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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é um desafio crescente na regido amazobnica. A
instabilidade de microssatélites (MSI) constitui um biomarcador molecular de
importancia diagnostica e prognostica, enquanto as citocinas modulam o
microambiente tumoral e influenciam a resposta imune. Trata-se de um estudo
transversal, observacional e analitico como objetivo descrever os perfis de MSI e
avaliar os niveis séricos de citocinas em pacientes com CCR atendidos na Fundagéao
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON). Entre 2023 e
2025, foram incluidos 60 pacientes elegiveis. Amostras pareadas de tumor e sangue
periférico foram analisadas por PCR, utilizando o painel Applied Biosystems™
TrueMark™ MSI (13 marcadores), e quantificadas com o TrueMark™ Software. As
citocinas IL-183, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-qa, IL-12p70 e IL-17A foram avaliadas
por citometria de fluxo (BD™ Human Inflammatory Cytokines e Th1/Th2/Th17 kits). A
frequéncia de MSI-H foi de 28,3% (17/60), enquanto 71,7% (43/60) apresentaram
perfil MSI-L/MSS. Os marcadores BAT-40 (56,9%) e NR-22 (58,6%) apresentaram as
maiores taxas de instabilidade, seguidos por NR-21 (34,5%), NR-24 (36,2%) e NR-27
(36,2%). Os tumores MSI-H apresentaram maior frequéncia no célon direito e no
subtipo mucinoso; entretanto, essas diferencas ndo apresentaram associacio
estatisticamente significativa. Nao foram observadas diferencas significativas entre o
status MSI e variaveis clinicas, mas niveis mais altos de IL-12p70 foram encontrados
em pacientes sem metastase (p = 0,0187), sugerindo papel protetor. Estes achados
caracterizam aspectos moleculares e imunoldgicos do céancer colorretal em uma
coorte clinica diagnosticada e tratada em um centro de referéncia em Manaus,
Amazonas, e nao devem ser interpretados como representativos da populagao geral
do estado. Os dados observados fornecem uma base para investigagdes adicionais
sobre biomarcadores moleculares e imunolégicos no cancer colorretal em populagdes
clinicas da Amazonia e podem contribuir para futuras abordagens de oncologia de
precisao em contextos historicamente sub-representagdes.

Palavras-chave: Cancer Colorretal; Instabilidade de microssatélites; Citocinas;

Amazonia.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a growing challenge in the Amazon region. Microsatellite
instability (MSI) is a molecular biomarker of diagnostic and prognostic importance,
while cytokines modulate the tumor microenvironment and influence the immune
response. This is a cross-sectional, observational, and analytical study aimed at
describing MSI profiles and evaluating serum cytokine levels in CRC patients treated
at the Amazonas State Oncology Control Center Foundation (FCECON). Between
2023 and 2025, 60 eligible patients were enrolled. Paired tumor and peripheral blood
samples were analyzed via PCR using the Applied Biosystems™ TrueMark™ MSI
panel (13 markers) and quantified using TrueMark™ Software. Cytokines IL-1p3, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q, IL-12p70, and IL-17A were evaluated by flow cytometry
(BD™ Human Inflammatory Cytokines and Th1/Th2/Th17 kits). The frequency of MSI-
H was 28.3% (17/60), while 71.7% (43/60) exhibited an MSI-L/MSS profile. The
markers BAT-40 (56.9%) and NR-22 (58.6%) showed the highest instability rates,
followed by NR-21 (34.5%), NR-24 (36.2%), and NR-27 (36.2%). MSI-H tumors were
more frequently located in the right colon and were more often of the mucinous
subtype; however, these differences were not statistically significant. No significant
differences were observed between MSI status and clinical variables, but higher levels
of IL-12p70 were found in patients without metastasis (p = 0.0187), suggesting a
protective role. These findings characterize molecular and immunological aspects of
colorectal cancer in a clinical cohort diagnosed and treated at a referral center in
Manaus, Amazonas, and should not be interpreted as representative of the state's
general population. The observed data provide a basis for further investigation into
molecular and immunological biomarkers for colorectal cancer in Amazonian clinical
populations and may contribute to future precision oncology approaches in historically

underrepresented contexts.

Keywords: Colorectal cancer; Microsatellite instability; Cytokines; Amazon.
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1 INTRODUGAO

O cancer colorretal (CCR) é uma doencga multifatorial e heterogénea, ocasionada
pela desregulacéo e pela reproducdo desordenada das células da mucosa intestinal. A
transformacdo maligna decorre da ativagdo de oncogenes ou da inativagdo de genes
supressores tumorais (De Palma et al., 2019).

O CCR constitui um grave problema de saude publica mundial, sendo o terceiro
cancer mais comum e a segunda principal causa de morte relacionada a neoplasias em
todo o mundo (Xi; Xu, 2021). Estima-se que ocorram cerca de 1,9 milhdo de novos
diagnosticos por ano, com projegdes que indicam um aumento para 3,2 milhdes de casos
e 1,6 milhdo de 6bitos até 2040 (Morgan; Arnold; Gini, 2023).

No Brasil, desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o CCR € o terceiro
mais frequente em ambos os sexos, com uma estimativa de 45.630 novos casos por ano
no triénio 2023-2025, correspondendo a um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil
habitantes (INCA, 2023).

Quanto a distribuicdo geografica, o CCR ocupa a terceira posicdo em incidéncia
na Regido Norte. No Amazonas, estimou-se para 2023 cerca de 140 novos casos em
homens e 160 em mulheres. Em Manaus, esses valores correspondem a uma taxa bruta
de 8,81 casos por 100 mil homens e 11,55 por 100 mil mulheres (INCA, 2023).

Entre os fatores de risco descritos encontram-se: idade, tabagismo, etilismo,
sedentarismo, sobrepeso ou obesidade, diabetes mellitus tipo 2, dieta pobre em fibras e
consumo excessivo de carnes vermelhas e processadas. Esses sao considerados
fatores modificaveis, relacionados ao ambiente e ao estilo de vida. Entre os fatores nao
modificaveis, destacam-se a idade, o histérico pessoal ou familiar de CCR e sindromes
hereditarias, como a polipose adenomatosa familiar (PAF), a sindrome de Lynch (LS) e
o cancer colorretal hereditario ndo polipose (HNPCC) (American Cancer Society, 2024).
As manifestagdes clinicas classicas do CCR incluem sangramento retal com ou sem
presenca de muco, dor abdominal, alteragdes no habito intestinal, aflamento das fezes,
constipacao, distensao abdominal, perda de peso, astenia e episddios febris (Holtedahl,
2021).

A tumorigénese do CCR evolui de forma silenciosa, afetando o epitélio do colon,
por meio de alteracdes nos mecanismos de diferenciagao celular, proliferacdo anormal,
resisténcia a apoptose, invasdo de estruturas adjacentes e metastases a distancia.
Esses processos envolvem trés vias moleculares cruciais: a instabilidade cromossémica
(CIN), o fenétipo metilador da ilha CpG (CIMP) e a instabilidade de microssatélites (MSI),
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presente em aproximadamente 15% dos casos de CCR (Aggarwal; Quaglia; McPhail,
2022; Wang; He; Ugai, 2021).

Os microssatélites sdo sequéncias curtas e repetitivas de nucleotideos,
abundantes em diversas regides do genoma, que desempenham papel essencial na
regulagdo da expressdo génica (Lin; Zhang; Luo, 2020). A manutencdo de sua
integridade € fundamental para o funcionamento celular adequado. Alteragbes nesses
elementos indicam falhas nos mecanismos de reparo de erros do DNA, conhecidos como
reparo por incompatibilidade de microssatélites (MMR). A MSI pode ser classificada em
trés niveis: alto (MSI-H), baixo (MSI-L) e estavel (MSI-S) (Amato; Franco; Facchini,
2022). Tumores com MSI-H pode ser classificado de acordo com o quando ha mais de 2
loci instaveis; MSI-L quando ha apenas um locus instavel; e estabilidade de
microssatélites (MSS) quando todos os microssatélites sdo estaveis (Amato; Franco;
Facchini, 2022). Os tumores MSI-L e MSS apresentam caracteristicas moleculares e
clinicas parecidas. Assim, os pacientes com MSI-L sdo classificados como MSS e nédo
respondem a ICl da mesma forma que os pacientes com MSI-H (Li et al., 2020).

Além das alteragdes genéticas, a biologia tumoral do CCR também é modulada
pelo microambiente inflamatério. Citocinas e quimiocinas secretadas pelas células
tumorais e imunoldgicas, como IL-1, IL-6 e TNF-q, influenciam diretamente a progressao
neoplasica (Braumdiller et al., 2022). Evidéncias recentes reforgam o papel da inflamacgao
como eixo central da carcinogénese colorretal (Pei; Gao; Wu, 2024).

O presente estudo visa caracterizar a frequéncia da MSI e os niveis sérico de
citocinas de pacientes com diagnostico de adenocarcinoma de colorretal atendidos na
Fundacdo Centro de Controle de Oncologia no Amazonas-FCECON. O estudo podera
subsidiar aplicagdes clinicas futuras, incluindo o rastreamento de pacientes com risco
elevado e a personalizagdo do tratamento, a partir da identificagdo de assinaturas
moleculares especificas. Assim, a investigacdo da instabilidade de microssatélites
assume relevancia estratégica na oncologia moderna, uma vez que a identificagcao de
tumores com MSI sdo componentes chaves na avaliagdo possibilitando estratégias
terapéuticas mais eficazes e direcionadas subjacentes o CCR.

2 REVISAO BIBIOGRAFICA

21 Epidemiologia do cancer colorretal.
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O cancer colorretal figura entre as principais neoplasias malignas em termos de
incidéncia e mortalidade. Globalmente, representa o terceiro tipo mais diagnosticado,
sendo responsavel por cerca de 10% de todos os casos de cancer e por 9,4% das mortes
atribuidas a tumores do célon e reto (Siegel; Wagle; Cercek, 2023). Estimativas apontam
que sua incidéncia podera alcangar 3,2 milhdes de casos até 2040 (Xi; Xu, 2021).
Adicionalmente, observa-se um crescimento preocupante do CCR em individuos com
menos de 50 anos, tendéncia ja considerada um desafio emergente para a saude global
(Vuik; Nieuwenburg; Bardou, 2019).

No Brasil, o CCR ocupa a quarta posi¢gao em incidéncia quando estratificado por
sexo, representando 6,5% de todos os canceres diagnosticados (INCA, 2023). Para o
triénio 2023—-2025, projetam-se 45.630 novos casos anuais, equivalentes a um risco
estimado de 21,10 por 100 mil habitantes, com distribuicdo de 21.970 casos entre
homens e 23.660 entre mulheres (INCA, 2023) (Figura 1).

Localizagdo Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos %

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres  Prostata 73.610 30,10%
Colon e reto 21.970 9,2% Célon e reto 23.660 9,70%
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7,5% ;;T:wl;iia, brénquio e 17.010 7,00%
Estémago 13.340 5,6% Estémago 14.540 6,00%
Cavidade oral 10.900 4,6% Cavidade oral 14.160 5,80%
Esofago 8.200 3,4% Esofago 8.140 3,30%
Bexiga 7.870 3,3% Bexiga 7.840 3,20%
Laringe 6.570 2,7% Laringe 7.310 3,00%
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.690 2,30%
Figado 6.390 2,7% Figado 5.620 2,30%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1. Estimativa da incidéncia dos dez tipos de céncer mais frequentes para o Brasil, no triénio 2023 — 2025,
excluindo-se os casos de cancer de pele ndo-melanoma (Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Segundo o levantamento realizado pelo INCA, a distribuicao dos casos por Regiao
mostra que o CCR apresenta indices crescentes no Estado do Amazonas (INCA, 2023).
Sendo classificado como a quarto estado mais frequente em diagndsticos do CCR com
uma taxa bruta de 6,84 casos para 100 mil habitantes, a incidéncia € maior entre as
mulheres, com estimativa de 7,47/100 mil casos, enquanto para os homens a incidéncia
é de 6,20 casos para 100 mil homens (Santos et al., 2023).

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), a distribuicdo dos casos
de cancer colorretal (CCR) por regido evidencia indices crescentes no estado do
Amazonas. Na capital Manaus, os indicadores posicionam na quarta colocagdo em
numeros de diagndsticos, com uma taxa bruta de 13,13 casos por 100 mil habitantes. A

distribuicdo por sexo demonstra maior incidéncia entre mulheres, estimada em uma
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meédia de 130 casos, e uma taxa bruta de 11,55 enquanto entre homens a taxa
corresponde a 8,81 mil. (INCA, 2023). (Figura 2).

Estimativas para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes e do numero de
casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria*

ESTIMATIVA DOS CASOS NOVOS

LOCALIZAGAO PRIMARIA Homens Mulheres

NEOPLASIA MALIGNA

Casos Taxabruta .Taxas Casos | Taxabruta 'Taxas Casos = Taxabruta ‘Taxas
ajustadas ajustadas EITHELED

Célon e reto 100 8,81 12,68 130 11,55 13,54 230 10,21 13,13

*Valores por 100 habitantes.

Figura 2. Taxas butas de incidentes para o Manaus no ano de 2023, por sexo e localizagédo primaria. Fonte: (INCA,
2023).

O CCR é considerado uma neoplasia frequentemente diagnosticada em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que aproximadamente 60% dos casos
ocorram em individuos acima dos 50 anos, o que reforca a relacéo direta entre idade e
risco aumentado para o desenvolvimento da doenca, o indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) tém um impacto significativo nas taxas relacionadas ao CCR podendo ser
considerado um marcador de desenvolvimento socioecondmico e de acesso a saude (Su
et al., 2024).

Em paises e regides com IDH elevado geralmente apresentam melhores
condigdes de saude e acesso aos servicos médicos, fatores que contribuem para a
reducao da mortalidade, mesmo diante de taxas absolutas de incidéncia relativamente
elevadas (Wang; Sung; Yan, 2021) Em contrapartida, regides com baixo IDH tendem a
apresentar maior exposicao a fatores de risco — tais como alimentacédo inadequada,
consumo reduzido de fibras, obesidade e sedentarismo —,além de limitagbes no acesso
a servicos diagndsticos e terapéuticos. Essa combinacgdo resulta em maior mortalidade,
diagnostico em estagios avangados e menor eficacia no tratamento oncolégico (Morgan;
Arnold; Gini, 2023).
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2.2 Cancer colorretal (CCR)

Em 1989, Fearon e Vogelstein propuseram um modelo seminal para a
compreensao da tumorigénese colorretal, no qual descreveram a progressao sequencial
de mutagcbes em oncogenes e genes supressores tumorais, configurando um processo
de multiplas etapas que culmina na transformag&o maligna (Fearon; Vogelstein, 1990).

A carcinogénese do CCR é caracterizada pela interagdo entre alteragdes
genéticas, epigenéticas e fatores ambientais ou comportamentais adquiridos ao longo da
vida. Esse processo geralmente ocorre de forma lenta e assintomatica, podendo se
estender por um periodo de 5 a 10 anos até a detecgao clinica (Dekker et al., 2019; Islas;
Quiroz-Reyes; Delgado-Gonzalez, 2022). Alteragdes herdadas ou adquiridas
comprometem mecanismos de controle do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose,
favorecendo a proliferagdo descontrolada do epitélio colénico e retal (Shakhpazyan;
Mikhaleva; Bedzhanyan, 2023).

Anatomicamente, o colon de um adulto saudavel extensdo meédia entre 80 e 110
cm em adultos, é dividido em quatro segmentos principais: ascendente, transverso,
descendente e sigmoide, conectando-se ao reto. Essa organizagdo anatbmica é
essencial para suas fungoes fisioldgicas de absorc¢ao hidrica e formacgao fecal (Cui et al.,
2023) (Figura 3).

Cdlon transverso

ot Célon ascendente {

Figura 3. Representagdo do célon (ascendente, transverso, descendente, sigmoide) e reto. Fonte: Adaptado de
(Santos et al., 2023).
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O CCR frequentemente tem origem a partir de pélipos adenomatosos, inicialmente
benignos, mas com potencial de adquirir mutagdes que favorecem sua progressao para
adenomas avangados e, subsequentemente, carcinomas invasivos (Xu; He; Wang,
2020).

O evento inicial mais comum é a mutagdo ou inativagdo do gene APC
(Adenomatous Polyposis Coli), regulador da proliferagdo celular e adeséo epitelial. A
perda dessa fungado resulta na formagdo de polipos adenomatosos, que podem ser
classificados em tubulares, vilosos ou tubulovilosos (Shakhpazyan; Mikhaleva;
Bedzhanyan, 2023). Posteriormente, mutagdes no KRAS, envolvido na sinalizagéo
intracelular, sdo observadas em aproximadamente 40-50% dos adenomas que evoluem
para carcinoma, especialmente nos de fendétipo viloso (Hossain et al., 2022; Liu; Weng;
Dang, 2022).

Outro evento crucial € a perda de fungdo do TP53, gene supressor tumoral
responsavel pela indugédo do apoptose e regulacdo do ciclo celular. A inativagdo desse
gene é frequentemente detectada em adenomas de alto grau, representando uma etapa
critica para a transi¢cao para carcinoma invasivo (Frebourg et al., 2020). Quando o TP53
€ perdido ou inativado, as células podem escapar da morte celular e continuar a se dividir
de forma descontrolada, contribuindo para a progresséo do tumor, perda de TP53 ocorre
frequentemente em adenomas de alto grau (com displasia avangada), um passo critico
para a transformagcdo do adenoma em um carcinoma invasivo. Quando o adenoma
adquire mutagdes adicionais, ele pode se transformar em cancer, invadindo as camadas
mais profundas da parede intestinal e se espalhando para outras partes do corpo
(metastase) (Morris; Kennedy; Baxter, 2023; Xu; He; Wang, 2020).

Caracteristicas Moleculares e Fenotipicas, com a progressao do cancer, o tumor
adquire caracteristicas moleculares e fenotipicas que permitem sua sobrevivéncia e
proliferagdo descontrolada. Alguns desses processos incluem: Evasdo da morte celular
programada (apoptose). Tumores desenvolvem mecanismos para evitar a apoptose,
permitindo que células com danos genéticos continuem se proliferando. Angiogénese: O
tumor estimula o crescimento de novos vasos sanguineos para fornecer nutrientes e
oxigénio, sustentando seu crescimento Metastase: As células tumorais adquirem a
capacidade de invadir tecidos adjacentes e se espalhar para 6rgaos distantes (Malki;
EIRuz; Gupta, 2020; Xu; He; Wang, 2020) (Figura 4).
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COLON NORMAL  MUCOSA EM RISCO ADENOMAS CARCINOMA
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gemminativa (hereditarias) de metilagao de proto- de genes supressores  Alteracdes cromossémicas
ou sométicas (adquiridas)  Inativacao de alelos  oncogenes do cancer adicionais macroscopicas
de genes de supressao normais Superexpressao
de cancer (“segundo evento”) de COX-2
(“primeiro evento”)
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Figura 4. Sequéncia ilustrativa da via adenoma-carcinoma. Fonte: Adaptado de (Patologia Basica Robbins,
9° ed, 2013).

