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Prefácio


Já se passaram quase 13 anos desde que lançamos a primeira edição do The Washington Manual of Oncology. Na última década, testemunhamos um progresso enorme em nossa compreensão das alterações moleculares no câncer e no uso de terapias e imunoterapias direcionadas. Os cuidados com o câncer se tornaram naturalmente complexos e assustadores. A presente edição foi extensivamente revisada para incluir esses desenvolvimentos recentes. Quase todos os capítulos foram extensivamente revisados ou reescritos. Como antes, este manual foi elaborado para residentes. No entanto, oferece também uma atualização rápida para oncologistas. Esperamos que você, leitor, considere este manual prático, útil e estimulante. Como sempre, agradecemos por sua indicação de quaisquer erros que possam ter escapado durante todo o nosso processo de revisão editorial. Sinta-se à vontade para nos enviar um e-mail com suas sugestões, pareceres e comentários.


Ramaswamy Govindan, MD
Daniel Morgensztern, MD




Prefácio da Primeira Edição


Estamos vivendo momentos emocionantes em oncologia. As novas técnicas de investigação por imagens, os cuidados de suporte melhorados e a disponibilidade de vários novos agentes com mecanismos modernos de ação representam promessa considerável na melhoria dos resultados dos pacientes com câncer. Nessa era de sobrecarga de informações, é decisivamente importante que os médicos tenham um manual prático que os ajude a cuidar de pacientes com câncer.


Os capítulos estão dispostos em ordem lógica começando com a avaliação dos sintomas e prosseguindo de maneira ordeira pelo exame minucioso, estadiamento, terapia direcionada ao estádio da doença e terminando com uma discussão sobre epidemiologia e foco atual de pesquisa. Embarcamos nessa primeira edição do Washington Manual – Oncologia para oferecer um manual prático e de grande ajuda aos residentes médicos, colegas em treinamento, praticantes de enfermagem e outros médicos de oncologia clínica.


Ramaswamy Govindan, MD
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I. FONTES DE DANOS AO DNA


A. Fontes endógenas de danos ao DNA. São várias as fontes constantes e inevitáveis de histórico de danos ao DNA.


1. Espécies reativas do oxigênio. As espécies reativas do oxigênio (ROS) são subprodutos do metabolismo celular normal e desempenham papel importante na sinalização celular e na homeostasia. As ROS mais comuns são OH, NO e peróxidos. O crescimento do estresse ambiental pode aumentar dramaticamente a produção de ROS, resultando em dano ao DNA. Coletivamente, essas alterações são conhecidas como dano oxidativo e incluem modificações do açúcar e da base, ligações cruzadas de DNA-DNA e de DNA-proteína, e quebras nos filamentos de DNA. As ROS também podem ser geradas por fontes exógenas como radiação ionizante, poluentes e tabaco.


2. Reações químicas espontâneas. As reações químicas espontâneas mais comunsque alteram a estrutura do DNA são as reações de desaminação e de depurinação, embora as reações espontâneas de hidrólise, alquilação e adução também possam ocorrer. O potencial mutagênico dos diferentes tipos de reação varia.


3. Íons de metal. Embora a evidência para o dano ao DNA por metais endógenos seja especialmente substancial para ferro e cobre, níquel, cromo, magnésio e cádmio também são carcinógenos humanos bem estabelecidos. As reações de catalização de metais produzem adutos de DNA resultando em ampla variedade de metabólitos de compostos orgânicos. Metais como arsênico, cádmio, chumbo e níquel também inibem diretamente o reparo do DNA, o que aumenta o potencial mutagênico do dano ao DNA induzido por eles.


B. Fontes exógenas de dano ao DNA


1. Químicos. Embora um número quase infinito de substâncias químicas possa danificar o DNA, algumas famílias de compostos ambientais e terapêuticos ilustram os mecanismos gerais envolvidos.


a. Hidrocarbonos aromáticos policíclicos (PAHs) e compostos relacionados. Essas moléculas são convertidas em metabólitos intermediários reativos pela ação fisiológica normal do citocromo P-450, um processo chamado de ativação metabólica. Esses intermediários reativos são responsáveis pelo dado ao DNApor meio da formação de adutos de DNA. A variação no equilíbrio entre ativação metabólica e desintoxicação influencia os índices de câncer.


