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RESUMO

O estudo “Anélises Imuno-histoquimica e Sérica De Marcadores Tumorais Em
Adenocarcinomas Pancreéticos” foi realizado pela aluna Eduarda VVendrame, discente do
curso de Medicina da UFFS — campus Passo Fundo, sob orientacéo da Prof. Me. Daniela
Augustin Silveira e coorientacdo da Profé. Dr2, Jossimara Polettini, entre os anos de 2020
e 2021, na cidade de Passo Fundo, RS e faz parte do Trabalho de Curso de graduacéo,
como requisito parcial, para obtencéo do titulo de bacharel em Medicina. O intuito do
trabalho é analisar marcadores no tecido tumoral, mediante reacdo imuno-histoquimica,
marcadores séricos e correlaciond-los com o progndstico e a sobrevida dos pacientes
portadores de adenocarcinoma pancreatico. O estudo esta em conformidade com o
Manual de Trabalhos Académicos da Universidade Federal da Fronteira Sul, 2° edicdo,
revisado e atualizado no ano de 2015 e com o Regulamento de TC do curso. Este volume
é composto por 3 capitulos: Projeto de pesquisa, Relatorio e Artigo cientifico. O primeiro
foi desenvolvido no componente curricular de Trabalho de Curso I, no primeiro semestre
académico de 2020, e visa esclarecer o delineamento do estudo, assim como 0s objetivos,
hipoteses e a metodologia utilizada para chegar aos resultados. O Relatério, foi
desenvolvido no componente curricular TC 11, no segundo semestre académico de 2020,
contendo informacg6es importantes acerca do estudo realizado e da logistica empregada,
assim como as alteracGes ocorridas ao longo do mesmo. No Artigo, desenvolvido no
componente curricular de TC Ill, no primeiro semestre académico de 2021, consta a
apresentacdo dos resultados da pesquisa e da discusséo, e as conclusdes.

Palavras-chave: Cancer pancreatico, Adenocarcinoma, Ki-67, Cal9.9, progndéstico



ABSTRACT
The study “Immunohistochemical and Serum Analysis of Tumor Markers in Pancreatic
Adenocarcinomas” was produced by student Eduarda VVendrame, student of the UFFS
Medicine course - Passo Fundo campus, under the orientation of Prof. Me. Daniela
Augustin Silveira e corientation of , between the years 2020 and 2021, in the city of Passo
Fundo and is part of the Undergraduate Coursework to obtain the bachelor's degree in
Medicine. The aim of the study is to analyze markers in the tumor tissue, through
immunohistochemical reaction, serum markers and correlate them with the prognosis and
survival of patients with pancreatic adenocarcinoma. The study is in accordance with the
Academic Works Manual of the Federal University of Fronteira Sul, 2nd edition, revised
and updated in 2015. This volume consists of 3 chapters: Research Project, Report and
Scientific Article. The first was developed in “Trabalho de Curso I”, in the first semester
of 2020, and aims to clarify the outline of the study, as well as the objectives, hypotheses
and the methodology used to arrive at the results. The Report, was developed in the
curricular component TC IlI, in the second semester of 2020, and contain important
information about the schedule and the logistics used, as well as the changes that occurred
throughout the study. In the Article, developed in the discipline of TC Ill, in the first

semester of 2021, contain the results of the research and the discussion, and conclusions.

Keywords: Pancreatic cancer, Adenocarcinoma, Ki-67, Cal9.9, prognosis
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1 INTRODUCAO

O pancreas ¢ um 6rgao glandular, com fun¢des enddcrinas e exdcerinas, as quais podem
originar diversas neoplasias tanto benignas, quanto malignas. As neoplasias exocrinas
pancreaticas correspondem a 95% das neoplasias malignas do pancreas enquanto as neoplasias
decorrentes do pancreas endocrino (carcinomas neuroenddcrinos) referem-se a ndo mais que
5% (CASTILLO, 2020). Segundo o Instituto Nacional do Cancer, o cancer de pancreas, no
Brasil, € responsavel por cerca de 2% de todos os tipos de cancer diagnosticados e por 4% do
total de mortes causadas pela doenca. Além disso, os casos de cancer de pancreas aumentam
com o avan¢o da idade: de 10/100.000 habitantes entre 40 e 50 anos para 116/100.000
habitantes entre 80 e 85 anos, sendo que a incidéncia ¢ mais significativa no sexo masculino
(INCA, 2018).

As neoplasias pancreaticas exocrinas incluem todos os tumores associados as células
ductais, células acinares pancreaticas e suas células-tronco, ou seja, apresentam-se de acordo
com a sua caracteristica histologica e morfologica (CASTILLO, 2020). Além disso, a
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) classifica essas neoplasias em benignas, aquelas que
sdo curadas de maneira confidvel com remogao cirdrgica; pré-malignas, aquelas com risco de
progressdo para malignidade invasiva; e, por fim as neoplasias malignas, que sd3o as mais
frequentes, sendo o adenocarcinoma ductal e seus subtipos a forma mais comum com uma
prevaléncia de 85% a 90% (LONGNECKER, 2020). As manifestacdes clinicas sao
frequentemente inespecificas e tardias e estdo relacionadas de acordo com a localizagdo do
tumor, destarte, ndo € possivel diagnosticar com seguranga um paciente com cancer de pancreas
com base apenas em sinais e sintomas (CASTILLO, 2020).

Dessa forma, o adenocarcinoma pancreético é diagnosticado usualmente em um estagio
avancado, e, 80-90% dos pacientes apresentam tumores que ndo sdo ressecaveis no momento
do diagnostico. Isso pode ser explicado devido a sintomatologia inespecifica do cancer que
muitas vezes necessita ser diferenciada de outras doencas mais frequentes, como colangite,
colelitiase, coledocolitiase, cistos coledocianos, Ulceras abdominais, pancreatite, canceres de
via biliar, figado e estbmago. Posto isso, 0 cancer pancreatico é o tumor mais comumente
detectado nos estudos de autépsia (RAWLA et al., 2019). Portanto, segundo Falcéo et. al (2018)
é importante a identificacdo de novos fatores progndsticos, como 0s biomarcadores, com 0
objetivo de auxiliar e individualizar terapias para os diferentes desfechos, além disso,
possibilizar melhor estratificagdo de risco para os tratamentos adjuvantes ap0s a resseccao

cirdrgica.
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Os marcadores tumorais sao macromoléculas presentes no tumor, que funcionam como
indicadores que, podem ser produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo, em resposta
a presenca da doenca. Eles podem ser encontrados no sangue e em outros liquidos biologicos,
cujo aparecimento ou alteracdes nas suas concentragdes estdo associados com a oncogénese das
células neoplésicas. O Ca 19-9, conhecido também como antigeno de Lewis, é um antigeno de
superficie que quando liberado na corrente sanguinea pode auxiliar no estadiamento e na
monitorizacao de tratamento nos canceres de pancreas, trato biliar e, ainda, no cancer colorretal
(ALMEIDA et al., 2007). Porém, devido ao baixo valor preditivo positivo do Cal9-9 ele ndo
apresenta relevancia na triagem em massa, ou seja, no rastreamento de pacientes assintomaticos
(MCGUIGAN et al., 2018).

O Ki-67 é um antigeno nuclear associado ao ciclo celular que é expresso em todas as
fases do ciclo celular, exceto em GO, em células ciclizantes sejam elas células tumorais ou ndo
(ARISAWA et al., 1999). Ou seja, a expressdo desse antigeno esta intimamente conectada com
a proliferacdo celular indicando a capacidade dessa célula para se dividir. Na pratica, as células
com coloracéo positiva para o antigeno Ki-67 podem auxiliar nas caracteristicas de crescimento
de um tumor e na sua suscetibilidade para alguns medicamentos (SHOLZEN, GERDES, 2000).
A expressdo do Ki-67 no tecido tumoral esta correlacionada com a progressdo, risco de
metastase e progndéstico de varios tumores incluindo mama e prostata. Ainda, esse marcador
tem relacdo com os tumores neuroenddcrinos pancreéticos, sendo reconhecido como essencial
na definicdo da graduacdo e classificacdo do tumor, bem como é um preditor independente de
sobrevida. (SCARPA, 2010). Em relacdo ao adenocarcinoma pancreatico o valor prognostico
de Ki-67 ainda néo foi totalmente estabelecido (KIM et al., 2015).

Por fim, o perfil da neoplasia, quando identificado com testes mais precisos, influencia
de maneira positiva na terapéutica do paciente, bem como, pode interferir na qualidade de vida
e na sobrevida dele. Desse modo, o estudo do marcador tumoral Cal9-9 e do Ki-67 e suas
interaces com as células neoplasicas podem justificar se eles devem ou ndo ser utilizados para

o0 diagndstico, acompanhamento clinico e se podem intervir no desfecho dos pacientes.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Resumo
O presente estudo sera quantitativo observacional, do tipo transversal descritivo e

analitico; e, visa avaliar o padrao da expressao dos marcadores tumorais Cal9-9 e Ki-67 nos
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adenocarcinomas pancreaticos relacionando-os com o estadiamento clinico do tumor e a
sobrevida dos pacientes. Nesse estudo tem-se como meta avaliar, através de dados dos
prontuarios médicos, os registros de dosagens séricas do marcador Cal9-9 nos pacientes
submetidos a pancreatectomia por adenocarcinoma pancreatico, no periodo de janeiro de 2009
até 31 de dezembro de 2016. As amostras das pegas cirtrgicas, emblocadas em parafina, serdo
buscadas no arquivo do Laboratorio de Patologia do Hospital Sdo Vicente de Paulo, das quais
serdo selecionados e captados os blocos contendo a amostragem do tecido tumoral, para que
sejam submetidos a reacdo imuno-histoquimica com o marcador Ki-67. A determinacao da
expressdo tecidual do Ki-67 sera contabilizada nas laminas pela académica e por sua
orientadora (duplo cego) considerando-se a reagdo positiva quando houver coloragdo nuclear
marrom, ou seja, expressao da proteina Ki-67, com a visualizacdo de 5 campos de maior
aumento (400x) na regido do tumor, com a contagem de 100 células em cada campo, fazendo-
se um somatodrio de células coradas, com resultado final em valor percentual. Os resultados
serdo relacionados a idade, sexo, valores séricos de Cal9-9, estadiamento clinico do tumor €
sobrevida dos pacientes. Ao se relacionar a expressdo dos marcadores tumorais Cal9-9 e Ki-67
as caracteristicas individuais de cada paciente pretende-se verificar se esses marcadores juntos
trazem uma perspectiva de um pior prognostico, conforme relatos da literatura. Se a hipotese
for confirmada, o presente estudo contribuird trazendo informagdes para que a analise destes
marcadores seja feita rotineiramente em conjunto, auxiliando no delineamento prognoéstico dos
pacientes e quem sabe em condutas terapéuticas individualizadas.

Palavras-chave: Cancer pancreatico, Adenocarcinoma, Ki-67, Cal9.9, progndstico

2.1.2 Tema
Adenocarcinoma pancredtico, concentracdo sérica do marcador tumoral Cal9.9 e
expressdo imuno-histoquimica do indice proliferativo Ki-67 relacionados a prognostico e

sobrevida dos pacientes.

2.1.3 Problema

Qual a relagdo dos niveis séricos do marcador tumoral Cal9.9 nos adenocarcinomas
pancredaticos e seu estadiamento?

Qual a implicagdo prognostica do marcador imuno-histoquimico Ki-67 nos
adenocarcinomas pancreaticos?

Existe relagao entre os valores séricos de Cal9.9 e a marcagao tecidual tumoral do Ki-

67?
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Quais fatores clinico-epidemioldgicos estdo relacionados com o diagndstico dos

adenocarcinomas pancreaticos?

2.1.4 Hipéteses

Valores séricos elevados do marcador tumoral Cal9.9 estdo relacionados com um pior
progndstico nos pacientes com adenocarcinoma pancreatico.

Existe correlagdo direta do marcador tumoral tecidual Ki-67 com o progndstico dos
pacientes com adenocarcinomas pancreaticos.

Espera-se encontrar uma relagdo entre os niveis séricos de Cal9-9 e o indice
proliferativo tecidual tumoral Ki-67.

Espera-se encontrar relagdo entre a presenca de adenocarcinoma pancreatico com a

idade (maiores de 65 anos) e sexo masculino.

2.1.5 Objetivos
2.1.5.1 Objetivo Geral
Analisar a concentracdo sérica do marcador tumoral Cal9-9 e a expressdo imuno-

histoquimica no tecido tumoral do indice proliferativo Ki-67 em adenocarcinomas pancreaticos.

2.1.5.2 Objetivos Especificos

Relacionar as caracteristicas clinico-epidemiologicas com a elevagdo dos marcadores
tumorais analisados.

Relacionar os marcadores Cal9.9 e Ki-67 com o prognostico dos pacientes portadores
de adenocarcinoma pancreatico.

Correlacionar a expressao do marcador tumoral tecidual Ki-67 com o prognéstico dos

pacientes com adenocarcinoma pancreatico.

