5 +/- 10,7, P <0,01) ©8),

6.5 CONSIDERAGOES DOS MARCADORES B-CATENINA E E-

CADERINA

A proteina produto do gene APC evita o crescimento celular
descontrolado ao direcionar a B-catenina para degradacdo °V. No entanto,
neste estudo, ndo foi demonstrada diferenga estatistica significante na
expressao de B-catenina e e-caderina entre adenomas ou tecido normal em
pacientes com doenca duodenal avancada. Apesar da sequencia adenoma-
carcinoma ser postulada como o principal mecanismo fisiopatologico do
CCR; os resultados deste estudo sugerem que outros mecanismos
fisiopatolégicos podem estar envolvidos na carcinogénese duodenal em
pacientes com PAF. Estudos prévios com objetivo de esclarecer os
mecanismos envolvidos na formac¢do de adenomas duodenais esporadicos,
reforcam a hipotese da carcinogénese “de novo” como via alternativa da

classica sequéncia adenoma-carcinoma (00, Nesta hip6tese, o carcinoma
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emerge diretamente do epitélio normal sem o classico estadio de adenoma.
Esta teoria € baseada na observacdo do comportamento de lesdes
deprimidas no célon de pacientes com PAF, qgue mesmo sendo menores que
10 mm tem alto potencial de malignidade e invasdo submucosa (100 102)
Interessantemente, lesdes duodenais com caracteristicas endoscoépicas
similares foram descritas na nossa casuistica (Figura 6). Em contraste, outro
estudo que comparou marcadores imuno-histoquimicos em adenomas
ampulares e nao ampulares obtidos em pacientes com PAF, constatou que a
expressao nuclear de [(-catenina estava presente em 6/6 (100%) dos
adenomas ndo ampulares. No entanto, o resultado do sequenciamento
genético do exon 3 do gene da B-catenina ndo revelou mutacdes neste

importante  “hotspot” mutacional “9. Adicionalmente, a andlise deste

resultado foi limitada devido ao niumero reduzido de adenomas.

6.6 CONSIDERACOES DOS MARCADORES DE APOPTOSE

A apoptose tem funcéo essencial na manutencdo da integridade da
mucosa gastrointestinal. A inibicdo desta esta associada a ocorréncia de
lesbes e tumorigénese. No estudo atual, Bcl-2 e p53 foram selecionados
como inibidores representativos da apoptose porque essas proteinas
demonstraram desempenhar um papel fundamental na carcinogénese
colorretal @* 25, No entanto, nossas andlises falharam em demonstrar
diferenca significativa na imunorreatividade de Bcl-2 e p53 entre pacientes

com PAF duodenal avancada e pacientes com PAF com polipose duodenal
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leve. No entanto, ao analisar os resultados da imuno-expressao de p53 em
adenomas duodenais em estadios avancados vs leves de Spigelman, a
significancia estatistica foi préxima a 0,05 baseado numa comparagcdo de
imunorreacao de p53 positiva em 63,6% de Spigelman Il e IV, em contraste
com 36,4% de positividade em casos de doenca duodenal leve. O nimero
reduzido de casos avancados e a auséncia de casos de adenocarcinoma
desta casuistica poderia explicar a falta de significancia estatistica de p53
neste estudo. No entanto, pelo fato da PAF ser uma doenca genética rara, €
dificil esclarecer este conceito. Por outro lado, o alto nUmero de pacientes
com expressao p53 positiva em tecido normal em pacientes Spigelman |, Il e
[, IV poderiam sinalizar que a inibicdo da apoptose poderia representar um
evento precoce na carcinogénese duodenal ndo ampular em pacientes com
PAF, observacdo que tem sido demostrada no comportamento deste
marcador em outros érgaos (%3, No entanto, € importante ressaltar que a
hiperexpressao do p53 ndo necessariamente é relacionada com a mutagao
deste gene “9),

Em relacdo a expressdo de Bcl-2, estudos demonstram que a
expressao alterada de Bcl-2 pode estar envolvida na carcinogénese

colorretal @, No entanto, a especificidade da expressdo de Bcl-2 em

neoplasias é variavel segundo o 6érgéo atingido 26 27),

6.7 LIMITACOES

Reconhecemos algumas limitacdes de nosso estudo. Embora seja

esperado, a baixa proporcao de pacientes com doenca duodenal avancada
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limita a ampla aplicabilidade destes resultados. Além disso, a PAF € uma
doenca rara, por isso é dificil incluir um namero suficiente de pacientes para
melhor esclarecer o comportamento biolégico da doenca duodenal. Estudos
multicéntricos com maior numero de pacientes e, proporcionalmente, maior
ndamero de pacientes com polipose duodenal avancada poderiam facilitar a

validag&o destes resultados.



