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RESUMO

Aproximadamente dois tercos dos pacientes com cancer colorretal (CCR) séao
submetidos a ressec¢do com intencgédo curativa; no entanto, 30% a 50% desses pacientes
apresentam recorréncia. A concentracdo de DNA livre de células (cfDNA) antes e depois
da cirurgia pode estar relacionada com o progndstico de pacientes com CCR, mas ha
informacdes limitadas sobre niveis de cfDNA no momento da cirurgia. Este estudo teve
como objetivo avaliar a dinamica de liberacdo de cfDNA durante cirurgia em pacientes
com CCR. Analisamos a liberacao cirurgica de cfDNA usando amostras de plasma de 23
pacientes com CCR em trés pontos principais durante a cirurgia: pré-operatorio
(imediatamente antes da cirurgia), intraoperatério (durante cirurgia) e pos-operatorio (no
final da cirurgia). A eletroforese automatizada foi usada para analisar a concentragao e
fragmentacdo do cfDNA, que foram entdo correlacionadas com as variaveis clinicas.
Nossas descobertas indicam um aumento significativo no cfDNA liberado durante e apés
a cirurgia (3,2 e 2,3 vezes maior, respectivamente, p < 0,05). Adicionalmente,
descobrimos que a concentracdo de cfDNA aumenta no intraoperatdrio em pacientes
com mais de 60 anos de idade, pacientes com comorbidades, pacientes com niveis de
CEA > 5 ng/mL e pacientes com tumores localmente avancados (T3, T4, N-, M-). Em
conjunto, os resultados sugerem que, além da idade fisiolégica e comorbidades, a
manipulagdo cirdrgica intensa decorrente da extensédo do tumor pode resultar em maior

dano tecidual e maior liberagdo de cfDNA.

Palavras-chaves: cancer colorretal, cfDNA, cirurgia



ABSTRACT

Approximately two-thirds of patients with colorectal cancer (CRC) undergo resection with
curative intent; however, 30% to 50% of these patients experience recurrence. Cell-free
DNA (cfDNA) concentration before and after surgery may be related to the prognosis of
patients with CRC, but there is limited information about cfDNA levels at the time of
surgery. This study aimed to evaluate the dynamics of cfDNA release during surgery in
patients with CRC. We analyzed surgical release of cfDNA using plasma samples from
23 CRC patients at three key points during surgery: preoperative (immediately before
surgery), intraoperative (during surgery), and postoperative (at the end of surgery).
Automated electrophoresis was used to analyze cfDNA concentration and fragmentation,
which were then correlated with clinical variations. Our findings indicate a significant
increase in cfDNA released during and after surgery (3.2- and 2.3-fold higher,
respectively, p < 0.05). Furthermore, cfDNA concentration has been found to increase
intraoperatively in patients over 60 years of age, patients with comorbidities, patients with
CEA levels >5 ng/mL, and patients with locally advanced tumors (T3, T4, N -, M). -). Taken
together, the results suggest that, in addition to physiological age and comorbidities,
current-intensive surgical manipulation of tumor extent may result in greater tissue

damage and greater cfDNA release.

Palavras-chave: colorectal cancer, cfDNA, surgery
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1 INTRODUCAO

Segundo a literatura a doenga neoplasica maligna nos ultimos anos tem crescido
em todo o mundo. Usando estimativas extraidas da base de dados do GLOBOCAN 2018
e comparando com a dos anos atuais, a incidéncia e mortalidade em relacdo a cancer
referenciadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, naquele ano a
estimativa era 18,1 milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de mortos no mesmo
ano. Destes tendo em foco somente cancer colorretal (CCR) a incidéncia era de 6,1% e
mortalidade de 9,2%!. A mesma instituicdo de pesquisa informa que a estimativa entre
2020 e 2040 é de 1,9 milhGes de novos casos e de 930 mil mortos somente por CCR?.

No Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, foram estimados os valores de
40.990 novos casos de CCR, sendo 20.520 casos de colon e reto em homens e 20.470
casos em mulheres. Isso representa um risco estimado de 19.63 casos novos a cada 100
mil homens e 19.03 para cada 100 mil mulheres3.

Com vistas ao tratamento, idealmente apds o diagnostico é imprescindivel o
estadiamento, classificando a doenga em quatros estagios clinicos, de forma que o
estadio 1 € a doenca mais inicial existente, enquanto o estadio 4 é o pior cenario possivel,
com doenca metastatica*.

Para isso, classifica-se o tumor colorretal usado o sistema TNM, no qual o “T”
representa a invasdo do tumor primario na espessura da parede colbnica. O “N”
demonstra a presenca de linfonodo acometido pela doenca e o “M” a presenca ou
auséncia de doenca a distancia do local primario, mostrando-se assim uma doenca
metastatica. E importante ressaltar na edicdo TNM — 82 edicdo do American Joint
Committee on Cancer - publicada em 2018, houve discretas alteragdes, as quais sao
critérios de mau prognostico. Sendo elas: o estagio M1c em caso de carcinomatose
peritoneal; micrometastases linfonodais (>0,2 mm de diametro). Além disso a 82 edi¢do
ainda orienta a considerar alguns parametros na tomada de decisdo terapéutica®:

- CEA sérico pre-operatorio.

- Escore de regressao tumoral — analisando a resposta da doencga apos tratamento
neoadjuvante.

- Invaséo linfovascular e perineural
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- Instabilidade de Microssatélites (sendo este um bom fator prognostico e preditivo
de falha de resposta a terapia com fluoropirimidina).

- Status de mutagdo KRAS, NRAS e BRAF — visto que mutagdes nesses genes
podem determinar falta de resposta a agentes direcionados ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR).

Estadiamento AJCC — 82 edicéo

Quadro 1 — Tumor primario

T Tumor primario

TX O tumor ndo pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (envolvimento da lamina prépria sem

extensdo através da mucosa muscular)

T1 Tumor invade a submucosa (através da muscular da mucosa, mas nao a muscular
propria)

T2 Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor invade através da muscular prépria para os tecidos pericolorretais

T4 Tumor invade* o peritdnio visceral ou invade ou adere* ao 6rgdo ou estrutura
adjacente:

e T4a - Tumor invade! através do peritbnio visceral (incluindo perfuragéo
grosseira do intestino através do tumor e invasdo continua de tumor
através de areas de inflamacéo na superficie do periténio visceral)

e T4b - Tumor invade diretamente* ou adere2 a O6rgdos ou estruturas

adjacentes.

L Alinvasdo direta em T4 inclui a invasao de outros 6rgaos ou outros segmentos do colo como resultado
da extensao direta através da serosa, como confirmado no exame microscépico (exemplo: invaséo do
cOlon sigmoide por um carcinoma de ceco) ou por cancer em localizagdo retroperitoneal ou
subperitoneal, invaséo direta de outros 6rgaos ou estruturas em virtude de extenséo além da muscular
propria (exemplo: tumor de parede posterior do c6lon descendente que invade o rim esquerdo ou a
parede abdominal lateral ou o cancer retal distal com invasédo da prostata, vesiculas seminais, colo do
Utero ou vagina). 2 Tumor adere a outros érgaos ou estruturas, isso € classificado em cT4b. Entretanto,
se nenhum tumor estiver presente na adeséo, microscopicamente, a classificacdo deve ser pT1-4a,
dependendo da profundidade anatdmica da invasédo da parede. Lembrete: A classificacdo V e L deve
ser usada para identificar a presenca ou auséncia de invasao vascular ou linfatica, enquanto o fator
prognostico da NP deve ser usado para invasao perineural.
Fonte: Estadiamento AJCC — 82 edicéo
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Quadro 2 — Linfonodos regionais

N Linfonodos regionais
NO Sem metéastases para linfonodos regionais
N1 Um a trés linfonodos regionais positivos (tumor em linfonodos

medindo 0,2mm), ou qualquer nimero de depdsitos tumorais esta
presente e todos os linfonodos identificaveis sdo negativos:
e Nla- Um linfonodo regional é positive
e N1b - Dois ou trés linfonodos regionais sao positivos
e Nlc - Nenhum linfonodo regional é positivo, mas h& depésitos tumorais na
subserosa, mesentério, tecidos pericélicos ou perirretais/mesorretais nao

peritonealizados

N2 Quatro ou mais linfonodos positivos:
e N2a - Quatro a seis linfonodos positivos

e N2b - Sete ou mais linfonodos positivos

Fonte: Estadiamento AJCC — 82 edicao

Quadro 3 - Metastase a distancia

M Metastase a distancia

MX Metéastases ndo podem ser avaliadas

MO Sem metastases a distancia

M1 Metastase em um ou mais locais ou 6rgéaos distantes ou metastase
peritonial:

e Mla - Metastase em um local ou 6rgdo sem metastase peritonial
e Mlb - Metastase em dois ou mais locais ou 6rgdos sem
metastase peritonial

e Mlc - Metastases na superficie peritonial sédo identificadas

isoladamente ou com outras metastases locais ou em 0rgaos

Fonte: Estadiamento AJCC — 82 edicao



15

Quadro 4 — Estadiamento Clinico

Estadiamento T N M

Estagio O Tis

Estagio | T1,T2

Estagio IIA T3

Estagio 1IB T4a

Estagio IIC T4b

Estagio IlIA T1,T2 N1/N1C MO
T1 N2a MO

Estagio IlIB T3-T4a N1/Nlc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO

Estagio IIIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO

Estagio IVA Qualquer T Qualquer N Mla

Estagio IVB Qualquer T Qualquer N M1b

Estagio IVC Qualquer T Qualgquer N Mlc

Fonte: Estadiamento AJCC — 82 edicao

Apbs o estadiamento é definida o quéo grave esta a doencga, e entdo proposto o
tratamento para o paciente que em termos gerais se trata da cirurgia do tumor colorretal
com objetivo de cura ou controle local da doenca, que na maioria dos casos € obtido*.