2.3 Fatores de risco

O risco de desenvolvimento do CCR resulta da interagao entre predisposicdes
genéticas, envelhecimento e fatores ambientais. Entre as condi¢cbes hereditarias,
destacam-se a Sindrome de Lynch (SL) e a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), que
elevam significativamente a probabilidade de formagdo de pdlipos e subsequente
evolugdo maligna (Chen; Ye; Hu, 2022).

A maioria dos diagnostico € esporadica, associada a idade avangada, entre
individuos acima dos 50 anos, o envelhecimento € um processo fisioldgico que esta
associado a mudancgas progressivas nos niveis celular, levando a um risco aumentado
para o desenvolvimento de varias doencas, incluindo o CCR (Rychter et al., 2023).

Fatores comportamentais e ambientais também exercem influéncia importante. O
sedentarismo, a obesidade e a inflamacado crénica associada ao tecido adiposo
contribuem para o aumento da proliferagéo celular e angiogénese tumoral (Murphy;
Moreno; Hughes, 2019). O estilo de vida e exposigdo a carcindbgenos, também sao
fatores que podem contribuir para alteragdes epigenéticas e mutagées genéticas no
surgimento do CCR (Sawicki; Ruszkowska; Danielewicz, 2021).

O consumo excessivo de alcool e o tabagismo sao fatores de risco que podem
agir como carcindgenos, promovendo estresse oxidativo, silenciamento génico e falhas
no reparo do DNA (Fliss-Isakov et al., 2020; McNabb; Harrison; Albanes, 2020).

A dieta desempenha papel central, a ingestdo elevada de carnes vermelhas e
processadas, alimentos ultraprocessados e dietas hipercaléricas, associada a baixo
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consumo de fibras, favorece um microambiente intestinal pro-inflamatorio e mutagénico
(John Kenneth; Tsai; Fang, 2023; Puzzono; Mannucci; Granno, 2021).

Atualmente, o CCR é reconhecido como uma das principais causas de incidéncia
e mortalidade por cancer em nivel global. As diretrizes internacionais recomendam o
rastreamento sistematico a partir dos 45 anos em individuos de risco médio, estendendo-
se até os 75 anos. Para aqueles com idade 276 anos, a continuidade do rastreamento
deve ser individualizada, considerando condi¢des clinicas e historico prévio de exames
(Robert A Smith, 2021). Assim, o CCR pode ser classificado em esporadico, familiar ou
hereditario, sendo que a maioria dos casos resulta de fatores ambientais e
comportamentais associados ao envelhecimento, enquanto uma menor proporgao

decorre de sindromes genéticas (Gupta; Bharti; Ahnen, 2020).

2.4 Diagnostico e Estadiamento

O diagnostico precoce desempenha um papel fundamental na redugédo desses
indices, visto que o CCR apresenta um longo periodo de laténcia, durante o qual podem
ser detectadas lesdes precursoras, como polipos adenomatosos, antes da progressao
para formas invasivas da doenca (Islas; Quiroz-Reyes; Delgado-Gonzalez, 2022). Nesse
sentido, diversas organizagdes internacionais, como a World Health Organization (WHO)
e a American Cancer Society (ACS), recomendam o rastreamento peridédico de
individuos com risco médio a partir dos 45 a 50 anos (ACS, 2024; WHO, 2023). Os
métodos empregados incluem: pesquisa de sangue oculto nas fezes (PSOF ou FIT),
colonoscopia (padrao-ouro), sigmoidoscopia flexivel, colonografia por tomografia
computadorizada (colonoscopia virtual) e testes de DNA fecal (Burnett-Hartman et al.,
2021). A escolha do exame depende da disponibilidade de recursos e da organizagao do
sistema de saude de cada pais (WHO, 2023).

No Brasil as Diretrizes para o Diagnéstico e terapéuticas (DDT) do Ministério da
Saude e os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (DDT) orientam as agdes de
rastreamento, diagnostico e tratamento do CCR no Sistema Unico de Saude (SUS).
Entre as principais recomendagdes estao, o rastreamento em individuos de risco meédio
iniciado aos 50 anos, realizagdo anual de pesquisa de sangue oculto nas fezes (teste
imunoldgico — FIT), que pode ser um sinal de pdlipos ou cancer; em caso de resultado
positivo, € indicada a colonoscopia (Ministério da Saude., 2024).

A Colonoscopia é o exame padrao no Brasil para diagnéstico definitivo, permitindo
bidpsia e polipectomia para remogao dos polipos e submetidas a analise histopatoldgica
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para confirmagao ou descarte de malignidade (Ministério da Saude., 2024; Ministério da
Saude, 2025).

Para individuos de alto risco (historia familiar de cancer colorretal, sindromes
genéticas como a sindrome de Lynch, ou doengas inflamatérias intestinais) o
rastreamento deve comecar mais precocemente, entre 20 e 40 anos, com colonoscopia,
tomografia computadorizada periddica a cada 5 anos conforme o risco individual (INCA,
2023; Ministério da Saude, 2025).

As diretrizes também destacam a importancia da integragdo entre atencao
primaria e servigos especializados, bem como a ampliagdo do acesso a colonoscopia e
aos exames de triagem como estratégia para diagndstico precoce (Burnett-Hartman et
al., 2021; INCA, 2023; Ministério da Saude., 2024).

Aproximadamente 95% dos casos de CCR emergem através de uma leséo pré-
maligna, na sua grande maioria assintomatica que permite a detecgdo precoce sendo
essencialmente importante para determinacdo de uma terapia de precisdao e
sobrevivéncia do paciente (ACS, 2024).

A maioria dos CCR sao adenocarcinomas, que contribuem para 90% dos
canceres de colon e reto. Esses adenocarcinomas revestem o interior do célon e dos
tecidos do reto. Devido ao seu desenvolvimento heterogéneo, e a depender da sua
localizagao anatémica, os subtipos de CCR sao caracterizados em trés segmentos: célon

proximal, célon distal e cancer retal (Ahmad et al., 2021) (Figura 5).

- Mucosa

Submuo

Estruturas
Adjacentes

Tumor na Parede do Célon \

Figura 5. Esquema representando corte transversal do intestino grosso indicando as estruturas da parede
do colon e estagios do cancer colorretal. Fonte: Adaptado de INCA Rio Preto (INCA RIO PRETO, 2022).
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Quando diagnosticado, sistema de estadiamento do CCR é aplicado para avaliar
a extenséo e progressao da doenga, fornecendo informagdes para a tomada de decisdo
clinica auxiliando no prognostico do paciente. De acordo com o American Joint
Committee on Cancer (AJCC), o estadiamento do CCR é baseado no sistema TNM
(tumor-nodulos-metastase), que utiliza trés critérios para avaliagdo do estagio tumoral T
(tumor primario) T1, T2, T3a, T3b, T3c, T3d, T4a T4b; caracteriza a extensdo da
infiltracdo do tumor na parede intestinal, o estadio nodal N (linfonodos regionais) NO,
N1a, N1b, N2a, N2b; refere a diferenciagao lifonodal local ou regional, e a disseminagao
metastatica M (metastase) MO, M1a, M1b, Mx define a presenca de metastase a
distancia. (Tong et al., 2018) (Quadro 1).

Quadro 1. Classificagdo geral do sistema TNM conforme American Joint Committee on Cancer
(AJCC). Fonte: American Joint Committee on Cancer, 2018.

Estagio | Definicao

Tumor primario

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasédo da lamina propria

T Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria

T3 Tumor que invade a muscular prépria e camada mais externa do célon (serosa).

T4 Tumor invade diretamente outros 6rgéos ou estruturas e/ou perfura o periténio visceral
T4a Tumor perfura periténio visceral

T4b O tumor cresceu através da parede do cdlon ou reto ou invade os tecidos e 6rgaos

Linfonodos regionais (N)

NO Nenhum linfonodo regional (ganglios linfaticos)

N1 O céancer afetou 1 a 3 linfonodos regionais.

N1a 1 ganglio linfatico

N1b 2 ou 3 nodulos metastaticos

Nic Pequenos depdsitos de células cancerosas em areas de gordura dos ganglios.
N2 O cancer afetou 4 ou mais linfonodos regionais

N2a 4 a 6 nédulos metastaticos

N2B 7 ou mais nédulos metastaticos

Metastase a distancia (M)

Mo Auséncia de metastase a distancia

M1 Metéstase a distancia

M1a Disseminagéo para 1 érgéo ou conjunto linfonodos distintos
M1b Disseminagéo para mais de 7 ganglios

Fonte: Sistema TNM do AJCC 82 Edigao.
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ApOs a caracterizagdo do T, N e M, combina-se a informacéo para determinar o
estagio do cancer colorretal, que varia de estagio 0 a estagio IV. Estagio 0: Carcinoma in
situ (tumor confinado a mucosa, sem invasao); Estagio I: O tumor invade a submucosa
ou a muscular propria, mas sem atingir os linfonodos ou metastases; Estagio Il: O tumor
se espalha para as camadas mais profundas da parede intestinal, mas ainda nao ha
envolvimento de linfonodos; Estagio Ill: O cancer afeta os linfonodos regionais, mas ndo
ha metastases a distancia; Estagio IV: O cancer se espalhou para érgaos distantes, com
metastases a distancia (Khachatryan et al., 2017) (Quadro 2).

Quadro 2. Classificagédo geral do estadiamento conforme American Joint Committee on Cancer
(AJCC). Fonte: American Joint Committee on Cancer, 2018.

Estagios T N M
0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO

V: T3 NO MO
]:] T4a NO MO
lic T4b NO MO
A T1-T2 N1 -N1c MO
T1 N2a MO

T3 -T4a N1 -N1c MO

B T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2a MO

T4a N2a MO

lic T3 -T4a N2a MO
T4b N1 - N2 MO

IVA Qualquer T Qualquer T M1a
IVB Qualquer T Qualquer T M1b
IvC Qualquer T Qualquer T M1b

Fonte: Sistema TNM do AJCC 82 Edigao

2.5 Tratamento

Apos o diagndstico e o estadiamento, a maioria dos casos segue a indicagao para
tratamento cirurgico. As opgdes de tratamento dependem do estagio da doenga, do
estado de desempenho do paciente e, cada vez mais, da composicdo molecular do

tumor. Em paises com programas de vigilancia atuante, as taxas de incidéncia, bem
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como as taxas de mortalidade, cairam devido a deteccdo do CCR em estagios iniciais
(Luo et al., 2022).

No entanto, caracteristicas como o tamanho e a localizagdo do tumor podem
indicar a necessidade de quimioterapia e radioterapia (Morris; Kennedy; Baxter, 2023).
Em alguns casos, € necessario o uso de tratamentos adicionais, como quimioterapia e a
radioterapia adjuvante e/ou neoadjuvante, com o objetivo de reduzir o tamanho e
preservar a funcionalidade do 6rgao. A escolha do tratamento dependera da extensao
da doenga e do estado geral de saude do paciente (Johdi; Sukor, 2020).

Os tratamentos atuais tém inumeros efeitos colaterais devido a sua
inespecificidade e citotoxicidade sem diferenciacdo de quaisquer células, muitas vezes
sendo necessarios novas abordagens terapéuticas alternativas e eficazes para o
tratamento de pacientes com CCR, portanto novas linhas de pesquisas concentram
esforcos para desenvolverem ferramentas de diagnosticos confiaveis e terapias
direcionadas para o CCR (Johdi; Sukor, 2020).

Em pacientes recém-diagnosticados com CCR, recomenda-se a realizagdo das
analises de imunohistoquimica (IHQ) e de instabilidade de microssatélites (MSI),
independentemente da idade e histérico familiar. Essa abordagem é endossada por
diversas diretrizes de especialistas e visa aumentar a identificagdo de casos associados
a Sindrome de Lynch (SL). A detecgdo precoce da SL permite a identificagdo de
individuos em risco para cancer hereditario, (Sierra; Pérez-Mayoral; Rosado, 2021).

As probabilidades de cura para o CCR sao grandes quando diagnosticado
precocemente, antes que ele se dissemine, do que aqueles tipos que se desenvolveram
profundamente ou através da parede do célon. A taxa de sobrevida é de
aproximadamente 90% em cinco anos quando afeta apenas o revestimento da parede
intestinal, entre 70% e 80% quando atravessa a parede intestinal, entre 30% e 50%
quando disseminado para os ganglios linfaticos no abdémen e inferior a 20% quando

houver metastase para outros 6rgaos (Manual MSD, 2021).

2.6 Carcinogénese do cancer colorretal

A carcinogénese do CCR é um processo multietapico e heterogéneo, no qual
células epiteliais do célon acumulam alteragdes genéticas e epigenéticas que afetam
vias de reparo do DNA, sinalizacao, ciclo celular e interacdo tumor—microambiente.

(Islas; Quiroz-Reyes; Delgado-Gonzalez, 2022).
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Trés eixos moleculares explicam a maior parte dos casos: instabilidade
cromossOmica (CIN), instabilidade de microssatélites (MSI) e o fendtipo metilador de
ilhas CpG (CIMP), frequentemente sobrepostos em graus variaveis. Esses eixos
reconfiguram redes de sinalizagdo (WNT/B-catenina, MAPK, PI3K/AKT, TGF-B/SMAD) e
definem trajetorias evolutivas distintas (sequéncia adenoma—carcinoma “convencional”
e via serrilhada) (Li et al., 2024; Yaeger et al., 2018; Yang et al., 2024).

Na via “convencional’” (adenoma—carcinoma), a ativagao constitutiva da via WNT
por inativagao bialélica de APC é considerada evento inicial que confere vantagem
proliferativa e inicia a formacdo do adenoma (Lecarpentier et al., 2019). Em seguida,
alteragdes em KRAS (MAPK) e, mais tardiamente, em TP53 e TGF-3/SMAD4 favorecem

progressao, invasao e instabilidade gendémica (Figura 6).
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Figura 6. llustracdo das trés vias molecular relacionadas para sequéncia adenocarcinoma.
Fonte: MALKI et al., 2021.

A via de instabilidade cromossdmica (CIN) esta associada com 65-70% dos casos
de cancer colorretal esporadicos, € caracterizada pelo surgimento de mutagdes no gene
supressor tumoral Polipose adenomatosa Coli (APC), ativagdo do oncogene sarcoma de
rato Kirsten (KRAS), Phosphatidylinositol-4,5- Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit
Alpha (PIK3CA), TP53 e posterior perda de heterozigosidade nos bracgos longo e curto
dos cromossomos 18 e 17, respectivamente nos estagios iniciais da progressao tumoral



30

(Wu; Liu; Wang, 2020). Mutagbes nestes genes provocam defeitos na segregacéo
cromossoémica (WANG et al., 2004).

Além da via de Instabilidade Cromossémica, existe uma a via alternativa, que
gera outros dois outros fenotipos observados na carcinogénese em cancer colorretal.
Esta via € conhecida como A via do fendtipo metilador das ilhas CpG (CIMP) se inicia
com a presenca de mutagdes no oncogene B-Raf Proto-Oncogene (BRAF), seguida da
metilacdo das ilhas CpGs de genes envolvidos com o reparo de DNA, originando
adenomas serreados seésseis, que sao caracterizados pela presenca de criptas em
formas de dente. CIMP provoca ainda a metilacdo do gene MutL Homolog 1 (MLH1),
provocando displasia nas células e levando a formagao de carcinomas com instabilidade
nas regides microssatélites (MSI) (PECINA-SLAUS et al., 2020; PICIOTTI et al., 2021)
ocasionado pela hipermetilagdo do DNA, resultando no silenciamento génico. (Ahmad et
al., 2021).

Avia de instabilidade das regides de microssatélites (MSl), € o terceiro mecanismo
da carcinogénese do CCR provocado pela inativagdo dos genes do sistema de reparo
do DNA ou Mismatch Repair (MMR) (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS?2). A principal fungao
destes genes é corrigir nucleotideos de DNA que foram mal pareados durante o processo
de replicagdo, por meio do reconhecimento dos complexos proteicos MutS (MSH2/MSHG6
ou MSH2/MSH3) e MutL (MLH1/PMS2) (IYER et al., 2006). As mutagdes nos
genes MLH1 ou MSH2 predispdem a um risco aumentado para o desenvolvimento do
CCR, enquanto mutacdes nos genes MSH6 ou PMS2 possuem risco comparativamente
menor (Nguyen; Goel; Chung, 2020; Sawicki; Ruszkowska; Danielewicz, 2021).

Cerca de 10-20% dos CCR s&o caracterizados como tendo alta instabilidade de
microssatélites (MSI-high) esses tumores sao predominantemente atribuidos as
mutacdes germinativas nos genes de reparagcdo MLH1 e MSH2, que se originaram da
HNPCC ou sindrome de Lynch, e no gene APC. Esses casos correspondem as formas
hereditarias de CCR, que apresentam padrdo de heranca autossOmico dominante,
podendo, portanto, ser utilizados como marcadores preditivos no diagndstico precoce
(Nguyen; Goel; Chung, 2020). Essas vias estdo associadas as principais caracteristicas
moleculares do CRC (Malki; EIRuz; Gupta, 2020; Nguyen; Goel; Chung, 2020).

2.7 Cancer colorretal e Instabilidade de microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias curtas de DNA compostas por repeti¢cdes de 1
a 6 pares de bases, também conhecidos como Short Tandem Repeats (STR),
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amplamente distribuidos no genoma humano. Essas regides apresentam elevada taxa
de polimorfismo e, por sua natureza repetitiva, sdo altamente suscetiveis a erros durante
a replicagao do DNA, principalmente por insergdes ou delegdes de nucleotideos(Amato;
Franco; Facchini, 2022). A instabilidade de microssatélites (MSI) surge justamente a
partir de alteragdes repetitivas, que consistem em unidades de 1 a 6 pares de bases (pb)
as mais comuns s&o A (adenina) T (timina) seu comprimento varia de mononucleotideos
a hexanucleotideos. As regides geralmente estao localizadas nos teldmeros e entre as
sequéncias codificantes de um gene e sao altamente polimoérficas entre os individuos
(Pe¢ina-Slaus et al., 2020). As alteragdes de delecdo ou insergdo encontradas
envolvendo essas pequenas unidades repetitivas se caracteriza como instabilidade de
microssatélites (Amato; Franco; Facchini, 2022).