2.1.6 Justificativa

O cancer de pancreas ¢ uma doenca maligna fatal, observada predominantemente em
homens e em idades avangadas (40-85 anos) e, geralmente, apresenta um curso agressivo e de
prognostico ruim devido sua natureza assintomatica. Aproximadamente 90 % dos casos sdo
adenocarcinomas. Sua frequéncia estd aumentando gradativamente nos ultimos anos. E
responsavel por 2% de todos os canceres e 5% das mortes relacionadas ao cancer no mundo.

Devido a auséncia de manifestagdes clinicas no paciente e sua rapida disseminagdo, a doenga

apresenta uma dificil detec¢ao precoce resultando em um dos canceres mais mortais. (GORAL,
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2015).

Portanto, considerando a alta mortalidade, bem como o aumento na incidéncia dessa
doenca, ¢ necessario que haja recursos disponiveis para que seja avaliado, de forma segura e
eficiente, o perfil do adenocarcinoma pancreatico do paciente, o que resulta em condutas
médicas mais eficazes. Entdo, é de sobremaneira relevante o estudo de marcadores tumorais
que oportunizem inferir o prognostico desses pacientes. Além disso, por ser uma doenga de alta
mortalidade e dificil diagnoéstico, ¢ de extrema importancia promover a divulgagao de dados a

respeito da mesma.

2.1.7 Referencial Tedrico

O pancreas adulto ¢ um orgdo retroperitoneal, com fun¢des enddcrinas e exdcrinas,
transversalmente orientado separado anatomicamente em cabega, colo, corpo e cauda. A por¢ao
exdcrina produz as enzimas digestivas e corresponde cerca de 85% do pancreas. A por¢ao
endocrina € formada por aglomerado de células, as ilhotas de Langerhans, que secretam
insulina, glucagon e somatostatina, constituindo cerca de 2% do 6rgao (KUMAR et al., 2010).

O cancer de pancreas, apesar de ser responsavel por apenas 3% das neoplasias € a quarta
causa de 6bito por cancer nos Estados Unidos, tanto em homens quanto em mulheres, e, ainda,
¢ o tumor mais letal do trato digestivo (HOFF et al., 2013). No Brasil, essa doenga corresponde
a 2% de todos os canceres, alcangando uma mortalidade de aproximadamente 94% desses
casos. Além disso, nesse pais, a incidéncia dessa enfermidade terd um acréscimo proximo de
54% até 2030 (WHO, 2018). Sabe-se, ainda, que o pico de incidéncia da neoplasia pancreatica
¢ entre os 65 e 75 anos, € 80% dos casos sdo diagnosticados apds os 60 anos (HOFF et al.,
2013).

Os fatores de risco das neoplasias pancreaticas sdo divididos em fatores modificaveis e
fatores nao modificaveis (RAWLA ef al,, 2019). O fator modificdvel mais relevante para essas
neoplasias € o tabagismo, sendo assim, fumantes tém risco aumentado em até 6 vezes em
relagdo a nao fumantes e, ainda, existe uma relagdo direta entre nimero de cigarros consumidos
e a incidéncia do cancer. A associagdo entre obesidade e sedentarismo, também, eleva o risco
de cancer de pancreas em até 1,7 vezes quando comparado a pessoas com IMC menor que 23
(HOFF et al., 2013). A pancreatite cronica também estd associada a uma maior incidéncia da
neoplasia de pancreas, com um aumento de 15 vezes do risco relativo (LOWENFELS, et
al.,1993). Em relagdo aos fatores ndo modificéveis, ou seja, fatores hereditarios, estima-se hoje
que cerca de 5% dos tumores pancreaticos estejam associados com predisposicao familiar

(HOFF et al., 2013). Sendo que, parentes de primeiro grau de individuos com cancer
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pancredtico familiar apresentam um risco nove vezes maior que a populacdo geral (KLEIN et
al.,2004). Ainda, esse risco dobra quando pelo menos dois parentes de primeiro grau na familia
apresentam esse cancer (GHIORZO, 2014). Por fim, segundo Hoff et al. (2013), pacientes com
Diabetes Mellitus do tipo 1 e do tipo 2 apresentam duas vezes mais risco de apresentarem cancer

pancreatico que a populacao geral.

2.1.7.1. Lesoes Precursoras das Neoplasias Malignas do Pancreas

No cancer pancreatico existem trés lesdes precursoras bem estabelecidas, as neoplasias
cisticas mucinosas (NCM), neoplasias mucinosas papilares intraductais (NMPI) e as neoplasias
intraepiteliais pancreaticas (NIPan). Essas lesoes apresentam achados clinicos, patologicos e
moleculares caracteristicos (NOE, 2016). Nas lesdes cisticas a maioria dos cistos sdo detectados
ocasionalmente quando ¢ realizado o rastreamento para outras indica¢des e sintomas nao
relacionados com o pancreas. Além disso, a maioria dos cistos sdo benignos, porém, algumas
lesdes podem levar & malignidade e podem evoluir para adenocarcinomas pancreaticos com
degeneracdo cistica e tumores pancreaticos neuroenddcrinos cisticos (MALAGELADA et al.,
2019).

As Neoplasias Intraepiteliais Pancreaticas (NIPan) sdo lesdes microscopicas nao
invasivas que ocorrem nos ductos pancreaticos e geralmente ndo ultrapassam 5 mm de tamanho.
Essas lesdes raramente formam estruturas cisticas e sdo geralmente indetectaveis em imagens
transversais ou ultrassonografia endoscopica (USE) e, ainda, ndo estdo associadas a sinais
clinicos ou sintomas (WGO, 2019). Entretanto, as NIPan podem ser encontradas em 82% dos
pacientes com carcinomas pancreaticos € essas lesdes apresentam uma incidéncia que tende a
aumentar com a idade. Além disso, essas lesdes podem ser divididas com base no grau de atipia
epitelial, sendo elas NIPan-1, NIPan-2 (lesdes de baixo grau) NIPan-3 (lesdo de alto grau),
sendo que as lesdes de alto grau estdo intimamente associadas com carcinomas invasivos (NOE
etal., 2016).

As NMPI sao neoplasias produtoras de mucina e apresentam displasia de proliferagao
intraductal que podem formar papilas, esse processo acarreta uma dilatagdo cistica dos ductos
pancreaticos. Essas lesdes sdo mais facilmente detectaveis pois apresentam um tamanho maior
ou igual a 1 cm (KIM, 2018). A maioria dos pacientes sdo assintomaticos, porém alguns
pacientes apresentam sintomas nao especificos como uma vaga dor abdominal, perda de peso,
nauseas, vomitos, DM recente e esteatorréia. Além disso, alguns pacientes apresentam historia
de pancreatite aguda recorrente. Essas lesdes sao vistas mais frequentemente em pacientes com

histérico familiar de cancer pancredtico (NOE et al., 2016). Ainda, as NMPIs sio classificadas
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de acordo com o grau de displasia, ou seja, atipia epitelial, o tipo celular predominante (tipo
gastrico, intestinal e pancreatobiliar) e também sdo relacionadas com a localizagdo das lesdes
(ducto pancreatico principal, ductos ramificados ou misto). Posto isso, as NMPIs do ducto
principal estdo mais frequentemente associadas a displasia de alto grau e possivelmente de
adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) (KIM, 2018).

Por fim, as neoplasias cisticas mucinosas (NMC) sdo revestidas por células epiteliais
produtoras de mucina com estroma subepitelial do tipo ovariano e ocorrem quase
exclusivamente em mulheres entre 40 a 50 anos de idade, ou seja, no periodo da perimenopausa.
Essas neoplasias estdo localizadas principalmente no corpo do pancreas e na cauda e geralmente
nao se comunicam com os ductos pancreaticos. Além disso, as NMC também sao classificadas
com base no grau de atipia celular (KIM, 2018). Em relacdo aos sinais e sintomas, a maioria
dos pacientes ¢ assintomatica e alguns apresentam dor abdominal e dor nas costas, ainda, pode
haver uma massa abdominal palpavel (WGO, 2019). Por fim, ¢ importante ressaltar que as
NMCs estdo associadas em até 16% ao carcinoma invasivo e sdo menos propensos a progredir

para a doenga quando comparado aos NMPIs (KIM, 2018).

2.1.7.2 Adenocarcinoma Ductal Pancreatico
2.1.7.2.1 Apresentagdo Clinica

A maioria dos pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico nao apresenta sintomas
no estagio inicial (KAMISAWA; WOOD; ITOI; TAKAORI, 2016). As manifestagdes clinicas
sdo inespecificas e geralmente apresentam-se quando a doenca estd localmente avancada e
metastatica (HOFF, et al., 2013). Os sinais e sintomas mais comuns sao astenia (86%), perda
de peso (85%), dor (79%) e ictericia (56%). A dor ¢ um dos sintomas mais frequentemente
relatados, mesmo em pequenos tumores (< 2 cm), geralmente ¢ insidiosa e apresenta qualidade
visceral de roer tipica e ¢ localizada na regido epigastrica com irradiagdes para os lados. A
ictericia também ¢ relatada e normalmente ¢ decorrente dos tumores da cabega do pancreas.
Esse sinal ¢ causado devido a obstruc¢ao do fluxo biliar e apresenta-se acompanhado de prurido,
acolia fecal e coluria. Além disso, a ictericia indolor ¢ associada a um prognostico mais
favoravel quando comparada com a ictericia dolorosa e obstrutiva (CASTILLO, 2020). Ainda,
apesar da Diabetes Mellitus (DM) ser comum nos pacientes com carcinomas pancreaticos
devido a faixa etéria, cerca de 25% dos pacientes podem apresentar DM de inicio recente como
um sinal inespecifico do cancer (HOFF, et al., 2013). Por fim, sinais de doenga metastatica
podem estar presentes na apresentacdo e afetam mais comumente o figado, peritonio e pulmao.

Os achados que podem representar metastases sao massas abdominais, ascite, linfadenopatia
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supraclavicular e massa periumbilical palpavel (CASTILLO, 2020).

2.1.7.2.2 Apresentagdo Patologica

O Adenocarcinoma Pancreatico ¢ o tipo histologico mais comumente detectado e € o
mais letal, porque ¢ diagnosticado, normalmente, em estagio avangado e ¢ muito resistente a
terapia. O diagnostico histopatoldgico requer bidpsia ou ressec¢do cirargica da neoplasia para
ser preciso devido a grande variabilidade de neoplasias que ocorrem nesse 6rgao. Em relagdo a
patologia macroscopica, a maioria dos adenocarcinomas ductais sdo massas arenosas, duras €
branco-acinzentadas, geralmente sdo mal circunscritas devido a invasdo do pancreas ou tecidos
adjacentes, além disso, conforme essas neoplasias malignas crescem elas podem causar
obstrugdes ductais (RYAN, 2014; LONGNECKER, 2020).

A designagdo “ductal” é baseada nas caracteristicas histologicas do carcinoma, ou seja,
ndo implica necessariamente em uma origem nos ductos pancredticos. A maioria dos
adenocarcinomas ductais pancreaticos sdo moderadamente diferenciados, com varios graus de
estruturas semelhantes a dos ductos e produgcdo de mucina. A extensao dessas neoplasias
envolve frequentemente as estruturas adjacentes como o duodeno, veia porta ou os vasos
mesentéricos superiores, linfonodos regionais além de, muitas vezes, apresentar uma marcante
invasao perineural ou para o retroperitonio (LONGNECKER, 2020).

O prognostico desses pacientes depende diretamente do grau histologico do tumor, da
extensdo da disseminacdo, ou seja, do estadiamento do adenocarcinoma pancredtico
(LONGNECKER, 2020). Por fim, mesmo com o cancer completamente ressecado, a maioria
dos pacientes ainda morre por esse cancer e, para pacientes com o adenocarcinoma nao
ressecado o progndstico € sempre ruim, independentemente do estagio (KAMARAJAH et al,,

2017).

2.1.7.2.3 Carcinogénese Molecular

Em um tnico tipo de cancer pancreatico multiplos genes estao frequentemente alterados
sendo que os padrdes de alteracdes genéticas sdo diferentes daquelas observadas em outras
malignidades (GORAL, 2015) (Figura 1).

O gene KRAS, cromossomo pl2, ¢ o oncogene mais frequentemente alterado no cancer
pancreatico, sendo que, ele € ativado em 80-90% das vezes por uma mutagao pontual (KUMAR,
2010). Essa mutacdo induz o desenvolvimento de formagdes ductais pré-cancerosas e causa
focos hiperplésicos no ducto pancredtico. O KRAS também ativa muitas vias de sinalizacao

que afetam a vida celular, a diferenciacdo celular, a angiogénese, a proliferagdo celular,
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apoptose, migracdo de células cancerosas e a regulacdo do ciclo celular em diferentes vias.
(GORAL, 2015).

O gene inibidor da quinase dependente de p16/ ciclina 2A (CDKNZ2A) no cromossomo
9p € inativado somaticamente em cerca de 95% de todos 0s canceres pancreaticos. A perda da
funcgéo do gene anula um importante controle do ciclo celular nesses tumores. A maioria dessas
mutacdes inativadoras leva a perda da funcdo de p16, o produto proteico do gene CDKN2A.
Ademais, essa inativacdo é normalmente detectada nas NIPans moderadamente avancadas
(VICENT et al., 2011).