O acompanhamento seguindo a orientacdo do guideline versdo 2020 da NCCN*
em estagio | deve fazer colonoscopia um ano apds a cirurgia, seguida de nova
colonoscopia ao terceiro ano e a cada cinco anos, sem necessidade de exames
radiologicos (excecdo a regra, se for identificado adenoma avancado — polipo viloso,
polipo > 1 cm ou displasia de alto grau) que deve ser repetido a colonoscopia no préximo

ano.
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O estadiamento para a possibilidade de somente acompanhamento clinico do
paciente em estadiamentos iniciais ou indicacdo de terapia adjuvante o paciente € entao
levado ao acompanhamento.

Para o acompanhamento dos estagios Il e Il seguindo o estudo COLOFOLS®,
randomizado, com 2509 pacientes. Pode ser adotado a realizacdo de tomografia (TC)de
térax e abdome, além de CEA e exames de imagem em intervalo curto (TC e CEA em
6,12,18,24, 36 meses) versus baixa frequéncia (TC e CEA) em 12 e 36 meses). A
avaliacdo em cinco anos, ndo demonstrou alteragdo na mortalidade geral ou especifica
por tumor colorretal entre as duas estratégias de triagem

O estagio IV tem uma conduta particularizada sendo acompanhada pelo protocolo
institucional de INCA® com consultas e exame fisico a cada 3 meses, acompanhado de
CEA até o terceiro ano. Apos o quarto ano as consultas séo realizadas semestralmente
também com CEA. Em relacdo aos exames de imagem sao realizados: tomografias de
térax, abdome e pelve semestralmente e colonoscopia no primeiro e terceiro ano.

A pesquisa aqui proposta, foi idealizada em avaliar o comportamento dindmico do
DNA livre circulante (cfDNA) durante o ato cirargico. O cfDNA refere-se a todo o DNA néo
encapsulado na corrente sanguinea, proveniente de eventos fisioldgicos e/ou
patolégicos. O cfDNA ocorre como fragmentos de acidos nucleicos que entram na
corrente sanguinea durante a apoptose celular ou necrose. Uma parte desse cfDNA, que
se origina de um clone de tumor, € chamado de DNA circulante tumoral (ctDNA). O ctDNA
carrega informacdes sobre alteragcbes moleculares do tumor de origem, representando o
status genético tumoral. Esses fragmentos tém em média cerca de 170 bases de
comprimento, com uma meia-vida de cerca de duas horas e estdo presentes tanto na
fase inicial quanto na fase tardia da doenca neoplasica, incluindo cancer colorretal. Por
estes motivos, o CctDNA representa um estado dinamico da doenca neoplasica do
paciente O estudo da peca cirdrgica, com posterior analise imuno-histoquimica, é
atualmente considerada o padréo ouro na definicdo do estado tumoral de um paciente.
No entanto, devido a heterogeneidade inter- ou intra-tumoral e a evolucéo clonal, torna-
se necessario melhor compreensao sobre as alteracdes genéticas somaticas periféricas

provenientes das células neoplasicas.
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Com elevada incidéncia na populacéo, faz-se necessario pensar em alternativas
para diagndstico primario precoce e/ou recidiva tumoral. Com isso tem crescido a vertente
de avaliacdo do DNA tumoral no plasma antes do desenvolvimento de recorréncia ou
metéstases com o potencial de contribuir para melhorar o desfecho de pacientes com
CCR apbs a resseccéo do tumor’.

A resseccao cirargica é a melhor opcéo de tratamento para pacientes com cancer
de colon, mas a recorréncia do tumor, tanto local quanto a distancia, esta associada a
um alto risco de morte relacionada ao cancer. No momento do diagnostico inicial,
aproximadamente dois tercos dos pacientes com CCR sao submetidos a ressec¢cao com
intencao curativa, entretanto, de 30% a 50% desses pacientes apresentam recidiva que
levam ao 6bito’. A maioria dessas recorréncias ocorre durante os primeiros 2 anos ap6s
a cirurgia e a maioria dos programas de acompanhamento termina 5 anos apds o
tratamento primario &°. Em pacientes com cancer de célon em estadio Il (~ 25% de todos
0s canceres colorretais), 0 manejo apods a resseccao cirdrgica permanece um dilema
clinico, pois nesse grupo, cerca de 80% séo curados apenas pela cirurgial®. Da mesma
forma, cerca de metade dos pacientes com doenca em estadio Il sdo curados apenas
pela cirurgia. O procedimento cirargico para remocdo de tumores colorretais utiliza
técnicas diferentes conforme a extensao, distribuicédo e local do tumor. Tendo em vista o
tratamento cirargico e com base em sua localizacdo, na drenagem linfatica, e irrigacao
sanguinea, podem ser adotados o0s seguintes procedimentos: colectomia direita,
colectomia de transverso, colectomia esquerda, retossigoidectomia, colectomia total ou
ainda proctocolectomia.

ApOs o tratamento cirdrgico, a principal preocupacéo € a recidiva tumoral, com isso
surge a importancia da biopsia liquida. Que é uma técnica nova e promissora, uma vez
gue é minimamente invasiva que: (i) permite a deteccao do cfDNA e ctDNA, (ii) pode ser
realizada repetidamente e (iii) tem grande potencial para o rastreamento e detecgao de
um cancer. Tendo em vista que € uma técnica baseada na analise do sangue periférico,
representa o status da doenca tumoral em tempo real. O uso dessa técnica, tem como
uma das principais vantagens avaliar o perfil tecidual abrangente (reflexo da
heretogeneidade inter e intra-amostral) 1. A utilidade da biopsia liquida também tem se

tornado evidente na avaliacdo de doencga residual minima (DRM) com base no ctDNA,



18

mesmo na auséncia de qualquer outra evidéncia clinica ou radiolégica da doenca. Em
um estudo recente, foi avaliada a capacidade do ctDNA em detectar DRM em 1046
amostras de plasma de uma coorte prospectiva de 230 paciente com CCR estagio Il
ressecado'?. Em paciente sem quimioterapia adjuvante, o ctDNA foi detectado no pds-
operatorio em 14 dos 178 pacientes (7,9%) e a recorréncia radiolégica foi detectada
durante o acompanhamento em 11 desses 14 pacientes (78,6%) (8). Entretanto, o ctDNA
pbs-operatorio foi negativo nos 164 restantes dos 178 pacientes (92,1%) e a recorréncia
da doenca foi identificada em apenas 16 pacientes (9,8%). Em pacientes tratados com
quimioterapia, a presenca de ctDNA ap6s a conclusdo da quimioterapia também foi
associada a sobrevida livre de recorréncia (RFS). No contexto de tumor de reto
localmente avancado (T3/T4 e/ou metastase nodal positiva) com plano terapéutico de
quimiorradioterapa neoadjuvante, ndo houve diferenca na RFS entre pacientes com
ctDNA detectavel na linha de base (pré-tratamento) e aqueles sem ctDNA detectavel
apos quimiorradioterapia. Apesar disso, 0s pacientes que tiveram status positivo para
ctDNA apds quimiorradioterapia ou cirurgia tiveram um risco aumentado de recorréncia
(8). Embora observacdes como estas evidenciam o potencial de utilizacdo do ctDNA
como marcador de recidivas, ndo ha até o momento, nenhum estudo sobre a dindmica
do cfDNA durante a pratica cirdrgica e tampouco sabemos se a dinamica do cfDNA
durante o procedimento cirdrgico pode interferir na deteccdo de DRM por quantificacédo
do ctDNA po6s-cirurgico.

Neste estudo, pretendemos avaliar a dindmica da liberagédo de DNA livre circulante
(cfDNA) durante procedimento cirargico em pacientes com cancer colorretal. O cfDNA
sera quantificado em amostras de sangue periférico coletadas nos seguintes momentos:
(i) pré-operatério, com o paciente ja em centro cirdrgico e na inducdo anestésica; (ii)
durante o ato cirdrgico - ap0s a retirada da peca cirurgica,; (iii) apés o final da cirurgia,
com o paciente ainda na sala cirtrgica. Tais momentos foram escolhidos com o racional
de que durante a manipulacao tecidual (incluido tecido tumoral) pode fazer elevacéo de
cfDNA e em uma ultima analise poderia alterar o desfecho do tratamento oncolégico.
Uma outra pergunta que nos motivou a escolher estes momentos para pesquisa do
material genético foi a possibilidade avaliar se tumores precoces ou tumores avangados

teriam diferencas nas concentragbes de cfDNA. Por tudo descrito acima, estamos
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aventando a possibilidade de um novo biomarcador, sendo que o momento ideal de inicio
de acompanhamento é o ato cirurgico.

Outro ponto pesquisado foi o tamanho do fragmento de cfDNA durante estes 3
momentos pesquisados. Admitindo que fragmentos < 400 pb nédo é originado de eventos
fisiologicos como apoptose e sim de lise direta de leucécitos ou outro evento que esta
liberando material genético na circulagcdo, como por exemplo morte celular de origem

tumoral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a dinamica da liberacdo de DNA livre (cfDNA) durante procedimento

cirdrgico em pacientes com cancer colorretal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar a carga de cfDNA imediatamente antes da cirurgia, durante o
procedimento e imediatamente apos a cirurgia.