A MSI é um fendtipo hipermutavel resultante da deficiéncia no sistema de reparo
de incompatibilidade do DNA (Mismatch Repair, MMR). Estima-se que aproximadamente
15% dos canceres colorretais apresentem instabilidade de microssatélites, sendo que
cerca de 3% estéo relacionados a sindromes hereditarias, como a sindrome de Lynch,
na qual mutagdes germinativas em genes do MMR estao presentes em mais de 95% dos
casos (Wu; Liu; Wang, 2020).

Os demais, cerca de 12%, geralmente sao atribuidos a hipermetilagdo adquirida
do promotor do gene MLH1, evento epigenético comum em tumores esporadicos com
fendtipo metilador da ilha CpG (Shrestha; Tuominen; Kauppi, 2021). O status do MSI é
determinado utilizando um painel padrao de marcadores de microssatélites definidos
pelas diretrizes de consenso do NCI/Bethesda (Provenzale; Ness; Llor, 2020; Umar;
Boland; Terdiman, 2004).

O defeito do sistema MMR esta diretamente relacionado a perda funcional de
proteinas-chave como MLH1 (MutL homolog 1), MSH2 (MutS homolog 2), MSH6 (MutS
homolog 6) e PMS2 (postmeiotic segregation 2) (Yakushina et al., 2023). A auséncia ou
inativacdo dessas proteinas compromete o reconhecimento e a corregao de erros de
pareamento de bases durante a replicacdo, resultando no acumulo progressivo de
mutacdes em regides microssatélites e genes reguladores do ciclo celular e da apoptose
(Topal et al., 2023) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de reparo de incompatibilidade do DNA (MMR). Complexos MSH2 (homélogo MutS
2), MSH6 (homologo MutS 6) reconhece a incompatibilidade e recruta o complexo MLH1 (homdélogo MutL
1), PMS2 (segregacao pds-meiodtica 2) que excisa a regiao defeituosa, permitindo a sintese correta do
DNA. Na deficiéncia de MMR, causada por mutagdes ou perda de expressao de MLH1, MSH2, MSH6 ou
PMS2, o erro ndo é reparado, resultando em instabilidade de microssatélites (MSI) e aumento do risco de
carcinogénese. Fonte: Adaptado de (MOON et al., 2021).

Os resultados de falhas nos genes de reparo resultam no acumulo de mutagdes
que podem afetar a fungdo de muitos oncogenes e genes supressores de tumores
(Evrard et al., 2019). Independentemente da origem (hereditaria ou esporadica) ou do
tipo de mutacdo, o MSI-H altera quantitativa ou qualitativamente a expressdo de
numerosos genes que abrigam repeticbes de nucleotideos, como o receptor 2 do
transformador de crescimento — 3 (TGF- ) que pode contribuir para o desenvolvimento
do CCR e o aumento da producéo de neoantigenos (Jang; Kwon; Kim, 2018).

O status MSI pode alterar o microambiente tumoral (TME) de pacientes com CCR
de varios aspectos, afetando assim a eficacia dos inibidores de pontos de controle
imunolégico (ICIs) em pacientes com CCR,os com tumores MSI mostram uma
expressao regulada positivamente em pontos de verificagdo imunoldgicos, fornecendo
melhor prognéstico e potenciais alvos terapéuticos, além de serem marcantes no CCR,
o fendtipo de MSI tem sido frequentemente relatado em outros tipos de cancer, como por
exemplo nos canceres de endometriais e gastricos, demostrando que a detecgéao precisa

e precoce do status do MSI (Greco et al., 2023).
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A presenga de MSI tem implicagbes tanto no diagndstico quanto no prognostico
dos pacientes, além de ser um indicador importante para a escolha de terapias
especificas, como o tratamento com inibidores de pontos de checagem imunolégicos,
especialmente em pacientes com tumores com MSI-H (Jiang et al., 2020; Lanza et al.,
2021).

3 Classificagao dos perfis MSI

A avaliagcao da MSI é realizada por meio da analise da propor¢do de marcadores
gendmicos que apresentam alteragdes em relagdo ao padrédo esperado que estabelece
critérios para a categorizagdo dos resultados, permitindo distinguir entre amostras
estaveis e instaveis de acordo com o percentual de loci afetados. Com base na
frequéncia dos marcadores serdo definidko como microssatélite alto (MSI-H),
microssatélite baixo (MSI-L) e aquele sem instabilidade sdo considerados estaveis para
microssatélite (MSS) (Amato; Franco; Facchini, 2022; Styk; Pos; Pos, 2023).

Quando o resultado apresenta MSS, corresponde a amostras em que nenhum
marcador apresenta instabilidade. Este perfil indica manutencdo da integridade dos
microssatélites e auséncia de deficiéncia significativa no sistema de reparo de DNA por
incompatibilidade de bases (BOLAND; GOEL, 2010; HAUSE et al., 2016).

A categoria denominada MSI-Low é utilizada para descrever tumores que
apresentam instabilidade em menos de 30% de loci analisados, sugerindo limitado de
instabilidade gendmica. Essa condigdo pode estar relacionada a eventos pontuais ou
heterogeneidade intratumoral, mas nao configura um fenétipo classico de deficiéncia do
MMR (AMATO et al., 2022; UMAR et al., 2004).

O perfil de MSI-high corresponde a tumores nos quais a instabilidade é detectada
em 30% ou mais dos marcadores avaliados. Este padrdo é fortemente associado a
deficiéncia do sistema MMR, e caracteriza neoplasias com elevada carga mutacional. A
presenga de MSI-high é considerada um marcador molecular robusto, com implicagdes
prognosticas e terapéuticas relevantes, especialmente pela correlagdo com maior
potencial de resposta a imunoterapias baseadas em bloqueio de checkpoint imunoldgico
(STYK; POS; POS, 2023; LE et al., 2015).

O ponto de corte de 30% de marcadores instaveis € adotado como referéncia
universal para diferenciar MSS, MSI-low e MSI-high, assegurando consisténcia entre
diferentes painéis de analise. Por exemplo, em um painel composto por 10 marcadores,

trés ou mais instaveis ja configuram MSI-high; em um painel de 13 marcadores, cinco ou
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mais instaveis sdo necessarios para a mesma classificacdo. Permitindo comparabilidade
entre estudos e confere maior robustez a interpretacdo clinica dos resultados
(SURAWEERA et al., 2002; HAUSE et al., 2016).

A deteccdo da MSI é fundamental na caracterizagdo molecular do CCR, pois
permite identificar subgrupos tumorais com relevancia diagnostica, prognostica e
terapéutica (Gandini et al., 2023; Nowak; Yurgelun; Bruce, 2017). Atualmente, os dois
principais métodos sdo empregados para avaliagéo da instabilidade de microssatélites
(MSI) séo a imuno-histoquimica (IHQ) para proteinas do sistema de reparo de DNA por
mismatch repair (MMR) e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com amplificagao de
fragmentos de microssatélites especificos (Chen et al., 2023).

A IHQ é amplamente utilizada na pratica clinica devido a sua simplicidade, baixo
custo e aplicabilidade em tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina. Essa
técnica avalia a expressido das principais proteinas envolvidas no reparo de DNA por
MMR (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) (Styk; Pos; Pds, 2023). A perda de expressao de
uma ou mais dessas proteinas indica deficiéncia no sistema de reparo (dMMR),
frequentemente associada ao fenétipo MSI-H. Apesar de sua utilidade como exame de
triagem, a IHQ pode apresentar resultados falso-negativos em casos de mutagdes
missense, em que a proteina é expressa, mas funcionalmente inativa, onde a
interpretacdo pode variar conforme a qualidade da amostra, sendo recomendada a
correlagdo com métodos moleculares (Ludford et al., e a2023).

A PCR por sua vez andlise de fragmentos, consiste na amplificacdo de
microssatélites especificos, geralmente um painel recomendado pelo National Cancer
Institute (NCI), como BAT25, BAT26, NR21, NR24 e MONO27 (Chen et al., 2023). A
instabilidade é identificada pela presenca de variagdo no comprimento dos fragmentos
amplificados quando comparados ao DNA normal do paciente. Esse método apresenta
elevada sensibilidade e especificidade, sendo capaz de classificar tumores em MSI-H,
MSI-L e MSS (Amato; Franco; Facchini, 2022; Boland; Goel, 2010a; Tang et al., 2024).

Novas técnicas moleculares estdo possibilitando analise abrangente de multiplos
loci e correlagdo com mutagcdes em genes de reparo, além de fornecer novas
informagdes de potenciais alvos terapéuticos. Essa evolugdo metodoldgica reforga a
importancia da integragcao entre IHQ, PCR e NGS para maior precisdo diagndstica e

melhor estratificagdo dos pacientes com cancer colorretal (Quadro 3).
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Quadro 3. Comparacéo entre PCR e Imuno-histoquimica na deteccdo de MSI em céancer

colorretal.
Aspecto PCR (Analise de fragmentos) Imuno-histoquimica (IHQ)
3 Amplificacdo - Avaliagdo da expressdo das
=it microssatélites protel'nas MMR (MLH1, MSH2,
P comparagao de fragmentos | MSH6, PMS2) em cortes
tumorais e normais. histolégicos.
Classificagdo | - MSI-H, MSI-L, MSS. - Deficiencia de MMR (dMMR) ou
proficiéncia (P(MMR).
-Alta i sensibilidade - Pode ser feito em tecidos fixados
especificidade. ,
Vantagens : - em formalina e emblocados em
- Detecta instabilidade . .
. . parafina ou tecido fresco.
diferentes loci.
- Necessidade de DNA tumoral e | - Pode gerar falso-negativos em
normal (Se o kit exigir); mutagcdes  missense  (proteina
Limitagées | - Requer infraestrutura | expressa, mas inativa);
laboratorial avangada; Interpretacdo pode depender da
Maior custo em alguns contextos. | experiéncia do patologista.
Aplicagdo | Utllfza.do como - confirmagao | Exame inicial de triagem na
clinica diagnostica e ratica clinica
inconclusivos da IHQ. P '
. = - Utilizado em conjunto com a - .
Situagao . - Utilizado em conjunto com a PCR
. IHQ para maior . ~
ideal . o para confirmacao.
diagnéstica.

A escolha entre IHQ e PCR depende de fatores como custo, aplicabilidade clinica

e a necessidade de precisao diagndstica. A combinagao desses métodos, no entanto,

pode proporcionar uma avaliagdo mais robusta, maximizando a acuracia na deteccéo de

MSI e, assim, melhorando a orientagao terapéutica para os pacientes com CCR (Boland;

Goel, 2010a; Piciotti et al., 2021).

3.1 Inflamagao no cancer colorretal



36

Ainflamagéao desempenha um papel central na carcinogénese colorretal, atuando
tanto como fator predisponente quanto como modulador da progresséo tumoral. O CCR
caracteriza-se por uma complexa rede de células imunes, fibroblastos, células
endoteliais e citocinas pré e anti-inflamatérias, que interagem de forma dinédmica
promovendo alteragdes no crescimento, invasdo e evasao imunoldgica. tumores
classificados como MSI-high apresentam um microambiente inflamatorio particularmente
ativo, marcado por elevada infiltracao linfocitaria e maior expressao de moléculas de
reconhecimento imunolégico, o que refor¢ca a ligacdo entre instabilidade gendmica e
resposta inflamatoria. (Maryam; Krukiewicz; Haq, 2023)

O microbioma intestinal € essencial para manutencdo da homeostase e da saude
geral, o desequilibrio ocasionado por inflamagao cronica pode ativar cascatas proé-
inflamatadrias, contribuindo para alteragdes moleculares e imunoldgicas que favorecem o
crescimento descontrolado e a falha na apoptose de células epiteliais, estimulando a
formagao de tumores (Wu; Wang; Zheng, 2021).

Este ambiente inflamatoério recruta varios tipos de células imunes que seréo
ativadas e sofrerdo alteragdes fenotipicas funcionais (Borowczak et al., 2022). Em
tumores MSI-H, essa resposta € intensificada: células estromais, células-tronco
mesenquimais (MSCs) e células endoteliais tumorais produzem grandes quantidades de
citocinas, criando um cenario de inflamacéo persistente associado a progressao tumoral
do CCR (Cui et al., 2022; Islas; Quiroz-Reyes; Delgado-Gonzalez, 2022).

Assim, a interacao entre citocinas pré e anti-inflamatérias molda a evolugao do
CCR. O desequilibrio entre elas favorece a cronificagcdo da inflamacao, a instabilidade
gendmica e a progressdo tumoral, além de influenciar diretamente a resposta ao
tratamento, especialmente em pacientes com tumores MSI-H, que apresentam maior
infiltracdo imunolégica e, consequentemente, maior resposta a bloqueadores de

checkpoint imunologico (Kim et al., 2021).

3.2 Citocinas e o cancer colorretal

As citocinas sado proteinas sinalizadoras fundamentais que atuam mediando
funcdes entre as células. Sdo secretadas por varias principalmente pelas células imunes
(células linfocitos T, macrofagos, leucécitos, eosindéfilos, mondcitos, células NK) (Cui et
al., 2022). A principal fungao das citocinas é estimular e modular respostas imunes contra

inflamacdes e infecgdes. No desenvolvimento do CCR a presenca de citocinas pode
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influenciar na transigao de células-tronco pré cancerigenas (pCSCs) para células-tronco

cancerigenas (CSCs) (Braumdlller et al., 2022) (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama esquematico que ilustra a progresséo do epitélio normal, sofre erros
genéticos que alteram o equilibrio celular. Adenoma, onde ocorre proliferagédo celular e redugao
do apoptose (morte celular programada). E, em seguida, para carcinoma invasor, as células
tumorais se disseminam e podem invadir vasos sanguineos, favorecendo metastases.
Mostrando o papel de citocinas inflamatérias e vias de sinalizagdo nesse processo. Imagem
adaptada de Borowczak J, et al., 2022.

As principais citocinas associadas ao CCR sao interleucina IL-18, IL-6, IL-8, TNF-
a, IL12p70 e IL-10. Ainterleucina IL-1B produzida por mondcitos, macréfagos, neutréfilos
e células dendriticas, tem acao pro-tumorais e antitumorais (Cui, 2019).

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina produzida por varios tipos de células como
linfécito T, macrofagos e células estromais circulantes (Cui et al., 2022; Li et al., 2023). A
IL-6 desempenha papel anti e pro-inflamatdrio, e seu receptor IL-6R esta envolvido na
patogénese do desenvolvimento, progressao e metastase do CCR. O nivel aumentado
de IL-6 esta associado ao mal prognostico, contribuindo para aceleragédo e progressao
no CCR (KASPRZAK, 2021; CHONOV et al., 2019).
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A Interleucina 8 (IL-8) € uma citocina inflamatdria contribuinte nos fatores de
crescimento tumoral, secretada por macrofagos M2, mondcitos e células endoteliais
(Maryam; Krukiewicz; Haq, 2023). A IL-8 aumentada foram associadas com aumento da
infiltracdo de neutréfilos em tumores e respostas ruins ao bloqueio de checkpoint
imunologico (Schalper; Sanmamed; Melero, 2020).

A Interleucina 10 (IL-10) é produzida por macrofagos, células T e linfécitos B, pode
estimular ou reprimir a resposta imune (GONZALEZ-GARZA et al., 2020). Foi
demonstrado que a IL-10 inibe varias fungbes das citocinas proé-inflamatérias, como:
interleucinas 1 (IL-1), interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e
interferon-gama (IFN-y) (Cui et al., 2022). Além disso, tem sido proposto que a IL-10
desempenha um papel fundamental na capacidade oncogénica e metastatica do CCR
(Li; Wang; Ma, 2019).

A Interleucina-12 (IL-12p70) exibe notaveis propriedades antitumorais que sao
mediadas principalmente pela secregéo de interferon (IFN)-y por células T CD4+, CD8+,
natural killer (NK) ou células NK-T (Mirlekar; Pylayeva-Gupta, 2021). E constituida por
duas subunidades, IL-12p35 e IL-12p40; essas subunidades podem formar um
heterodimero agonistico IL-12p70 ou um homodimero IL-12p80 antagbnico. Os niveis
aumentados de IL-12p70 no plasma de pacientes com CCR esta correlacionado ao
avancgo da doenga (Cui, 2020).

O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é produzido por mondcitos ativados,
células T e células NK. Atua sobre diferentes tipos de células “normais”, quanto na
inflagcdo aguda e crénica, além de estar relacionado ao cancer, podendo agir diretamente
no estado clinico do paciente (HUANG et al., 2019). O TNF-a desempenha papel pré-
tumoral no desenvolvimento do CCR, a expressao de TNF-a esta aumentado nos tecidos
do CCR e estes niveis séricos de TNF-a correlacionam-se com a progressao do CCR e
a reducao da sobrevida dos pacientes (Kobelt; Zhang; Clayton-Lucey, 2020).

As citocinas alertam as células imunoldgicas na presenga de danos nos tecidos
e infecgdes para estimular as células a libera mais sinais de citocinas, levando a
inflamagao crdnica. A inflamagéo crénica promove secregao diversificada de citocinas
durante varios estagios do CCR (Maryam; Krukiewicz; Haq, 2023).