b. Agentes antineoplásicos. As terapias específicas para ciclo celular incluem antimetabólitos (i.e., 5-fluorouracil, 6-mercaptopurina e metotrexato) que interferem na produção de nucleotídeos, e taxanos (i.e., docetaxel, paclitaxel) e alcaloides de vinca, que rompem a formação de microtúbulos. As drogas não específicas para ciclo celular incluem agentes alquilantes tóxicos (i.e., ciclofosfamida, busulfan, nitrogênio mostarda e tiotepa), que resultam em dano ao DNApor meio da formação de ligações covalentes, produzindo nucleot deos alquilados, ligações cruzadas DNA-DNA, ligações cruzadas DNA-proteína e quebras de filamentos de DNA; antraciclinas (i.e., daunorrubicina, doxorrubicina) que inibem a topoisomerase II; e as terapias à base de platina (i.e., carboplatina, cisplatina), que atuam, primariamente, causando ligações cruzadas intrafilamentos e interfilamentos.


2. Radiação. O dano ao DNA causado por radiação pode ser classificado em dano causado por radiação ultravioleta (luz UV) e dano causado por radiação ionizante.


a. Luz UV. A radiação UV-B da luz solar (comprimento de onda de 280 a 315 nm) produz dímeros de pirimidina ciclobutano (devido a ligações covalentes entre resíduos de timina adjacentes dentro do mesmo filamento de DNA) assim como fotoprodutos de pirimidina (6-4) pirimidona (devido a ligações covalentes entre dímeros CT e CC dentro do mesmo filamento de DNA). O dano causado pela radiação UV-A (comprimento deondade315 a 400 nm) se deve, usualmente, a mecanismos mediados por ROS.


b. Radiação ionizante. Amplo espectro de danos ao DNA é causado por radiação ionizante, incluindo lesões individuais de base, ligações cruzadas e quebras isoladas e duplas de filamentos. A radiação por transferência de energia linear baixa (LET) (raios X, raios-γ, elétronsepartículas-β apresentam LET típica de menos de 10 keV/μm) e a radiação por LET alta (prótons e nêutrons apresentam LET típica de 10 a 100 keV/μm, enquanto partículas-α apresentam LET superior a 175 keV/μm) produzem, cada uma, um padrão característico de dano.


II. TIPOS DE ALTERAÇÕES DO DNA


A. Substituições em um único par de bases. As substituições em um único par de bases (bp) estão entre as mutações mais usualmente observadas e podem ser consequência de numerosos processos incluindo erros na replicação do DNA, reações químicas espontâneas, dano à ROS, mutagênese química, radiação ionizante e falha dos mecanismos de reparo do DNA. As regiões de codificação e de não codificação são quase igualmente susceptíveis a esse tipo de alteração.


A substituição em um bp único ocorrendo dentro da sequência de codificação de um gene pode levar à mudança significativa no aminoácido codificado, mas não causa desvio na estrutura de leitura da translação. Essas substituições são classificadas em mutações sinônimas e mutações nôo sinónimas. As mutações sinônimas são aquelas nas quais um códon diferente ainda especifica o mesmo aminoácido e a vasta maioria dessas mudanças é neutra. Há dois tipos de mutações não sinônimas consistindo em mutações de sentido errado (missense) (resultando em um códon que especifica um aminoácido diferente) e mutações sem sentido (nonsense) (produção de um códon de terminação). A extensão do rompimento causado pelas mutações de sentido errado depende das similaridades ou diferenças químicas entre os dois aminoácidos. Dependendo da localização, as mutações sem sentido podem levar à terminação prematura e à função proteica reduzida.


As substituições em bp único que ocorrem fora da região de codificação de um gene ainda podem ser danosas. As substituições na região reguladora 5′ de um gene pode alterar o padrão de expressão do gene e as substituições em íntrons, éxons ou em regiões não traduzidas de um gene podem afetar o processamento do RNA.


B. Deleções genéticas grosseiras. Há dois tipos de episódios de recombinação que dão origem a deleções genéticas grosseiras. A recombinação desigual homóloga ocorre em sequências homólogas que não estão precisamente pareadas, geralmente em sequências genéticas relacionadas ou elementos de sequência repetitiva, resultando em reunião de sequências de DNA homólogas, mas não alélicas. As regiões de sequências repetitivas estão especialmente propensas a cruzamentos desiguais e são o sítio de muitas deleções em larga escala, assim como de inserções, duplicações, amplificações, inversões e translocações. A recombinação não homóloga (recombinação ilegítima) ocorre entre loci de DNA que tenham mínima ou nenhuma sequência homológica.