- Investigar correlagcdo entre o procedimento cirargico adotado e a carga de cfDNA
liberada.

- Investigar tempo de “clearance” da sobrecarga de cfDNA apés os diversos
cenarios cirdrgicos.

- Investigar correlacao entre o tempo de cirurgia e a carga de cfDNA.

- Correlacionar estadiamento clinico (durante o ato cirargico), patolégico com
cfDNA.

- Correlacionar as concentracdes e fragmentos de cfDNA com as variaveis clinicas
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3 METOLODOLOGIA

O presente estudo aqui descrito faz parte de um estudo maior que foi submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salide da Universidade
de Brasilia e foi iniciado somente apds a aprova¢do daquele comité. Todos os pacientes
ou individuos foram previamente informados sobre o referido estudo e convidados a
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) caso concordem em
participar do estudo. As amostras biologicas foram obtidas apenas de participantes que
forneceram consentimento informado para participagcdo no estudo conforme modelo de
TCLE (Anexo 1). E um estudo observacional prospectivo no qual foi feita a analise
molecular de 23 pacientes portadores cancer colorretal de estadios I, Il ou lll, virgens de
tratamento ao diagndstico. Também foram incluidos paciente sabidamente estadio 1V,
com intuito de analise comparativa dos demais estagios, visto que sabidamente estes
pacientes apresentam cfDNA em concentragcdes maiores®®. As amostras de plasma foram
coletadas em 3 momentos: (i) antes do procedimento cirargico; (i) durante o
procedimento cirargico; (iii) apés o procedimento.

As informacdes clinicas e patoldgicas, foram obtidas nos laudos da patologia e no
prontuario de cada paciente. Detalhes do procedimento cirdrgico foram coletados para
fins de analise. Tais como:

- Idade

- IMC,

- Comorbidades,

- Localizacdo do tumor quanto a lateralidade

- Tipo de procedimento adotado, incluindo pacientes com proposta alterado no
intercurso da cirurgia (exemplo: iniciou por videolaparoscopia e por dificuldade cirlrgica,
foi optado por laparotomia)

- Estadiamento feito pelo olhar do cirurgido durante o ato cirargico,

- Tempo,

- Sinais vitais (frequéncia cardiaca, pressdo arterial sistOlica, pressao arterial
diastolica

- Intercorréncia,

- Transfusao de hemoderivados,
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- Marcador de CEA

- Uso de material sintético (grampeadores lineares ou circulares),

- Margem do tumor, Classificacdo clinica durante o procedimento (exemplo:
CT3cN+),

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

A amostra do presente estudo teve como origem 0s pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia. Durante o periodo de janeiro de 2023 até janeiro
de 2024. Além disso, ainda tinha necessidade de ter as 3 amostras coletadas durante a
cirurgia e no minimo de 4 ml de plasma apés o preparo das amostras sanguineas. Na

auséncia de um destes critérios o paciente era excluso do trabalho.

3.2 COLETA E ANALISE DE DADOS

Foi coletado o material bioldgico, ou seja, o sangue conforme descrito no item a
seguir e informacdes em prontuario eletrdnico do hospital universitario. A evolucdo da
técnica cirdrgica passando da técnica convencional (cirurgia aberta) a cirurgia
minimamente invasiva (laparoscépica ou robdtica) tem como objetivo garantir a
ressec¢cdo completa com margens satisfatérias (5 cm) e amostragem linfonodal minima
de 12 linfonodos. Em tumores com invasdo de 6rgdo adjacentes (T4b) requerem
resseccdo em bloco de estruturas acometidas por contiguidade. A excecéo a essa regra
sdo os tumores intramucosos (Tis) ou com invasdo minima da submucosa (<1000
micras), bem diferenciados e sem invaséo linfovascular, neste caso a possibilidade de
metéstase linfonodal € muito baixa, sendo a ressec¢do endoscopica com margens livres
o tratamento definitivo, sendo levado a cirurgia somente se houver alguma complicagao
(exemplo — perfuragéo colonica durante o ato da resseccéao pela colonoscopia).

O ato cirargico em linhas gerais, independente da técnica escolhida (técnica

convencional ou minimamente invasiva) envolve 0s seguintes passos:
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1) Abrir a cavidade — a incisdo adequada € escolhida sendo na maioria das vezes
mediana supra-infra umbilical, podendo ser ampliada durante a cirurgia se necessario.
Entdo as seguintes camadas — pele, subcutaneo, aponeurose abertas com bisturi frio ou
eletrocautério.

2) Inventario - é feito a inspecéo da cavidade com especial atencéo a presenca de
ascite, implantes peritoneais — caracterizado carcinomatose peritoneal, metastase em
outros orgaos, tumores sincrénicos, expressao na camada serosa, linfonodomegalia e
extensdo do tumor primario.

3) Identificac&o e controle vascular — idealmente a ligadura vascular na origem dos
vasos que drenam a regido colbnica de interesse (linfadenectomia D2 — escola
japonesa)?s.

4) Seccao colbnica — decidida a margem adequada (5 cm distal e proximal ao
tumor) é feito a seccéo do colon.

5) Anastomose primaria ou colostomia — a decisdo pela anastomose primaria deve
envolver uma boa vascularizagdo, sem tensao. Ainda deve ser lembrado que em
seguimentos de alcas intestinais de mesmo diametro deve ser feito anastomose término-
terminal, enquanto que se o diametro estiver diferente deve ser preferido anastomose
latero-lateral. Podendo esta ser de confeccdo manual ou mecéanica sendo as duas
igualmente seguras e a mecanica ainda tem a vantagem de reduzir o tempo cirargico.
Em caso de duvida na anastomose é recomendado a colostomia pelo risco de fistula.

6) Revisdo e fechamento — nesta etapa é revisado o fechamento hermético da
anastomose, hemostasia em toda a cavidade e presenca de alguma outra anormalidade.
Por fim o fechamento da aponeurose em seguida subcutdneo e pele. Em cirurgias
videolaparoscopicas os orificios de trocateres > 10 mm o recomendado e o fechamento.

Tendo em vista essa visédo geral e descrevendo a cirurgia laparoscopica, tendo em
vista que na grande maioria dos procedimentos realizados nos pacientes desta pesquisa,
podemos citar:

A) Colectomia esquerda®

1) Inciséo transumbilical e insercéo de trocater de 10-11mm pela técnica aberta ou
agulha de Veress;

2) Insuflacdo de CO2 na cavidade, geralmente de 12-15mm de pressao;
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3) Insercdo da otica de 30 graus com posterior realizacdo de inventario da
cavidade;

4) Avaliacdo da presenca de carcinomatose peritoneal ou ascite, havera a
realizacdo de bidpsia ou coleta de liquido para citologia de células neoplasicas (a critério
do julgamento da equipe cirurgica);

5) Serdo utilizados trés ou quatro portais de trabalho adicionais (portais) conforme
a necessidade, para insercao de materiais laparoscopicos (6tica de 30 graus; pingas de
apreensdo atraumaticas (duas); pincas de dissecc¢ao laparoscopica tipo Maryland; pinga
de energia (tipo bipolar ou ultrassénica); tesoura laparoscopica;, canula de
aspiracaol/irrigacao laparoscopica; endogrampeadores lineares e endoclipadores), sendo
gue um deles necessariamente um trocater de 12mm e os demais de 5mm;

6) Identificacdo visual ou tétil para comprovacao da localizacao tumoral;

7) Seccdo do ligamento redondo e falciforme do figado e posicionamento do
grande epiplon no andar superior do abdome ajudado pela manobra de Trendelenburg;

8) Posicionamento das alcas de intestino delgado para o quadrante inferior direito
com exposicao do angulo de Treitz;

9) Seccdo do ligamento do angulo de Treitz e identificacdo da veia mesentérica-
inferior;

10) Seccéao do ligamento redondo e falciforme do figado e posicionamento do
grande epiplon no andar superior do abdome ajudado pela manobra de Trendelenburg;

11) Posicionamento das alcas de intestino delgado para o quadrante inferior direito
com exposicao do angulo de Treitz;

12) Seccéo do ligamento do angulo de Treitz e identificacdo da veia mesentérica
inferior;

13) Isolamento da veia mesentérica inferior, ligadura com endoclipes e seccao
desta na altura do angulo de Treitz;

14) Dissecc¢éo do plano retroperitoneal com dissec¢do romba em dire¢ao ao flanco
esquerdo, anterior a fascia de Gerota, aos vasos gonadais e o ureter até a identificacéo
da parede abdominal e 0 musculo psoas;

15) Identificacdo da artéria mesentérica inferior e ligadura junto a sua origem na

artéria aorta com clipes. Seccéo da artéria mesentérica inferior a aproximadamente 1cm
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da origem da aorta, preservando o plexo autondmico; ou dos ramos sigmoides em caso
de preservacao da artéria da colica esquerda ou da artéria retal superior;

16) Prosseguir a dissec¢ao do plano retroperitoneal em direcao a pelve, mantendo
0 cuidado com o ureter e 0s vasos gonadais, até a identificacdo da fascia prépria do reto;

17) Realizar a seccéo dos ligamentos de fixacdo do colon esquerdo e sigmoide ao
peritdbnio parietal por via anterior, encontrando o plano de disseccdo posterior
retroperitoneal;