A compreensdo da expressao nos niveis séricos das citocinas no microambiente
tumoral (TMEs) de pacientes com cancer colorretal, dependendo do status de
microssatélites, pode abrir novas oportunidades para abordagens terapéuticas

personalizadas.
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4 JUSTIFICATIVA

O cancer colorretal é uma das principais causas de morte por cancer globalmente.
No Brasil ocupa a quarta posi¢cao em incidéncia entre homens e mulheres, evidenciando
uma crescente preocupagao de saude publica. No estado do Amazonas, essa realidade
€ ainda mais preocupante devido a falta de acesso a diagndsticos precoces. Os fatores
de risco associados incluem habitos alimentares inadequados, dietas ricas em gorduras
e pobres em fibras, obesidade, sedentarismo e histérico familiar da doenga. Esses
fatores estdo interligados a processos inflamatérios crénicos do célon, que podem ser
mediados por citocinas. As alteragbes genéticas, como a presencga de instabilidade de
microssatélite, € um marcador genético relevante em certos subtipos de cancer
colorretal, frequentemente associado a um perfil imunolégico distinto e a uma resposta
inflamatoria exacerbada. A instabilidade de microssatélites (MSI) ocorre quando ha uma
falha no sistema de reparo do DNA, responsavel por corrigir os erros que surgem durante
a replicagao celular. Esse reparo € fundamental para garantir a estabilidade genética.
Estudos apontam que tumores com MSI, independentemente de seu local primario, tém
uma resposta promissora aos inibidores do ponto de checkpoints imunolégico. Com aos
avangos na compreensdo do microambiente tumoral, pacientes com CCR possuem
diferentes status de microssatélites, o que resulta em variagcdes nas células do sistema
imunoldgico e nas citocinas presentes no microambiente tumoral. Diante disso, novos
estudos que possam tragar estratégias de prevencao e aprimoramento no diagnostico,
que venham ser utilizados como ferramentas no auxilio para a definicdo da conduta
clinica envolvendo o CCR sdo de extrema importancia. Neste sentido, o estudo
possibilitara maiores esclarecimentos sobre a MSI e os niveis séricos de citocinas no
CCR, tendo carater inovador em trazer para a realidade as praticas metodolégicas
modernas ndo s6 como pesquisa, mas também na perspectiva de aplicacdo da pratica

assistencial em pacientes com diagndstico desse cancer no Amazonas.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

Caracterizar a instabilidade de microssatélites e niveis séricos de citocinas em
pacientes com cancer colorretal atendidos na Fundacdo Centro de Controle de
Oncologia do Amazonas (FCECON).



40

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o perfil sociodemografico e clinico dos participantes do estudo;

2. Descrever a frequéncia de instabilidade de microssatélites no tecido tumoral de
pacientes com diagnostico confirmado de cancer colorretal;

3. Avaliar os niveis séricos de citocinas em amostras de sangue periférico dos
participantes do estudo;

4. Comparar os niveis séricos de citocinas com a caracteristicas clinicas dos
participantes da pesquisa;

5. Comparar os niveis séricos de citocinas com a presenga de instabilidade de
microssatélites.

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Tipo do estudo e local do estudo

Este estudo observacional transversal descritivo analitico, que avaliou a
instabilidade de microssatélites em tumores solidos e os niveis séricos de citocinas em
pacientes com cancer colorretal atendidos na Fundacdo Centro de Controle de
Oncologia do Estado do Amazonas (FCecon), instituicao de referéncia em oncologia no

Estado do Amazonas.

6.2 Populagao do estudo e amostragem

A populacao do estudo foi composta por pacientes com idade igual ou superior a
18 anos, diagnosticados com adenocarcinoma colorretal e encaminhados para
tratamento na Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas
(FCecon), instituicao de referéncia em oncologia na regiao Norte do Brasil. Considerando
a média anual de casos novos diagnosticados na instituigcdo, estimada em 95 casos por
ano conforme o relatério de gestao da FCecon (2024), observa-se que aproximadamente
50% dos pacientes sdo submetidos ao tratamento cirurgico como primeira escolha
terapéutica.

Para o calculo do tamanho amostral (N), adotou-se um erro amostral de 5%, nivel

de confianca de 95% e uma perda estimada de 10% da populagao total, resultando em
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uma amostra de 70 participantes para um periodo de dois anos.Entre agosto de 2023 e
julho de 2025, foram incluidos 66 participantes no estudo. Apos revisdao dos laudos
histopatoldgicos, seis foram excluidos seis participantes por apresentarem diagndstico
confirmado de carcinoma de células escamosas (CEC) e cancer de canal anal,
resultando em 60 amostras de tecido tumoral destinadas a analise de instabilidade de
microssatélites (MSI). Destas, 58 amostras de plasma foram coletadas para avaliagao
por citometria de fluxo, técnica que permite a quantificacdo simultdnea de multiplos
mediadores inflamatorios circulantes.

Todas as amostras obtidas (tecido tumoral e plasma) foram armazenadas no
biorrepositorio do projeto principal intitulado “Analise do espectro molecular e clinico do
cancer colorretal: da epidemiologia e qualidade de vida a genética e analises 6micas”
(EMCOR), coordenado pela Dra. Valquiria do Carmo Alves Martins, autorizado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo Centro de Controle do Estado do
Amazonas (FCECON) com CAAE: 52343821.2.0000.0004.

N=58 amostras de plasma coletados,
seguiram para analise de citocinas

Totalizando N=60 pacientes
mantidos no estudo com coleta de tecido
tumoral para realizag&o da analise de MSI.

Figura 9. Esquema representativo de selecdo de participantes incluidos no estudo entre
setembro de 2023 a setembro de 2025.

6.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

6.3.1 Critérios de inclusao

A) Pacientes de ambos os sexos com idade igual ou superior a 18 anos;
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B) Com diagndstico confirmado de céncer de colorretal (CID-10 = C18 - Neoplasia
maligna do cdlon; C19-Neoplasia maligna da juncdo retossigmoide; C20-Neoplasia
maligna do reto);

C)Pacientes sem tratamento prévio (quimioterapia, radioterapia);

D) Pacientes encaminhados para colonoscopia ou retossigmoidoscopia.

6.3.2 Critérios de exclusao

A) Serao excluidos do estudo aqueles participantes com amostras insuficientes para
realizacado da pesquisa;

B) Pacientes que tiverem laudo confirmatério de Cancer de Células Escamosas (CEC)
e de cancer de canal anal,

C) Com informagdes incompletas no prontuario que nao apresentarem dados

suficientes para caracterizagao clinica da doenca.

6.4 MATERIAIS E METODOS

6.4.1 Abordagem dos pacientes

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram incluidos durante a
consulta ambulatorial de rotina no servigo de cirurgia oncolégica (antes do procedimento
cirurgico) ou no servico de endoscopia da FCECON. A abordagem ocorreu em uma sala
reservada, localizada no ambulatério ou no servico de endoscopia, onde foi realizada
uma entrevista e explicacdo sobre a pesquisa. Os pacientes foram informados sobre o
estudo e seus objetivos. Apds concordarem em participar, eles assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, foi aplicado um questionario
padrao (ANEXO Il) para coleta de informacdes sociodemograficas e epidemioldgicas,
incluindo fatores de risco e determinantes de saude (estilo de vida) relacionados ao

cancer colorretal.

6.4.2 Coleta e armazenamento do sangue periférico.

Para as analises de citocinas foi realizada coleta de 10 ml de sangue periférico de
cada participante do estudo, em tubo contendo EDTA (tubo PPT: Plasm preparations

tube). de acordo com a rotina dos exames pré-operatérios no Laboratério de Analises
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Clinicas da FCecon. Ap6s a coleta, as amostras passaram por 10 minutos de
centrifugacéo a 3500 RPM, para separacgéo do plasma, sendo armazenadas em freezer
a -80°C, no laboratério de biologia molecular da FCecon. A etapa de citometria de fluxo
para dosagens de citocinas, esta sendo desenvolvida em parceria com o grupo de
pesquisa da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM).

6.4.3 Coleta e conservagao da pec¢a cirurgica ou biopsia

Todas as amostras de tecido tumoral foram coletadas pela equipe médica
responsavel e colaboradora deste estudo, antes do inicio de tratamento. Nos casos
cirargicos foram retirados cinco fragmentos de 3-5mm do tecido tumoral (50 — 150 mg),
uma amostra de tecido para controle e uma amostra de linfonodo (quando possivel). Em
casos de bidpsia serdo retirados trés fragmentos da lesdo tumoral, um controle e um
polipo (se houver). O material coletado foi colocado imediatamente em microcubos de
1,5 mL livres de DNAse e RNAse e armazenados a -80°C até o inicio das analises

moleculares.

6.5 ETAPA LABORATORIAL

6.5.1 Extracao de DNA

Foram utilizados entre 40 e 60 ng de fragmentos de tecido tumoral fresco, aos
quais se adicionou solugédo de PBS contendo proteinase K e Cell Lysis Buffer, seguida
de incubagao overnight a 56 °C. A extragdo do DNA foi realizada com o kit comercial
Promega RealiaPrep™ gDNA Tissue Miniprep (Promega Corporation, Madison, EUA),
seguindo rigorosamente as recomendacgdes do fabricante.

Apods a extracdo, o DNA foi eluido em solugdo nuclease-free, dividido em duas
aliquotas de 100 yL e armazenado a —30 °C, assegurando a integridade das amostras

para analises moleculares posteriores.
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6.5.2 Quantificagao do DNA

A qualidade e a quantificagdo do DNA extraido foram avaliadas utilizando dois
métodos complementares. Inicialmente, empregou-se o espectrofotdmetro Nanodrop™
2000/2000c Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), que possibilitou
estimar a concentracao e verificar a pureza do DNA com base nas razdes de absorbancia
A260/A280 e A260/A230. Em seguida, o DNA foi quantificado por meio do Qubit 4.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), técnica baseada em fluorescéncia que
confere maior sensibilidade e especificidade, garantindo acuracia na determinagao da
concentracdo. Ambas as analises seguiram os protocolos recomendados pelos

fabricantes, assegurando confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos.

6.5.3 Preparagao das amostras para a analise de Instabilidade de Microssatélites
- TrueMark™ MSI.

Para a analise de instabilidade de microssatélites, foram utilizados primers
especificos destinados a amplificacdo das regides genbmicas de interesse.
Aproximadamente 2 a 5 ng de DNA extraido de tecido tumoral foram empregados em
reacdes de PCR multiplex, conduzidas com o kit comercial TrueMark™ MSI Assay
(Thermo Fisher Scientific). Esse kit inclui um painel expandido com 13 marcadores de
MSI. As condi¢cdes de reacdo seguiram as recomendagdes do fabricante. Apds a

amplificacao, os produtos de PCR foram preparados para analise subsequente.

01 03 04

Figura 10. Fluxo de trabalho para analise de PCR.
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O painel € composto por 13 loci marcadores, distribuidos em diferentes regides
do genoma. Sendo 7 loci classicos, amplamente utilizados em painéis de referéncia na
literatura (BAT-25, NR-24, NR-21, BAT-40, CAT-25, NR-22 e NR-27) e 6 loci de

propriedade do fabricante para complementar a cobertura genémica (ABI-19, ABI-20B,

ABI-17, ABI-16, BAT-26 e ABI-20A) (Quadro 4).

Quadro 4. Marcadores amplificados pelo Kit TrueMark MSI™,

Marcadores amplificados pelo kit (TrueMark™ MSI Assay)

Marcadores Localizagdo cromossdmica Tipo Corantes utilizados no Kit

BAT-25 4912

NR-24 2q11.1 6-FAM™

NR-21 14q11.2

BAT-26 2p21

BAT-40 1p12

CAT-25 7q34 vier

NR-22 11924.2 MSI

NR-27 11922.2

ABI-19 1942.3 NED™

ABI-20B 1921.3

ABI-17 17p12

ABI-16 17p13.2 SID™

ABI-20A 12q24.13

THO1 11p15.5 Identificagdo vic™

PentaD 21g22.3 Humana (HID) TAZ™

Os marcadores BAT-25, BAT-26 e NR-24 sao sensiveis a perda de expressao de
MLH1, sendo amplamente utilizados em painéis validados, como os sistemas Bethesda
e Promega MSI Analysis System (Boland; Goel; Patel, 2020; Hause et al., 2016). Por sua
vez, NR-22, NR-27 e BAT-40 estdo predominantemente associados a deficiéncia de
MSH2 e MSH6 (Olkinuora et al., 2020). O marcador CAT-25, embora menos
frequentemente, fornece sensibilidade para mutagcées em MSHG6, na diferenciacao entre
fenotipos MSI-L e MSS (Olkinuora et al., 2020).

Os marcadores proprietarios da plataforma Applied Biosystems™ (ABI-16, ABI-
17, ABI-19, ABI-20A e ABI-20B) complementam os loci classicos, reforgando a detecgéo
de instabilidades em regides n&o cobertas por painéis convencionais. Esses loci
apresentam correlagcédo indireta com os genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, cuja

deficiéncia caracteriza o fenétipo MSI-H (Thermo Fisher Scientific, 2019).
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Quadro 5. Distribuicdo dos 13 marcadores localizado em regides gendmicas especificas e
associacao predominante com genes do sistema de reparo de DNA por incompatibilidade de
pareamento (MMR — Mismatch Repair), notadamente MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2.

Cromossomo | Associagcao ~ . .
. in . Observagoes Funcionais /
Marcador Tipo | Regiao Predominante A
o Relevancia
Gendémica | com Gene MMR
Marcador sensivel a perda de MLH1;
BAT-25 Classico 4912 MLH1 amplamente usado em painéis
Bethesda e Promega.
Um dos loci mais estaveis para
BAT-26 Classico 2p16 MLH1 / PMS2 deteccao de MSI-H; alteracéo tipica de
deficiéncia de MLH1.
NR-21 Classico 14011.2 MLH1 / MSH6 Frequentemente instavel em defeitos
qti. combinados MLH1/MSHS.
NR-22 Classico 15q11 MSH2 Sensivel a alteragcbes em MSH2; util
em casos de MSI-L.
NR-24 Classico 2421 MLH1 Indica perda de MLH1; usado em
painéis clinicos validados.
Frequente em tumores com deficiéncia
NR-27 Classico 9922.32 MSH2 /MSH6 |de MSH2; boa correlagdo com
instabilidade moderada.
Classico Instabilidade fortemente associada a
BAT-40 ; 1p35.1 MSH2 perda de MSH2; marcador
(ampliado)
complementar.
CAT-25 Clas_S|co 1623 MSH6 .Indlca. _defeltos discretos de MSHG6;
(ampliado) instabilidade menos frequente.
Proprietario D 2 Locus adicional para aumentar
HEE (TrueMark) (preiEged o (a_ssc?clagao sensibilidade de detecgdo de PMS2.
patente) indireta)
) Proprietario Regido polimoérfica complementar;
R (TrueMark) D LEHRE sl melhora acuracia do painel MSI-H.
Proprietario Incluido para compensar variagao
T (TrueMark) D MLH1/MSH2 | lacional em BAT-25/26.
Proprietario Aumenta a especificidade da detecgao
RS (TrueMark) D MSH6/PMS2 | mbinada de MSH6 e PMS2.
ABI-20B Proprietario ND MSH2 Complementa' _BAT-40 e NR-27; melhora
(TrueMark) robustez analitica.

ND = N&o divulgado publicamente (informagao proprietaria da Thermo Fisher Scientific). MMR =
Mismatch Repair (reparo de pareamento incorreto de bases).

As condigbes de termociclagem térmica seguiu o protocolo recomendado pelo

fabricante, consistindo inicialmente a 95°C por 11 minutos (1 ciclo); 94 °C por 20

segundos e extensdo a 59 °C por 2 minutos, ambos por 29 ciclos. A etapa final sera

realizada a 60 °C por 25 minutos (1 ciclo).
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A reacdo de PCR foi conduzida utilizando: 4 pL do mix de PCR, 1 uL do pool de
primers contendo os 13 marcadores e 3 pL do controle negativo fornecido pelo kit. Em
seguida, foram adicionados 8 pL da mistura de reacao e 2-5 ng/puL do DNA amostral,

totalizando 10 pL por tubo de reagéo (0,2 mL) (Quadro 6).

Quadro 6. Reagentes para reacdo de PCR.

Componentes Volume por reagao
Master Mix 4 uL
Primer Mix 1L
No-Template Control 3uL
DNA amostral 2-5 ng/pL
Volume total 10 yL

As reacboes de amplificacdo serdo posteriormente avaliadas por eletroforese
capilar, visando a confirmacédo dos produtos amplificados e a analise dos perfis de
instabilidade de microssatélites. Os produtos de PCR foram entdo submetidos a
eletroforese capilar em um analisador genético 3500/3500xL Analisador Genético
SeqStudio™ de acordo com as instru¢des do fabricante e os resultados foram analisados
usando o Software de analise TrueMark™ MSI (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA).

6.5.4 Preparacao das amostras para Eletroforese Capilar.

Os amplicons gerados por PCR foram separados por eletroforese capilar (CE).
Para a preparagdo das amostras, foi utilizado um mix composto por 17 puL de Hi-Di™-
Formamida, agente desnaturante responsavel por manter a estabilidade da amostra, e 1
ML GeneScan-600 LTZ, empregado como padrao de tamanho interno para a correta
determinacao dos fragmentos de DNA, totalizando 18 pL de mix para CE. Em seguida,
foram adicionados 2 pL do produto de PCR a cada pogo, completando um volume final
de 20 pL por reagéo (Quadro 7).

Quadro 7. Componentes para reacao de mix de eletroforese capilar.

Componentes Volume por reagao

Hi-Di"™-Formamida 17 uL
GeneScan-600LTZ 1 yL
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Produto de PCR 2 uL
Valor total 20 yL

Apos a preparacdo, as amostras foram submetidas a centrifugagcdo por 30
segundos, seguidas de incubacdo a 95 °C por 3 minutos para desnaturagdo, e
subsequente resfriamento a 4 °C (ou em gelo) por 2 minutos para estabilizagcdo dos
fragmentos. Posteriormente, as amostras foram novamente centrifugadas por 30
segundos e processadas. Os dados de eletroferograma serdo obtidos pelo Analisador

Genético Applied Biosystems™ SeqStudio™, para posterior interpretagao (Figura 11).

= ¢ ‘gg 1
P,
= N 2ul f'
= do produto
3 de PCR. o)
+ o (::] o
w-’ oy  1SuL Q

17 uL ' SR 30s 2min
Hi-DiTM-Formamida Centrifugagio 4°C incubagio

.4

=1 e

45 = J Repetir le
Analisador Genético

luL ) 20 uL
GeneScan-600 LTZ Volume total )

Applied Biosystems"" SeqStudio™.

Figura 11. Fluxo de trabalho para aquisigdo dos marcadores de microssatélites. Fonte: Adaptado de TrueMark™ MSI
Assay USER GUIDE.

A interpretacdo dos resultados & obtida por eletroforese capilar, permitindo a
deteccdo de fragmentos de DNA amplificados por PCR em escala do eixo Y de altura
minima de 200 a maxima de 12.000 unidades de fluorescéncia relativa (RFU). Analise
considerada confiavel, apresenta caracteristicas adequadas de qualidade dos picos
exibidos. Quando mais de 4 marcadores do painel sdo detectaveis, a amostra é
consideravel como instaveis, ou MSI-H =230% dos locis. O MSI-L, aparecer quando existe
instabilidade em 1 ou até 3 loci, <30%. Enquanto o MSS apresenta 0% de loci detectaveis

Além da intensidade, a morfologia do pico € um parametro essencial. Picos ideais
sdo aqueles nitidos, simétricos e bem definidos, permitindo a discriminacao clara entre

alelos analisados conforme observados na (Figura12).
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Figura 12. Exemplo de analise por eletroferograma de uma amostra de tecido tumoral de célon.