7 CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados da analise do perfil imuno-histoquimico em
pacientes com PAF seguidos no Ambulatério de Poliposes Intestinais da
Disciplina do Aparelho Digestivo e Coloproctologia do Departamento de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo, pode-se concluir que:

1. A elevada proliferacdo celular, expressa pelo Ki-67 poderia ser
utilizada como marcador de agressividade na polipose duodenal
nao ampular em pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar,
dado que podera ter repercussfes nos critérios de vigilancia
endoscopica e implicacbes nas recomendacfes terapéuticas

desse grupo de doentes.

2. E-caderina, B-catenina, p-53, Caspase-3, Bcl-2, COX-2 e PD-L1

nao tiveram associacdo com a gravidade da polipose duodenal.
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ANEXO 1. Parecer da comissdo de ética para andlise de projetos de

pesquisa CAPPesq

v
Hospital das Clinicas da FMUSP
L” Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: PERFIL ENDOSCOPICO DA MUCOSA DO INTESTING DELGADD NA POLIPOSE
ADENOMATOSA FAMILIAR, ASPECTOS CLINICOS, MOLECULARES E IMUNG-HISTOGUIMICOS
Pesguisador Responsdvel: Adriana Vaz Safatle-Ribeiro Versfio: 3

Pesguisador Executante: Marianny Nazareth Sulbardn Nava  CAAE: 33404214.2 00000068
G duteres Fabie Guilherme Gasserta Maryssanl Campas, Leanards Alfense Dusterments
Lopes, Robson Kiyoshi Ishida, Rogério Kuga, Eduardo Guimardes Hourneaux de Moura, Paulo
Sakai, Sérgio Carlos Mahas, van Cacconello, Ulysses Ribeiro Jnior,

Finalidade Académica Mestrado

Institubgdo: HCFMUSP

Departamento: GASTROENTEROLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 12328
Nidmaro do Parecer; 1.391,559
Data da Relatoria: 20/01/2016

Apruscntugie do Projoten Porfil cndescopice da mudoza de intosting delgade na peliposs
adenomatosa familiar, Aspectos clinicos, molecutares e imunc-histoquimicos.

Objetive da Pesquisa: Objetiva Primarie; 1) Avaliar a prevaléncia & a intensidade da
adenomatose duodenojejunal em pacientes com PAF em nosso melo, através do mitodo
endoscdpieo?); Correlacionar mutagfies do gene ARC & marcadones de Imunohistogquimica com
a gravidade fenotipica da adenomatose duodeno|ejunal. Objetivo Secundirio: 3] Correlacionar
0 intenaidade da sdenometoss deadenel com o grovidds de poliposc coldnicad) Corrclacionar
os tipos de mutagdes do gene APC com a expressdo fenotipica de adenomas de anastomose &
bolsa lleal.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios: Riscos: relacionados b coleta de sangue, & duodenoscopia
com hidpsia, enteroscopla de duplo ballo - via oral com biGpsia, enteroscopla de duplo balio -
via anal com bidpsia: O paclente pode apresentar cdlicas apds o exame, geralmente facilmente
tratada Com analgésioos. 05 riscos associados & realizacho de ducdenoicopls o enberoscopie
de duplo balio sdo raras, como pancreatite e perfuracdo, inerentes a qualguer outro exame
endoscdpico, além dos riscos associados & sedaglo. Beneficios: Indiretos. Ao final de estudo,
poder-se-d concluir se existe algum fator que apresente associaglo com a predisposicdo para
malignidade da mucosa do intesting delgado em pacientas com Polipose Adenomatosa
Familiar, oferecendo melhor conhecimento da doenga e, consequentements, mealhor
abordagem clinica sos pacientes.