18) De acordo com a localizagdo do tumor, prosseguir com a disseccao
circunferencial a fascia propria do reto em sentido caudal, de forma a dar uma margem
minima de 5cm distal ao tumor, com a fascia mesorretal integra,

19) Uma vez estabelecido o limite distal da resseccdo, o0 mesorreto sera
seccionado circunferencialmente até a identificagdo da parede retal. Esta sera
seccionada com um ou mais disparos de grampeador linear cortante laparoscopico;

20) O segmento de retossigmoide seccionado é exteriorizado por incisdo em FIE
ou suprapubica, e o colon descendente € seccionado, garantindo margem minima de
5cm proximal ao tumor e segmento remanescente bem vascularizado (obs.: célon
abaixado que alcanca a regido pubica geralmente tem extensdo suficiente para
anastomose colorretal sem tenséo);

21) Uma vez seccionado o colon esquerdo, sera introduzida a ogiva do
grampeador circular fixada com sutura em bolsa de tabaco;

22) Reintroducéo da algca de colon proximal com a ogiva para o interior da cavidade
e realizado fechamento da aponeurose da incisdo de extracao;

23) Neste momento sera verificado se a mobilizacdo do célon esquerdo permite
anastomose sem tensdo com o reto superior. Caso a al¢ca ndo desca com facilidade até
o local definido para a anastomose na pelve, serd necessario prosseguir a disseccao
retroperitoneal em dire¢cdo ao angulo esplénico do célon com a devida liberacdo deste
angulo assim como a seccédo da porcao esquerda do ligamento gastrocolico;

24) Introducdo do grampeador circular por via retal, acoplamento da ogiva ao
grampeador, e realizacdo da anastomose colorretal término-terminal pela técnica do

duplo grampeamento;
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25) Verificacdo da integridade da anastomose, através da insuflacédo de ar por via
retrograda. Drenagem da pelve com dreno apenas em caso de anastomose no reto
extraperitoneal ou de pacientes previamente irradiados;

26) A inciséo dos portais de 10-12mm devem ser fechados com fio inabsorvivel ou
absorcao lenta;

B) Colectomia direita®

1) Inciséo transumbilical e insercéo de trocater de 10-11mm pela técnica aberta ou
agulha de Veress;

2) Insuflacdo de CO2, geralmente de 12-15mm de pressao;

3) Insercao da otica de 30 graus e realizacdo de inventario da cavidade;

4) Em caso de presenca de carcinomatose peritoneal ou ascite, pode ser realizado
biépsia ou coleta de liquido para citologia de células neoplasicas (a critério do julgamento
da equipe cirdrgica);

5) Seréo utilizados trés ou quatro portais de trabalho adicionais (portais) conforme
a necessidade, para insercao de materiais laparoscépicos (6tica de 30 graus; pin¢as de
apreensdo atraumaticas (duas); pincas de dissecc¢éao laparoscopica tipo Maryland; pinca
de energia (tipo bipolar ou ultrassénica); tesoura laparoscopica;, canula de
aspiracaolirrigacao laparoscopica; endogrampeadores lineares e endoclipadores), sendo
gue um deles necessariamente um trocater de 12mm e os demais de 5mm;

6) Identificacdo visual ou tactil para comprovacao da localizagéo tumoral;

7) Seccdo do ligamento redondo e falciforme do figado e posicionamento do
grande epiplon no andar superior do abdome ajudado pela manobra de Trendelenburg;

8) Posicionamento das alcas de intestino delgado para o quadrante esquerdo com
exposicdo do tronco da artéria mesentérica superior;

9) Identificagc&o da artéria ileocolica e abertura do peritdnio no folheto anterior do
mesentério proximo a origem da artéria ileocélica na artéria mesentérica superior.
Isolamento da artéria e veia ileocdlica e ligadura destas com clipes;

10) Disseccao do plano retroperitoneal anterior ao duodeno até a parede
abdominal lateral direita com atencdo ao ureter e aos vasos gonadais cursando no

retroperitbnio que devem permanecer posteriores ao plano de dissecc¢ao;
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11) Identificacdo da artéria e veia cdlicas direitas ou ramo direito da veia colica
meédia e ligadura destas perto da origem com endoclipador ou utilizando pinca de energia
apropriada. Atencdo ao ramo venoso colico da alca de Henle, que deve ser controlado
para evitar sangramento durante a dissecg¢ao;

12) Seccéao do grande epiplon ao nivel desejado de resseccao distal do célon e
seccdao do ligamento gastrocolico a direita dos vasos colicos meédios;

13) Liberacdo do coélon direito de seus pontos de fixagdo parietais na goteira
parietocolica direita;

14) Verificacdo da total liberacdo do colon direito de seus pontos de fixacao
retroperitoneais e vasculares;

15) Seccéo do célon e anastomose: caso seja realizada anastomose intracorpérea
(preferida principalmente em pacientes com alto IMC), esta € realizada apos secc¢éo por
grampeamento do ileo terminal e colon transverso, e, em seguida, anastomose ileocolica
latero-lateral grampeada com fechamento por sutura laparoscopica da brecha intestinal.
Fechamento da brecha mesentérica é recomendado. A peca é retirada por incisdo
suprapubica ou em fossa iliaca para reduzir incidéncia de hérnia;

16) Caso opte-se pela anastomose extracorpérea, o trocater umbilical é retirado,
protecdo da ferida com filme plastico ou afastador descartavel, seccionado o ileo e o
célon transverso e realizada anastomose ileocélica manual ou grampeada,;

17) A incisdo de retirada da peca deve ser fechada com fio inabsorvivel ou
absorcéo lenta, assim como as incisdes dos portais de 10-12mm.

C) Colectomia total

1) Inciséo transumbilical e insercéo de trocater de 10-11mm pela técnica aberta ou
agulha de Veress;

2) Insuflacéo de CO2, geralmente de 12-15mm de presséao;

3) Insercdo da o6tica de 30 graus e realizagdo de inventario da cavidade;

4) Em caso de presenca de carcinomatose peritoneal ou ascite, pode ser realizado
bidpsia ou coleta de liquido para citologia de células neoplasicas (a critério do julgamento
da equipe cirargica);

5) Serdo utilizados trés ou quatro portais de trabalho adicionais (portais) conforme

a necessidade, para insercado de materiais laparoscopicos (6tica de 30 graus; pingas de
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apreensdo atraumaticas (duas); pincas de disseccao laparoscoépica tipo Maryland; pinca
de energia (tipo bipolar ou ultrassdnica); tesoura laparoscopica; canula de
aspiragaol/irrigacdo laparoscépica; endogrampeadores lineares e endoclipadores), sendo
gue um deles necessariamente um trocater de 12mm e os demais de 5mm;

6) Identificacdo visual ou tactil para comprovacéo da localizacao tumoral;

7) Seccdo do ligamento redondo e falciforme do figado e posicionamento do
grande epiplon no andar superior do abdome ajudado pela manobra de Trendelenburg;

8) Posicionamento das alcas de intestino delgado para o quadrante esquerdo com
exposicao do tronco da artéria mesentérica superior;

9) Identificacdo da artéria ileocdlica e abertura do peritdnio no folheto anterior do
mesentério préximo a origem da artéria ileoctlica na artéria mesentérica superior.
Isolamento da artéria e veia ileocdlica e ligadura destas com clipes;

10) Disseccado do plano retroperitoneal anterior ao duodeno até a parede
abdominal lateral direita com atencdo ao ureter e aos vasos gonadais cursando no
retroperitbnio que devem permanecer posteriores ao plano de dissecc¢ao;

11) Identificacdo da artéria e veia colicas direitas ou ramo direito da veia cdlica
média e ligadura destas perto da origem com endoclipador ou utilizando pinca de energia
apropriada. Atencdo ao ramo venoso célico da alca de Henle, que deve ser controlado
para evitar sangramento durante a disseccao;

12) Seccao do grande epiplon ao nivel desejado de ressecc¢éao distal do colon e
seccdo do ligamento gastrocélico a direita dos vasos coélicos médios;

13) Liberacdo do célon direito de seus pontos de fixacdo parietais na goteira
parietocdlica direita;

14) Verificacdo da total liberacdo do célon direito de seus pontos de fixacao
retroperitoneais e vasculares;

15) Seccéo do ligamento do angulo de Treitz e identificacdo da veia mesentérica
inferior,

16) Isolamento da veia mesentérica inferior, ligadura com endoclipes e seccao

desta na altura do angulo de Treitz;
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17) Disseccéao do plano retroperitoneal com disseccdo romba em direcédo ao flanco
esquerdo, anterior a fascia de Gerota, aos vasos gonadais e o ureter até a identificacéo
da parede abdominal e 0 musculo psoas;

18) Identificacdo da artéria mesentérica inferior e ligadura junto a sua origem na
artéria aorta com clipes. Seccao da artéria mesentérica inferior a aproximadamente 1cm
da origem da aorta, preservando o plexo autonémico; ou dos ramos sigmoides em caso
de preservacao da artéria da colica esquerda ou da artéria retal superior;

19) Prosseguir a dissec¢ao do plano retroperitoneal em direcao a pelve, mantendo
o cuidado com o ureter e 0s vasos gonadais, até a identificacdo da fascia propria do reto;

20) Realizar a seccéao dos ligamentos de fixacdo do colon esquerdo e sigmoide ao
peritbnio parietal por via anterior, encontrando o plano de dissec¢cdo posterior
retroperitoneal;

21) De acordo com a localizacdo do tumor, prosseguir com a disseccédo
circunferencial a fascia propria do reto em sentido caudal, de forma a dar uma margem
minima de 5cm distal ao tumor, com a fascia mesorretal integra.