Os resultados obtidos para cada marcador foram classificados pelo sistema
analitico do ensaio como estaveis ou instaveis, conforme os critérios estabelecidos pelo
fabricante. A categoria “No Call” foi utilizada exclusivamente para indicar a auséncia de
classificagdo valida de um determinado locus devido a falha de obtengdo ou
interpretacdo do resultado naquele marcador. Assim, “No Call” ndo corresponde
necessariamente a uma categoria de classificagdo molecular final do paciente, cuja
definicdo foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos para a interpretacao
global do perfil de instabilidade de microssatélites.

6.5.5 Anadlise para caracterizagao dos niveis séricos de citocinas por citometria
de fluxo

Os niveis séricos de citocinas das amostras incluidas no estudo foram
especificados em conformidade com as instrugdes do fabricante. Para as analises por
citometria de fluxo, que visam a caracterizacao do perfil de citocinas pro-inflamatérias e
anti-inflamatérias, serdao utilizados kits comerciais (Kit BDTM Human Inflammatory
Cytokines e Kit BDTM Human Cytokine Th1/Th2/Th17, BD Biosciences, San Diego, CA
EUA) em parceria com o LABGEN 2 da FHEMOAM. As avaliagdes foram realizadas
através do citdbmetro de fluxo FACSCanto ® Il e softwer FCAP-Array v3 (BD Biosciences,

San Jose, CA, EUA). As amostras coletadas para analise dos niveis séricos de citocinas
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foram transportadas em deposito com isolamento térmico apropriado ao laboratério de
biologia molecular da FCecon, inicialmente por 30 dias em freezer -80°C, sendo
transportadas em caixa térmica com gelox para o Laboratério LABGEN 2 da FHEMOAM.

Amostras foram separadas em aliquotas de 100 pL em microtubos previamente
identificados. Os padrdes de citocinas inflamatéria humana liofilizada as esferas padrao
foram transferidas para um tubo falcon de 15 mL, e reconstituidos com 2 mL de diluente
de ensaio e identificadas como “Top Standard” para o Pool de BEADS (citocinas),
sendo incubados por 15 minutos em temperatura ambiente. Foi utilizado 300 pL de

diluente do ensaio em cada tudo e realizado uma diluicdo em serie 1:2; 1:4; 1:8; 1:16;

1) 2) 3) A
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1:32; 1:64; 1:128; 1:256. Foi preparado um tubo de ensaio contendo apenas o Diluente
de Ensaio para servir como Controle Negativo de 0 pg/mL. Apds o preparo do mix das
esferas de captura e ressuspensdo (seguindo o protocolo do fabricante) todas as

amostras foram preparadas para aquisi¢cao pelo citdmetro de fluxo (Figura 13).

Figura 13. Etapa do preparo dos reagentes para andlise das citocinas. Fonte: BD Cytometric Bead Array
— CBA GUIDE.

Para avaliagdo dos niveis séricos das citocinas, apresenta-se os dados em
concentragdes de picogramas por mililitro (pg/mL), de acordo com as curvas padrao

fornecidas no kit e com a intensidade média de fluorescéncia (MFI).

6.5.6 Analise estatistica

Os dados coletados foram armazenados em planilhas digitalizadas no Microsoft®
Excel e RedCap. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad
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Prism. As variaveis continuas foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e expressas em média e desvio-padrao, ou mediana e intervalo interquartil,
conforme a distribuicdo. Para comparagdes entre grupos independentes, utilizou-se o
teste t de Student (distribuigdo normal) ou o teste de Mann-Whitney (distribuicdo nao
normal). As variaveis categoéricas foram descritas em frequéncias absolutas e relativas,
e as diferencas entre grupos foram avaliadas por meio do teste do qui-quadrado de
Pearson. O teste exato de Fisher foi empregado devido ao reduzido numero de
observagbes em algumas categorias das tabelas de contingéncia, proporcionando
estimativas mais robustas para pequenas amostras. O nivel de significancia adotado foi

de 5% (p < 0,05). Amargem de erro esta calculada em 5%, e confiabilidade & de 95%.

7 RESULTADOS

Inicialmente foram avaliados 66 pacientes, sendo excluidos 6 por serem
reavaliados e diagnosticados como carcinoma de células escamosas, resultando na
inclusdo final de 60 pacientes. Destes, observou-se predominancia do sexo feminino,
idade média de 61,8 anos e elevada frequéncia de individuos autodeclarados pardos e
residentes no estado do Amazonas. O adenocarcinoma colorretal foi o subtipo histologico
predominante, sendo a maioria dos casos diagnosticada em estagios Ill e IV. A
instabilidade de microssatélites de alta frequéncia (MSI-H) foi identificada em 17 (28,3%)
pacientes, enquanto 43 (71,7%) apresentaram perfil MSI-L/MSS. Os tumores MSI-H
apresentaram maior frequéncia no coélon direito e em tumores com componente
mucinoso; entretanto, ndo foram observadas associagdes estatisticamente significativas
entre o status de MSI e as variaveis clinico-patolégicas analisadas. Em alguns loci, foram
observados resultados classificados como “No Call”, correspondentes a auséncia de
classificagao valida para aquele marcador especifico no ensaio. Essa ocorréncia foi
considerada uma caracteristica do resultado analitico do respectivo locus e nao foi
interpretada, isoladamente, como uma categoria molecular final dos pacientes. A
classificagdo molecular final foi estabelecida a partir do conjunto de loci validos e dos
critérios de interpretacdo adotados para o ensaio. Na avaliagdo imunoldgica, apenas a
IL-12p70 apresentou diferenga significativa, com maiores concentragées em pacientes
sem metastase (p=0,0187).

Embora ndo tenha sido evidenciada associacdo estatisticamente significativa
entre o status de MSI e as variaveis clinicas (sexo, idade, estadiamento ou tipo
histologico), notou-se uma tendéncia de predominancia de tumores MSI-H no célon
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direito e maior frequéncia de subtipo mucinoso, enquanto os casos MSI-L/MSS se
concentraram no célon esquerdo e apresentaram, majoritariamente, o subtipo
adenocarcinoma SOE.

No contexto imunoldgico, ndao foram observadas diferencas significativas nos
niveis séricos das citocinas IL-18, IL-6, IL-10, TNF-q, IL-8, IL-12p70, IL-2, IL-4, IFN-y, IL-
17A entre os grupos MSI-H, MSI-L e MSS. Contudo, a IL-8 apresentou niveis elevados
em tumores do célon direito (p = 0,0094), enquanto a IL-6 aumentou progressivamente
com o estadiamento tumoral (p = 0,0257). A IL-12p70 foi significativamente maior em
pacientes com metastases (p = 0,0187).

Esses achados sugerem um perfil inflamatério heterogéneo, sem correlagéo direta

entre MSI e citocinas séricas.

7.1 Caracteristicas sociodemograficas

A idade média dos participantes foi de 61,8 £ 11,5 anos. Observou-se maior
concentracdo de pacientes nas faixas etarias de 51-65 anos e =266 anos, ambas
representando 41,6% da amostra, seguidas pela faixa de 31-50 anos (15,1%) e 18-30
anos (1,7%). Houve predominéncia do sexo feminino, correspondente a 37 pacientes
(61,7%), enquanto 23 (38,3%) eram do sexo masculino. Quanto a autodeclaragao de
racal/cor, 42 participantes (70,0%) foram classificados como pardos, seis (10,0%) como
pretos e 12 (20,0%) como brancos. Em relagdo ao local de nascimento, 39 pacientes
(65,0%) nasceram no estado do Amazonas. Entre os nascidos no Amazonas, 23 (38,3%
da amostra total) eram provenientes do interior do estado e 16 (26,7%) da capital. Os
demais participantes eram naturais de diferentes estados das regides Norte e Nordeste

e de outras regides do pais (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas dos participantes elegiveis atendidos na Fcecon no
Amazonas, Brasil.

Variaveis (N=60) % (f1) IC (95%)
Faixa Etaria (média de idade) 61,8+ SD +11,5

18-30 1,7 (1) 0,04 -89
31-50 15,1 (9) 7,1-26,5
51-65 41,6 (25) 29,0 - 55,1
> 66 41,6 (25) 29,0 — 55,1
Género

Feminino 61,7 (37) 48,2 - 73,9
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Masculino 38,3 (23) 26,0 - 51,8
Etnia
Branca 20,0 (12) 8,2—-285
Negra 10,0 (6) 3,76 — 20,5
Parda 70,0 (42) 56,7 — 81,1
Estado de Nascimento
Acre 1,6 (1) 0,4-89
Amazonas 65,0 (39) 51,6 - 76,8
Interior do estado 38,3 (23) 26,07 — 51,8
Capital 26,7 (16) 16,0 — 39,6
Para 13,6 (8) 59-245
Ceara 5,0 (3) 1,04 - 13,9
Pernambuco 3,6 (2) 04-11,56
Maranhao 1,6 (1) 0,4-8,4
Mato Grosso 1,6 (1) 0,4-84
Mato Grosso do Sul 1,6 (1) 0,4-84
Piaui 1,6 (1) 0,4-84
Rio Grande do Norte 1,6 (1) 0,4-84
Rondébnia 1,6 (1) 0,4-84
Roraima 1,6 (1) 0,4-84

fi = frequéncia absoluta simples; IC= Intervalo de confianga.

7.2 Caracteristicas sobre o estilo de vida

Em relagéo ao estado nutricional, 26 pacientes (46,7%) apresentavam sobrepeso,
21 (31,7%) peso considerado normal, cinco (8,2%) baixo peso, quatro (6,7%) obesidade
grau | e quatro (6,7%) obesidade sem especificagdo adicional no registro utilizado para
analise. Quanto ao tabagismo, 20 participantes (33,3%) relataram consumo de tabaco,
enquanto 40 (66,7%) nao relataram esse habito. O consumo de bebidas alcodlicas foi
referido por 22 pacientes (36,7%), enquanto 38 (63,3%) declararam ndo consumir alcool.

A prética de atividade fisica foi relatada por 19 participantes, enquanto 41 (68,3%)
nao realizavam atividade fisica regularmente. Em relacdo ao consumo de alimentos
industrializados, 37 participantes (61,7%) relataram consumo, enquanto 23 (38,3%) nao
relataram esse habito. Para o consumo de carnes vermelhas ou processadas, 38
participantes relataram consumo e 22 nao relataram. Quanto a frequéncia semanal, 33
pacientes referiram consumo entre uma e sete vezes por semana, trés relataram
frequéncia superior a sete vezes por semana e 24 nao souberam informar ou nao
apresentaram informacao valida para essa variavel. O consumo de carne salgada foi
relatado por 37 pacientes (61,7%), enquanto 23 (38,3%) néo relataram esse consumo.
Entre os participantes que forneceram informagdo sobre frequéncia, houve

predominancia do consumo de uma a sete vezes por semana.
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Os dados de habitos e estilo de vida foram utilizados para caracterizar a
populagao estudada, ndo sendo interpretados isoladamente como fatores de risco para
cancer colorretal, uma vez que o estudo n&o incluiu grupo controle populacional para

estimativa de risco (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas dos fatores de risco relacionados ao estilo de vida dos participantes do
estudo.

Variaveis (N=60) % (fi) IC (95%)
IMC

Sobre peso 46,7 (26) 34,9-61,7
Normal 31,7 (21) 21,1 - 46,3
Baixo peso 8,2 (5) 2,8- 18,9

Obesidade grau | 6,7 (4) 1,9-16,7
SI 6,7 (4) 0,4-11,9

Tabagismo

N&o 66,7 (40) 53,3-78,3
Sim 33,3 (20) 21,7 — 46,7
Alcool

Néo 63,3 (38) 49,9 - 75,4
Sim 36,7 (22) 24,5 - 50,1
Atividades esportivas

Sim 32,7 (19) 21-46,3

Néo 68,3 (41) 55,0-79,7
Consumo de industrializados

Néo 38,3 (23) 26,0 - 51,8
Sim 61,7 (37) 48,2— 73,9
Frequéncia por Semana

1a7 53,3 (32) 40,0 — 63,3
Mais de 7 10,0 (6) 3,8-20,5

Néo sabe 36,7 (22) 24,6 — 50,1
Consumo de carne vermelha/processados

Sim 65,5 (38) 51,8-77,5
Néo 36,7 (22) 24,6 — 50,0
Frequéncia por Semana

1a7 55 (33) 41,6 — 67,9
Mais de 7 5,0 (3) 1,0- 139

Néo sabe 40 (24) 25,56-51,6
Consumo de carne salgada

Sim 61,7 (37) 48,2—- 73,9
Néo 38,3 (23) 26,0 - 51,8
Frequéncia por Semana

1a7 46,7 (29) 33,7-60,0
Mais de 7 10,0 (6) 3,76 — 20,5
Néo sabe 43,3 (26) 30,6 — 56,7

fi =frequéncia absoluta simples; IC = intervalo de confianga.

7.3 Caracteristicas clinicas e patolégicas.
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Na avaliagao clinica registrada durante a entrevista, os sinais e sintomas mais,
prevalentes entre os pacientes diagnosticados com cancer colorretal (CCR) foram
constipacédo com (61,9%), seguido pela dor abdominal (57,3%) alteracdo do habito

intestinal com (49,4%) e fezes em fita 45,0% dos casos (Grafico 1).

Grafico 1. Sinais e sintomas clinicos dos casos elegiveis incluidos. Proporgéo de pacientes por
variavel (eixos X e Y).
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A analise anatomopatolégica demonstrou predominéncia do sem outras
especificacoes (SOE), identificado em 51 (85,0%) dos casos, seguido pelo
adenocarcinoma mucinoso 10%, enquanto os demais subtipos representaram apenas
1,7% cada. A maioria dos tumores localizou-se no colon esquerdo 75%, com predominio
no retossigmoide 48,3%, e apresentou grau de diferenciacao intermediario (G2, 58,3%).

O estadiamento evidenciou maior frequéncia de casos avangados (IlI-1V, 68,1%),
sendo observada metastase em 28,3% dos pacientes. Durante o periodo avaliado, 20%

evoluiram para 6bito (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas dos tipos histoldgicos e estadiamento dos pacientes diagnosticado com
cancer colorretal, atendidos no Amazonas, Brasil.



Variaveis (N = 60) % (fi) % (IC)
Tipo histolégico

Adenocarcinoma SOE 85,0 (51) 73,4 -929
Adenocarcinoma mucinoso 10,0 (6) 3,7-20,5
Adenocarcinoma tubular 1,7 (1) 0,04 - 8,9
Adenocarcinoma micropapilifero 1,7 (1) 0,04 -89
Adenocarcinoma adenoma-simile 1,7 (1) 0,04 - 8,9
Lateralidade

Direito 25,0 (15) 14,7 - 37,8
Esquerdo 75,0 (45) 62,1 — 85,3
Sitio do tumoral

Retossigmoide 48,3 (29) 35,2 -61,6
Colon ascendente 13,3 (8) 59-245
Colon descendente 11,7 (7) 48—-226
Colon transverso 6,7 (4) 1,8 -16,2
Reto 16,6 (10) 8,3-255
Ceco 1,7 (1) 0,04 -8,9
Valvula ileocecal 1,7 (1) 0,04 - 8,9
Grau

G1 21,7 (13) 12,0 -34,2
G2 58,3 (35) 449 -70,9
G3 20,0 (12) 10,8 — 32,3
Estadiamento tumoral

/ 13,3 (8) 59-24,6
I 18,3 (11) 9,5-304
1 36,3 (22) 24,6 — 50,1
v 31,8 (19) 20,2 -44.9
Metastase

Nao 63,3 (38) 499-754
Sim 28,3 (17) 17,4 -41,4
S/ 8,3 (5) 2,7-18,3
Obito

Nao 80 (48) 67,6 — 89,2
Sim 20 (12) 10,7 - 32,3

f i = frequéncia absoluta simples; IC = intervalo de confianga

7.4 Anadlises dos resultados de Instabilidade de microssatélites.

56

A avaliacao do status de instabilidade de microssatélites foi realizada por meio do painel

de 13 loci utilizado no ensaio TrueMark™ MSI Assay. A analise identificou 17 pacientes (17/60;
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IC 95%: 18,5—-40,8) foram classificados como MSI-H, enquanto 61,7% (43/60; IC 71,7%:
59,0-81,5) foram agrupados como MSI-L/MSS. Os percentuais observados,
acompanham seus respectivos intervalos de confianca de 95%, fornecendo uma
estimativa e permitindo melhor interpretacdo da distribuicdo do perfil molecular na
populacao investigada. Apesar da maior frequéncia de tumores MSI-H em determinadas
caracteristicas anatomopatolégicas, as analises comparativas nao evidenciaram
associacao estatisticamente significativa entre o status de instabilidade de

microssatélites e a maioria das variaveis clinico-patoldgicas avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao do perfil de microssatélites MSI-H E MSI-L/MSS na amostra estudada.

Variavel N=60 % IC 95%
MSI-H 17 28,3% 18,5-40,8
MSI-L/MSS 43 71,7% 59,2 -81,5

fi = frequéncia absoluta simples; IC - intervalo de confianca 95%.

Nota: “No Call” indica falha de classificacdo de um determinado locus no ensaio, ndo correspondendo
necessariamente a uma categoria molecular final do paciente. A classificagado molecular dos pacientes foi
determinada a partir do conjunto de resultados validos e dos critérios estabelecidos para interpretacdo do
perfil de MSI.

A distribuicdo do perfil molecular evidenciou predominédncia de tumores
classificados como MSI-L/MSS, enquanto aproximadamente um terco dos pacientes
apresentou MSI-H. Os marcadores classicos BAT-40 (57,0%) e NR-22 (59,0%)
apresentaram as maiores frequéncias de MSI-H, seguidos por NR-24 (36,0%), NR-21
(34,0%) e NR-27 (36,0%), sugerindo elevada capacidade desses marcadores em
detectar instabilidade de microssatélites em tumores MSI-H. Esse padrao reforga a
robustez desses loci como indicadores de perda funcional de MMR. Ja os marcadores
CAT-25 (53,0%), BAT-25 (48,0%) e ABI-19/20B (41,0-48,0%) apresentaram
predominancia de instabilidade no grupo MSI-L, sugerindo um perfil intermediario de
instabilidade, geralmente associado a mutacdes parciais ou epigenéticas que afetam
MSH6 e PMS2.