C ios e Consideragbes sobre a P isa: Pesquisa devidamente avaliada em pareceres
prévios, No mamento, apresentagio de emenda - Participago do HSL (Hospital Sirio Libanés],

Consideraglies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria; Adequados,

| Recomendaghes: Nio hi '
| Conclusbes ou Pendenclas ¢ Lists de Ingdegquagtes: Ndw bk .
Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragiio - 5¢ andar
CEP 05403-010 - 58o Paulo - 5P,
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | cappesq.adm@hc, fm usp.br
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Necessita Apreciacio da CONEP: Nio.
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Coordenador
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ANEXO 2. Registro do estudo na plataforma do Clinical Trials

[} u.5. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov

Find Studies v  About Studies v Submit Studies v  Resources +  AboutSitev  PRS Login

Home >  Search Results >  Study Record Detall ~ Save this study
Trial record 1 of 1 for:  Familial Adenomatous Polyposis | S&o Paulo, Brazil
Previous Study | Return to List | Next Study

Small Bowel Endoscopic Evaluation in Familial Adenomatous Polyposis (FAP)

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02656134

The safety and scientific validity of this study is the responsibility of the study
Recruitment Status @ : Unknown

Verified January 2016 by Marianny Sulbaran, University of Sao Paulo.
Recruitment status was: Recruiting

A sponsor and Investigators. Listing a study does not mean it has been evaluated by
the U.S. Federal Government. Read our disclaimer for details.

Sponsor:
University of Sao Paulo

Information provided by (Responsible Party):
Marianny Sulbaran, University of Sao Paulo
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Information from the National Library of Medicine ()
To learn more about this study, you or your doctor may contact the study research staff using the contact information provided by the sponsor.

Please refer to this study by its ClinicalTrials.gov identifier (NCT number): NCT02656134

Contacts

Contact: Marianny Sulbaran, MD 5511 948626841 mariannysulbaran@gmail.com

Locations

Brazil

University of Sao Paulo Medical School Recruiting

Sao Paulo, Brazil

Contact; Adriana Vaz Safatle-Ribeiro, MD, PhD

Contact  adrisafatleribeiro@terra.com.br
Sponsors and Collaborators

University of Sao Paulo

Investigators

Principal Investigator. - Marianny Sulbaran, MD  PhD
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ANEXO 3. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N® SEXO: Mo Fc
DATA MASCIMENTO: ! !
ENDERECO: M APTO:
BAIRRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDD ( )

2. RESPONSAVEL LEGAL
MNATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N® SEXO: Mo Foc
DATA NASCIMENTO: ! f

ENDERECO: e APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: DDD ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Perfil endoscépico da
mucosa do intestino delgado na polipose adenomatosa familiar. Aspectos
Clinicos, moleculares e imuno-histogquimicos™

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof®. Dra. Adriana Vaz Safatle Ribeiro
CARGO/FUNGAQ: Médica. CRM: 60.168

UNIDADE DO HCFMUSP: Servigo de Endoscopia Gastrointestinal do
Departamento de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

3. DURACAD DA PESQUISA: 1 ano
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2. Desenho do estudo e objetivo(s)

Yocé esta sendo convidado a pariicipar desta pesquisa, pois realizou uma cirurgia
de colectomia (retirada de uma parte do intestino) devido a uma doenga chamada
polipose adenomatosa familial.

Este projeto tem como objetivo verificar quantas pessoas que fizeram esta cirurgia
(colectomia) desenvolveram também a doenca (adenomatose) em outras partes do
intestino (ducdeno e jejuno).

Alem disso, esta pesquisa visa determinar que fatores estanam associados ao
desenvolvimento desta doenca (alteracSes geneticas, alteragdes nas células do
intestino). Para isso, ser3o analisadas informacfes do seu prontuario no hospital e
serdo realizados exames de sangue e de duodenoscopia, de enteroscopia via oral
e de enteroscopia via anal.

3. Procedimentos ndo rotineiros que serdo realizados:

Caso vocé aceite participar desta pesquisa, vocé realizara alguns exames.

Coleta de Sangue: Com uma agulha sera refirado uma amostra de sangue de
cerca de 12 mL (uma colher de sopa). Este exame ser3 realizado para avaliar se
ha a presenca de uma alterac3o genética no seu DNA (gene APC).

Duodenoscopia com bidpsia: Sera introduzido um tubo flexivel pela sua boca para
que seu intestino possa ser avaliado. Durante este exame, 11 (onze) pequencs
fragmentos serdo retirados para serem analisados.