D) Retossigmoidectomia

1) Paciente em decubito dorsal

2) Assepsia e anti-sepsia

3) Campos estéreis

4) Pneumoperitdnio pela Técnica de Veress ou técnica de Hanson, com passagem
de trocater, posteriormente a camera e trocanteres auxiliares

5) Avaliacdo de carcinomatose peritoneal, presenca de ascite e implantes
hepaticos

6) Disseccao da artéria e veia mesentérica inferiores com ligadura da mesma

7) Dissecc¢ao do colén esquerdo com linfadenectomia retroperitoneal.

8) Disseccao do reto pela técnica de excisdo total do mesorreto

9) Liberacéo do colon esquerdo pela manobra de Mattox

10) Resseccéo do reto com neuropreservacao bilateral com grampeador

11) Inciséo auxiliar de Maillard

12) Anastomose mecanica colorretal com grampeador circular

13) Retirada da peca pela incisdo auxiliar de Maillard
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14) Hemostasia e lavagem

15) Drenagem de cavidade com dreno — essa etapa pode ser dispensada

16) Sintese por planos.

E) Amputagéo abdominoperineal

1) Paciente em decubito dorsal

2) Assepsia e anti-sepsia de tronco

3) Campos estéreis

4) Pneumoperitdnio pela Técnica de Veress ou técnica de Hanson, com passagem
de trocater, posteriormente a camera e trocanteres auxiliares

5) Avaliacdo de carcinomatose peritoneal, presenca de ascite e implantes
hepaticos

6) Disseccao da artéria e veia mesentérica inferiores com ligadura da mesma

7) Dissecc¢ao do colon esquerdo com linfadenectomia retroperitoneal

8) Disseccédo do reto pela técnica de excisdo total do mesorreto até o nivel de
musculatura elevadora com neuropreservagao bilateral,

9) Liberacdo do célon esquerdo pela manobra de Mattox, seccionado com
grampeador

10) Incisédo fusiforme interessando anus resseccdo de musculatura elevadora
perineal

11) Retirada da peca via perineal

12) Trazido colon para parede abdominal esquerda

13) Hemostasia e lavagem

14) Drenagem de cavidade com dreno — essa etapa pode ser dispensada

15) Maturacao de colostomia abdominal.

O julgamento de resseccdo completa no momento é baseado na impressao clinica
da equipe cirargica (RO - ressecdo completa), margens cirargicas (R2 — margens
cirdrgicas macroscopicamente comprometidas ou R1 margens microscopicamente
invadidas).

Apos o tratamento cirargico € definido o estadiamento patoldgico (pT, pN, pM),
com base na andlise do patologista. Em caso de algum tratamento neoadjuvante é

designado o prefixo “yp” (ou seja — ypT, ypN).
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3.3 COLETA DE SANGUE TOTAL PARA POSTERIOR QUANTIFICACAO DE CFDNA

No estudo aqui realizado foram coletadas amostras de sangue em trés momentos
da cirurgia. Sendo a primeira amostra de durante a inducdo anestésica, colhida em uma
seringa de 20 ml, do acesso destinado a monitorizacdo invasiva arterial (PAI), sendo
armazenados em 4 ou 5 tubos de 4 ml de EDTA e deixado em gelo até o transporte ao
laboratério de analise clinicas em pavilhdo diferente do centro cirtrgico que a cirurgia é

realizada.

3.3.1 Extragao de DNA livre circulante (cfDNA)

As amostras de plasma foram processadas conforme descrito em Pittella-Silva et
al.**. Brevemente, o plasma foi separado do sangue coletado em tubos de EDTA-Na? em
até 2 horas ap0s a coleta. Os tubos com sangue total foram centrifugados a 2.000g por
10 min a 4°C e o sobrenadante (plasma) foi recuperado e centrifugado novamente a
16.000g por 10 min para remocao de precipitados e armazenado a -80°C até a extracéo
do cfDNA. O cfDNA foi extraido utilizando-se o kit de isolamento de acido nucléico total
MagMAX cfTNA (ThermoFisher), de acordo com o manual do fabricante. A andlise de
concentragéo, qualidade e fragmentagcédo do cfDNA obtido foi realizada em sistema de
eletroforese automatizada através do equipamento TapeStation (Agilent). Foram
adotados os padrbes de qualidade para utilizacdo do cfDNA conforme previamente

descrito*. O cfDNA foi quantificado nas amostras pré, intra e pés cirurgicas.

3.3.2 Analise de correlacdo entre os procedimentos cirargicos e a dinamica de
cfDNA

Os niveis de cfDNA obtidos nos pontos determinados de coleta (pré-, intra- e pos-
cirurgicas) foram comparados com os diversos procedimentos cirurgicos adotados:
colectomia direita, colectomia de transverso, colectomia esquerda, retossigoidectomia,

colectomia total ou ainda proctocolectomia. Demais dados de variagdes no procedimento
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cirdrgico tais com (i) tempo de cirurgia; (i) transfusdo sanguinea e (iii) contagem de
leucocitos, serdo aferidos e correlacionados com a dinAmica dos niveis de cfDNA
determinados em cada ponto de coleta. Para a avaliacdo da dinamica do ctDNA em
relagdo ao marcador tumoral CEA, serd determinada a correlacdo entre os niveis
absolutos de ctDNA e as concentracfes sanguineas do CEA aferidas conforme protocolo

de acompanhamento do paciente.

3.3.3 Populagdo/ tamanho amostral / critérios de elegibilidade (inclusdo/excluséo)

Os 23 pacientes com diagnostico de cancer colorretal virgens de tratamento, foram
selecionados no servico de Proctologia do Hospital Universitario de Brasilia da
Universidade (HUB-Ebserh) - Sistema Unico de Satde (SUS).

Para serem elegiveis, os pacientes deverdo apresentar diagndstico de cancer
colorretal (CCR) estadios I, II, 1ll e IV (tais paciente foram incluidos neste presente
trabalho com intuito de avaliacdo do cfDNA conforme os critérios diagnosticos definidos
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (10, 11)

Resumidamente, os critérios de inclusdo no estudo seréo os seguintes:

- Diagnastico de cancer colorretal nos estadios I, 1l ou llI;

- N&o ter recebido tratamento cirlrgico ou quimioterapico prévio (virgens de tratamento);
- Ter amostra de plasma antes da primeira intervencéo terapéutica;

- Ser submetido a cirurgia

Resumidamente, os critérios de exclusdo no estudo serdo os seguintes:

A) Historia previa de qualquer outra neoplasia maligna;

B) J& ter recebido tratamento cirargico ou quimioterapico previamente;

C) Néo ter cfDNA suficiente (<10ng) no plasma antes da primeira intervencéo
terapéutica;

D) Nao ser submetido a procedimento cirdargico
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4  ANALISE DE DADOS

Foram realizadas analises descritivas, de associacao e de curva de tendéncia. As
andlises dos dados foram realizadas no programa IBM SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) 23, 2015. O nivel de significancia utilizado em todo estudo foi de 5%.

As variaveis qualitativas foram apresentadas por meio de frequéncia (n) e
porcentagem (%). As medidas descritivas utilizadas para as variaveis quantitativas foram:
média, mediana, desvio padrdo, minimo, maximo e amplitude interquartil.

As concentragdes e perfil de fragmentacao de cfDNA foram correlacionadas com
as variaveis clinicas por meio de analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism.

Os testes estatisticos utilizados estdo descritos na legenda da figura de cada resultado.
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5 ANALISE DESCRITIVA

A Tabela 1 descreve os dados clinicos categorizados. J4 as variaveis sem
categorizacao estéo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1 - Andlise descritiva das variaveis clinicas categorizadas de pacientes
operados com diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia

do hospital universitario da Universidade de Brasilia

n %
Nao 11 47,83
HAS Sim 12 52,17
Nao 16 69,57
DM Sim 7 30,43
Retossigmoide 12 52,17
Localizacao do tumor Célon esquerdo 5 21,74
Colon direito 6 26,09
. . . VDL 18 78,26
;’Lpeortgiz cirurgia (VDL x Aberta 1 435
VDL/Aberta 4 17,39
Estadiamento do cirurgido (TS/T4)/ N-/ M1 3 13,04
(TNM) (T3/T4)! N-I M- 8 34,78
Nao T4/ N-/ M- 12 52,17
Transfusdo no NE 23 | 100,00
intraoperatério
Adenocarcinoma invasor tipo intestinal 17 73,91
. Aderjocarcmoma invasor, com componente 5 2174
Tipo mucinoso
Adenocarcinoma (surgido de adenoma 1 435
tubuloviloso de alto grau) '
NDN 1 4,35
Grau histolégico G1, bem diferenciado _ _ 7 30,43
G2, moderadamente diferenciado 14 60,87
G3, pouco diferenciado 1 4,35
Perfuracdo macroscopica Presente 1 4,35
Ausente 22 95,65
Invaséo linfovascular Néo evidenciada 15 65,22
Presente 8 34,78
Invas&o perineural Nao evidenciada 18 78,26
Presente 5 21,74
Nao evidenciado 1 4,35
NDN 2 8,70
Numero de buds tumorais Escore baixo 6 26,09
Escore intermediario 10 43,48
Escore alto 4 17,39
Margens Livre_s _ 22 95,65
Radial comprometida 1 4,35
ECO 1 4,35
Anatomopatolégico da peca | EC | 2 8,70
cirurgia (pT pN M) ECII 5 21,74
EC Il 14 60,87
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EC IV 1 4,35
Idade (definicdo pelo < 60 anos 9 39,13
estatuto) > 60 anos 14 60,87
< 30,00 13 59,09
IMC (obesidade > 30) > 30,00 9 40,91
N&o informado 1
. Nao 9 39,13
Comorbidades Sim 14 60.87
Tempo cirdrgico (feito uma < 246 min 13 56,52
média entre todos os .
pacientes pela descricdo) > 246 min 10 4348
<5 9 42,86
CEA sérico pré-operatorio >5 12 57,14
Né&o informado 2
Tamanho tumoral (maior <52cm 13 56,52
eixo) >52cm 10 43,48
Linfonodos regionais N&o 9 39,13
(acometidos/ examinados) Sim 14 60,87
Linfonodos regionais <20 9 39,13
(acometidos/ examinados) > 20 14 60,87
Concordancia do laudo do N&o 1 4,35
cirurgido com o i
anatgmopatolégico Sim 22 95,65
Total 23 100,00

Fonte: elaboragéo propria.