Os loci proprietarios do TrueMark™ (ABI-16, ABI-17 e ABI-20A) mostraram
instabilidade mais evidente em amostras MSS, com frequéncias entre 45% e 59%,
indicando que esses marcadores podem detectar pequenas variacbes em regides
gendmicas adicionais, aumentando a sensibilidade do painel para casos de instabilidade
discreta. Essa caracteristica é coerente com a proposta técnica do kit.
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Quanto, o marcador BAT-26, tradicionalmente um dos mais sensiveis a perda de
MLH1/PMS2, apresentou baixa frequéncia de MSI-H (10,0%) e maior estabilidade (MSS
=45,0%), possivelmente refletindo a natureza conservada desse locus em determinadas
populagdes ou diferengas no limiar analitico adotado.

O grupo “No call” manteve frequéncia uniforme (12,0%) entre os marcadores,
indicando estabilidade metodologica e auséncia de viés sistematico na detecgdo —

resultado consistente com painéis validados para uso clinico (Grafico 2).

Grafico 2. Figura 1: Distribuicdo percentual das classificagées MSI-H, MSI-L/MSS e No Call
entre os 13 marcadores analisados. As cores mais quentes (vermelho) indicam maior
frequéncia pelo ensaio de EC.
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O mapa de calor representa a frequéncia relativa (%) de instabilidade dos 13 marcadores microssatélites
analisados no painel TrueMark MSI, distribuidos entre as categorias MSI-H (alta instabilidade), MSI-L
(baixa instabilidade), MSS (microssatélite estavel) e No call (hdo determinado). As frequéncias variam
entre 3% e 70%, com gradacgéo cromatica que reflete a intensidade de detec¢cdo em cada grupo. Nota: A
categoria “No Call” representa auséncia de classificagdo valida para o locus correspondente e ndo deve
ser interpretada como uma categoria molecular final do paciente. As frequéncias apresentadas no heatmap
referem-se aos resultados obtidos para cada marcador individualmente.
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A analise bivariada n&o evidenciou associagéo estatisticamente significativa entre
o status de instabilidade de microssatélites e o género (p = 0,77). A distribuigdo por sexo
foi semelhante entre os grupos analisados, com predominéncia do sexo feminino tanto
entre os pacientes com MSI-H (64,7%) quanto entre aqueles com MSI-L/MSS (60,5%).
Da mesma forma, ndo foi observada associagao significativa entre a faixa etaria e o
status de MSI (p = 0,36). Em ambos os grupos, a maior concentragdo de pacientes
ocorreu na faixa etaria de 51-65 anos, correspondendo a 52,9% dos casos MSI-H e
58,1% dos casos MSI-L/MSS. Assim, dentro da populagdo estudada, ndo foram
identificadas evidéncias estatisticas de associagao entre status de MSI, sexo ou faixa
etaria (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise bivariada das caracteristicas sociodemograficas segundo status de
instabilidade de microssatélites MSI-H e MSI-L/MSS.

Variaveis Total (%) MSI-H (%) MSI L/MSS (%) p-value
(N=60) (N=17) (N=43)
Género 0,77
Feminino 37 (61.7) 11 (64.7) 26 (60,5)
Masculino 23 (38.3) 6 (35.3) 17 (39,5)
Idade 0,36
18-30 1(1.7) 1(5.9)
31-50 7 (11.7) 3(17.6) 4 (9.3)
51-65 28 (46.7) 9 (52.9) 25 (58.1)
>66 24 (40.0) 4 (23.5) 14 (32.6)

MSI-H/MSI-L: Instabilidade de microssatélites alta / Instabilidade de microssatélites baixa; MSS
Microssatélites estaveis.

Em relagao a lateralidade tumoral, observou-se maior frequéncia proporcional de
casos MSI-H entre os tumores localizados no lado direito em comparagao aos tumores
do lado esquerdo, sendo essa diferenga estatisticamente significativa (p=0,0001). Entre
os casos MSI-H, também foi observada maior frequéncia descritiva do subtipo mucinoso.
Entretanto, essa distribuicdo deve ser interpretada com cautela devido ao pequeno
numero absoluto de casos desse subtipo e a auséncia de associagao estatistica
significativa. Nao foi observada associacao estatisticamente significativa entre status de
MSI e ocorréncia de o6bito (p=0,31) (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracteristicas clinicas e o status de instabilidade de microssatélites (MSI-H vs MSI-
L/MSS).

MSI
Variaveis MSI-H MSI-L / MSS Valor de p
N =60 (%) N=17 (%) N=43(%)

Estadiamento
tumoral 0,14
=1 19 35,2 6 52,9 13 37,8
1-1v 41 75,9 11 47,1 30 62,2
Lateralidade 0.0001
Direito 15 25,0 7 70,6 8 8,1
Esquerdo 45 75,0 10 29,4 35 91,9
Tipo histologico

P g 0,30 - 0,40
Adenocarcinoma
SOE 51 85,0 12 70,6 39 86,5
Adenocarcmoma 6 10,0 4 235 2 54
mucinoso
Adenocarcinoma 117 127
tubular
Aqenocar_q/noma 117 127
micropapilifero
Adenocarcuyoma 117 1100
adenoma-simile
Obito 0,31
Sim 12 20,0 2 11,8 10 27,0
Néo 48 80,0 15 88,2 27 73,0

MSI-H: Instabilidade de microssatélites alta. MSI-L/MSS: Instabilidade de microssatélites baixa;
Microssatélites estaveis. Legenda: SOE = sem outra especificacdo; S| = sem informacédo; teste qui-
quadrado ou exato de Fisher, quando aplicavel. Diferenga significativa para p < 0,05. Nota: Os percentuais
foram calculados em relagdo ao total da amostra (N=60), sendo a soma das categorias realizada
verticalmente dentro de cada variavel.
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7.5 Niveis séricos de citocinas comparados com status de MSI.

A concentragao sérica das citocinas avaliadas (CXCLS, IL-183, IL-6, IL-10, TNF-q,
IL-12p70, IL-2, IL-4, IFN-y e IL-17A), foi comparada entre os grupos classificados
segundo o status de MSI. ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos MSI-H/MSI-L e MSS (p > 0,05 para todas as comparagdes).
Os perfis de expressdo apresentaram ampla variabilidade intragrupo, com valores
medianos semelhantes, indicando auséncia de associacdo clara entre o status de
instabilidade de microssatélites e a secregao dessas citocinas (Figura 17).
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Figura 14. Concentragdes plasmaticas de citocinas, estratificados pela presenca de instabilidade de microssatélite-
alto (MSI-H); microssatélites-baixo (MSI-L); ou microssatélites estaveis (MMS). Valores estdo expressos em pg/mL.
Barras representam média com 95% de intervalo de confianca (IC 95%).
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7.6 Niveis séricos de citocinas de acordo com a lateralidade do tumor (D e E).

A comparacao dos niveis séricos de citocinas entre tumores de colon direito (D) e
esquerdo (E) baseou-se em evidéncias de que a lateralidade no CCR representa
entidades bioldgicas distintas. Tumores do lado direito associam-se mais a MSI-H, maior
infiltracdo imune e pior prognostico, enquanto os do lado esquerdo apresentam
mutagdes frequentes em KRAS e TP53. Dentre as citocinas analisadas, apenas a CXCL8
(IL-8) mostrou diferenca estatisticamente significativa, com niveis mais elevados em
tumores do célon direito (p = 0,0094). As demais (IL-10, IL-17A, IFN-y). Esses resultados
indicam que a variagao observada para IL-8 esteve relacionada a localizagao anatémica
do tumor, independentemente da auséncia de associagao entre IL-8 e o status de MSI
(Figura 14).
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Figura 15. Anadlise dos niveis séricos de citocinas, de acordo com a lateralidade: célon direito (D)
versus esquerdo (E). Os valores estdo em pg/mL. A normalidade foi avaliada por Shapiro—-Wilk;
comparacao pelo teste de Mann—Whitney (p < 0,05).
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7.7 Niveis séricos de citocinas conforme o estadiamento do tumoral.

A analise comparativa dos niveis séricos de citocinas entre os estagios clinicos do
CCR permite investigar a relagao entre o perfil inflamatoério sistémico e a progressao da
doenca. Os resultados evidenciam diferencas estatisticas na concentragao sérica de
citocinas entre os estagios do cancer colorretal (I a IV). Destaca-se, o0 aumento de IL-6
em estagios avancgados (p = 0,0257). Nas demais citocinas, IL-8 (p = 0,3501), IL-1B (p =
0,5803), TNF-a (p = 0,5147), IL-2 (p = 0,9354), entre outras, ndo se observou diferenca
estatisticamente relevante entre os estagios clinicos. (Figura 15).

A p=0.3501 p=0.5803 p=0.0257 p=0.8154
10! = 10 10 10
10°+
-]
g =
;‘é ﬁl 107
o
10
102 : 100
i o I R
1 I I IV
p=10.4824 p=0.9354 p=0.6894

Concentragéo
(pg/mL)

IL-12p70

p=0.3822
10! 100
4 >
D
P -« (-] o
-‘Z: 100 E 1014
10+ 102 x> —apw
I Im m Iv
Figura 16. Analises de concentragdes das citocinas segundo o estadiamento: I; II; lll e IV, expressas em pg/mL. Dados

apresentados em grafico de barras de colunas (mediana, IQR e disperséo). Andlises por ANOVA de uma via/Tukey
(dados normais).



7.8 Niveis séricos de citocinas de acordo metastase do tumor.

Quanto a distribuicdo das citocinas nos grupos sem metastase (S) e com
metastase (D). Observa-se diferencga estatisticamente significativa para a IL-12p70 (p =
0,0187), as concentragdes séricas de IL-12p70 foram maiores entre os pacientes sem
metastase em comparagdo aqueles que apresentavam metastase. Entretanto, o
desenho do estudo ndo permite estabelecer relagdo causal ou afirmar que a IL-12p70

exerca efeito protetor contra a ocorréncia de metastases (Figura 16).
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8 DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou aspectos sociodemograficos,  clinicos,
anatomopatologicos, moleculares e inflamatorios de uma coorte de 60 pacientes com
adenocarcinoma colorretal atendidos em um centro de referéncia em oncologia no Amazonas. A
interpretacdo dos achados deve considerar a natureza da populacdo analisada, constituida
exclusivamente por pacientes diagnosticados e acompanhados em um servigo especializado.
Dessa forma, os resultados descrevem o perfil da populagédo clinica atendida no centro de
referéncia e ndo devem ser interpretados como estimativas da populacao geral do estado do

Amazonas.

Aidade média dos pacientes foi de 61,8 + 11,5 anos, com maior concentragao nas
faixas de 51-65 anos e 266 anos. Esse perfil € compativel com o comportamento
epidemioldgico do cancer colorretal, cuja ocorréncia aumenta progressivamente com o
envelhecimento. A idade também constitui uma variavel importante na distribuicdo dos
subtipos moleculares do cancer colorretal. O avango da idade favorece o acumulo
progressivo de alteragdes genéticas e epigenéticas, reducado da capacidade de reparo
do DNA e modificagdes no microambiente tecidual, fatores que aumentam a
susceptibilidade a carcinogénese colorretal (INCA, 2023; Siegel; Wagle; Cercek, 2023).
Embora estudos internacionais tenham demonstrado crescimento da incidéncia de CCR
em adultos jovens, especialmente em paises de alta renda, essa tendéncia ainda nao foi
observada de forma expressiva na populagao avaliada, onde a doenga permaneceu
predominantemente concentrada em individuos idosos (Gupta; Bharti; Ahnen, 2020). No
contexto amazonico, observa-se a concentragdo de casos em idosos reflete o acesso
limitado, o que pode estar relacionado a baixa cobertura de programas preventivos
(INCA, 2023; Rizzotto et al., 2021).

Em relacdo ao género, a predominancia do sexo feminino, observada nesta
coorte, diverge levemente do padrao nacional, em que ha discreta prevaléncia masculina
(INCA, 2023). Essa diferenga pode refletir caracteristicas especificas da populagéo
estudada, especialmente relacionadas ao maior acesso feminino aos servigcos de saude
e a maior adesdao as consultas médicas preventivas. Para o Amazonas, fatores
geograficos e socioculturais influenciam diretamente o comportamento de procura por
assisténcia médica, podendo favorecer maior identificacdo de casos entre mulheres o
que favorece a detecgéo precoce (Oliveira et al., 2025; Schaedler et al., 2024).

A distribuicdo étnica encontrada acompanha o perfil demografico da regidao Norte
do Brasil, caracterizada por intensa miscigenacédo decorrente da contribuicdo genética
de populagdes indigenas, europeias e africanas. A predominancia de individuos
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autodeclarados pardos reflete a composicdo populacional descrita pelo Censo
Demografico de 2022 e reforgca a importancia de desenvolver estudos moleculares
especificos para populagbes miscigenadas, frequentemente sub-representadas em
pesquisas internacionais sobre cancer colorretal (IBGE, 2022).

Outro aspecto relevante foi a elevada proporgcdo de pacientes provenientes do
interior do estado do Amazonas. Esse resultado evidencia um dos principais desafios
enfrentados pelos servigos oncolégicos da regido: a centralizagdo da assisténcia
especializada na capital e as dificuldades de acesso enfrentadas pelas populagbes
residentes em municipios distantes. Barreiras geograficas, limitagdes de transporte,
desigualdades socioeconémicas e disponibilidade restrita de servigos especializados
podem retardar o diagndstico e o inicio do tratamento, favorecendo a identificagdo da
doencga em estagios mais avangados (Henrique Baptista Barbosa Markus et al., 2024).

Entre os fatores relacionados ao estilo de vida, verificou-se elevada frequéncia de
sobrepeso e obesidade no momento do diagndstico. Esse achado € consistente com
evidéncias robustas que reconhecem o excesso de adiposidade corporal como
importante fator de risco para o desenvolvimento do cancer colorretal. O tecido adiposo
promove um estado inflamatdério crénico de baixa intensidade, associado ao aumento da
producao de citocinas pro-inflamatorias, resisténcia a insulina e alteracées metabdlicas
capazes de favorecer a proliferagao celular e a progressao tumoral (Gao et al., 2023; Li
et al., 2021). Da mesma forma, a elevada frequéncia de sedentarismo observada nesta
populacao reforca a importancia da atividade fisica como fator protetor para o cancer
colorretal. Evidéncias epidemiolégicas demonstram que individuos fisicamente ativos
apresentam menor risco de desenvolver a doenca, provavelmente devido aos efeitos
benéficos sobre o metabolismo energético, reducao da inflamacao sistémica, melhora da
funcao imunoldgica e diminuigao da resisténcia insulinica (IARC, 2020; Keivanlou; Amini-
Salehi; Javid, 2023, 2023; McNabb; Harrison; Albanes, 2020).

Os habitos alimentares observados também merecem destaque. O consumo
frequente de alimentos ultraprocessados e de carnes processadas, associado ao
excesso de peso e ao sedentarismo, caracteriza um padrao alimentar reconhecido como
fator predisponente para o cancer colorretal. Estudos recentes demonstram que dietas
ricas em gorduras saturadas, carnes vermelhas processadas e alimentos com elevado
grau de processamento favorecem alteragdes da microbiota intestinal, producdo de
compostos carcinogénicos e manutencdo de um ambiente inflamatério propicio a
carcinogénese (Li et al., 2021; Wu, et al., 2022).
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As manifestagdes clinicas observadas foram compativeis com aquelas
classicamente descritas para pacientes com cancer colorretal. Alteragées do habito
intestinal, constipagao e dor abdominal constituiram os sintomas mais frequentemente
relatados, refletindo o crescimento progressivo da lesdo tumoral e suas repercussoes
sobre a funcgao intestinal. Esses achados corroboram as recomendacgdes clinicas atuais,
que apontam tais manifestagbes como importantes sinais de alerta para investigacao
diagnostica, sobretudo em individuos acima de 50 anos ou pertencentes a grupos de
maior risco (INCA, 2023; NICE, 2023).

Quanto as caracteristicas anatomopatologico, o predominio do adenocarcinoma
sem outras especificagdes confirma o padrao histolégico amplamente descrito para o
cancer colorretal, representando a principal via de carcinogénese da doenga (Xu et al.,
2023), entretanto, a presencga de subtipo mucinoso merece atengao clinica, a literatura
recente indica que o subtipo mucinoso tende a apresentar pior prognostico, maior
propensdo a disseminagao linfatica e menor resposta a quimioterapia adjuvante em
alguns estagios (Zhang et al., 2022).

A analise de lateralidade tumoral mostrou predominancia de tumores no colon
esquerdo em relagédo ao direito. Esse achado segue tendéncias globais, onde tumores
esquerdos ainda sdo mais comuns (Interventions, 2019). Apesar disso, a literatura
recente evidencia crescimento progressivo da incidéncia de tumores localizados no colon
direito, principalmente entre mulheres e individuos idosos, condicdo frequentemente
associada a instabilidade de microssatélites, maior carga mutacional e caracteristicas
moleculares distintas (Pucci et al., 2023), essa diferenciagdo possui relevancia clinica
crescente, uma vez que tumores direitos e esquerdos apresentam diferencas
prognosticas e terapéuticas importantes (Boland; Goel, 2010b).

Quanto a localizagao especifica, o predominio no retossigmdide e a presenga de
tumores de reto seguem o padrao de alta proporg¢ao distal observado em varias coortes
brasileiras (INCA, 2023; Toledo et al., 2023).

O elevado percentual de pacientes diagnosticados em estagios Ill e IV representa
um dos achados mais preocupantes deste estudo. O diagndstico tardio permanece como
importante desafio para o controle do cancer colorretal no Amazonas e provavelmente
reflete limitagdes estruturais relacionadas ao acesso ao rastreamento, demora na
investigacao diagnodstica e desigualdades regionais na oferta de servigcos especializados
(Rocha et al., 2025). Mais recentemente, uma meta-analise envolvendo 56 estudos e
mais de 803 mil pacientes confirmou diferengas clinicopatoldégicas entre

adenocarcinomas mucinosos e nao mucinosos e identificou associacdo do subtipo
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mucinoso com pior sobrevida global, embora a magnitude dessas relagdes varie
segundo localizagdo, estagio e caracteristicas da populacdo estudada (Wang et al.,
2024)

No que se refere a presengca de metastases. Esse achado € critico, pois
metastases estdo diretamente relacionadas a pior sobrevida global e refletem a detecgéo
tardia da doenga (Cooray; Cooper, 2025). Estudos recentes apontam que a taxa de
metastase no momento do diagndstico em paises com rastreamento ativo varia entre 15-
30%, significativamente inferior ao observado nesta coorte. (Cervantes et al., 2023). A
taxa de obito registrada, estd em consonancia com os estagios avangados
predominantes. Esse valor ressalta ndo apenas a gravidade da doenga no cenario local,
mas também a urgéncia de politicas publicas voltadas a ampliagdo do acesso ao
rastreamento e diagnostico precoce, ja que evidéncias recentes demonstram que
programas organizados de rastreamento podem reduzir a mortalidade em até 30%
(Siegel; Wagle; Cercek, 2023).