O gene SMAD4 localizado no cromossomo 18q é raramente inativado em outros tipos
de céncer, mas esta desativado em 55% dos casos de cancer pancreatico. Esse gene apresenta
uma funcéo relacionada a codificacdo de uma proteina importante na transducdo do sinal da
familia TGF-p (fator de transformacéo do crescimento beta) nos receptores da superficie celular
(KUMAR, 2010). Ainda, os canceres pancreaticos com perda da expressdo de SMADA4
apresentam taxas mais altas de metastases a distancia e esta relacionada a um pior progndstico
da doenca (HERMAN et al., 2018).

O gene p53, localizado no cromossomo 17p, é um dos genes mais frequentemente
inativados nos canceres humanos, inclusive no pancreatico, sendo inativado em 75-85% dos
casos. Além disso, a proteina p53 esté ligada ao DNA nuclear, sendo assim, atua no controle
do ciclo celular, na apoptose e na senescéncia celular (KUMAR, 2010).

Por fim, o gene BRCAZ2, localizado no cromossomo 13q, quando inativado aumenta o
risco de desenvolvimento de canceres familiares de mama, ovario, estbmago e pancreas. Sendo
que, no pancreas, essas mutacdes aumentam o risco de cancer de 3,5 — 10 vezes e, ainda, é
encontrado em até 17% dos pacientes com varios membros da familia afetados com essa doenca
(CICENAS et al., 2017).

NORMAL  Nipan-1A Nipen-18 Nipen-2 Nipan-3 CARCINOMA
» INVASIVO
| b
) >>' :(
\ A | Ca
) Y o
...... \ -l S
\
|Encurtamento e teismercs | inativagao dz p16 | inasvag30 08 P&
shtaD4,
| Mutagses dox-Aas | BACA2

Figura 1: Desenvolvimento do cancer pancreatico. KUMAR, Vinay et a/. Robbins & Cotran - Patologia - Bases

Patologicas das Doencas. 8. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2010. 1479 p
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2.1.7.3. Diagnostico do Adenocarcinoma Pancreatico

O diagnostico dessas neoplasias ndo ¢ possivel apenas com a abordagem clinica de
sinais e sintomas. Assim, na suspeita de adenocarcinomas pancreaticos ¢ indicado, inicialmente,
a avaliagdo de testes sorologicos e exames de imagem abdominal (CASTILLO, 2020). Ainda,
¢ importante destacar que devido ao baixo risco acumulativo de cancer pancreatico ao longo da
vida (1,3%), a triagem populacional ndo é recomendada (CHIARO et al., 2014). Entretanto,
pacientes com historico familiar desses carcinomas devem ser rastreados, visto que sdo
individuos considerados de alto risco para o desenvolvimento da doenca com mais de 5% de

risco cumulativo durante a vida ou o risco relativo aumentado em 5 vezes (SOLDAN, 2017).

2.1.7.3.1 Exames de Imagem e Histologicos

A ultrassonografia (US) transabdominal geralmente ¢ o procedimento de escolha
quando o paciente apresenta ictericia obstrutiva pois a US obtém alta sensibilidade (até 89%)
para detectar dilatagdes no trato biliar e estabelecer o nivel de obstrucdo, além disso, pode
demonstrar a presenca de tumor primario (< 3cm) e evidenciar presenca de metastases hepaticas
(HOFF, et al., 2013). A US transabdominal ¢ um exame simples e acessivel, porém, apresenta
limitagdes quando ha interposi¢des gasosas por algas intestinais e pelo estdmago dificultando a
visibilidade do pancreas bem como limita¢des quando o paciente tem obesidade (KAMISAWA
et al, 2016). Existe, também, a possibilidade de visualizagdo, bem como acesso ao tecido
pancredtico, através do exame da colangiopancreatografia endoscopica retrograda (CPER), nela
¢ possivel observar a anatomia do ducto biliar, sendo indicada quando os pacientes apresentam
ictericia obstrutiva e existe necessidade de descompressao das vias biliares (HIDALGO, 2010).

Em relagdo aos pacientes que apresentam dor epigastrica e perda de peso, o exame de
escolha ¢ a tomografia compuradorizada (TC) helicoidal de abdome. A TC pode ser o método
de escolha para o diagnostico e tumores do pancreas, apresenta capacidade de detectar lesdes
pancreaticas em 97% das vezes e apresenta 90% de acuracia quanto a ressecabilidade da
neoplasia. Além disso, a TC abdominal detecta invasdes vasculares do eixo mesentérico portal,
metastases hepaticas e metastases linfonodais. Entretanto, pacientes que apresentam
contraindicacdo para o uso do contraste na TC, o método de escolha deve ser a Ressonancia
Nuclear Magnética (RNM) (HOFF, et al., 2013).

Por conseguinte, a confirmagao histologica € necessaria para estabelecer o diagndstico
de cancer pancreético, no entanto, uma vez que esses canceres sao suspeitados nos métodos de
imagem inicial o seguimento normalmente ¢ uma avaliagdo do estadiamento que estabelece a

extensdo da doenca e a ressecabilidade, e ndo a biopsia (CASTILLO, 2020). A bidpsia €
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mandatéria quando os pacientes nao sdo indicados para ressec¢do cirirgica e, para os pacientes
com doenga ressecavel, o cirurgido pode prescindir a bidpsia no transoperatorio (HOFF, et al.,
2013).

A bidpsia guiada por ultrassom endoscopico (USE) apresenta maior acurdcia no
diagnostico de pequenas lesdes e na avaliacdo de invasdo vascular, com uma sensibilidade de
95% e especificidade de 80%, entretanto esse método ndo ¢ indicado para avaliar de maneira
adequada a presenca de linfonomegalia e metastases a distancia. Por fim, a bidpsia percutanea,
US associada a pun¢ao com agulha fina (PAAF), possibilita o diagnéstico histolégico do cancer

de pancreas pela coleta do material do 6rgdo (HOFF, et al., 2013).

2.1.7.4 Marcador Tumoral Cal9.9

O antigeno Cal9.9, também conhecido como antigeno de Lewis, ¢ o marcador tumoral
mais utilizado ¢ melhor validado para cancer pancreatico, sendo utilizado no diagnostico de
pacientes sintomaticos € na monitoriza¢do do tratamento em pacientes com adenocarcinoma
pancreatico. Em particular, o CA 19.9 ¢ sintetizado em condig¢des fisiologicas pelo epitélio
pancreatico, biliar, endometrial, de glandulas salivares e do c6lon, bem como pelas células
ductais e gastricas; porém, esta superexpresso em diversos disturbios gastrointestinais benignos
e malignos. Esse marcador apresenta uma sensibilidade média geral de 81% e uma média de
especificidade de 90% para cancer de pancreas (SCARA; BOTTONI; SCATENA, 2015).

Em relacdo ao diagnoéstico, o Cal9-9 ndo é indicado como ferramenta de triagem para
0 cancer de pancreas em individuos assintomaticos devido baixo valor preditivo positivo (em
torno de 0,9%). Além disso, na triagem da populacgdo de alto risco, o nivel sérico de Cal9-9
pode estar normal, mesmo quando existem lesGes percursoras pancreaticas ja detectadas pelos
exames de imagem. Posto isso, ndo é recomendado, de forma isolada, a medi¢cdo do Cal9-9 no
diagnostico do cancer pancreatico, porém, esse marcador pode ser utilizado juntamente com
outros exames complementares, como a TC e o US (DUFFY et al., 2010).

Em relagéo ao prognostico, a medigdo dos niveis séricos do marcador tumoral Ca19-9
fornece informacdes prognosticas significativas, permite estratificacdo do paciente (grupos de
sobrevivéncia) e determina a ressecabilidade do cancer pancreatico. Posto isso, estudos
sugerem que: os niveis de Cal9-9 no pré-operatorio correlacionam-se com o estagio da doenca;
niveis <100 U/ml no pré-operatorio estdo relacionados a ressecabilidade do tumor (41-80%),
enquanto niveis > 100 U/ml sugerem cancer avangado ou metastatico (60-85%); normalizacdo
ou gueda dos niveis de Cal9-9 no pos-operatdrio estd associado a uma maior sobrevida quando

comparado com elevacdo dos niveis desse marcador ap0s ressec¢do pancreatica, o qual é
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sugestivo de metastase oculta e sobrevida baixa. Por fim, os niveis séricos de Cal19-9 também
podem ser utilizados para avaliar a resposta da terapia quimioterapica em pacientes portadores
de carcinoma pancreatico. Entretanto, a recomendacdo segundo o Nacional Academy of
Clinical Biochemistry (NACB) ¢é que as medicGes séricas de Cal9-9 durante a quimioterapia
palatiativa devem ser acompanhadas juntamente com exames de imagem, para melhor
acompanhamento da eficacia do tratamento (SCARA; BOTTONI; SCATENA, 2015).

2.1.7.5 Marcador Tumoral Ki-67

A proteina nuclear Ki-67 é expressa nas células em proliferacdo em todas as fases do
ciclo celular (G1, S, G2 e M), exceto em GO (fase de repouso). Os mecanismos que regulam a
expressao de Ki-67 ligam-no ao ciclo celular, resultando em niveis maximos de Ki-67 na mitose
e niveis minimos de Ki-67 no final do G1. (SOBECKI et al., 2017). Entéo, a expressao do Ki-
67 reflete as taxas de proliferacdo tumoral e, também, na correlagdo com o inicio, progressdo e
metastases de muitos tumores, o que possibilita aos pesquisadores 0 uso desse marcador como
um fator progndstico em vez de apenas preditivo (GOITIA-DURAN et al., 2010).

Em relacdo aos Tumores Neuroendocrinos (TNES) pancreaticos, o sistema de
classificacdo € baseado na taxa de proliferacdo, que é definida pelo nimero de mitoses por 10
campos microscopicos de alta poténcia ou por 2 mm? (taxa mitdtica) ou, ainda, como a
porcentagem de células tumorais de imunomarcacao positiva para o antigeno Ki-67 (indice Ki-
67). A importancia de incluir o indice Ki-67 é ainda mais reforcada por sua inclusdo na ultima
Classificacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), que determina o grau de agressividade
tumoral medindo a atividade mitética e o indice Ki-67 (PHILIPS, P. et al.,2018). Por outro
lado, em relacdo aos tumores exdcrinos do pancreas, o valor prognéstico do Ki-67 nédo foi
estabelecido (PERGOLINI, 1. et al., 2019).

2.1.7.6 Estadiamento das Neoplasias Malignas Pancreéticas

O sistema de estadiamento preferido para todos os canceres pancreaticos € o sistema de
tumor, linfonodo, metastase (TNM) do American Joint Committee on Cancer (AJCC) / Union
for International Cancer Control (UICC) (Quadro 1). A avaliacdo do estadiamento tem como
finalidade delinear a extensdo da propagacao da doenga e identificar os pacientes que sao

elegiveis para ressec¢do com intencao curativa.

T — Tumor primario

TX | O tumor primario nao pode ser avaliado.

TO | Nao ha evidéncia de tumor primario.
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Tis | Carcinoma in situ.

T1 | Tumor limitado ao pancreas, com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T2 | Tumor limitado ao pancreas, > 2 cm em sua maior dimensdo

T3 | Tumor que se estende além do pancreas, mas sem envolvimento do plexo celiaco ou artéria

mesentérica superior

T4 | Tumor envolve o plexo celiaco ou artéria mesentérica superior.

N - Linfonodos Regionais

NX | Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO | Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1 | Metastase em linfonodos regionais.

M — Metéstases a Distancia

MX | A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada.

MO | Auséncia de metastase a distancia.

M1 | Metastase a distancia.

Quadro 1: TNM - Tumores do Pancreas. SOBIN, L. H.; WITTEKIND, Ch. (ed.). TNM: classifica¢cdo de tumores
malignos. 6. ed. Rio de Janeiro: Inca, 2004. 254 p.

2.1.7.7 Tratamento

O tratamento do adenocarcinoma pancreatico inclui cirurgia, quimioterapia,
radioterapia e cuidados paliativos, sendo que as opgdes dos tratamentos sdo selecionadas de
acordo com o estagio do cancer e ainda, essas terapias devem ter uma abordagem
multidisciplinar (KAMISAWA et al., 2016).

A cirurgia de ressec¢do € considerada o Unico tratamento com potencial para cura e pode
resultar também em uma sobrevida mais longa em comparacao as outras op¢des de terapia, o
objetivo primario da cirurgia ¢ a resseccao radical com margens cirurgicas livres (R0) incluindo
a area pancreatica acometida, os linfonodos acometidos e os vasos sanguineos infiltrados. A
quimioterapia apresenta alguns beneficios clinicos como o alivio de sintomas, melhoria da
qualidade de vida, prolongar a sobrevida, embora ndo possa curar o cancer pancreatico. Sendo
que, a gemcitabina ¢ o medicamento quimioterapico mais eficaz no tratamento do cancer
pancreatico avangado, considerada como terapia de primeira linha (LI ez a/., 2015). Em relagao
a quimiorradiacdo, hoje, ndo ha estudos conclusivos confirmando as vantagens potenciais de
sobrevivéncia desse tipo de terapia (KAMISAWA ef al., 2016). Por fim, os cuidados paliativos
sdo tao importantes quanto as outras terapias, eles tem como foco prevenir e aliviar o sofrimento
e auxiliar na melhor qualidade de vida possivel para os pacientes e cuidadores. Os cuidados

paliativos apresentam sua abordagem desde tratamento da dor com opgdes cirtrgicas até
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abordagens psicologicas como na depressdo e na ansiedade, que sao muito comuns em pacientes

oncologicos (CASTILLO et al., 2020).