Gréfico 1 - Percentual da presenca de hipertenséo arterial sistémica (HAS) em pacientes
operados com diagnéstico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do

hospital universitario da Universidade de Brasilia

Fonte: elaboracao propria.
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Grafico 2 - Percentual da presenca de diabetes mellitus (DM) em pacientes operados
com diagndstico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

DM

- [NEM
M sim

Fonte: elaboragédo propria.

Grafico 3 - Percentual da localizacédo do tumor de pacientes operados com diagndéstico
de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Localizacdao do tumor

MRetossigmoide
[ colon esquerde
[CIcelon direito

Fonte: elaboragéo propria.
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Grafico 4 - Percentual do tipo de cirurgia em pacientes operados com diagnostico de
tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Tipo de cirurgia (VDL x aberta)

WvbL
Eaberta
ClvDLIAberta

Fonte: elaboracao propria.

Grafico 5 - Percentual do estadiamento do cirurgido (TNM) em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Estadiamento do cirurgidao (ypT ypN ypM)

W(T3ma) N4 M1
B(T3ma) N4 M-
ONao T4 N4 M-

Fonte: elaboracéo propria.
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Grafico 6 - Percentual de transfusdo no intraoperatério em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Transfuséo no intraoperatorio

- [NELS

Fonte: elaboragéo propria.

Grafico 7 - Percentual do tipo histologico em pacientes operados com diagndstico de

tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Tipo histolégico

Adenocarcinoma
invasor tipo
intestinal

Adenocarcinoma
.invasor, com

componente

mucinoso

Adenocarcinoma
(surgido de
adenoma
tubuloviloso de
alto grau)

Fonte: elaboracao propria.
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Grafico 8 - Percentual do grau histolégico em pacientes operados com diagndstico de
tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Grau histolégico

EnNDN
G1,bem
.diferenciado
G2,
Cmoderadamente
diferenciado
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diferenciado

4,35%|(4,35%

Fonte: elaboracao propria.

Gréfico 9 - Percentual de perfuracdo macroscépica em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Perfuragdo macroscopica

MPresente
EAusente

Fonte: elaboragéo propria.
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Grafico 10 - Percentual de invaséao linfovascular em pacientes operados com diagndéstico
de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Invasao linfovascular

MN3o evidenciada
EPresente

Fonte: elaboracao propria.

Gréfico 11 - Percentual de invasdo perineural em pacientes operados com diagnéstico
de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

Invasdo perineural

MNzo evidenciada
[EPresente

Fonte: elaboragao propria.
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Grafico 12 - Percentual do numero de buds tumorais em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Numero de buds tumorais
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Fonte: elaboragao propria.

Gréfico 13 - Percentual de margens em pacientes operados com diagnéstico de tumor
colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da Universidade
de Brasilia

Margens

MLivres

Radial
comprometida

Fonte: elaboragao propria.
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Grafico 14 - Percentual do anatomopatologico da peca cirargica (pT pN M) de pacientes
operados com diagnéstico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do
hospital universitario da Universidade de Brasilia

Anatomopatologico da peca cirurgica (pT pN M)
MEeco
HEeci
Oec
WEec
Oeciv

4,35%]4,35%

Fonte: elaboragéo propria.

Gréfico 15 - Percentual da idade (definicdo pelo estatuto) de pacientes operados com
diagnéstico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Idade (definicdo pelo estatuto)

W< 60 anos
[H> 60 anos

Fonte: elaboracédo prépria.
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Graéfico 16 - Percentual do IMC (obesidade > 30) de pacientes operados com diagndéstico
de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital universitario da
Universidade de Brasilia

IMC (obesidade > 30)

< 30,00
> 30,00

Fonte: elaboragéo propria.

Grafico 17 - Percentual da presenca de comorbidades em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Comorbidades

| [NE
Esim

Fonte: elaboracgéo propria.
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Grafico 18 - Percentual do tempo cirargico (pela descricdo) em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Tempo cirargico (pela descri¢cao)

Ml< 246 min
[> 246 min

Fonte: elaboracao propria.

Grafico 19 - Percentual do CEA sérico pré-operatorio em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

CEA sérico pré-operatério

<5
P

Fonte: elaboracédo prépria.
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Grafico 20 - Percentual do tamanho tumoral (maior eixo) em pacientes operados com
diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do hospital
universitario da Universidade de Brasilia

Tamanho tumoral (maior eixo)

W<52cm
l>52cm

Fonte: elaboracao propria.

Grafico 21 - Percentual de linfonodos regionais (acometidos/ examinados) em pacientes
operados com diagnéstico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do
hospital universitario da Universidade de Brasilia

Linfonodos regionais (acometidos/ examinados)

[ [NETS
HEsim

Fonte: elaboracéo propria.
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Grafico 22 - Percentual de linfonodos regionais (acometidos/ examinados) em pacientes
operados com diagnostico de tumor colorretal do departamento de coloproctologia do
hospital universitario da Universidade de Brasilia

Linfonodos regionais (acometidos/ examinados)

H<20
> 20

Fonte: elaboracao propria.

Concordancia do laudo do cirurgiao com o anatomopatologico
[ INER
M sim

Fonte: elaboragéo propria.



Tabela 2 - Analise descritiva das variaveis clinicas sem categorizacao de
pacientes operados com diagndstico de tumor colorretal do departamento
de coloproctologia do hospital universitario da Universidade de Brasilia

n %
Cirurgia teve conversao 1 50,00
Observagio Esta na tabela com célon 1 50,00
ascendente
N&o se aplica 21
Ansiedade 1 7,14
DM 1 7,14
HAS 6 42,86
. HAS, DM 4 28,57
Comorbidades HAS, DM, Arritmia,
g 1 7,14
Doenca vascular periférica
HAS, DM, DLP 1 7,14
N&o se aplica 9
pTiSNO 1 4,35
pT1NO 1 4,35
ypT1NO 1 4,35
pT2NO 1 4,35
pT3NO 2 8,70
pT4aNo 1 4,35
pT2N1la 1 4,35
pT2N1b 1 4,35
Anatomopatol6gico da peca cirurgia pT2N2 1 4,35
(pT pN M) pT3N1 1 4,35
pT3N1b 4 17,39
pT3N2a 2 8,70
ypT3N1b 1 4,35
pT3N1c 1 4,35
pT3NlaM1 1 4,35
pT4aNla 1 4,35
pT4bNla 1 4,35
pT4N1b 1 4,35
Muscular prépria 7 30,43
Mu_scy!ar propria e tecido > 8.70
pericélico
Além da muscular prépria,
e atinge o tecido adiposo 1 4,35
pericoélico/retal (serosa)
Invade a muscular propria 1 4,35
Serosa 2 8,70
Serosa livre 1 4,35
Extensdo tumoral Submucosa 2 8,70
Tecido adiposo pericélico 2 8,70
Inﬂl_trg_ 0 tecido adiposo 1 435
pericélico
Tecido adiposo subserosa 1 4,35
Tec_|do fibroadiposo 1 435
perirretal
Invasao ileo terminal 1 4,35
Peritbéneo viceral 1 435
Linfonodos regionais (acometidos/ (00/09) 1 4,35
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Continuacdo...

examinados) (00/13) 1 4,35
(00/16) 1 4,35
(00/18) 1 4,35
(00/23) 1 4,35
(00/26) 1 4,35
(00/34) 1 4,35
(00/38) 1 4,35
(00/56) 1 4,35
(01/11) 1 4,35
(01/21) 1 4,35
(01/27) 1 4,35
(01/32) 1 4,35
(02/13) 2 8,70
(02/25) 1 4,35
(02/39) 1 4,35
(02/41) 1 4,35
(03/18) 1 4,35
(03/24) 1 4,35
(03/40) 1 4,35
(04/55) 1 4,35
(06/13) 1 4,35

Fonte: elaboracao propria.

A distribuicdo percentual da histopatologia da peca cirtrgica dos pacientes operados no
Servico de Coloproctologia do Hospital Universitario da Universidade de Brasilia esta

ilustrada na figura 1.

Figura 1. Percentual de anatomopatologia da peca cirtrgica (pT pN M) dos pacientes operados com

diagndstico de CCR no Servico de Coloproctologia do Hospital Universitario da Universidade de Brasilia.