Enteroscopia de duplo baldo - via oral com bidpsia: Este exame sera realizado
apenas se forem encontrados adenomas maiores no exame de duodenoscopia.
Sera introduzido um tubo flexivel pela sua boca para que seu intestino possa ser
avaliado Durante este exame, 10 (dez) pequenos fragmentos serfo retirados para
serem analisados. Este exame sera agendado em outro dia.

Enteroscopia de duplo baldo - via anal com biopsia: Este exame sera realizado
apenas se forem enconfrados adenomas maiores no exame de ducdencscopia.
Sera infroduzido um tubo flexivel pelo dnus para que seu intestino possa ser
avaliado Durante este exame, 10 (dez) pequencs fragmentos serdo retirados para
serem analisados.

A todos participantes sera garantida assisténcia para qualquer problema
decomente da realizagSo de qualquer intervencio neste estudo. Todos os
procedimentos deste protocolo serdo realizados por profissionals freinados,
expenentes e habilitados para cada aividade especifica.

4. Relagdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados:
Caso vocé aceite participar desta pesquisa, ndo haverd nenhuma alteracdo no seu
tratamento e acompanhamento nesta instituico.

3. Descrigido dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos
itens 2 e 3:

Para evitar eventuais riscos ou desconfortos, todos os procedimentos desta

pesquisa serdo realizados por profissionais experientes, capacitados e habilitados

para cada atividade especifica. Vocé devera procurar o senvico de emergéncia do

HC sempre que apresentar qualquer complicagao.
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Coleta de Sangue: Vocé podera sentir uma picada da agulha e podera aparecer
uma mancha roxa (hematoma) no local desta picada.

Duodenoscopia com bidpsia, enteroscopia de duplo balfo - via oral com bidpsia,
enteroscopia de duplo baldo - via anal com bidpsia: Para evitar desconfortos, um
medicamento sera injetado na veia do seu brago para que vocé durma durante o
exame. Durante o procedimento, & necessana insuflacdo de ar no intestino para
gue o intestino seja devidamente visualizada, o que pode ocasionar colicas apds o
exame, geralmente facilmente tratada com analgésicos. Os riscos associados 3
realizacio de duodenoscopia e enteroscopia de duplo baldo sdo raros, como
pancreatite e perfuracio, inerentes a qualquer outro exame endoscopico.

6. Beneficios para o participante

Mo final do estudo, poderemos concluir se existe algum fator que apresente
associacio com a predisposicdo para malignidade da mucosa do intestino delgado
em pacentes com Polipose Adenomatosa Familiar, oferecendo melhor
conhecimento da doenga e, consequentemente, melhor abordagem clinica aos
pacientes.

7. Relacéo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos
quais o paciente pode optar:
Caso vocé ndo aceite parficipar desta pesquisa, ndo havera nenhuma
alterag3o do seu tratamento nesta instituicio.

8. Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. A principal
investigadora & a Dra. Adriana Vaz Safatle Ribeiro que pode ser encontrada no
endereco Rua Enéas Carvalho de Aguiar, 155, 6°. Andar, Bloco 3, Senvigo de
Endoscopia, telefone em horario comercial (11) 26616221 e no telefone (11)
996744902 (24 horas). Se vocé fiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5% andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-
mail: cappesq@hcnet usp.br.

9. Garantia da liberdade da retirada de consentimento
Vocé pode retirar o seu consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a confinuidade de seu fratamento na
Instifuicio.

10. Direito de confidencialidade

As informacdes obtidas serSo analisadas em conjunto com outros pacientes,
n3o sendo divulgada a identificacdo de nenhum pacients.

11. Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas

Wocé tera o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das

pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados dos exames, ou qualquer

outro procedimento desta pesquisa que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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12. Despesas e compensacoes

M&o ha despesas pessoais para o pariicipante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também n3c ha compensacdo financeira, sua
participacio nesta pesquisa & voluntana. Se existir qualquer despesa adicional, ela
sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Vocé terd o direito de solicitar
indenizagdo no caso de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

13. Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i
ou gque foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Perfil endoscopico da
mucosa do intestino delgado na polipose adenomatosa familiar. Aspectos
Clinicos, moleculares e imuno-histoguimicos ™.

Eu discuti com o médico sobre a minha decisfo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais s3o os propasitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconforios e nscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos pemanentes. Ficou claro também que minha participacio é
Isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei refirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquindo, ou no meu
atendimento neste Servico.