C. Conversão de genes. Este tipo de mutação é uma transferência não recíproca de informações de sequência entre dois loci. Uma das sequências de interação (o doador ou a fonte) permanece inalterada, enquanto a sequência alternativa (o receptor ou alvo) é alterada por reposição parcial ou total pela sequência do doador. As famílias genéticas com repetições e aglomerados em sequência (tandem) estão especialmente propensas a esse tipo de alteração.


D. Deleções genéticas curtas. Em alguns microssatélites a taxa de mutações é acentuadamente alta. Uma vez que os alelos diferem do tipo selvagem por uma única unidade de repetição sem troca de marcadores de flanqueamento, o mecanismo proposto envolve desalinhamento das repetições diretas curtas durante a replicação do DNA (em razão do chamado deslizamento dapolimerase [do DNA]).


E. Inserções. O deslizamento da polimerase pode ser o responsável pelas inserções curtas assim como pelas deleções curtas. A recombinação desigual homóloga entre elementos de sequência repetitiva fornece um mecanismo para a geração de inserções maiores (que podem, realmente, ser duplicações genéticas).


F. Expansão de sequências de repetição instáveis. Um pequeno subconjunto de repetições de nucleotídeos em série (tandem), assim como um número muito limitado de repetições mais longas, mostra comportamento anômalo que causa a expressão anormal dos genes. Repetições superiores a uma determinada extensão de limiar tornam-se extremamente instáveis e quase nunca são transmitidas, de forma inalterada, dos pais à criança. Genes contendo repetições instáveis de trinucleotídeos em expansão podem ser agrupados em duas classes principais: uma inclui os genes que mostram expansões muito grandes fora das sequências de codificação, enquanto a outra classe consiste em genes que mostram expansão modesta dentro de sequências de codificação.


G. Inversões. Alto grau de similaridade de sequência entre repetições no mesmo cromossomo pode predispor a inversões por um mecanismo que envolve a inclinação da cromátide para trás sobre si mesma em um processo que é, essencialmente, uma recombinação intracromossômica homóloga. As inversões não associadas à homologia significativa de sequência são, aparentemente, o resultado de recombinação não homóloga.


H. Recombinação ilegítima. A enzima RAG, responsável pelas quebras do DNA de filamento duplo que formam a base da recombinação V(D)J dos genes receptores de antígenos, às vezes corta o DNA em loci que possuem sinais de recombinação complementar, produzindo uma translocação.


I. Dano ao e mutações do DNA mitocondrial. O DNA mitocondrial (mtDNA) é suscetível ao dano pelo mesmo processo responsável pelo dano ao DNA nuclear. As ROSs são uma fonte especialmente importante de dano, dada a proximidade do mtDNA aos intermediários reativos produzidos pela fosforilação oxidativa/transporte de elétrons da cadeia respiratória. Embora os tipos de mutação do mDNA sejam similares aos do DNA nuclear, os aspectos únicos da genética mitocondrial resultam em um padrão inteiramente diferente de correlações de fenótipo-genótipo.


III. REPARO DE DNA. O reparo do DNA apenas raramente ocorre por meio de reversão química simples do dano; usualmente impõe a excisão do DNA alterado seguida por nova síntese. Entretanto, é importante enfatizar que muitas alterações do DNA, incluindo inserções, deleções, duplicações, inversões e translocações, não são alvo das vias de reparo do DNA e são, portanto, altamente mutagênicas.


A. Reparo direto. As células humanas produzem pouquíssimas enzimas capazes de reverter diretamente um dano ao DNA. Uma dessas enzimas é a O6-alquiguanina DNA alquiltransferase produzida pelo gene O6-metilguanina metiltransferase (MGMT). Ela remove o grupo de metila não ativo mutagênico, que ocorre naturalmente, da O6-metilguanina, restaurando a base para guanina. Essa reação de desalquilação é significativa porque a base alterada forma, incorretamente, um par com a tiamina e, por isso, é altamente mutagênica. Mais recentemente foi descoberto um conjunto de enzimas que catalisam a desmetilação da 1-metiladenina e da 3-meticitosina.