4.53% ECO
490% EC |
22.64% ECIII
63.40% ECIII
4.53% ECIV

gooon
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Liberacdo de cfDNA aumenta significativamente durante e ap0s a cirurgia

Primeiramente, foram analisadas as concentracdes de cfDNA extraido do plasma, uma
vez que esses valores podem estar clinicamente relacionados a condi¢cdo dos pacientes
com CCR.

Figura 2. Comparagdo das concentragBes de cfDNA. A) Exemplo de perfil de eletroferograma e corrida
eletroforética. Sobreposicao de pré-operatorio, intraoperatério e pés-operatério. B) Representacdo grafica
das concentracbes médias de cfDNA dos pacientes nos momentos pré-operatério (PRE), intraoperatério
(INTRA) e pos-operatério (POS). O teste T de Student foi aplicado para PRE vs INTRA, INTRA vs POS,

PRE vs POS. Os valores obtidos pelo teste estatistico foram plotados no mesmo gréfico.
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Representacdo do perfil do eletroferograma e da corrida eletroforética do PRE, INTRA e
POS, sobrepostos (Figura 2A). As concentracdes médias de cfDNA foram medidas nos
momentos pré-operatério (PRE), intraoperatério (INTRA) e pés-operatorio (POS). A
liberacdo intraoperatéria de cfDNA foi 3,2 vezes maior (p<0,05) em relacdo ao momento
pré-operatorio (figura 2B). A liberacdo de cfDNA no pés-operatorio foi 2,3 vezes maior
(p<0,05) em relacdo ao momento pré-operatério (figura 2A). Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre a liberacdo de cfDNA INTRA e POS (figura 2B).

Fragmentos menores (<400pb) foram predominantes em todos os momentos

Em seguida, analisamos o tamanho dos fragmentos de cfDNA em diferentes momentos

cirdrgicos. O tamanho do cfDNA é considerado menor que 400 pb, variando para cfDNA
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derivado de células normais e tumorais, com pico predominante em 167 pb e 143 pb,
respectivamente [13, 14, 15].

Analisando os fragmentos classificados em <400 pb e >400 bs, observamos que 0s
fragmentos menores, atribuidos ao cfDNA, foram predominantes em todos os momentos;

no entanto, o material genémico fragmentado também foi sempre recuperado (figura 3).

Figura 3: Andlise do tamanho dos fragmentos de DNA.
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A concentracédo de cfDNA se correlaciona com aidade e comorbidades

Exploramos a relacdo entre variaveis clinicas e concentragées de cfDNA. Descobrimos
gque em pacientes com mais de 60 anos, a liberagdo de cfDNA durante a cirurgia
aumentou 2,9 vezes no intraoperatério e permaneceu 1,3 vezes maior no pés-operatorio
em comparacgao ao pré-operatério (figura 4-A). Essa diferenca nao foi observada em
pacientes com menos de 60 anos. Uma tendéncia semelhante foi observada em
pacientes que tinham comorbidades. A liberagcao de cfDNA durante a cirurgia foi 3,0
vezes maior do que antes e 2,3 vezes maior no pos-operatorio em comparacao ao pre-

operatorio, conforme mostrado na figura 4-C (p < 0,05).
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A concentracdo de cfDNA se correlaciona com o Antigeno Carcinoembrionario
(CEA) e Estadiamento Cirargico

Em seguida, investigamos se os niveis de CEA dos pacientes ou o status do
estadiamento do tumor se correlacionavam com a liberagéo de cfDNA durante a cirurgia.
Observamos que em pacientes com CEA > 5 ng/mL, a liberacdo de cfDNA durante a
cirurgia foi 3,1 vezes maior do que antes da cirurgia e 1,3 vezes maior do que apos a
cirurgia (p < 0,01), conforme mostrado na figura 4-B. Além disso, pacientes com tumores
mais avancados (classificados como T3, T4, N-, M- ou M1) exibiram um aumento de 3,1
vezes na liberacdo de cfDNA durante a cirurgia em comparacao com antes e depois da
cirurgia, e um aumento de 2,4 vezes no periodo pds-operatdrio em comparacdo com o

periodo pré-operatério (p < 0,001), conforme mostrado na Figura 4-D.

Figura 4 A) alteracdo na concentracdo do cf-DNA ao analisar a idade, durante o ato cirdrgico
(intraoperatorio e pos-operatorio). B) ao analisar a marcador tumoral - CEA . C) ao analisar a presenga de

comorbidades. D) ao analisar o estadiamento clinico do cirurgi&o.
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A concentracdo de cfDNA variade acordo com o tempo dacirurgia e os parametros
de gravidade da doenca

Finalmente, analisamos a influéncia do tempo cirargico na liberacdo de cfDNA.
Estratificamos os pacientes em quatro grupos de acordo com o tempo da cirurgia e

comparamos a liberacdo de cfDNA em cada grupo, antes, durante e ap0s a cirurgia
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(figura 5-A). Observamos um aumento significativo na liberacdo de cfDNA durante
cirurgias com duracéo de 183-240 minutos e 241-345 minutos, atingindo niveis 6,1 vezes

e 5,1 vezes maiores, respectivamente (Figura 5-B, C).

Figura 5: A) Analise da concentracdo do cfDNA em comparacdo com o tempo cirargico, sendo
estratificados em 4 grupos (< 182 min, 138 a 240 min, 241 a 345 min e 436 a 450 min). B) Representa a
analise do cfDNA de cirurgia com duracdo entre 183 min a 240 min. C) Representa a andlise do cfDNA de
cirurgia com duracgéo entre 241 min a 345 min.
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Também comparamos as concentracdes de cfDNA em amostras de sangue de 16
pacientes coletadas em diferentes pontos de tempo durante a cirurgia. Notavelmente, os
trés pacientes com tumores localmente avancados (destacados na Figura 6-A: CBL66,
CBL18 e CBLA47) exibiram os maiores niveis de liberacdo de cfDNA intraoperatoriamente.
Em contraste, um grupo de pacientes com concentracdes reduzidas de cfDNA durante a
cirurgia consistiu predominantemente daqueles com casos menos graves, caracterizados
por tumores em estagio inicial, niveis de CEA < 5 ng/ml e nenhuma evidéncia de invasao

tecidual (Figura 6-B).
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Figura 6 - Comparacéo das concentracdes de cfDNA com o tempo de coleta de sangue (n = 16), andlise
das concentracdes elevadas (n = 4) e reduzidas (n = 8) de cfDNA durante a cirurgia. A) Representacao
gréfica da liberacdo geral de cfDNA em cada tempo de coleta de sangue durante a cirurgia para cada
paciente a esquerda. A direita, uma visdo ampliada mostrando a liberacéo elevada de cfDNA para cada
paciente. B) Representacao grafica da liberacdo de cfDNA em pacientes nos quais foi observada uma
reducéo de cfDNA durante a cirurgia. A esquerda, gréafico geral. O teste de Friedman foi aplicado (p =
0,0469), seguido pelo teste de Wilcoxon para comparacdes entre PRE vs INTRA, INTRA vs POST e PRE

vs POST. A direita, representacao grafica da liberacdo de cfDNA por paciente.
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6 DISCUSSAO

O cfDNA e também o ctDNA, a fragdo do cfDNA correspondente as células
cancerigenas, podem ser analisados por biopsia liquida, uma técnica promissora quando
se trata de diferentes tipos de cancer!3. A deteccéo de cfDNA tornou-se fundamental para
prever o desenvolvimento e progressdo de tumores, com potencial para ser utilizado para
diagnéstico, criacdo de estratégias de tratamento individualizadas, monitoramento de
terapia e prognéstico'4. Considerando a importancia do uso do cfDNA e sua crescente
utilidade na préatica médica, € importante atentar para os fatores que caracterizam o perfil
de liberagcdo e a qualidade do material em diferentes momentos e em diferentes
situacdes. Estudos demonstraram que diferentes fatores ambientais e fisiol6gicos podem
influenciar o perfil de quantidade e distribuicdo de tamanho do cfDNA?,

Neste estudo, as concentractes de cfDNA foram analisadas nos trés momentos.

Observamos diferenca estatistica entre o0s momentos pré-operatorio e intraoperatoério, e
pré-operatorio e pos-operatério, o que pode ser atribuido a manipulacdo tecidual
caracteristica do processo cirurgico. Observou-se um pico maior no intraoperatorio,
guando a manipulacéo tecidual € mais intensa, o que sugere que a liberacdo de cfDNA é
maior neste momento.
A analise de fragmentos de DNA revelou uma diferenca estatistica nos tamanhos dos
fragmentos em cada estagio cirargico. Enquanto os fragmentos caracteristicos do cfDNA
(<400 pb) eram predominantes, fragmentos maiores (>400 pb), potencialmente
representando o DNA genémico, estavam presentes em todos 0s estagios.

Estudos sugeriram que a integridade e a fragmentacdo do cfDNA sé&o
caracteristicas altamente variaveis e podem estar relacionadas a estrutura e ao estado
funcional do genoma, alterado em pacientes com cancer > Foi relatado que os
fragmentos menores séo caracteristicos de eventos de apoptose e necrose, enquanto 0s
mais longos podem ter origem em diferentes mecanismos fisiologicos (hematologicos e
bioquimicos), contribuindo para o aumento de cfDNA de origem ndo cancerosa, 0 que
corrobora a hipotese sugerida neste estudo relacionando a presenca de fragmentos

>400pb a manipulacéo cirargica 1718, Além disso, foi observado que amostras com ctDNA
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indetectavel podem apresentar perfis de cfDNA altamente fragmentados e que isso pode
acontecer em amostras de pacientes que foram submetidos recentemente a cirurgia,
sugerindo que as distribuicdbes de tamanho de cfDNA podem ser enganosas em
determinadas situagfes, o que reflete a importancia de estudar as caracteristicas do
cfDNA durante diferentes momentos desde o diagndstico 1°.