2.1.8 Metodologia
2.1.8.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo quantitativo observacional do tipo transversal descritivo analitico.

2.1.8.2 Local ¢ Periodo de Realizagao
O estudo sera realizado no periodo de novembro de 2020 até agosto de 2021, na cidade

de Passo Fundo — RS.

2.1.8.3 Populag@o e Amostragem

A populacdo que servira de base para o estudo sera constituida de pacientes com
diagnéstico  anatomopatolégico de adenocarcinoma pancredtico, que realizaram
pancreatectomia no Hospital S&o Vicente de Paulo (HSVP) e cujos anatomopatoldgicos foram
realizados no laboratdrio de patologia do mesmo hospital no periodo de 01 de janeiro de 2009
até 31 de dezembro de 2016. Sera feita entdo, a busca no arquivo do laboratério, da amostra do
tecido tumoral arquivada em bloco de parafina, para a realizagdo do estudo imuno-
histoquimico. A amostra, ndo probabilistica, de conveniéncia, incluird aproximadamente 128
pacientes.

Critérios de inclusdao: Ambos os sexos, qualquer idade, submetidos a biopsia de pancreas
ou pancreatectomia no HSVP, no periodo de tempo citado, cujas amostras de tecido tumoral
estejam armazenadas no laboratorio.

Critérios de exclusdo: Laudos anatomopatologicos que ndo contenham as informagdes
necessarias € casos em que as amostras tumorais emblocadas em parafina nido estejam

adequadamente preservadas para a realizacdo da reagao imuno-histoquimica.

2.1.8.4 Variaveis e instrumentos da coleta de dados

Varidvel dependente: marcadores tumorais Ki-67 e Cal9-9.

Variavel independentes: presenca de diagndstico de adenocarcinoma pancreatico, idade,
sexo, subtipo do adenocarcinoma, TNM, prognostico e sobrevida dos pacientes.

Instrumentos de coleta de dados: sera efetuado o levantamento dos dados registrados no
sistema de pesquisa dos laudos anatomopatologicos e prontuario eletronico do laboratério

citado. As amostras teciduais dos pacientes serdo identificadas por nimero de registro. Os dados
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coletados do programa serdo transcritos para uma planilha (apéndice A) e posteriormente

armazenados em uma planilha eletronica, observando-se os critérios de inclusdo e exclusdo.

2.1.8.5 Logistica

O periodo de abrangéncia deste estudo serd de 01 de janeiro de 2009 até 31 de dezembro
de 2016. Apos a listagem dos casos, a académica fara a busca na biblioteca do HSVP, em
computadores destinados a pesquisa neste setor e interligados a rede, mediante a aquisicdo de
um login e senha, quando ent&o, fara a busca e selecao dos laudos anatomopatologicos de cada
paciente que realizou procedimento cirdrgico (pancreactectomia) no HSVP e cujos laudos
anatomopatologicos foram confeccionados no Laboratorio de Patologia do mesmo hospital. Os
casos listados do laboratorio estdo arquivados na forma de amostragem tumoral emblocada em
parafina. A académica fara a retirada deste material do arquivo e 0s casos serdo, entdo,
encaminhados para a realizacdo da reacdo imuno-histoquimica dos casos para a avaliagdo da
expressdo do marcador Ki-67, com anticorpo monoclonal MIB-1. Para tanto serdo utilizados
cortes de 4 micra do tecido tumoral parafinado e este sera submetido a reacdo imuno-
histoquimica com a utilizacdo do anticorpo primario anti-Ki-67 e com marcacao da reacdo com
cromdgeno marrom (DAB) e com contra coloragdo com Hematoxilina de Harris. O laboratério
onde sera realizada a imuno-histoquimica localiza-se dentro do Hospital Sdo Vicente de Paulo.
A imuno-histoquimica sera realizada pela técnica do laboratério, a qual ja realiza os
procedimentos de rotina do local. E quem analisara e interpretard as laminas de imuno-
histoquimica sera a médica especialista em patologia do laboratério, pesquisadora principal e a
académica do presente estudo, em caso de ndo concordancia um terceiro avaliador sera
solicitado. A reacdo imuno-histoquimica dos casos ocorrera junto com a rotina do laboratério,
onde em cada reacdo havera um caso controle positivo e um negativo. Serdo avaliados 0s casos
guanto a positividade ou ndo da expressdao do marcador Ki-67. Nos casos positivos, sera
avaliada a intensidade da reacdo e a porcentagem de células tumorais positivas. Para isso, sera
utilizado o mascaramento a fim de evitar viés de afericdo (duplo cego), as laminas seréo
analisadas, entdo, por dois observadores, a académica pesquisadora e sua orientadora. Os
critérios de positividade nuclear nos tumores analisados incluirdo: contagem de 500 células em
5 campos no aumento de 400 vezes, considerando-se positivos 0s casos com coloragdo nuclear
marrom intensa.

A logistica do estudo esta organizada da seguinte forma:

1. Buscar os casos listados um a um no arquivo do laboratério de patologia para

obtencdo da amostra do tumor (bloco de parafina).
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2. Processar os blocos de parafina no laboratério de patologia, por microtomia, para
realizacdo de cortes em laminas histologicas, na espessura de quatro micrémetros, sendo estas
submetidas a reacdo imuno-histoquimica através do KIT (HiDefDetection™) com o cromdgeno
DAB, sendo o0 anticorpo direcionado contra o antigeno Ki-67 (clone MIB-1). A académica
pesquisadora acompanhara a realizacdo da técnica no Laboratério de Patologia.

O processo se inicia através da desparafinizagdo das laminas e ap0Os a reativacdo
antigénica das mesmas, em tampao PBS, através da fervura em panela de pressao especifica
(Decloakin Chamber, marca Biocare Medical). Segue-se o bloqueio da peroxidase enddgena
através do uso de perdxido de hidrogénio (H202) 10 v. O passo seguinte sera a incubagéo com
0 anticorpo primario da proteina Ki-67 com reagdo nuclear, durante toda a noite. No dia
seguinte apos lavagem das laminas em solucdo tampéo, sera aplicado o KIT com amplificacao
de sinal. Apos nova lavagem das l1aminas, sera utilizado o cromdgeno DAB para visualizacao
da reagéo. Posteriormente, as laminas serdo contra-coradas com hematoxilina.

3.Todos os dados coletados pela equipe da pesquisa serdo registrados em ficha de dados
(apéndice A) para posterior digitacdo em planilha eletronica.

4. Descrever e analisar os dados obtidos.

2.1.8.6 Processamento, controle de qualidade e anélise de dados

Os dados adquiridos previamente serdo duplamente digitados em banco de dados
desenvolvido no programa Epidata versdo 3.1 (distribuicdo livre). A andlise estatistica sera
executada no programa de andlises estatisticas PSPP (distribui¢do livre) e compreenderd a
média e desvio padrdo das variaveis numéricas e distribuicao de frequéncias, absoluta e relativa,
das variaveis categoricas.

A andlise de associagdo entre as varidveis independentes com a variavel dependente sera
verificada por meio do teste Qui-quadrado, empregando-se nivel de significancia de 5%.

A anélise de correlagdo entre os marcadores tumorais € o prognéstico serd avaliada por

meio do coeficiente de correlagdo de Pearson.

2.1.8.7 Aspectos Eticos

Para cumprimento dos aspectos éticos, o estudo serd submetido, primeiramente, a
Comisséo de Pos-Graduacéo e Pesquisa do Hospital Séo Vicente de Paulo. Apos aprovacao por
essa comissdo, serd submetido para avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul, de acordo com a Resolugdo 466/12 do

Conselho Nacional de Saude (CNS). A pesquisa sera realizada com respeito a todos os preceitos
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éticos estabelecidos, zelando pela legitimidade, privacidade e sigilo das informacg6es, quando
necessarias, tornando os resultados desta pesquisa publicos.

Presente no Apéndice B, encontra-se a solicitacdo de dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A solicitacdo de dispensa € adequada uma vez que
0 estudo é baseado em dados de prontuérios eletrdnicos, os pacientes ndo sdo acompanhados
regularmente pelo hospital, mudaram de endereco ou podem ter ido a 6bito.

No Apéndice C esta contido o termo de compromisso para uso de dados em arquivo,
com o0 objetivo de afirmar o comprometimento da equipe em preservar a privacidade dos
pacientes cujos dados serdo coletados.

Por fim, os dados fisicos utilizados pela equipe de pesquisa serdo arquivados, apés a
finalizacdo da analise de dados, em uma gaveta trancada com chave na sala 14 no Bloco A do
campus Passo Fundo da UFFS. Apos finalizado o tempo de guarda (5 anos), 0s arquivos serdo
destruidos em uma fragmentadora de papel e descartados. Ainda, em rela¢do aos dados digitais,
0S mesmos serdo armazenados em um pendrive, o qual serd mantido junto com os dados fisicos,
pelo mesmo periodo de tempo, sendo submetido a formatacao no final.

Riscos: Existe o risco de identificacao do participante. Entretanto, visando minimizar
esse risco, os nomes serdo substituidos por nimeros no momento da extragdo dos dados do
sistema. Caso a identificacdo ocorra, serd informado ao Hospital Sao Vicente de Paulo, local
onde sera coletado os dados e, além disso, o participante serd excluido da pesquisa. As amostras
cirargicas, emblocadas em parafina, a serem utilizadas para a realizagdo da imuno-
histoquimica, sdo identificadas apenas por numero no Laboratério de Patologia do HSVP, e
assim, ndo ha risco de identificagcdo do participante.

Beneficios: Devido a natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para os
participantes. No entanto, os mesmos serdo beneficiados de forma indireta, assim como toda a
comunidade, uma vez que a identificagdo dos marcadores tumorais presentes nos casos de
adenocarcinoma pancreatico, bem como fatores associados, podera contribuir com o tratamento
de futuros pacientes acometidos, podendo assim, acarretar melhorias da assisténcia em saude.

De maneira a fornecer uma devolutiva ao Hospital Sdo Vicente de Paulo de Passo
Fundo - RS, a equipe pretende entregar um relatério documentando os resultados obtidos na
pesquisa. Portanto, a partir da anélise dos dados, o estudo possibilitara que os pesquisadores e
a instituicdo estendam seus conhecimentos acerca do tema em questdo, com o intuito de
melhorar o processo de diagnéstico e de prognoéstico dos pacientes, o que beneficia a todos,
mesmo que indiretamente. Ainda, considerando-se a natureza do trabalho, ndo haverd

devolutiva aos participantes.
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Os custos serdo totalmente arcados pela equipe de pesquisa responsavel pelo presente

estudo.
RECURSO UNIDADE VALOR UNITARIO | VALOR TOTAL
Material utilizado na | Duas caixas com 150 R$ 120,00 R$ 240,00
imuno-histoquimica I[&minas
Material utilizado na | 2ml R$ 45,00 por lamina R$ 5760,00
imuno-histoquimica
anticorpo  anti-Ki-67
(MIB 1)
Material utilizado na | Um cromégeno liquido R$ 270,00 R$ 270,00
imuno-histoquimica DAB
Folhas de oficio Um pacote de 100 folhas R$ 5,00 R$ 5,00
Caneta Uma unidade R$ 1,00 R$ 1,00
Pendrive Uma unidade R$ 35,00 R$ 35,00
TOTAL R$ 12.071,00

2.1.10 Cronograma

O cronograma apenas serd executado apos a aprovacdo do projeto pelo Sistema

CEP/CONEP. O projeto de pesquisa sera realizado no periodo compreendido entre novembro

de 2020 a agosto de 2021. Sendo que, as atividades serdo divididas da seguinte forma:

Revisdo de literatura compreendera o periodo de novembro de 2020 a julho de 2021;

A coleta de dados ocorrera no periodo de margo de 2020 a abril de 2021;

Processamento e analise de dados serdo elaborados a partir de maio de 2021 a junho de

2021;

Redacao e divulgacao dos resultados: de junho de 2021 a agosto de 2021;
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ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA E SERICA DE MARCADORES TUMORAIS EM

ADENOCARCINOMAS PANCREATICOS

UFFS-PESQUISA: Analises Imuno-histoquimica e Sérica de Marcadores Tumorais em Adenocarcinomas Pancreaticos