Assino 2 (duas) vias deste documento, as guais uma ficara com o médico e
sua equipe e a outra via sera entregue para mim.

Assinatura do paciente/representante legal Data __ [ [

Assinatura da testemunha Data __ [ 1

{para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.)

Declaro gque obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participag&o neste estudo.

Assinatura do médico gue obteve o consentimento Data I 1
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ANEXO 4. Classificacdo endoscopica de Paris

Plano - Elevada

“

Plana

Elevada - Séssil

Plano- deprimida

Escavada
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APENDICE 1. CARTA DE ACEITACAO DO ABSTRACT “KI-67
EXPRESSION CAN BE A MARKER OF AGRESSIVENESS OF DUODENAL
DISEASE IN FAMILIAL ADENOMATOUS POLYPOSIS” NO DIGESTIVE
DISEASE WEEK, CHICAGO 2020

Digestive Disease Wenk May 2-5, 2020 | Exhibit Dates: May 3-5
Chicago, IL

.DDWCHICAGO ﬁ’ e o, v Disease
It

Dear Dr. Marianny Sulbaran,

Congratulations! On behalf of the ASGE Annual Scientific Program Committee, | am pleased to inform you that your abstract, KI-67
EXPRESSION CAN BE AMARKER OF AGRESSIVENESS OF DUODENAL DISEASE IN FAMILIAL ADENOMATOUS POLYPOSIS (3351683),
has been selected for a poster presentation during Digestive Disease Week® (DDW) at McCormick Flace in Chicago, IL, May 2-5, 2020. Please
notify any co-authors of this acceptance. Details of your session follow:

SESSION DETAILS

Session Type: Poster Session

Session Title: Upper Gl Small Bowel Imaging

Session Date: May 5, 2020

Presentation Title: KI-67 EXPRESSION CAN BE A MARKER OF AGRESSIVENESS OF DUODENAL DISEASE IN FAMILIAL ADENOMATOUS
POLYPOSIS

Presentation Time: 12:30 p.m. to 1:30 p.m.
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APENDICE 2. PUBLICAGCAO DO ABSTRACT “KI-67 EXPRESSION CAN BE
A MARKER OF AGRESSIVENESS OF DUODENAL DISEASE IN FAMILIAL
ADENOMATOUS POLYPOSIS” NA GASTROINTESTINAL ENDOSCOPY
2020

Tu1563 KI-67 EXPRESSION CAN BE A MARKER OF
AGRESSIVENESS OF DUODENAL DISEASE IN FAMILIAL
ADENOMATOUS POLYPOSIS

June 2020 - Gastrointestinal Endoscopy 91(6):AB620-AB621 - = Follow journal
DO 10.1016/].qie.2020.03.3735

€ Marianny Sulbaran - § Fabio Guilherme Campos - Vitor R. Paes - Show all 11 authors -
Adriana V. Safatle
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Tul562
NARROWBAND IMAGING VERSUS WHITE LIGHT
ENDOSCOPY IN DETECTION OF GASTRIC INTESTINAL m
METAPLASIA: A META-ANALYSIS AND SYSTEMATIC
REVIEW
Umesha Boregowda* ', Mohammad Bilal®, angn Lim”, Madhav Desai’
‘Bassett Medical Center, Cooperstown, NY: “RIDMC, Harvard Medical
School, Boston, MA: Jf,mmfmy of South Carolina School of Medicine
Greenville, Greenville, SC; “Kansas ity Vereran Affairs Medical Center,
Kansas city, MO
Background: Gastric cancer is the 8th leading cause of cancer-related desth world-
wide, Gastric intestinal lasia (GIM) is a p Ii condition that can lesd
to gastric adenocarcinoma, However, GIM il 0 be challenging to di
and random gastric biopsies can often miss GIM. Narrowhand imaging (NBI) has
shown potential in the detection of GIM, but pooled estimates are not known
wcompared to standiard white light endoscopy (WLE). Methods: Electronic literature:
search (Medline, Embase, and Cochran database) was performed for studies of NBI
for the detection of GIM compared to WLE. Studies in abstract form only, case se-
riess, case reports, editorials, and review articles were excluded. The primary
outcome was the pooled detection rate of GIM when NBL was used compared to
WLE. The gold standard for the primary outcome was the detection of GIM on
histopathology. Pooled estimates using proportions from each group were
compared using a random-effects model with odds ratio (OR) and 95% CL Publi-
cation bias was examined using funnel plot asymmetry. Results: A total of 595 articles
were reviewed, and seven studies were found eligible. There were two prospective
randomized, blinded crossover studies, two prospective blinded studies, two pro-
spective unblinded stuclies, and one retrospective m}mn atudy A total of 1008
subjects undersent upper endoscopy for various indica Juding reflux
symproms (12.3%), dvspepsia (H.éx:}, abdominal pain (8%), postprandial fullness
(5.5%), and anemia (29%). The averapge age was 55.3 years and 34.6% were males,
There were 300 (29.7%) subjects who were found to have GIM. NBI was able to
derect GIM in 23% additional subjects thar were not detected by WLE alone. Pooled
OR was (0,52 (95% C1 0.20:0.83; p<0.01) sugpestive that NBL was better at the
detection of GIM compared to WLE [Figure 1]. Only four patients needed 10 un-
dergo MBI to find 1 GIM compared to WLE. Thers was moderate heterogeneity in
outcomes (12 34%). There was no evidence of publication bias (Figure 2).
Conchusion: Narrow band imaging could detect more patients with GIM as
compared to WLE alone. Findings suggest that NBI should be employed in clinical
practice during upper endoscopy to guide L.Ame:le:d aamplmg given its effectiveness
in improving the d ion of gastric i