Além disso, foi observado pela primeira vez que a liberacdo de cfDNA durante a
cirurgia pode variar em determinados grupos de pacientes, como em pacientes com mais
de 60 anos, pacientes com comorbidades, pacientes com CEA > 5ng/mL e pacientes cujo
tumor tenha foi categorizado pelo cirurgiao como “T3 T4 N- M-” (localmente avangado).

Foi relatado que os niveis de cfDNA estdo associados a diferentes condicdes de
saude, incluindo comorbidades e avanco da idade?°. Foi observado que a concentragdo
de cfDNA estda aumentada em idosos, assim como a ocorréncia de altera¢des no padrao
de metilacdo, sugerindo que esses parametros podem ser considerados preditivos de
envelhecimento?l. Curiosamente, verificamos que a liberacdo de ¢cfDNA no momento
intraoperatorio foi maior em pacientes com mais de 60 anos, bem como em pacientes
com comorbidades; € importante ressaltar que a maioria dos pacientes idosos
apresentava comorbidades conforme prontuario.

Além disso, o CEA é um marcador tumoral recomendado em pacientes com CCR.
Foi relatado que o CEA geralmente normaliza apos a cirurgia, mesmo em pacientes com
CEA elevado no momento pré-operatério. Entretanto, niveis elevados (>5ng/ml) no pos-
operatério estdo associados a um prognéstico desfavoravel, correlacionando-se com
metastases e recorréncias??. Neste estudo, notou-se que em pacientes com CEA pré-
operatorio > 5ng/mL houve maior liberagcdo de cfDNA no momento intraoperatério,
quando comparados aos pacientes com CEA pré-operatério < 5ng/mL (figura 6-A).

Além disso, em pacientes com tumores localmente avancados (T3 T4 N- M-), a
liberacdo de cfDNA no momento intraoperatorio também foi maior em comparagdo aos
pacientes em estagios mais precoces (Nado T3 T4 N- M-), sendo que a maioria desses
pacientes ( T3 T4 N- M-) apresentavam CEA elevado. Esses resultados possivelmente
podem ser atribuidos a manipulagéo cirdrgica mais intensa devido a extensédo do tumor,

gue pode causar mais danos ao tecido e, consequentemente, maior liberacao de cfDNA.
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Neste estudo € um dos pioneiros a relatar a dinamica da liberacdo de cfDNA durante

cirurgia em pacientes com CCR.

Em resumo, este é o primeiro estudo a relatar a dindmica da liberacdo de cfDNA
durante a cirurgia em pacientes com CCR. Nossos resultados demonstram um aumento
significativo na liberacdo de cfDNA durante e ap0és a cirurgia, com fragmentos de cfDNA
caracteristicos (<400 bp) sendo predominantes em todos os estdgios cirdrgicos,
juntamente com fragmentos gendémicos (>400 bp). A liberacao intraoperatoria de cfDNA
foi especialmente notdvel em pacientes com mais de 60 anos, aqueles com
comorbidades, niveis de CEA > 5 ng/mL, tumores localmente avancados, metastases
(T3, T4, N-, M- ou M1) ou caracteristicas que indicam invaséo tecidual. Por outro lado,
pacientes com doenca em estagio inicial e um prognéstico favoravel frequentemente
apresentaram liberacdo reduzida de cfDNA durante a cirurgia, enquanto aqueles com
doenca avancada apresentaram niveis mais altos de cfDNA e resultados piores.
Embora este estudo tenha fornecido informagdes significativas sobre a dindmica da
liberacdo de cfDNA durante procedimentos cirargicos, hd algumas limitacdes a serem
consideradas. Elas incluem o tamanho relativamente pequeno da amostra, potenciais

vieses na recuperacdo da amostra e consideracfes sobre o tamanho do fragmento.

7 CONCLUSAO

Em nosso estudo evidenciamos de forma inédita que a concentracdo e
fragmentacdo do cfDNA, quando correlacionadas com as variaveis clinicas. Ficou
evidente um aumento significativo no cfDNA liberado durante e ap6s a cirurgia (3,2 e 2,3
vezes maior, respectivamente, p < 0,05). Descobrimos também, que a concentracéo de
cfDNA aumenta no intraoperatério em pacientes com mais de 60 anos de idade,
pacientes com comorbidades, pacientes com niveis de CEA > 5 ng/mL e pacientes com
tumores localmente avancados (T3, T4, N-, M-). Assim, os resultados sugerem que, além
da idade fisiolégica e comorbidades, a manipulagdo cirargica intensa decorrente da

extensdo do tumor pode resultar em maior dano tecidual e maior liberagcao de cfDNA.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) sr(a). esta sendo convidado(a), através deste documento fornecido em duas vias, a participar
de um projeto de pesquisa denominado “Avaliacdo da bidpsia liquida na pratica clinica para o manejo
de pacientes com cancer colorretal”.

Os pesquisadores da Universidade de Brasilia estdo desenvolvendo este projeto colaborativo, sob
a coordenacéo do Prof. Dr. Fabio Pittella Silva, para estudos de viabilidade de detec¢cdo de DNA de origem
tumoral na circulagdo sanguinea como novos biomarcadores para o cancer colorretal. Um dos beneficios
desse projeto de pesquisa é fornecer bases para o desenvolvimento de estratégias mais precisas para o
monitoramento e controle da doenca.

Caso o(a) sr(a). aceite participar, o pesquisador poderéa esclarecer quaisquer davidas que tiver a
respeito do projeto e deste termo de consentimento.

O procedimento para o estudo sera o seguinte:

= O(A) senhor(a) sera convidado a responder um questionario referente ao histérico da doenca,
compondo dados que fardo parte do prontuario médico. Ao serem coletadas amostras de sangue para o
exame de rotina ao diagnostico, serdo colhidos outros 2 tubos (10ml) de sangue para as andlises relativas
a este projeto.

= O(A) senhor(a) esta ciente de que ha uma suspeita de acometimento com uma doenca chamada
cancer, que requer tratamento e acompanhamento médico. Uma das maneiras pelas quais se pode
confirmar ou excluir tal suspeita é através de amostra(s) de biépsia(s), ou seja, retirada de pequeno(s)
fragmento(s) do tecido do 6rgdo afetado. Esse(s) fragmento(s) sera(do) examinado(s) por um(a) médico(a)-
patologista treinado(a), que podera utilizar técnicas modernas apropriadas (como a imunohistoquimica)
para o diagndstico e posteriormente, emitirA um laudo. No caso de tratamento cirargico, amostras de
sangue e do tecido poderdo ser examinados também pelo(a) patologista. O material coletado para
diagnéstico ou removido cirurgicamente, serd utilizado para as andlises clinicas necessarias, sendo uma
pequena quantidade do mesmo utilizada para o projeto de pesquisa. Nao havera qualquer custo para a
realizacéo dos exames relacionados ao tratamento, ou para o tratamento em si, mesmo que cirdrgico.

= Durante as visitas ao hospital para o seguimento médico de rotina nos meses subsequentes,
serdo colhidos outros 2 tubos (10ml) de sangue nos seguintes momentos: (1) apos o final do tratamento
inicial ou apos a cirurgia conforme determinado pelo médico oncologista; (2) durante as visitas semestrais
para realizacdo de exames sangue e de imagens.

Nenhum nome ou enderec¢o sera associado com as amostras coletadas, tornando sua participagéo
confidencial. O tratamento bem como as analises clinicas ndo acarretardo em 6nus financeiro para o(a)
sr(a) e/ou sua familia.

= Os dados e registros relacionados a este projeto serdo mantidos na Faculdade de Ciéncias da

Saude da Universidade de Brasilia e no Hospital Universitario de Brasilia e somente os pesquisadores
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diretamente relacionados ao projeto terdo acesso aos mesmos. Os resultados também seréo publicados
em revistas cientificas e de interesse médico, sempre mantendo-se 0 seu anonimato.

A participagdo neste projeto é voluntaria, portanto, o(a) sr(a). tem toda a liberdade de decidir se
deseja participar ou nao deste projeto. Podera recusar-se a participar ou descontinuar a sua participagédo
a qualquer momento, ou ainda recusar-se a fornecer qualquer informacéo (mesmo participando do estudo),
tudo sem penalidades ou perda de beneficios a que tenha direito.

Li e entendi este TERMO. Autorizo a utilizacdo dos dados do meu prontuario médico pelos
pesquisadores do projeto. Durante a entrevista, eu me senti esclarecido quanto aos objetivos do trabalho
de pesquisa. Estou ciente de que a participacdo no projeto é voluntaria e ndo acarreta 6nus para mim e/ou
minha familia. Sei ainda que em qualquer momento, posso pedir maiores esclarecimentos ao pesquisador
responsével, bem como cancelar a participagdo sem que isso traga prejuizo a mim.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

data:
Assinatura do(a) paciente ou Responsavel Legal

data:
Assinatura do profissional responsavel pela coleta

data:

Assinatura do coordenador do projeto de pesquisa
Prof. Dr. Fabio Pittella Silva — UNB

Telefones para contatos:
Comité de Etica em Pesquisa, Faculdade de Ciéncias da Saude, UnB (CEP/FS) — Tel: (61) 31071947
Prof. Dr. Fabio Pittella Silva — Tel: (61) 31071998
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