Pesquisador Responsavel: Daniela Augustin Silveira

Académica: Eduarda Vendrame. Contato: vendrame.eduarda@gmail.com

NUmero do Questionario NQUES
Numero do Registro do Anatomo-patoldgico NRAP
Nome do Entrevistador ENTRE __
Data Coleta DATA_ /[ [
IDENTIFICACAO DO PACIENTE
Iniciais do Paciente
Idade _ _ anos completos IDAD
Sexo (1) Feminino (2) Masculino (3) N&o especificado SEXO__
HABITOS DE VIDA
Tabagista (1) Sim (2) Nao (3) Néo especificado (4) Ex-tabagista TABA
Se sim, tempo que fumou em anos TEMP__
Alcoolista (1) Sim (2) N&o (3) Néo especificado (4) Ex-alcoolista ALCO_
Se sim, tempo que bebeu em anos TEMP__
HISTORIA FAMILIAR E PATOLOGICA PREGRESSA
Parente de 1° graus com CP (1) Sim (2) Nao (3) N&o-especificado PARE__
Historico de pancreatite cronica (1) Sim (2) Ndo (3) Nao-especificado
ACHADOS DIAGNOSTICOS E PATOLOGICOS
Antigeno Ca 19-9 (1) Sim (2) N&o (3) Néo especificado CA19
ValordaCal9-9
Reacdo Imuno-histoquimica Ki-67 (1) Positiva (2) Negativa KI67__
Se positivo, % Ki-67
Localizacdo Anatdmica (1) Cabega (2) Processo uncinado (3) Corpo (4) Cauda (5) N&o especificado | LANAT
Tipo Histologico: (1) Adenocarcinoma (2) Outro, qual? TIHIST
Outros achados histoldgicos
Diferenciacéo do adenocarcinoma: (1) Precoce (2) Avancado DIFE__
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Grau de diferenciacdo: (1) Bem diferenciado (2) Moderadamente diferenciado (3) Pouco | GRAU
diferenciado (4) Indiferenciado
Classificacdo: (1) Localizado (2) Localmente avancado (3) Metastases a distancia CLAS
Invasdo perineural: (1) Sim (2) Né&o (3) Néo especificado/ ndo se aplica INPN__
Invasdo angiolinfatica: (1) Sim (2) N&o (3) Nao especificado/ ndo se aplica INAL___
Linfonodomegalia no exame de imagem (1) Sim (2) Néo (3) Néo especificado/ ndo se aplica LINF__
Localizag8o da linfonodomegalia (1) Regional (2) Intra-abdominal ou retroperitoneal (3) Hilo | LCLINFO__
pulmonar (4) Mediastino (5) Outros

ESTADIAMENTO
NuUmero de Lesdes NUME__
Tamanho da (s) lesdo (s) na maior dimensdo: _~ mm TAMADIM__
Tamanho nas dimensdes adicionais: ____ mmx____ mm
Multiplos tumores primarios: (1) Sim (2) N&o (3) Néo especificado MULTUPR__
Recorréncia: (1) Sim (2) Né&o (3) Nao especificado RECOR__
Tumor primario: (0) Nio pode ser acessado (1) Sem evidéncia (2) Carcinoma in situ (3) <2cmna | TUMPRIM__
maior dimensdo (4) > 2cm e <4 c¢cm na maior dimenséo (5) >4 ¢cm na maior dimensio 6) Envolvendo
tronco celiaco, artéria mesentérica superior e/ou artéria hepética comum (7) ndo especificado
Linfonodos regionais: (0) N&do podem ser avaliados (1) Sem metéstase nos linfonodos regionais (2) | LINFOREG__
(3) Metéstase em linfonodos regionais (4) Sem evidéncia
Metéstases a Distancia: (1) Ndo podem ser avaliados (2) Auséncia de metastase a distancia (3) | META
Presenca de metéstase a distancia (4) Nao especificado/ ndo se aplica

PROGNOSTICO
Obito (1) Sim (2) N&o (3) N&o especificado/nio se aplica OBIT___
Sobrevida __ dias apds o diagnostico confirmado SOBR__
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APENDICE C — Solicitacio de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFFS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
SOLICITACAO DE DISPENSA

ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA E SERICA DE MARCADORES TUMORAIS EM
ADENOCARCINOMAS PANCREATICOS

Esta pesquisa serd desenvolvida pela Eduarda Vendrame, discente do curso de
Graduacdo de Medicina na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Passo
Fundo, sob orientagdo da Prof'. Me®. Daniela Augustin Silveira e coorientacdo da Prof* Dr?.
Jossimara Polettini.

O objetivo central do estudo ¢ avaliar a expressdo dos marcadores tumorais Cal9-9 e
Ki-67 em adenocarcinomas pancredticos e relacionar com o prognostico dos pacientes. A
pesquisa pode ser justificada pelo fato que o adenocarcinoma pancreatico ¢ uma doenga maligna
fatal, que apresenta um curso agressivo e de prognoéstico ruim. O pico de incidéncia da neoplasia
pancredtica € entre os 65 e 75 anos e, devido a auséncia de manifestagdes clinicas precoces no
paciente e sua rapida disseminacdo, a doenga apresenta uma dificil detec¢ao resultando em um
dos carcinomas de pior progndstico e mais mortais. Portanto, considerando a alta mortalidade,
bem como o aumento na incidéncia dessa doenca, € necessario que haja recursos disponiveis
para que seja avaliado, de forma segura e eficiente, o perfil do adenocarcinoma pancreatico do
paciente, o que resulta em condutas médicas mais eficazes. Ademais, com a presenca da
expressdo dos marcadores tumorais Ca 19-9 e Ki-67, torna-se possivel relacionar de maneira
eficaz a doenga com o progndstico dos pacientes, possibilitando iniciar uma terapéutica
adequada e individualizada para cada paciente.

Serdo incluidos no estudo pacientes com adenocarcinoma pancreéatico. A amostra, ndo
probabilistica, de conveniéncia, incluird pacientes submetidos a pancreatectomia, entre 01 de
janeiro de 2009 até 31 de dezembro de 2016. A coleta de dados sera realizada a partir da base
de dados de um laboratério de Patologia da regido norte do estado do Rio Grande do Sul e as
varidveis analisadas serdo: idade, sexo, tipo histologico e estadiamento. A amostra sera
composta por aproximadamente 128 participantes.

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informacdes obtidas. Existe o
risco de identificacdo do participante. Entretanto, visando minimizar esse risco, 0s nomes serao

substituidos por nimeros no momento da extracao dos dados do sistema. Caso a identificacao
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ocorra, serd informado ao Hospital Sdo Vicente de Paulo, local onde sera coletado os dados e,
além disso, o participante sera excluido da pesquisa. As amostras cirargicas, emblocadas em
parafina, a serem utilizadas para a realizagao da imuno-histoquimica, sao identificadas apenas
por niamero no Laboratorio de Patologia do HSVP, e assim, ndo ha risco de identificagcdo do
participante.

Devido a natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para o participante. No
entanto, os mesmos serdo beneficiados de forma indireta, assim como toda a comunidade, uma
vez que a identificacdo dos marcadores tumorais presentes nos casos de adenocarcinoma
pancreatico, bem como fatores associados, podera contribuir com o tratamento de futuros
pacientes acometidos, podendo assim, acarretar melhorias da assisténcia em salde.

De maneira a fornecer uma devolutiva ao Hospital S&o Vicente de Paulo de Passo Fundo
- RS, a equipe pretende entregar um relatorio documentando os resultados obtidos na pesquisa.
Portanto, a partir da analise dos dados, o estudo possibilitara que os pesquisadores e a instituicdo
estendam seus conhecimentos acerca do tema em questdo, com o intuito de melhorar o processo
de diagnostico e de prognostico dos pacientes, o que beneficia a todos, mesmo que
indiretamente. Ainda, considerando-se a natureza do trabalho, ndo havera devolutiva aos
participantes.

Por fim, os dados fisicos utilizados pela equipe de pesquisa serdo arquivados, apos a
finalizacdo da analise de dados, em uma gaveta trancada com chave na sala 14 no Bloco A do
campus Passo Fundo da UFFS. Ap0s finalizado o tempo de guarda (5 anos), 0s arquivos serdo
destruidos em uma fragmentadora de papel e descartados. Ainda, em relacdo aos dados digitais,
0S mesmos serdo armazenados em um pendrive, o qual serd mantido junto com os dados fisicos,
pelo mesmo periodo de tempo, sendo submetido a formatagdo no final.

A coleta de dados iniciard somente ap6s a ciéncia e concordancia do hospital, aprovacéo
do protocolo de pesquisa e Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFFS,
conforme Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Devido a importancia da
pesquisa e com base na Resolu¢do CNS N° 466 de 2012 — V.8, solicito a dispensa da obtencao
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pois o estudo trata-se de uma pesquisa
retrospectiva, baseado em dados de prontuérios eletrdnicos e o0s pacientes ndo sdo
acompanhados regularmente pelo hospital, mudaram de endereco ou podem ter ido a obito.
Além disso, alguns pacientes sdo procedentes de outros locais, uma vez que o HSVP ¢
referéncia para diversos municipios que compdem a 62 Coordenadoria Regional de Saude. Os
resultados serdo divulgados em eventos e/ou publicacdes cientificas mantendo sigilo dos dados

pessoais.



Passo Fundo,

Prof2. Me?. Daniela Augustin Silveira
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de 2020.
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APENDICE D — Termo de compromisso para uso de dados

ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA E SERICA DE MARCADORES TUMORAIS EM
ADENOCARCINOMAS PANCREATICOS

O(s) pesquisador(es) do projeto acima identificado(s) assume(m) o compromisso de:

I. Preservar a identidade dos pacientes cujos dados serdo coletados;

II. Assegurar que as informacgdes serdao utilizadas Unica e exclusivamente para execugdo do
projeto em questao;

III. Assegurar que as informagdes somente serdo divulgadas de forma anonima, ndo sendo
utilizadas iniciais ou quaisquer outras indicagdes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

Me?. Daniela Augustin Silveira

Dr?. Jossimara Polettini

Eduarda Vendrame

Passo Fundo, setembro de 2020



43

2.2 RELATORIO DE PESQUISA

O estudo intitulado “Andlises Imuno-histoquimicas e Sérica de Marcadores Tumorais
em Adenocarcinomas Pancreéticos” tem como objetivo analisar os prontuarios (eletronicos e
fisicos) e as amostras teciduais emblocadas em parafina, de pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma de pancreas e que obtiveram, necessariamente, seu diagnostico confirmado
pelo exame anatomopatoldgico do Laboratorio de Patologia do Hospital S&o Vicente de Paulo
(HSVP).

O projeto foi redigido no componente curricular de Trabalho de Curso I, no primeiro
semestre académico de 2020, sob orientacdo da Profi. Me? Daniela Augustin Silveira e
coorientacdo da Profé. Dr3. Jossimara Polettini. Ao ser concluido, foi submetido a avaliagdo da
Geréncia de Ensino e Pesquisa Académica do Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP) no dia 23
de outubro de 2020 e o parecer e autorizacdo sobre o Projeto de Pesquisa foi emitido pela
comissdo competente no dia 23 de novembro de 2020. O estudo foi submetido a avaliacdo do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da UFFS, no mesmo dia do parecer
emitido pelo HSVP, e no dia 8 de dezembro de 2020 foi liberado o primeiro parecer do CEP.
Essa avaliacdo trouxe em seu contetdo pendéncias relacionadas aos riscos e a metodologia
proposta, sendo assim, essas questdes foram alteradas e enviadas ao comité no dia 18 de
dezembro de 2020. Por fim, o parecer de aprovacdo foi emitido no dia 07 de janeiro de 2021.

Assim, apos as devidas aprovacgdes dos 6rgdos responsaveis, a coleta de dados foi iniciada.

Modificaces apds aprovacao pelo CEP/UFFS-PF

Em relacdo a logistica e coleta de dados, a sele¢do dos laudos foi realizada com o banco
de dados do Laboratério de Patologia do HSVP, pela busca do termo “pancreas” e selecionando
apenas 0s casos de adenocarcinoma pancreatico, no periodo de 01/01/2009 até 31/12/2016.
Durante a andlise dos laudos selecionados, foram encontrados apenas 17 casos do
adenocarcinoma de pancreas. Posto isso, em busca de obter resultados mais expressivos, o
tempo de estudo foi estendido para o periodo de 01/01/2000 até 31/12/2015. A amostra, que no
projeto de pesquisa inicial foi prevista como sendo de 128 pacientes no periodo de 2009 a 2016,
foi alterada para 33 pacientes no periodo de 2000 a 2015, esse humero amostral final deveu-se
aos critérios de exclusdo que tiveram que ser acrescentados no transcorrer da pesquisa.

No decorrer da coleta dos dados, notou-se uma grande dificuldade de encontrar as
informagdes nos prontudrios fisicos dos pacientes e ainda, ndo foram encontrados quatro

prontuarios no arquivo do HSVP. Ainda, dois pacientes que obtinham o exame
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anatomopatoldgico registrado nesse hospital faziam acompanhamento da doenca em uma outra
instituicdo de Passo Fundo-RS, logo, esta pesquisa ndo tinha acesso aos dados dos prontuarios
desses pacientes. Assim, foi decidido, como novos critérios de exclusdo: os prontuarios que
foram, de alguma forma, impossibilitados de serem acessados, bem como as amostras
emblocadas em parafina que ndo estavam devidamente preservadas para a realizagéo da reagéo
imuno-histoquimica. Por fim, apenas 27 pacientes foram incluidos neste estudo.