20
-~

4 4 2 ° 2 %

Log Cos Rato

Figure 2. Funnel Plot
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KI-67 EXPRESSION CAN BE A MARKER OF

AGRESSIVENESS OF DUODENAL DISEASE IN FAMILIAL m
ADENOMATOUS POLYPOSIS _

Marianny Sulha.rzn"" Fabio G. Campos', Vitor R, Paes’,

Venancio A Alves', Humberto Kishi®, Eduardo G. de Moura',

Leonardo A Busramantc -Lopez' bcrgm €. Nahas', Ulysses Hibmm

*, Adriana V. Safatle’

‘University of Sao Paulo. Gastroenterology Department,, Sao Paulo,

o Pawlo University School of Medicine, Sao Pawlo, Brazil;
Siric Lzbafwi Hospital, Patbology Department, Sao Paulo, Brazil

Aims: We aimed to analvee the expression of immunchistochemical markers ancd
germline mutations in patients with duodenal disease in Familial Adenomatous
Polyposis (FAP). Methods: This prospective study included 82 patients with FAP that
it been previously submitied w prophylactic prociooolectomy at a single center in
Brazil. Frontal and kteral view ducdenoscopies were performed from July 2013 until
April 2018, Duodenal polyposis was classified according to Spigelman. The expres-
sion of Ki-67, Bel-2, E-cadherin, Beta-catenin, p33, Caspase 3, COX-2, and PI-L1
were analyzed by tissue microarray in normal duodenal mucosa and duodenal ad-
enomas. These markers were related to predefined groups according to severity of
duodenal polyposis (Group 1: Spigelman 0041 Group 2: Spigelman DLV), Blooed
samples from 8 Spigelman HLTV anddor patients with ampullary adenoma were
submitted to penetic sequencing by Mumina and Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification. Results: A total of 62 patients from 46 families with FAP, mean
ape: 36.1 (22 to 41) years, 32 (51.6%) female wene anabyeed. Advanced duodenal
polyposis was present in 13/62 patients (21%); 9 male (69.2%) at a mean age of 376
(21 1o 47) years. There was a significant assocation between Ki-67 expression and
adhvanced Spigelman score (pe 0,005). Expression of E-cadherin, Beta-catenin, COX-
2, p53, Bel2, Caspase 3, and PI-LL were not significantly associated to advanced
dundenal disease (p>0.05). Among the 8 patients submitted to molecular evalua-
tion, 5 (62.5%) presented deletions in exon 15 of APC gene, and 4 (50%) had novel

ABA20 GASTROINTESTINAL ENDOSCOPY Volume 91, No. 65 : 2020

mutations in APC. Conclusions: High cellular proliferation expressed by Ki-67 may

be used as a marker of apgressiveness in duodenal adenomate

in FAP. Deletions

in exon 15 of APC gene were the most frequent mutations in patients with advanced
duodenal disease.
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the clinical wility of alternative modalities, such as EUS-guided gastroenterostomy
given the frequency of gastroducdenal SEMS related adverse events,
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APENDICE 3. CARTA DE ACEITACAO DO ABSTRACT NA UNITED
EUROPEAN GASTROENTEROLOGY WEEK, VIENNA 2016