A instabilidade de microssatélites representa um dos principais biomarcadores
moleculares do cancer colorretal, desempenhando papel fundamental na compreensao
da carcinogénese, na definicdo prognostica e na selecdo de estratégias terapéuticas
individualizadas, os métodos padréo para avaliar o MSI e o dMMR s&o a imuno-
histoquimica (IHQ) utilizando 4 anticorpos especificos para visualizagéo das perdas das
proteinas de reparo, e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), respectivamente
(Yakushina et al., 2023). Essas abordagens sao amplamente utilizadas na pratica clinica,
sendo recomendadas por consorcios profissionais (Luchini et al., 2019).

A caracterizacdo molecular realizada nesta investigagdo permitiu identificar
importante heterogeneidade no perfil de instabilidade de microssatélites dos pacientes
avaliados, evidenciando que aproximadamente um terco da amostra apresentou fenétipo
MSI-H. Embora essa frequéncia seja discretamente superior a observada em muitas
séries internacionais, permanece dentro da variacdo descrita para diferentes
populagdes, particularmente quando considerados aspectos étnicos, genéticos e
ambientais que influenciam a distribuigdo desse fenétipo (Nouri Nojadeh et al., 2018;
Tang et al., 2024). A auséncia de associacéo significativa entre MSI e sexo, idade,
estagio ou 6bito deve ser interpretada de maneira semelhante. Esses resultados indicam
qgue nao foi identificada evidéncia estatistica dessas associagdes na amostra analisada,
mas nao permitem concluir que tais relagdes estejam ausentes em populagdes maiores.
O tamanho amostral e o numero reduzido de eventos em determinadas categorias

podem limitar a deteccéo de diferencas.



69

A anadlise dos 13 loci também demonstrou heterogeneidade na frequéncia de
instabilidade entre os marcadores. Esses resultados sido Uteis para caracterizar o perfil
molecular da coorte, mas a frequéncia de instabilidade em um locus especifico ndo deve
ser interpretada como medida isolada de sensibilidade diagndstica ou como evidéncia
direta de alteracdo em determinado gene do sistema de reparo (Nouri Nojadeh et al.,
2018; Styk; Pos; Pos, 2023). Por outro lado, marcadores como CAT-25 e BAT-25
apresentaram maior frequéncia entre os tumores MSI-L, sugerindo que podem contribuir
para a identificacdo de alteragbes moleculares discretas, complementando a
estratificacdo do perfil de instabilidade.

Da mesma forma, os resultados classificados como “No Call” devem ser
entendidos como falhas de classificacdo de loci especificos no ensaio. Essa categoria
corresponde ao resultado analitico individual do marcador e nao constitui,
necessariamente, uma classificacdo molecular final do paciente. Portanto, a
interpretacéo do perfil molecular deve considerar o conjunto de loci validos e os critérios
globais estabelecidos para a classificagdo do ensaio (Tang et al., 2024)

Nos tumores classificados como MSS observou-se predominancia de estabilidade
em diferentes marcadores, sem evidéncias de instabilidade significativa. Esse
comportamento provavelmente reflete a preservagdo da integridade do sistema de
reparo do DNA nesses pacientes. Entretanto, a presenca de pequenas variagdes em
alguns loci pode representar polimorfismos constitucionais, particularmente em
populagdes geneticamente heterogéneas como a brasileira, ressaltando a importancia
da validagdo regional de painéis moleculares utilizados para avaliagdo de MSI
(Campanella et al., 2014). Isso reforga a necessidade de validagdo de painéis de
marcadores considerando caracteristicas étnicas e regionais.

A comparagao entre o status de MSI e as caracteristicas clinico-patolégicas
demonstrou que a maioria das variaveis analisadas nao apresentou associacao
estatisticamente significativa. Embora tenha sido observada maior frequéncia relativa de
tumores MSI-H entre mulheres e individuos com idade superior a 50 anos, esses
achados devem ser interpretados com cautela, uma vez que nao foram acompanhados
por diferencas estatisticamente significativas. Estudos multicéntricos recentes tém
demonstrado que sexo e idade apresentam influéncia limitada sobre o desenvolvimento
do fendtipo MSI-H, sendo fatores como localizagao tumoral, histologia e deficiéncia do
sistema MMR mais fortemente relacionados a esse perfil molecular (Berardinelli et al.,

2022; Jakob et al., 2024). O excesso de mucina extracelular observado nesses tumores
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parece estar relacionado a elevada carga mutacional caracteristica do fenétipo MSI-H,
favorecendo maior heterogeneidade morfologica e imunogenicidade tumoral.

Da mesma forma, a identificacdo de subtipos histolégicos menos frequentes,
como adenocarcinomas micropapiliferos, tubulares e adenoma-simile exclusivamente
entre tumores com instabilidade de microssatélites, constitui um achado interessante
desta investigagdo. Embora o reduzido numero de casos impega inferéncias definitivas,
essa observacao reforgca a hipétese de que tumores MSI apresentam maior diversidade
morfolégica em decorréncia da instabilidade gendmica acumulada ao longo da evolugao
tumoral (Amato; Franco; Facchini, 2022).

Embora as analises nao tenha identificado associacédo entre o status de MSI e
indicadores prognosticos como metastase ou Obito, esses resultados néo
necessariamente contradizem a literatura. Diversos estudos demonstram que o impacto
progndstico da instabilidade de microssatélites depende do estagio clinico da doenga, do
tratamento empregado e das caracteristicas genéticas especificas da populagdo
estudada (Sveen; Kopetz; Lothe, 2020; Yamamoto et al., 2024).

Portanto, embora ndo tenhamos evidenciado impacto prognostico em nossa
coorte, os resultados nao contradizem a literatura e reforgam a necessidade de analises
prospectivas em séries maiores (Afanador et al., 2022; Amato; Franco; Facchini, 2022;
Benatti et al., 2005; Tang et al., 2024).

A auséncia de diferengas significativas também pode refletir a complexidade da
regulagao das citocinas inflamatdrias no cancer colorretal. Mediadores como IL-6 e TNF-
a, embora amplamente associados a progressdo tumoral, angiogénese e pior
prognodstico, sdo modulados por multiplas vias inflamatérias e metabdlicas, ndo sendo
determinados exclusivamente pelo status de instabilidade de microssatélites. Dessa
forma, a resposta inflamatéria sistémica observada nesses pacientes provavelmente
resulta da interagdo entre caracteristicas moleculares do tumor, carga tumoral,
microambiente imunolégico e condi¢des clinicas individuais (Zou et al., 2025).

Esse resultado encontra respaldo em estudos recentes que demonstram que a
principal caracteristica imunolégica dos tumores MSI-H ocorre localmente, no
microambiente tumoral, por meio de intensa infiltragdo de linfocitos T citotdxicos,
aumento da expressao de moléculas de checkpoint imunolégico e elevada carga
neoantigénica, sem necessariamente produzir alteracoes detectaveis nas concentracdes
séricas de citocinas (André et al., 2025; Boland; Goel, 2010b; Choi et al., 2019; Johdi;
Sukor, 2020). Dessa forma, a auséncia de diferencgas plasmaticas ndo reduz a relevancia

biolégica do fendtipo MSI-H, mas evidencia que biomarcadores circulantes e
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biomarcadores teciduais refletem dimensbes distintas da resposta imunoldgica
antitumoral (Pan et al., 2020).

A inflamagao crénica constitui um dos principais mecanismos envolvidos na
iniciacao, progressao e disseminagao do cancer colorretal (CCR), desempenhando papel
central na comunicacgéo entre as células neoplasicas e o microambiente tumoral. Nesse
contexto, a avaliacdo simultanea de citocinas pr6 e anti-inflamatérias permite
compreender aspectos relevantes da resposta imunoldgica sistémica associada ao
desenvolvimento tumoral e pode contribuir para a identificagdo de potenciais
biomarcadores progndsticos e terapéuticos (Greten; Grivennikov, 2019).

Nas analises, a comparacdo dos niveis séricos de citocinas de acordo com a
lateralidade tumoral demonstrou que, embora IL-8, IL-10, IL-17A e IFN-y tenham
apresentado variagbes entre tumores localizados no célon direito e esquerdo, essas
diferencas ndo alcangaram significancia estatistica. A auséncia de associagéo sugere
que a localizagdo anatomica do tumor, isoladamente, pode nao exercer influéncia
suficiente sobre o perfil inflamatério sistémico dos pacientes avaliados (Bazzichetto et
al., 2022; Pecqueux et al., 2024). Entretanto, tumores de diferentes segmentos do célon
apresentam caracteristicas moleculares distintas, incluindo diferengas na composicéo da
microbiota intestinal, na resposta imunoldgica local e na frequéncia de instabilidade de
microssatélites (MSI), fatores que podem influenciar o comportamento bioldgico da
doenga sem necessariamente se refletirem em alteragbes detectaveis na circulagao
periférica (Aslam et al., 2025; Manisha et al., 2023; Shiri et al., 2024).

Os niveis séricos de IL-6 observados nos estagios | a IV, indica niveis maiores
nos estagios avangados. Estudos evidenciam pacientes com céancer colorretal foram
diagnosticados em estagios lll e IV, comprometendo os indices de sobrevida (Campos
et al., 2021; Feng et al., 2023).(Lima et al., 2019) Outro estudo de coorte internacional
também mostrou que expressao elevada de IL-6 no estroma tumoral correlaciona-se com
pior prognéstico, menor infiltracdo de linfocitos CD3+ e CD4+, e presencga de células
imunossupressoras no microambiente tumoral (Yamamoto et al., 2025).

Por outro lado, citocinas como IL-8, TNF-a, IL-10 e IL-17A ndo apresentaram
diferencas significativas entre os estagios. Contudo, em estudos prospectivos,
demostram que os niveis séricos elevados de IL-8 ja foram associados a metastases e
redugdo da sobrevida (Pecqueux et al., 2024), indicando que esses marcadores podem
se expressar de forma mais sensivel em contextos especificos, como doenga

metastatica. No cenario brasileiro, trabalhos recentes tém destacado a necessidade de
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validagcao de biomarcadores inflamatorios aplicados a realidade local, marcada pelo
diagndstico tardio e acesso limitado ao rastreamento (Campos et al., 2025).

A analise demonstra dos grupos com e sem metastase. Esse achado € altamente
relevante, pois refor¢ca o papel central da IL-8 como mediador da angiogénese, invasao
tumoral e disseminacdo metastatica no cancer colorretal (Bazzichetto et al., 2022;
Pecqueux et al., 2024). No Brasil, evidéncias clinicas também apontam a IL-8 como um
possivel marcador de agressividade tumoral em pacientes com diagndéstico tardio,
realidade frequente em nossa populacdo devido a baixa adesdo ao rastreamento
(Campos et al., 2025).

De maneira geral, os resultados obtidos demonstram que o perfil inflamatério
sistémico do cancer colorretal apresenta elevada complexidade biologica. Embora
apenas a IL-12p70 tenha apresentado associacdo estatisticamente significativa, as
tendéncias observadas para IL-8, IL-6 e IL-10 acompanham o comportamento descrito
na literatura e sugerem que esses mediadores participam de diferentes etapas da
carcinogénese colorretal (Bazzichetto et al., 2022; Feng et al., 2023; Shiri et al., 2024). A
auséncia de significancia para a maioria das citocinas nao reduz a relevancia desses
achados, mas evidencia que a resposta inflamatoéria sistémica resulta da interagao
dindmica entre fatores genéticos, caracteristicas do microambiente tumoral, carga
tumoral, presenca de metastases e condi¢des clinicas individuais (Greten; Grivennikov,
2019; Zuo et al., 2025).

Esses resultados reforcam a necessidade de estudos multicéntricos que integrem
analises séricas, avaliagado do infiltrado inflamatério tumoral e caracterizagdo molecular
dos tumores, permitindo compreender de forma mais abrangente a interagdo entre
inflamacao, imunidade e progressao do cancer colorretal, especialmente em populagdes

ainda pouco investigadas, como a da regiao Amazénica

LIMITAGOES DO ESTUDO

Os achados obtidos possuem importantes implicagcbes para a pratica clinica,
especialmente no contexto da oncologia de precisdo. A caracterizagdo simultdnea do
perfil clinico-patolégico, molecular e imunolégico permitiu demonstrar que o cancer
colorretal na populagdo amazdnica apresenta comportamento semelhante ao descrito
em outras populagdes quanto a distribuicdo da instabilidade de microssatélites, mas
também evidencia particularidades relacionadas as condigbes epidemioldgicas e

assistenciais da regido Norte do Brasil. Essas informagdes contribuem para ampliar o
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conhecimento sobre a heterogeneidade biologica da doenga e reforgam a necessidade
de incorporar biomarcadores moleculares a rotina diagnostica, favorecendo estratégias
terapéuticas mais individualizadas.

Embora n&o tenham sido observadas associacdes estatisticamente. Esses
achados sugerem que a instabilidade gendmica pode influenciar caracteristicas
morfolégicas especificas do tumor, ainda que tais diferencas ndo tenham sido
confirmadas estatisticamente nesta amostra. Assim, os resultados reforcam a
importancia da investigacdo molecular complementar a avaliagcdo anatomopatologica
convencional, especialmente em pacientes com caracteristicas clinicas sugestivas de
deficiéncia do sistema de reparo por incompatibilidade (MMR).

Outro aspecto de relevancia refere-se ao perfil inflamatério observado. Embora o
delineamento transversal deste estudo impecga estabelecer relagdo causal, esse
resultado sugere que essa citocina possa constituir um biomarcador promissor para
futuras investigagbes sobre progressdo tumoral e resposta imunoldgica no cancer
colorretal.

Sob a perspectiva assistencial, os resultados também evidenciam um importante
desafio para o controle do cancer colorretal na regidao Amazoénica. O elevado numero de
pacientes diagnosticados em estagios avangados da doenga. A predominancia de
tumores classificados nos estagios Ill e IV, associada a elevada frequéncia de
metastases no momento do diagndstico, reforca a necessidade de ampliagdo das
estratégias de rastreamento populacional e de fortalecimento da atencao oncoldgica
regional. Nesse contexto, politicas publicas voltadas a descentralizagdo da assisténcia
especializada e a ampliacao do acesso aos exames de rastreamento podem representar
importantes estratégias para redugdo da morbimortalidade por cancer colorretal na
regidao Norte do Brasil.

Outro aspecto que merece destaque refere-se a crescente incorporacdo da
imunoterapia no tratamento dos tumores com deficiéncia do sistema MMR e fendtipo
MSI-H. A demonstracdo de elevada resposta clinica aos inibidores de checkpoints
imunoldgicos transformou significativamente o manejo terapéutico desses pacientes,
consolidando a avaliacdo do status de MSI como etapa indispensavel na estratificacéo
terapéutica do cancer colorretal avancado. Entretanto, a implementacdo dessa
abordagem em regibes geograficamente distantes, como a Amazoénia, ainda enfrenta
desafios relacionados ao acesso a tecnologias diagnosticas, disponibilidade de
medicamentos de alto custo e infraestrutura especializada. Dessa forma, além da

caracterizagdo molecular, torna-se fundamental discutir estratégias que possibilitem a
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incorporagao equitativa dessas terapias ao sistema publico de saude, reduzindo
desigualdades regionais no tratamento oncoldgico.

Apesar dessas limitagdes, este apresenta importantes pontos fortes. Trata-se de
um dos primeiros estudos desenvolvidos na regido Amazoénica a integrar caracteristicas
clinico-patoldgicas, analise da instabilidade de microssatélites e avaliagdo de um amplo
painel de citocinas em pacientes com cancer -colorretal. Essa abordagem
multidimensional permitiu uma compreensdo mais abrangente do comportamento
biolégico da doenga em uma populagao historicamente sub-representada na literatura
cientifica, contribuindo para reduzir lacunas de conhecimento sobre o cancer colorretal
em regides de elevada diversidade genética e importantes desigualdades de acesso aos
servigos de saude.

Diante desse cenario, estudos futuros deverao contemplar coortes multicéntricas
com maior numero de pacientes, acompanhamento longitudinal e integracdo de
diferentes plataformas de caracterizacdo molecular, incluindo imunohistoquimica,
sequenciamento de nova geragéo e analises transcriptdmicas. A incorporagéo dessas
metodologias podera esclarecer de forma mais precisa a interagcao entre instabilidade de
microssatélites, resposta inflamatéria, microambiente tumoral e evolugao clinica,
favorecendo a identificacdo de biomarcadores prognédsticos e preditivos aplicaveis a
pratica clinica.

Os resultados desta investigacao reforcam que o cancer colorretal constitui uma
doenga biologicamente complexa, cuja evolugdo depende da interagao entre fatores
clinicos, anatomopatoldgicos, moleculares e imunoldgicos. A caracterizagao integrada
desses componentes amplia a compreensao dos mecanismos envolvidos na
carcinogénese colorretal e fortalece a perspectiva da medicina de precisao. No contexto
amazobnico, onde ainda existem importantes desafios relacionados ao diagndstico
precoce e ao acesso a tecnologias diagndsticas e terapéuticas, os achados deste estudo
fornecem evidéncias relevantes para futuras pesquisas e podem subsidiar estratégias
voltadas ao aprimoramento da assisténcia oncoldgica, contribuindo para uma

abordagem mais individualizada e baseada em evidéncias cientificas.