Outrossim, foram acrescentadas varidveis independentes que ndo estavam previstas no
projeto, sendo elas: tabagismo, localizacdo anatdmica do tumor e grau de diferenciacdo tumoral.
No final da coleta de dados, percebeu-se que a maioria dos prontuarios ndo contemplava a
informacdo do marcador tumoral sérico Cal9-9 (apenas 11 dos pacientes obtinham o resultado
e, desses apenas 8 obtinham o valor sérico antes do procedimento cirurgico). Sendo assim, foi
decidido ndo utilizar essa variavel, visto que o nimero limitado iria comprometer a correlacdo
dos dados. Além disso, todas as variaveis que foram assinaladas como “ndo especificado” nao
entraram na analise descritiva final.

Em relacdo a logistica do preparo imuno-histoquimico, a analise IHQ foi feita no
primeiro semestre de 2021. O projeto previa o preparo das laminas de modo manual, porém,
todas as reag¢des imuno-histoquimicas foram realizadas de forma automatizada no equipamento
Autostainer Linker da Agilent/DAKO.

Os dados gerados a partir do estudo foram duplamente digitados no programa Epidata
e, apds a correcdo dos erros encontrados, foram transferidos para o programa estatistico PSPP
para a realizacdo das andlises descritivas e analiticas.

Por fim, o artigo cientifico, exibido na sequéncia deste Trabalho de Curso, foi
estruturado de acordo com as normas da revista a qual serd submetido, o Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial. As regras para submissao sdo encontradas no final desta

pesquisa, no topico “ANEXOS”.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Anélise Imuno-histoquimica do Marcador Tumoral Ki-67 em Adenocarcinomas
Pancreéticos

Immunohistochemistry Analysis of the Tumor Marker Ki-67 in Pancreatic Adenocarcinomas

Eduarda Vendrame?, Jossimara Polettinit, Daniela A. Silveiral2

1.Universidade Federal da Fronteira Sul, Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil.
2. Hospital S&o Vicente de Paulo, Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO

Introducdo: O adenocarcinoma pancreatico corresponde a cerca de 90% dos tumores deste
6rgdo. Possui uma evolucdo indolente, rapida disseminacdo e um curso agressivo com dificil
deteccdo precoce. O Ki-67 € um antigeno nuclear e esta relacionado com a proliferacéo celular
e pode auxiliar na analise da progressdo e do progndstico de diversos tumores. Objetivo: avaliar
a expressdo do marcador tumoral Ki-67 e correlacionar com as caracteristicas clinico-
patoldgicas, ao prognostico e a sobrevida dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma
pancreatico. Materiais e Metodos: de carater transversal, foram selecionados pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma pancreatico que possuiam amostras de bidpsia ou
pancreatectomia no laboratorio de patologia de um hospital terciario no periodo de 2000 a 2015.
A expressdo da proteina Ki-67 nas amostras tumorais foi avaliada por reacdo imuno-
histoquimica e relacionada as caracteristicas clinico-patologicas, e o nivel de significancia
adotado foi de 5%. Resultados: No periodo considerado, foram identificados 27 pacientes com
adenocarcinoma pancreatico, e as caracteristicas clinico-epidemioldgicas mais prevalentes
foram, sexo masculino (55,6%) com média de idade de 63 anos + 8,9, tabagistas ou ex-
tabagistas no momento do diagnostico (63,2%). O adenocarcinoma ductal foi o mais prevalente
(94,4%), moderadamente diferenciado (50%), com localizacdo anatbmica na cabeca do
pancreas (87,4%) e nos estadiamentos mais avancados, 11l e 1V (66,6%). A positividade do Ki-
67 foi de 92,6% dos casos. Ainda, 77,8% dos pacientes evoluiram a ébito, sendo que 81%
faleceram em até 12 meses. A expressao de Ki-67 >20% foi correlacionada significativamente
com a menor idade dos pacientes. Conclusdes: Foi encontrado grande prevaléncia da expressdo
do antigeno Ki-67 nos adenocarcinomas pancreaticos, porém, sua expressdo foi apenas
associada a idade dos pacientes, assim, necessitam-se mais estudos para afirmar o valor
prognostico desse marcador tumoral.

Palavras chave: Neoplasias Pancreéticas, Antigeno Ki-67, Imuno-Histoquimica, Progndstico.

ABSTRACT

Introduction: Pancreatic adenocarcinoma coincide with approximately 90% of tumors in
pancreas. It has an indolent evolution, rapid dissemination and an aggressive course with
difficult detection. Ki-67 antigen is related to cell proliferation and can help in the analysis of
progression and prognosis of several tumors. Objective: to evaluate the expression of tumor
marker Ki-67 and correlate it with clinical and pathological characteristics, prognosis and


https://www.linguee.pt/ingles-portugues/traducao/coincide+with.html
https://www.linguee.pt/ingles-portugues/traducao/approximately.html
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survival of selected patients. Material and Methods: Cross-sectional study, the cases were
selected by patients diagnosed with pancreatic adenocarcinoma who had biopsy or
pancreatectomy speciment in the pathology laboratory of a tertiary hospital, in the period from
2000 to 2015. They were evaluated for the immunohistochemical reaction of Ki-67 protein and
their clinicopathological characteristics, and the significance level adopted was 5%. Results: In
the period considered, 27 patients with pancreatic adenocarcinoma were identified, and the most
prevalent clinical and epidemiological characteristics were male (55.6%) with a mean age of
63 years £ 8.9, smokers or former smokers in the time of diagnosis (63.2%). Ductal
adenocarcinoma was the most prevalent (94.4%), moderately differentiated (50%), with
anatomical location in the head of the pancreas (87.4%) and in more advanced stages, 111 and
IV (66.6%). The Ki-67 positivity was 92.6% of the cases. In addition, 77.8% of patients died,
and 81% died within 12 months. Ki-67 expression >20% was significantly correlated with
younger age of patients. Conclusions: A high prevalence of Ki-67 antigen expression was
found in pancreatic adenocarcinomas, however, its expression was only associated with patient
age, therefore, further studies are needed to confirm the prognostic value of this tumor marker.

Key words: Pancreatic Neoplasms, Ki-67 Antigen, Immunohistochemistry, Prognosis.

INTRODUCAO

O cancer de pancreas no Brasil é responsavel por cerca de 2% de todos os tipos de
neoplasias malignas e por aproximadamente 4% das mortes causadas por canceres. Entretanto,
guando se analisa, isoladamente, 0s pacientes acometidos pelos tumores pancreaticos no pais,
a cada 1000 novos casos cerca de 940 pacientes perecem M. Assim, ele caracteriza-se por ser a
neoplasia maligna mais letal do trato digestivo e com a menor taxa de sobrevida .

Os adenocarcinomas correspondem aproximadamente a 90% dos tumores pancreaticos.
Eles sdo observados predominantemente em homens e em idades mais avancadas, apresentando
um pico de incidéncia entre 65 a 75 anos . Devido a sua natureza assintomatica e sua rapida
disseminacdo, o cancer de pancreas apresenta um curso agressivo e de dificil detec¢cdo precoce,
sendo usualmente diagnosticado em um estagio avancgado, resultando em progndstico muito
desfavoravel ©.

Dessa forma, a utilizacdo de marcadores tumorais é importante, pois eles séo
indicadores na avaliacdo do comportamento clinico das neoplasias auxiliando na avaliagdo da
oncogeénese e na analise do crescimento das células neoplasicas, visto que, esses marcadores
sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos bioldgicos que
sugerem a presenca de cancer @,

O Ki-67 é um antigeno nuclear que € expresso em todas as células ciclizantes e pode ser
detectado nas diferentes fases do ciclo celular, alcancando um pico maximo de expresséo nas

fases G2 e M ©). Assim, a expressividade dessa proteina estd intimamente relacionada a
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proliferacdo celular. Na prética, as células com colora¢do positiva em reagdes imuno-
histoquimicas (IHQ) para o antigeno Ki-67 podem auxiliar na analise da progressao e do
prognostico de diversos tumores, incluindo mama e prostata ©7).

Além disso, esse marcador tem relacdo com os tumores neuroenddcrinos pancreaticos,
sendo reconhecido como essencial na defini¢cdo da graduacgéo e classificagdo do tumor, bem
como é um preditor independente de sobrevida ®. Porém, em relacdo ao adenocarcinoma
pancreético, o valor progndstico isolado de Ki-67 ainda n4o foi estabelecido .

Por conseguinte, considerando a alta letalidade e 0 aumento na incidéncia dessa doenca
@) torna-se importante a disponibilidade de recursos para que seja avaliado, de forma segura e
eficiente o prognostico do adenocarcinoma pancreatico.

OBJETIVOS

Analisar e correlacionar a expressao do marcador Ki-67 com o perfil clinico-patoldgico,
de estadiamento, progndstico e sobrevida de pacientes submetidos a amostragem de tumor
pancreatico por biopsia, ou por retirada cirdrgica, cujos tumores mostraram origem epitelial
maligna, através da analise anatomopatoldgica, realizada em um laboratdrio de Patologia de um

hospital terciario, na cidade de Passo Fundo — RS.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal, realizado com a aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul, sob o parecer de
numero 4.527.790.

A amostra foi composta por todos os pacientes com diagnostico de adenocarcinoma
pancredtico, cujos exames anatomopatologicos foram realizados pelo laboratdrio de patologia
do Hospital Sao Vicente de Paulo (HSVP) na cidade de Passo Fundo — RS, no periodo de janeiro
de 2000 a dezembro de 2015.

Em relacdo ao preparo para analise microscopica, foram utilizados cortes de 4
micrémetros do tecido tumoral parafinado e este foi submetido a reacdo IHQ com a utilizacéo
do anticorpo primério anti-Ki-67 (clone MIB 1- DAKO, Glostrup, Denmark), com marcagéo
da reagdo com cromogeno marrom (DAB) e com contra coloragdo com Hematoxilina de Harris.
Todas as reagfes imuno-histoquimicas foram realizadas de forma automatizada, no
equipamento Autostainer Linker da Agilent/DAKO, com a utilizacdo de um controle positivo
nas reacdes (corte de linfonodo normal, pois no seu centro germinativo encontramos células em

proliferacdo e em diferentes fases do ciclo celular).
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Resumidamente, o processo inicia-se através da desparafinizacdo das ldminas seguida
de reativacdo antigénica das mesmas e do bloqueio da peroxidase endégena através do uso de
peroxido de hidrogénio (H202) 10 v. O passo seguinte foi a incuba¢do com o anticorpo primario
da proteina Ki-67, lavagem em solugdo tampéo e aplicacdo do KIT com amplificacdo de sinal.
Apo0s nova lavagem das laminas, foi utilizado o cromédgeno DAB para visualizacdo da reacéo.
Posteriormente, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina.

A analise da deteccdo do marcador Ki-67 foi feita pela contagem de 500 células em 5
campos no aumento de 400 vezes/HPF, considerando-se positivos 0s casos com coloragédo
nuclear marrom intensa, ou seja, foi avaliado a intensidade da reacdo e a porcentagem de células
tumorais positivas. Ainda, para evitar o viés de aferi¢do, foi utilizado o mascaramento (duplo
cego), as laminas, primeiramente, foram analisadas por dois observadores e, em casos
discrepantes, a analise foi realizada por um terceiro observador. O critério de positividade
utilizada para a analise laboratorial seguiu o protocolo preconizado pela Sociedade Brasileira
de Patologia / Pancreas — Neoplasias 5%dicdo — 2019, no qual é feita a estratificacio do indice
proliferativo (IP): <2%, 3 a 20% e >20%. Porém, para o cruzamento dos dados a estratificacdo
do IP foi recategorizada (< 20% e >20%), visando obter valores estatisticos mais fidedignos.

As variaveis clinico-patologicas analisadas, coletadas a partir dos prontudrios fisicos e
eletronico, foram idade, sexo, tabagismo, localizagdo anatomica, tipo histologico, grau de
diferenciagdo da neoplasia, estadiamento (segundo os critérios do American Joint Committee
on Cancer (AJCC) / Union for International Cancer Control), 6bito e sobrevida.

Os dados adquiridos previamente foram duplamente digitados em banco de dados
desenvolvido no programa Epidata versdo 3.1 (distribuicdo livre). A andlise estatistica foi
executada no programa de analises estatisticas PSPP (distribui¢do livre) e constituiu a média e
desvio padrao das variaveis numéricas e distribuicao de frequéncias, absoluta e relativa, das
varidveis categoricas.