Maresa Wiener <M Wienern@ueg eu=
Jul' 7
to me

Dr. Mananny Sulbaran, Hospital Das Clinicas, University of Sao Paulo School
of Medicine, Gastromtestinal Endoscopy Service. Gastroenterology
Department, Av. Dr. Enéas de Carvalho Agwar, 255 - Bloco 3, Sao Paulo -
SP, Brasil, 04011060, Sao Paulo, BR

Your email: manannysulbaran@egmail com
Vienna, Thursday July 07, 2016

UEG Week 2016
October 15-19, 2016, Vienna - Austria

Dear Dr. Marianny Sulbaran,

Thank you for having submitted an abstract for UEG Week 2016 to be
held in Vienna this October.

Congratulations! Your abstract N° 993 Title: Risk factors for
advanced small bowel disease in Familial Adenomatous
Polyposis: A prospective, single-center study has been accepted
for POSTER presentation and publication.

Your abstract has been renumbered and the new number is:

P1624
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APENDICE 4. BOLSA RECEBIDA NO EUW 2016
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24th UEG Week Vienna 2016
October 15-19, 2016
Austria Center Vienna, Vienna Austria

1D: 2912

Mananny Subaran

| tsaptal Daa Clinicaa. Univeralty of Gas Pauks Schieol of Medicine
Rua Jose Antonio Coalho. 207 apto 13, 04011060
(4011060-Sao Paulo

Brazil

Email. mariannysubaran@gmail.com

Letter of Invitation

Daar Mananny Suibaran
We are pleased to leam that you mitend 10 attend UEG Week Vienna 2016

We giadly extend %0 you a corghal invitation 1o 1ake part in this intematonal mesting and
share your experenca with colizaguas from &t around the world. Leading parsonalities in
your field will gather in Vienna, Austria 1o debate and evaluate new basic finding and studies

The purpose of this meating 15 to teach and Inform about the state- of-the-art In the fisid of
gastroenteroiogy, clnical applications and research. Internatianal experls will present the
I3test davelopments, Case studeas and resaarch resuits

Furthermaore, a wide ranpe of equpment relavant 1o e figld of gastroanterclogy wil be
prosanias armis insarnatanal congress.

UEG confirms thal Marianny Sulbaran has been granied lree regsiration
for UEG Week Vienna 2016 and €1,000 for fravel and accommodation expenses within
the scope of the UEG intemational Scholarship Programme

We look forward 1o welkooming you in Vienna
Yours sinceraly

AL, TVE
United Europasn Gastroenlerology GraH

Date of Binth 1681.12.10
Genter female
Passpornt Number 060973376

Navonanry vanansana
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Marian

my Sulbaran
Hospial Dag Clinicas, Unnversity of Sao Pauo
School of Medicne
Rua Jose Antoro Coedho, 207, aplo 13,

94011000
04011080-Sa0 Pauld
Beazi

Reference: 2812

Dear Mananny Sulbaran,

Congratulatons on your acceplance as cne of the UEG Intamational Scnclars 2016, We
herewith confirm ihat you have been regiaterad for UEG Week Vierna 2018 inciuding the
Pestgraduate Teaching Programme. As UEG Indernational Scholar, your congress
registration is free of charge and your registration fee wil be waived!

You wil receive the Congress documants upan amval at the regstration counters
at the congress vanue’

Austria Center Vienna
Bruno-Kresky-Platz 1
A-1220 Vienna

i you have any questions pleasa dan't bastate 1o cortact e afcial regatation
parinar at usgaeck registrationimondial-congress com

Ve ook forward 1o welcoming you In Vienna

Yours sincaraly,
Wi Holde
Unzed European Gastroemerclogy GmbH
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APENDICE 5. DADOS DA LEITURA DOS DIFERENTES MARCADORES

DE IMUNO-HISTOQUIMICA EM TECIDO DUODENAL

ENDOSCOPICAMENTE NORMAL
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APENDICE 6. DADOS DA LEITURA DOS DIFERENTES MARCADORES
DE IMUNO-HISTOQUIMICA EM ADENOMAS DUODENAIS
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