9 CONCLUSAO

Este estudo amplia a compreensdo do cancer colorretal em pacientes
diagnosticados e tratados em um centro de referéncia de Manaus, ao integrar

caracteristicas clinicas, patoldgicas, moleculares e inflamatérias em uma mesma coorte.
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Os achados evidenciam a heterogeneidade do adenocarcinoma colorretal nessa
populagdo, com caracteristicas moleculares relacionadas a localizacdo tumoral e
diferentes padrées de resposta inflamatéria associados as caracteristicas clinicas da
doenga. Em conjunto, esses resultados reforcam que o CCR apresenta multiplas
dimensdes bioldgicas que ndo podem ser compreendidas a partir de um unico marcador
ou caracteristica clinica. A relevancia deste estudo esta também em documentar um perfil
de pacientes da Amazénia brasileira ainda pouco representado na literatura, contribuindo
para ampliar a evidéncia cientifica sobre o CCR em um cenario regional especifico.
Ressalta-se, entretanto, que os resultados refletem exclusivamente a populagao
atendida no servi¢o estudado e ndo podem ser extrapolados para a populacéo geral do
estado do Amazonas. Dentro desse recorte, o estudo oferece uma caracterizagao
integrada do CCR e evidencia a importancia de aprofundar a investigacao de suas

particularidades moleculares e inflamatérias na realidade amazonica.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO ESPECTRO MOLECULAR E CLINICO DO CANCER COLORRETAL: DA
EPIDEMIOLOGIA E QUALIDADE DE VIDA A GENETICA E ANALISES OMICAS

Pesquisador: VALQUIRIA DO CARMO ALVES MARTINS

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 52343821.2.0000,0004

Instituigdo Proponente: Fundagao Centro de Controle de Oncologia do Estado Amazonas - FCECON
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.180.654

Apresentacdo do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos "Apresentagcdo do Projeto”,

"Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagdo dos Riscos e Beneficios” foram retradas do arquivo Informagoes
Basicas da Pesquisa (PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1831358 de 14/12/2021) e dos
demals arquivos anexados na PB

Introdugdo: Com excec¢do das neoplasias de pele ndo melanoma, o Cancer Colorretal (CCR) é terceiro
tumer mais incidente no mundo. Para cada ano do triénie 2020 — 2022, o Instituto Nacional do Cancer,
estima 20.540 casos novos em homens e 20,470 em mulheres no Brasil, O aumento de casos se deve ao
crescimento e envelhecimento da populagao, aos fatores de riscos relacionades, bem come, nes ultimos
anos, pela melhora de notificacao do rastreamento de casos. A sobrevida dos pacientes esta intimamente
relacionada ao diagndstico histopatoldgico da doenga e o contexto socioecondmico que se insere. Objetivo:
Descrever o perfil soeciodemografico, a microbiota tecidual e fecal, o perfil Imuno-histoguimico relacionados a
prognostico, tratamento e a qualidade de vida de pacientes com Cancer Colorretal em unidade de referéncia
em oncologia no Amazonas. Métodos: Trata-se de um estudo longitudinal prospectivo com abordagem
quantitativa, a ser realizado na Fundagao Centre de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas. A
amostragem sera constituida de 150 dos pacientes com suspeita ou diagnéstico confirmado de Cancer
Colorretal atendidos no periodo de 2021/2 a 2025/1, identificados através da demanda espontanea do
ambulatorio da institui¢do. Serdo utilizados como instrumento da
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coleta de dados clinicos e bioldgicos um formuldrio de parguntas estruturadas e o guestiondrio EORTC QLQ
- C30+QLO-CR29 (versdo 3.0.) para a avaliagio da qualidade de vida. Resultados esperados: Com os
resultados do estudo, espera-se subsidiar informagdes para desenvolver estratégias. tanto no quesito
prevencdo, diagnastico precoce @ avaliagdo de gualidade de vida, bem como ampliar o entendimento da
comunidade cientifica no que tange a0 progndstico da doenga associado aos fatores gue serfo objeto desta
pesquisa, dando luz a novos protocolos assistenciais de tratamento multimadal ne cancer Colorretal.

Objetivo da Pesquisa:

Ohbjetive geral:

Caracterizar o pedil clinico, epidemicldgico, imunologico, aspectos celulares e moleculares e microbiota,
bem como, avaliar a qualidade de vida dos pacientes com suspeita ou diagndstico confirmado de cancer
colorretal atendidos na Fundagdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas.

Objetivos especificos:

1) Descrever os aspectos sociodemograficos e clinicos dos pacientes com suspeita ou diagnéstico
confirmado de cancer colorretal,

2) Avaliar a gqualidade de vida dos pacientes com Cdncer de Colorretal submetidos a tratamento na
FCECON;

3jrvestigar o perfil imunoldgico dos pacientes com suspeita ou diagndstico confirmado de cancer colorretal;
4)|Realizar a caracterizacio genética de oncogenes e genes supressores relacionados ao Cancer Colometal
em amosira de tecido e biopsia liguida (ctDMA);

§) Descrever a prevaléncia de instabilidade de microssatélites em lesbes colomrmetais,

)l Avaliar o envalvimento de micro-RNAs com cancer colorretal visando a formulagio de novos protocolos de
pesquisa com aplicabilidade para diagndstico, melhor compreensao clinica e de respostas a tratamentos.

7) Descrever o perfil da microbiota intestinal de pacientes com cancer colorretal & associar a microbicta
intestinal com a lateralidade do tumor relacionando ao progndstico da doenga.

8} Associar resposta ao tratamento (Follow up de 4 anes) com a qualidade de vida, o perfil imunolégico, além
da microbiota residente e fransiente dos pacientes

9)Realizar o aconsalhaments genético dos familiares de pacientes com Cancer de Colarretal com risco para
Sindromes de Predisposigio a Cancer Hereditério.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

CQuanto aos riscos o pesquisadores dizem que como o projeto serd incluso e adaptado na rotina, os
pacientes que preencheram os critérios de inclusdo, durante a consulta de rotina (antes do procedimento
cirdrgico), serao abordados no servigo de cirurgia oncoldgica ou no servigo de endoscopia da FCECOM, Os
riecos estio relacionados 4 desconforto ou constrangimento ao responder a entrevista e o questionario,
relacionado ao fato de poder lembrar-se de momentos tristes e dificeis da doenga. Também pode haver o
rsco de vazamento de dados, portanto, para minimizar estes riscos a equipe sera freinada com um curso de
boas praticas em pesquisa clinica. E importante lembrar que a abordagem serd feita por profissionals da
drea da saude, os quais ao perceberem qualquer impacto psicolagico gerado ao participante, o
encaminhario ao setor de psicolegia da unidade. Toda informagdo obtida no estudo sera confidencial e os
dados serdo utilizados apenas pela equipe do estudo, que s& comprometem em manter o sigilo dos dades
obtidos, Aos familiares incluidos atraves do aconselhamento genético, os riscos estio relacionados a
possivels impactos na vida do familiar do paciente, caso confirme ser portador de alteragdo genética
associada ao desenvolvimento do CCR. O conhecimento do risco genético pode impactar em niveis
elevados de ansiedade de maneira gque afete seu empenho nas atividades do dia a dia. Para minimizar
estes riscos a equipe de pesguisa (grupo de geneética - enfermeira, bidloga & médica oncogeneticista) conta
com profissionais gue irdo acompanhar os testados positivos por no minima 4 anos

Como beneficios, citam que a realizagio deste estudo deve possibilitar novas ferramentas para
diagnastico/prognastico para o Cancer de Colorretal, permitindo o desenvolvimento de protocalos de
ensaios de biologia molecular a serem implementados na rofina de atendimento aocs pacientes. Além de
proporcionar o conhecimentio quanto as caracteristicas moleculares de tumores de pacientes com CCR e
investigando mutagbes genélicas e padrdo metagendmico, considerados como patogénicos ou relacionadas
a resisténcia ao tratamento. Conforme descrito anteriormenta, a falta de estudos genéticos no CCR contribui
para a falta de informacdo e apllcacde de tratamentos mals pontuais, como atualmente descrito em
diferentes ensaios clinicos visando a “Medicina de Precis8o”, Os dados a serem obtidos na FCECON
somados aos gue serdo adquiridos nas outras regides brasileiras, proporcionardo um conhecimento & um
entendimento mais fidedigno sobre a prevaléncia de mutagbes genéticas ligadas ao CCR e seus fipos na
populagio desse estuda, servindo como base para a construgdo de novas hipéteses e realizagio de
pesquisas futuras,

s beneficios geradgos através do rastreamento genético ao familiar, possibilitarm atengdo quanto
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ao acompanhamento com oncologista ou especialista da drea e realizacio de exames para diagndstico
precoce da doenga conforme recomendacies estabelecidas para casos de cdncer hereditario, possibilitando
aidentificasdo de casos ainda ndo afetados pela doenga e chances reais de sucesso ao tratamento,

Riscos e beneficios estdo condizentes com a pesquisa.

Comentarios € Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de extrema relevéncia gue frara dados importantes para o estado do Amazonas

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Folha de rosto - apresentado
Termo de anuéncia do pesquisador: apresentado
Termo de anuéncia institucional: apresentado
Anuéncias dos setores envolvidos: apresentados
. Anuéncia da fonte patrocinadora: apresentada
. TCLE: apresentado o do participante da pesquisa com cancer colorretal e do familiar
Termo do bicrrepositorio: apresentado
Brachura do projets: apresentada e necessita de adequacdo quants a0 objelivo especifico
. Cronograma: apresentado
10. Orgamento: apresentado

WO = o oA W R =

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Todas as solicitagies foram atendidas.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:
Projeto devera ser reapresentado com as devidas correcdes no prazo de 30 dias a partic da liberagao do
Mesma ao peasquisador.

Lembrandeo que existe o compromisso do pesguisader em divulgar os resultados da pesouisa (Res, CMS
5102018, Artigo 3o, Inciso V).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 14/12/2021 Aceito
do Projeto ROJETC 1831358 pdf 11:12:47 _

Brochura Pesquisa |ProjetoCCReorrigir021221 docx 14122021 |VALQUIRIA DO Acaito
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13 ANEXO

13.1 Termo de Consentimento livre e esclarecido -TCLE

& AMAZONAS

GOVERND DO ESTADD

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTIDO - TCLE

O (A) Sr (a) estd sendo convidado a participar do projeto de "ANALISE DO ESPECTRO
MOLECULAR E CLINICO DO CANCER COLORRETAL: DA EPIDEMIOLOGIA E QUALIDADE DE
VIDA A GENETICA F ANALISES OMICAS”, a pesquisadora responsavel é a Dra. Valquiria do
Carmo A. Martins juate com o Dr. George Allan Villarouco da Silva e equipe. Os objetivos
do estudo sdo: Conhecer como a deenga aparecen e como o senhor (a) se sente nesse
momento, iremos verificar como esta o sen intestino avaliando as snas fezes e o seu sangue.

Onztra cotsa que também wemes observar é se a sua familia tem o risco de ter a mesma doenca
que o senhor (g). P

O (A) Sr (a) esta sendo convidado para participar desta pesquisa porgque o senhor (a)
fou diagnosticado com cancer colorretal e ira fazer tratamento agui na Feecon.

O (A) Sr (a). Tem de plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento, em qualguer momento, sem penalizacdo alguma para o fratamento que recebe
nesta instituicio. O seu tratamento nio mudara mesmo gque o senher (a) nio gqueita participar.

Caso o senhor (a) participe da pesquisa serd necessario fazer nma entrevista com os
pesqusadores falando sobre vocé e sobre como a doenca comecou se ¢ senhor (a) tem casos
na sua familia Além disso, vocé ird responder ao questionario (QLQ C30 e QLQ-C30 MOD
CE29) que quer saber sobre a sua qualidade de vida geral. Os pesquisadores acessardo o sen
prontudric para procurar informacdes escritas pelo sen médico scbre sew caso e para
completar informagdes que nio ficaram claras durante a entrevista.

A aplicacio do questicnaric e a entrevista serfio realizadas apés sua consulta de rotina,
no mesmo dia, no ambulatério de cirurgia oncolégica da Feecon. E pessivel que durante a
entrevista o senhor sinta algum desconforto ow podera ficar com vergonha de responder a
entrevista e o gquestiondrio relacionado ao fato de poder lembrar-se de momentos tristes e
dificeis da doenga. E importante lembrar que as perguntas serio feitas por profissionais da
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identificacdo, que garante o sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperacio dos sens
dados, para formecimento de informagdes de sen inferesse ou para a obtengio de
consentimento especifico para vtilizagio em nova pesquisa;

Sua identidade pesscal e/ou profissional sera excluida de todos e quaisquer produtos
da pesquisa para fins de puoblicagfo cientifica. Caso a pesgmisa lhe canse algum dano
explicitado nos riscos ou ocornido em razio de spa participacio na pesquisa, seu direito de
indenizacdo sera pgarantide de acordo com as legislagdes wigentes (item I12.4, Res
466/2012/CNS e Constitui¢io Federal Brasileira de 1988, artigo 5°, incisos V, X e 33VIII).

Com oz resnltados desta pesquisa, nos faremos a idenfificaciio de mudancas nas
células do tumor e verificaremos como foi o resultado do tratamento vtilizado no sew caso.
Essas informacfes servirio para ajudar na escolha do tratamento de outros pacientes no
fuoturo. Os beneficios da pesquisa podem nfo ser diretos ao senhor (a) mas podera ajudar
foturamente outros pacientes que irio se tratar na Feecon.

Se achar necessanio, o (a) Sr (a) dispSe de tempo para que possa refletir sobre suma
participagio, consultando, se necessdrio, sens familiares ou outras pessoas que possam ajudsa-
los na tomada de decisdo livre e esclarecida. (Res. 466/2012-CNS, IV Lc)

O (A) Sr. (a). Pode entrar com contato com os pesquisadores responsaveis: Dra.
Valguiria do Carme A. Martins e Dr. George Allan Villarouco da Silva, (nimero disponivel
para contato: 981286213 e 98837-9411) e os colaboradores do projeto estardo disponiveis
nesse namero de telefone -36554774 ou no terceiro andar da Fundagio Centro de Controle de
oncelogia — Feecon, no Departamento de Ensino e pesquisa, para esclarecimento de qualguer
divida que o senhor possa ter ou para dar gualquer informacio que queira referente a sua
participagdo no estudo, antes, durante ou depois do encerramento do projeto.

O (A) Sr (a). Também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Fundacio Centro de Controle de Oncologia do Estade do Amazonas
(CEP/FCECON) e com a Comissio MNaciomal de Etica em Pesquisa (CONEF), quando
pertinente. O CEP/FCECON esta sitvado no 3% andar da Fundacdo Centro de Controle de
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Oncologia do Estado do Amazenas (FCECON) - Rua Francisco Orellana, 215, Planalto, CEP:
69040-01 - Manaus/AM. com horario de atendimento ac piblico em geral e aos pesquisadores
as tercas e quintas-feiras, das 08:00 as 12:00 horas; telefome: (92) 3635-4773 e e-mail:
comite etica pesquisa@fececonam gov. O CEPFCECON € um colegiado omlti e
transdisciplinar, independente, criado para defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa
dentro de padrbes éticos.

Este documento (TCLE) sera elaborade em duas VIAS, que serfo rubricadas em
todas as suas paginas, exceto a com as assinaturas, e assinadas ac seu término pelo (a) Sr (a),,

ou por seu representante legal. e pelo pesguisador responsavel, ficando vma via com cada nm.
CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, li esse termo de consentimento

e compreend: a natureza e o objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagio
que recebi tratou de riscos e beneficios. En entendi que sou livre para interromper minha
participagio a qualquer momento sem justificar minha decisio e sem gue esta decisfio afete
men fratamento. Assino o presente documento em duas vias de igupal teor e forma, ficando
uma em minha posse. Sendo assim, en concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Manaus,

Assinatura do participante da pesquisa

Nome e Assinatura do pesquisador responsavel
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14 ANEXO

14.1 Formulario de coleta de dados
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FORMULARIO COLETA DE DADOS (1/2)

Paciente ¢ Identificacio no Projeto

|I1:'lenri.ﬁc'm_:ﬁo do projeto:

[CODIGO DO PARTICIPANTE: |
|G»éuern: { ) Masculino { ) Feminino |
lData de nascimento: Idade: |

Dados sociodemograficos:

IRa;a.-'Cor: { )Branca ( )Parda ( ) Negra

{ )Amarela ( )Indigena |

P\-[uuic{pin de nascimento:

Estado: |

|Telef0u1e: Telefone acompanhante: |

Dados comportamentais/epidemiologicos:

Peso atual l:l Altura| | pac |

| oMc | \

[Pratica de esporte: () Sim( ) Nio |

[Tabagismo? : () Sim( )Nio

Consume de alcool? : () Sim({ ) Nae |

ICoﬂsumJo de comidas industrializadas: { ) Sim { )

Nio |

[Frequéncia/Semana ( ) 1a7( Jndosabe( )+7

|-Come muita carne vermelha/'processada (salsicha, calabresa, ingmiga): - ( ) Smm () Nao |

|]—'requéucia-"5e1naua( J1a7({ )ndosabe( )+7

}Cm&mﬂod&cmﬂr salgada: { ) Sim ( ) Nao

|Frequéﬂcia.-"5emaua( J1a7( )ndosabe( )+7

Sintomatologia:
() Assintomatico
() Dor abdomunal { ) Perda ponderal ( ) Massa abdominal palpavel
( ) Navseas e vomutos ) Febre { ) Hemorragia intestinal
( )Anemia { ) Constipacio { )Alteracio de habito intestinal
() Distenciio abdominal { ) Astenia () Toque retal alterado
() Fezes em fita () Outros

Fundacio Centro de Controle de Oncologia
do Estado do Amazonas — FCECOR

Rua Francisco Orellana n® 215 — Planalto
Mansus-AM / CEP: §9040-010

Fome: (92) 3655-4600
diretoris@icecon. am gov br

www. frecon am sovbr

FCECON
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FORMULARIO COLETADE DADOS (3/3)
Dados clinicos do Paciente

Data da coleta do material biologico:

Localizacio do tumor (CID): ( ) CID-18 ( J1CID-19 { )CID-20
{ 1Ceco ( )Apéndice cecal { ) Colon ascendente
() Célon transverso () Célon descendente ( ) Retossipmoide
{ )Eeto

Tipo de lesiio oun tipo de deenga:

( ) Polipose adenomatosa { ) Adenocarcinoma
() Adenomatose familiar () CCE hereditario sem polipose

Histologia do tumor primario:

( ) Bem diferenciado () Moderadamente diferenciado
() Pouco diferenciado { ) Indeternunado

Tipo histologico:

Adenocarcinoma / Carcinoma escamocelular / Diversos tumores / Carcinoma / Adenoc. Tubular

[Neoplasia maligna / Adenoc. mucinose / Carcin. nenrcenddcrino

[Estadiamento clinico: ( )I ( )II ( )OI ( IV |

Metastase: ( )Sim ( )Nioc subcategoria |
Tratamento: (Obs: informar a data de inicio do tratamento ao lado)
() Cirurga { ) Radioterapia { ) Quimioterapia

( ) Neocadjuvante

Recidiva: ( )Sim ( )Nio |

Historico de doencas:

Ilnfecgﬁes‘:" |

|Créu:|.icas? |
Historico de cancer? ( )Sim ( ) Nio

MNa familia? { )Sim ( )Nio

Qual?

Page 2 of 7
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