A associagdo entre as variaveis independentes com a variavel dependente foi verificada

por meio do teste Qui-quadrado, empregando-se nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No periodo considerado no estudo foram identificados 33 casos, sendo 6 excluidos por
critérios de exclusdo (prontuarios de acesso impossibilitado, laudos anatomopatologicos que
nao continham as informacdes necessarias € casos em que as amostras tumorais emblocadas em
parafina ndo estavam adequadamente preservadas para a realizacdo da reacdo imuno-

histoquimica). Assim, o n final foi de 27 pacientes que foram submetidos a biopsia de pancreas
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ou pancreatectomia para o diagnostico do adenocarcinoma. A caracterizagdo da amostra esta
descrita na Tabela 1. Notou-se predominio de pacientes do sexo masculino (55,6%) e de idade
superior a 60 anos (70,4%). A média de idade dos pacientes foi de 63 anos + 8,9 e as idades
minima e maxima foram de, respectivamente, 44 ¢ 76 anos. Em relacdo aos habitos de vida,

57,9% eram tabagistas, no momento do diagnostico.

Tabela 1. Caracterizacdo de pacientes diagnosticados com adenocarcinoma pancreatico que
tiveram seu anatomopatolégico analisado em um hospital terciario de Passo Fundo, RS, entre
2000 a 2015 (n=27).

Variaveis n %
Sexo
Masculino 15 55,6
Feminino 12 44 4
Idade (anos completos)
<60 8 29,6
> 60 19 70,4
Tabagista (n=21)
Sim 11 57,9
Né&o 7 36,8
Ex-tabagista 3 5,3

Em relacdo aos achados diagnosticos e patoldgicos (Tabela 2), a maioria dos casos
(92,6%) tiveram reacdo imuno-histoquimica do Ki-67 positiva, sendo que 52% desses
obtiveram expressdo do Ki-67 maior que 20% (Figura 1). Além disso, a cabeca do pancreas foi
a localizacdo mais frequente correspondendo a 87,5% dos casos, sendo que o tipo histologico
mais comum foi o adenocarcinoma ductal (94,1%), moderadamente diferenciado (50%).
Quanto ao estadiamento, o envolvimento do tronco celiaco, artéria mesentérica superior e/ou
artéria hepatica comum ocorreu em 61,1% dos pacientes, a presenca de metastase em
linfonodos regionais em 47,6% e a presenca de metastases a distancia em 42,9% dos casos.

Tabela 2. Achados diagnosticos, patoldgicos e estadiamento dos casos de adenocarcinoma
pancredtico identificados em um hospital terciario de Passo Fundo, RS, entre 2000 a 2015 (n=

27).
Variaveis n %
Reacdo Imunoistoquimica Ki-67 (n=27)
Positiva 25 92,6
Negativa 2 74
% da reacdo Ki-67 (n=27)
<2% 2 8,0
3-20% 10 40,0
> 20% 13 52,0
Localizagdo Anatomica (n=24)
Cabeca 21 87,5

Corpo 3 12,5



Tipo Histolégico (n=18)
Adenocarcinoma ductal
Adenocarcinoma mucinoso

Diferenciacdo do Adenocarcinoma (n=20)
Bem diferenciado
Moderadamente diferenciado
Pouco diferenciado
Indiferenciado

Tumor primario (n=18)

N&o pode ser acessado

<2 c¢m na maior dimensao

> 2 e <4 cm na maior dimensao
> 4 cm na maior dimensao

Envolvendo tronco celiaco, a. mesentérica superior e/ou a.

hepética comum
Linfonodos Regionais (n=21)

Né&o podem ser avaliados

Sem metéstase

Metéstase em linfonodos
Metéstase a distancia (n=21)

Né&o pode ser avaliado

Auséncia de metastase

Presenca de metéstase & distancia

P ABo

[
Edvwrk -

94,4
5,6

25,0
50,0
20,0
50

5,6
5,6
16,7
11,0
61,1

23,8
28,6
47,6

14,2
42,9
42,9
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Acerca do prognostico dos pacientes (Tabela 3), 77,8% dos pacientes evoluiram a dbito

em decorréncia do adenocarcinoma pancreatico. A sobrevida média dos pacientes foi de 6

meses £ 11,7 e a sobrevida minima e maxima foi de, respectivamente, 0 ¢ 50 meses apos a

confirmacdao do diagndstico. Por fim, ¢ importante enfatizar que pode ter ocorrido uma

subestimagdo dos dados de obito e da sobrevida, visto que varios pacientes terminais com

adenocarcinoma pancreatico recebem alta hospitalar, sendo assim, a data de falecimento nao

foi registrada nos prontuarios médicos e, por conseguinte, ndo foi possivel calcular a sobrevida

desses pacientes.

Tabela 3. Prognostico dos casos de adenocarcinoma pancreético identificados em um hospital

terciério de Passo Fundo, RS, entre 2000 a 2015 (n= 27)..

Variaveis n %
Obito (n=27)
Sim 21 77,8
N&o/Nao especificado 6 22,2
Sobrevida (meses completos) (n=21)
0 —12 meses 17 81,0
> 12 meses 4 19,0

A reacdo imuno-histoquimica do Ki-67 > 20% ocorreu em 32% dos pacientes do sexo

masculino e em 20% no sexo feminino, porém, nas mulheres a expressdao do Ki-67 mais

encontrada foi <20% correspondendo a 28% dessa populagao (Tabela 4). Entretanto, ndo houve
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significancia estatistica ao realizar a andlise (p = 0,320). Além disso, ndo houve significancia
estatistica da relagdo do Ki-67 ao tabagismo (p = 0,688), a localizagdo anatdémica (p = 0,176) e
ao grau de diferenciag¢ao do adenocarcinoma (p = 0,784). Por fim, a correlacdo da expressao do
Ki-67 e a idade dos pacientes apresentou significancia estatistica (p = 0,015), sendo que, a
reacdo Ki-67 > 20% ocorreu em 28% na popula¢do com idade menor ou igual a 60 anos e 24%
nas idades superiores de 60 anos. Ainda, 44% dos pacientes maiores de 60 anos obtiveram

reacao do Ki-67 <20%.

Tabela 4. Relagao entre a expressdo do marcador tumoral Ki-67 e as variaveis clinico-patoldgicas
dos casos de adenocarcinoma pancreatico identificados em um hospital terciario de Passo Fundo,
RS, entre 2000 a 2015 (n= 27).

Ki-67 (£20%) Ki-67 (> 20%)
Variaveis n % n % p*
Sexo (n=25) 0,320
Feminino 7 28,0 5 20,0
Masculino 5 20,0 8 32,0
Idade (anos completos) (n=25) 0,015
<60 anos 1 4,0 7 28,0
> 60 anos 11 44,0 6 24,0
Tabagismo (n=17) 0,688
Sim 4 23,5 5 29,4
Nao 3 17,6 4 23,5
Ex-tabagista 0 0,0 1 59
Localizacdo Anatbmica (n=21) 0,176
Cabeca 10 45,5 10 45,5
Corpo 0 0,0 2 9,1
Diferenciacdo do Adenocarcinoma (n=18) 0,784
Bem diferenciado 2 10,5 3 15,8
Moderadamente diferenciado 4 211 5 26,3
Pouco diferenciado 1 53 3 15,8
Indiferenciado 0 0,0 1 53

*Teste do qui-quadrado

Ao analisar o estadiamento dos adenocarcinomas com a porcentagem da reacdo do Ki-
67, nota-se expressao > 20% em todos niveis de estadiamento, sendo mais prevalente no estagio
III (22,7%) e no estagio IV (18,2%). Contudo, essa associa¢ao nao apresentou significancia (p
=(0,747). Sobre a sobrevida dos pacientes e a reagdo imuno-histoquimica, 47,4% dos pacientes
que obtiveram Ki-67 > 20% evoluiram a 6bito em até 12 meses e 10,5% dos casos sobreviveram
por mais de 12 meses. Ainda, 38,9% dos pacientes com valores menores de Ki-67 obtiveram
uma sobrevida de até 12 meses, enquanto apenas 5,3% dos casos sobreviveram mais de 12

meses. Porém, essa associacdo ndo apresentou significancia estatistica (p = 0,737) (Tabela 5).
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Tabela 5. Relacgdo entre a expressdo do marcador tumoral Ki-67 e as variaveis clinico-patolégicas
dos casos de adenocarcinoma pancreético identificados em um hospital terciario de Passo Fundo,
RS, entre 2000 a 2015 (n= 27).

Ki-67 (£20%) Ki-67 (> 20%)
Variaveis n % n % p*
Estadiamento (n=22) 0,747
Estagio 1A 0 0,0 1 45
Estagio IB 0 0,0 1 4,5
Estagio l1A 0 0,0 1 45
Estagio 11B 1 45 1 45
Estagio Il 4 18,2 5 22,7
Estagio IV 4 18,2 4 18,2
Sobrevida (meses completos) (n=18) 0,737
<12 meses 7 38,9 9 47,4
> 12 meses 1 53 2 10,5

* Teste do qui-quadrado

FIGURA 1. Expressao do marcador tumoral Ki-67 pela técnica de imuno-histoquimica.
A. linfonodo normal (controle positivo) com alta expressao do Ki-67, visto por meio
da coloragdo marrom no nucleo da célula. B. Adenocarcinoma pancreatico com
auséncia do indice proliferativo (IP) do Ki-67. C e D. Adenocarcinomas pancreaticos
que demostram a expressdao do marcador Ki-67 entre 3 — 20% e maior que 20%,
respectivamente (aumento de 400x).
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DISCUSSAO

Determinadas caracteristicas clinico-patologica ja& estdo bem estabelecidas na
epidemiologia do cancer de pancreas, dentre elas destacam-se a idade avangada, os fatores de
risco modificaveis (tabagismo, obesidade) e ndo modificaveis (predisposi¢do familiar), o
quadro clinico assintomdtico, o tipo histologico mais comum (adenocarcinomas) € o
progndstico desfavoravel. Posto isso, apesar da caracterizagdo bem definida e dos avangos na
medicina, a mortalidade dessa neoplasia permanece muito elevada .

O perfil epidemioldgico dos pacientes acometidos pelo adenocarcinoma pancreatico no
presente estudo ¢ condizente com o que esta estabelecido pela literatura, afetando
principalmente homens, com uma média de idade de 63 anos ®* !9, Sabe-se que o tabagismo
¢ o fator modificavel mais relevante para o desenvolvimento dessas neoplasias, apresentando
um risco aumentado em até 6 vezes em relacdo a ndo fumantes > %D Neste estudo, 63,2%
dos pacientes eram tabagistas ou ex-tabagistas no momento no diagnostico, confirmando o fator
predisponente ao desenvolvimento desta malignidade.

O tipo histolégico mais comum s@o adenocarcinomas ductais, os quais correspondem a
70 - 90% das malignidades nesse Orgdo. Ainda, aproximadamente 60 — 70% dos
adenocarcinomas pancreaticos advém da cabega do pancreas, seguido do corpo (15 — 20%) e
na maioria das vezes sao moderadamente a pouco diferenciados, o que se assemelha aos dados
analisados (1>17),

Apbs o diagndstico ser confirmado, o maior objetivo é avaliar o estadiamento dos
pacientes para delinear a extensdo da doenca e a possibilidade de resseccdo do tumor com
fungdo curativa. Para isso, a maior parte da literatura médica utiliza o sistema TNM do
American Joint Committee on Cancer (AJCC) / Union for International Cancer Control
(UICC), o qual classifica o tumor primario com base no tamanho, no acometimento das
estruturas vasculares peripancreaticas, avalia o acometimento de linfonodos regionais e, por
fim, a presenca ou auséncia de metéastases a distancia. Assim quanto maior o TNM, mais
avancada é a neoplasia & 1 29 No estudo, 0 envolvimento das estruturas vasculares
peripancreaticas ocorreu em 61,1% dos pacientes, a presenca de metastase em linfonodos
regionais em 47,6% e a presenca de metastases a distancia em 42,9% dos casos. Sendo assim,
o0s diagnosticos foram feitos em estagios mais avancados do cancer pancreético, prevalecendo
os estagios Il e 1V.

Posto isso, 0 marcador tumoral Ki-67 pode auxiliar na avaliagéo desses tumores, visto
gue a expressao dessa proteina esta intimamente relacionada com a capacidade proliferativa das

células © 2V, Em relac&o a positividade do Ki-67, de acordo com Ferrara et al. (1999) ?? apenas
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50% dos casos apresentaram positividade para essa proteina, enquanto nas analises de Kim et
al. (2014) ®® e Hu et al. (2012) @ os casos positivos alcangaram, respectivamente 88,2% e
94,2%, resultados que se assemelham a positividade de 92,6% encontrada neste estudo.

Contudo, poucos estudos significativos sdo encontrados sobre as associacdes de
variaveis com o indice proliferativo (IP) de Ki-67. Neste artigo, houve correlagdo positiva entre
a idade dos pacientes e a expressdo do Ki-67, sendo que cerca de metade dos pacientes, com
mais de 60 anos, apresentaram valores menores de Ki-67 e em quase um ter¢o dos pacientes,
com < 60 anos, a expressao foi >20%. Esses dados sugerem que a deteccdo aumentada do
marcador em idade menor pode ser melhor investigada como fator progndstico da doenca. Por
outro lado, ndo foram encontradas conexdes significativas entre as outras variaveis clinico-
patoldgicas dos pacientes (sexo, tabagismo, localiza¢do do tumor e estadiamento) e o IP de Ki-
67 ). Porém, existem estudos que mostraram correlaces entre o nimero de células positivas
do marcador tumoral e 0 TNM e estadiamento ?% 23 24.26),

Adicionalmente, Pergolini et al. (2019) ?® e Herlea et al. (2020) ?®, os quais analisaram,
respectivamente, 170 e 230 pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico, mostraram
associacdo positiva entre grau de diferenciacdo tumoral (pouco diferenciado) e o IP do Ki-67
(> 35%). Por outro lado, outros estudos, incluindo este, ndo mostraram associagao significativa
entre essas variaveis, possivelmente justificado pelo namero amostral limitado desses trabalhos
(21, 22).

O prognéstico do adenocarcinoma pancreatico é hostil, geralmente esse cancer esta
associado a sinais e sintomas inespecificos e que se apresentam nas fases mais avancgadas da
doenca, sendo assim, cerca de 80% dos casos s&0 inoperaveis no momento do diagndstico 1%
21.28) " Por isso, a sobrevida desses pacientes geralmente é extremamente reservada. O estudo
retrospectivo de Silva et al. (2021), que obteve uma amostra de 71 pacientes em um periodo de
4 anos mostrou que 75,2% dos casos de adenocarcinoma pancreatico evoluiram para ébito em
12 meses @9, Outrossim, Espindola et al. (2013), em um estudo de coorte, avaliaram a sobrevida
em um periodo de 2 anos de 51 pacientes com cancer de pancreas apresentando a sobrevida em
um ano de 12,6% @9, Assim, ao analisar os dados anteriores com este estudo, a sobrevida em
12 meses foi similar, visto que 81% dos pacientes analisados evoluiram a 6bito nesse tempo.

Todavia, em estudos maiores como o de Kamarajah et al. (2017), com 8960 pacientes,
a sobrevida global foi melhor categorizada, sendo avaliada nos estagios IA, 1B, 1A, 11B e llI,
mostrando uma sobrevida média de respectivamente, 38, 24, 18, 17, 14 meses ©Y. Posto isso,
apesar das diferencas nos estudos, é inegdvel que o progndstico dessa doenca é desfavoravel

apresentando uma sobrevida limitada.
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A vista disso, diversos artigos buscam correlacionar o prognostico e sobrevida desses
pacientes a porcentagem da reacdo imuno-histoquimica do Ki-67, porém ainda ndo ha consenso
entre eles. De acordo com o estudo retrospectivo de Pergolini et al. (2019) @ e o estudo de
caso/controle de Karamitopoulou et al. (2010) ©2 com amostras de adenocarcinomas
pancreaticos de, respectivamente, 170 e 210 pacientes, a expressao elevada do Ki-67 (>45 —
50%) foi associada a uma reducdo da sobrevida. A taxa de sobrevida em 12 meses em pacientes
com IP Ki-67 de 45% foi de 28% enquanto os pacientes com IP Ki-67 <5% foi de 65,8% ),
Contudo, estudos menores ndo reportaram associacdes significativas entre essas variaveis ©*
%), Este trabalho, mostrou que pacientes que obtiveram sobrevida de até 12 meses apresentaram
IP do Ki-67 mais altos (> 20%), entretanto, o valor de p ndo foi estatisticamente relevante (p >
0,05), possivelmente explicado pela pequena amostra analisada.

Por fim, em relacdo as limitacdes do estudo, a utilizacdo de dados de prontuarios pode
ndo ser totalmente fidedigna com a realidade, visto que diversas informagdes podem estar
ocultadas e/ou ndo preenchidas. Ainda, houve um nimero limitado de amostras no periodo
estudado. Quanto as particularidades, nota-se que o anticorpo utilizado (MIB-1) demostrou

éxito na marcacdo das células tumorais e pode ser utilizado para detec¢do do Ki-67 por IHQ.

CONCLUSAO

Conforme este estudo, o adenocarcinoma pancreatico ocorreu mais frequentemente em
homens, em idades avancadas (> 60 anos), tabagistas ou ex-tabagistas no momento do
diagnostico. Em relagdo aos achados patologicos, como esperado, o tipo histolégico mais
encontrado foi o adenocarcinoma ductal, moderadamente diferenciado, localizado na cabeca do
pancreas e em estagios mais avancados (estadiamento III e IV). O estudo demostrou baixa
sobrevida e prognostico desfavoravel. Constata-se que ha alta prevaléncia da expressao do
marcador tumoral Ki-67 nos adenocarcinomas pancreéticos. Em relagao as correlagdo com o IP
da proteina Ki-67, houve significancia estatistica com a varidvel idade, posto que, notou-se uma
intensidade maior da expressao do Ki-67 em pacientes com < 60 anos, enquanto pacientes mais
velhos, valores mais baixos desse antigeno foram identificados. Por conseguinte, ¢ necessario
que mais estudos sejam realizados, no intuito de avaliar amostras maiores, para que as
associacdes entre caracteristicas clinicas, patologicas e prognosticas sejam melhor

estabelecidas.
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ANEXO B: Normas da Revista para Publicacio — Instrucdes aos Autores.

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacdo do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade continua, é o 6rgdo oficial da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML). E indexado no Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Satude (LILACS), no Periodica e no Chemical
Abstracts, além de ser integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o
desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos
originais, de reviséo, relatos de caso, comunicagdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos
podem ser submetidos nos idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo sera

publicado em inglés e portugués, com resumo em portugués e espanhol.

TAXA DE PUBLICACAO

O JBPML tem mais de 71 anos de histéria. Desde 1950, com pausas minimas na publicacéo, a
revista se compromete a publicar artigos de exceléncia na area médica diagnostica. Para que
possamos dar continuidade ao trabalho que temos executado com tanta dedicacéo, a partir de
2021, passaremos a cobrar uma taxa de publicacdo dos artigos no valor de R$ 500,00
(quinhentos reais). O processo sera realizado por meio do Contrato de Licenca de Uso Oneroso
de Obra — enviado ao autor apés a aprovacao final do artigo —, juntamente com as instrucdes

para pagamento da taxa de publicacéo.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores independentes, pares
cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area contemplada pelo artigo. Apds
analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML entrard em contato com o autor principal
comunicando 0s passos a serem seguidos na aceitacdo do trabalho para publicacdo ou sua

eventual rejeicdo.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6rgaos e/ou tecidos isoladamente, bem como
prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo com a Resolugédo
196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando pertinente, o trabalho enviado devera ser

acompanhado de copia do comprovante de aprovagéo por um Comité de Etica em Pesquisa com
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Seres Humanos (exceto dados de dominio publico).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados 0s principios éticos de
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e as
normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory
Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council, Washington,
D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizacao do trabalho devem ser
identificadas com precisao.

N&o devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente nem informados nomes comerciais, de

empresas e/ou registros de hospitais.

RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITOS DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a) concepcao e projeto
do trabalho ou aquisicdo, andlise e interpretacdo dos dados; b) redacéo inicial do artigo ou
revisdo critica do seu conteudo; c) aprovacdo final da versdo para publicacdo; d)
responsabilidade para todos os aspectos do trabalho, garantindo que questdes relacionadas com
acuracia ou integridade de qualquer parte do trabalho sejam adequadamente investigadas e
analisadas. Todos os autores listados no artigo devem preencher os quatro critérios de validagédo
de autoria para serem designados como tal. Os participantes do trabalho que ndo preencherem
0s quatro critérios devem ser incluidos na sec¢do de Agradecimentos (Acknowledgements). O

autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis conflitos

de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como nota no final do artigo.

TITULACAO
O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e ultimo sobrenome
serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serdo abreviados. Acrescentar ap0s 0 nome

de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se inserir nos créditos apenas a Instituicdo onde
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cada autor atua. O nome da instituicéo sera grafado em portugués ou no idioma do pais sede da

instituicdo, relacionado por numero ao nome dos autores correspondentes.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois resumos: um
em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem identificar os
objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo de 250 palavras para artigos
originais e artigos de revisao; e maximo de 100 palavras para relatos de caso e comunicacdes

breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser em nimero
de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da
BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser apresentados em
portugués e inglés.

AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboracao do trabalho. Devem ser incluidos ap6s as conclus@es e antes
das referéncias bibliograficas.

ESTRUTURA DOS TEXTOS

Artigos Originais

Sao contribuicBes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita, que possam ser
replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir 0 esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo: Introducédo, Objetivos,

Material e Método, Resultados, Discussao, Conclusdes e Referéncias.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. Implicagfes clinicas e
limitagdes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o detalhamento do topico
Material e Método. Para esses artigos, exige-se a apresentacdo de resumos estruturados em
portugués e inglés, com cabecalhos obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducao,
Obijetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias. O Abstract
(resumo em inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias devem aparecer no

final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir.
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Comunicac0Oes Breves

Sdo relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com achados
sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de replicacédo; e 3)
estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir

resumo néo estruturado e, no méximo, uma tabela ou figura, além das referéncias.

Arte na Ciéncia
Nesta secdo, serdo aceitas manifestacGes artisticas relacionadas com a ciéncia e documentagdes
cientificas que possam ser consideradas como arte. Incluem-se, mas ndo esgotam as

possibilidades, textos literarios, poemas, fotografias, quadros e figuras.

Artigos de Revisao

Serédo aceitos apenas mediante convite.
AvaliacOes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem incluir
conclusbes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com excecdo de Introducdo,
Discussdo e Conclusao, fica a critério do autor. Para esses artigos, exige-se um resumo
estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa de referéncias bibliogréficas
deve aparecer no final do texto.

Artigos de Atualizacdo

Sdo trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre a situacéo global
em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil palavras. A estrutura do texto
fica a critério do autor, mas deve haver um resumo ndo estruturado no idioma do texto e outro

em inglés, além de referéncias bibliograficas

Relatos de Caso

Sdo trabalhos de observagdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de analise e
discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no minimo, 0s
seguintes topicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussdo. Incluir um resumo nao

estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Carta aos Editores
Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar pesquisas

originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no maximo 500 palavras
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(incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo consideradas se estiver explicita a frase

"para publicacao".

REFERENCIAS

As referéncias bibliogréficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez no texto. Devem seguir
as normas do Estilo Vancouver. (links para pesquisa:
1. https://usp.br/sddarquivos/arquivos/vancouver.pdf.

2. http://lwww.abenmt.org.br/\VVancouverNormas-2017.pdf.

3. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). Os titulos dos periddicos deverdo ser
referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index
Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos serdo

imediatamente rejeitados, sem revisao de contetdo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de
referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatiddo das
referéncias bibliogréaficas é de responsabilidade dos autores. Comunicagdes pessoais, trabalhos
inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios, mas ndo
devem ser incluidos na lista de referéncias bibliogréaficas; apenas mencionados no texto ou em
nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

. Artigos de periodicos (um sO autor)
Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da 'politica racial' do governo brasileiro
1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed PMID: 16353330.
. Artigos de periodicos (até seis autores)
Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis and correlation with
culture. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.
. Artigos de periddicos (mais de seis autores)
Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence determination of the
frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian blood donors. Braz J Med Biol Res. 1992;
25(7): 683-9. PubMed PMID: 1342599.
. Artigo de periodico on-line

Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound infection after
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http://www.abenmt.org.br/VancouverNormas-2017.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/

76

femoral artery catheterization: a case-control study. Infect Control Hosp Epidemiol [Internet].
2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel em:
http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.pdf.

. Livros no todo (dois autores)
Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the complete book of cancer diagnosis, treatment, and
recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.
. Capitulos ou parte de livro editado por outro autor
Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence TS,
Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed. Philadelphia, PA:
Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.
. Parte de livro em meio eletronico
Sdo Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizagdes ambientais em
matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o meio ambiente. Sdo Paulo;
19909. V. 1. Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.
. Evento em meio eletronico
Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic for genetic
programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, editores. Genetic
programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European Conference on Genetic
Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.
. Tese ou dissertacao
Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplotipos e a relacdo com as manifestagdes clinicas em
pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de pés-graduacdo em Ciéncias
Medicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.
. Citagdes no texto
Devem ser identificadas por algarismos arabicos (nUmeros-indice). Podem também ser
acrescentados o nome do autor e o ano. As referéncias com mais de um autor devem conter o

sobrenome do autor seguido da expressao et al., como, por exemplo, Higashi et al.

TABELAS E FIGURAS

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos ardbicos e encabecadas
por seu titulo, recomendando-se a ndo repeticdo dos mesmos dados em graficos. Na montagem
das tabelas, seguir as normas de apresentacgéo tabular estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Estatistica e publicadas pela Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
1993).
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As ilustracdes (gréaficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas consecutivamente
com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser suficientemente claras para permitir
sua producdo. Os graficos deverdo vir preparados em programa processador de graficos.
Deverdo ser indicados os locais aproximados no texto onde as ilustracGes serdo intercaladas

como figuras.

O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrénico nos seguintes

formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

ABREVIACAO DE MEDICAMENTOS
As abreviacOes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagdo. Empregar
0 nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes ndo disponiveis para

prescrigéo.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema metrico
decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional (SI) entre

parénteses.