B. Reparo de excisão de base. Uma das principais fontes de dano ao DNA inclui as pequenas alterações químicas. O reparo de excisão de base (BER) é responsável pelo reparo de bases oxidadas e de bases alquiladas, além de ser responsável, também, pela correção de episódios espontâneos de despurinação, de quebras de filamento único e de algumas bases mal combinadas. Embora essas lesões geralmente não impeçam a transcrição da replicação do DNA, elas estão especialmente predispostas a produzir mutações e o BER tem papel crucial na manutenção da integridade do genoma.


C. Reparo de excisão de nucleotídeo. Esta é a via de reparo de DNA mais versátil, naquala porção danificada ou incorreta de um filamento de DNA é excisada e a lacuna resultante é preenchida por replicação de reparo usando o filamento complementar como gabarito. As lesões reparadas por reparo de excisão de nucleotídeo (NER) servem, tipicamente, como inibidores estruturais à transcrição e replicação em razão da distorção da conformação helicoidal posterior à interferência do pareamento normal de base.


D. Reparo acoplado à transcrição. NER e BER são ineficazes no reparo de dano ao filamento de DNA transcrito dos loci ativamente expressos após o adiamento da polimerase II do RNA no sítio do dano e, estericamente, impedindo o reparo. Uma vez que a polimerase adiada do RNA inativa, efetivamente, o gene, independente de o dano ao DNA causar ou não uma mutação que afete a função desse gene, o reparo acoplado à transcrição não só corrige o dano ao DNA como também restaura a expressão do gene.


E. Reparo de má combinação. O sistema de reparo de má combinação (MMR) corrige nucleotídeos mal combinados por polimerases de DNA dentro de um filamento de DNA pareado complementar diferente. Esse mecanismo de reparo também pode excisar pequenas alças de inserção/deleção de DNA de filamento único que resultam do deslizamento da polimerase durante a replicação de sequências repetitivas ou que surgem durante a recombinação. A importância desse mecanismo de reparo em manter a estabilidade genética é ilustrada pela observação de que sua ausência resulta em taxas de mutação até 1.000 vezes mais altas que o normal, com tendência especial para erros dentro das repetições curtas seguidas ou de estiramentos homopoliméricos.


F. Síntese translesão. As polimerases primariamente responsáveis por replicação de DNA nuclear são obstruídas quando encontram uma base quimicamente alterada. A síntese translesão é um processo de tolerância do dano ao DNA que ocorre nas vizinhanças da lesão do DNA que prossegue via reposição da polimerase convencional por uma ou por várias polimerases especializadas que possuem a habilidade de replicar um DNA danificado. Esse processo funciona para replicar efetivamente gabaritos de DNA nuclear danificados apesar da quase ilimitada diversidade das lesões de DNA. Entretanto, as polimerases da síntese translesão exibem replicação de baixa fidelidade de gabaritos não danificados, falta de uma função de revisão de provas e apresentam propriedades flexíveis de pareamento de bases. Por isso, a capacidade de replicar um DNA danificado por meio desse mecanismo vem em detrimento de uma taxa elevada de erro.


G. Reparo de recombinação. As quebras não reparadas de filamentos duplos (DSBs) são episódios altamente rompedores que interferem com a segregação apropriada do cromossomo durante a divisão celular e, com frequência, induzem várias aberrações cromossômicas, incluindo aneuploidia, deleções e translocações cromossômicas. Os dois mecanismos de DSBs principais são a recombinação homóloga e a junção de terminações não homólogas. Ambos iniciam uma cascata de reações de cinase que não só recrutam fatores de reparo para o sítio da quebra, como também retardam ou terminam o ciclo celular por meio do controle do ponto de verificação do dano ao DNA. O mecanismo exato do reparo de ligação cruzada nas células humanas permanece desconhecido.


H. Reparo defeituoso do dano ao DNA. Alguns dos exemplos mais impressionantes das síndromes de câncer hereditário se devem a mutações que afetam genes envolvidos em reparo de DNA, o que enfatiza o papel fundamental das vias de reparo em oncogênese.


1. BER defeituoso. A evidência mais direta de ligação do papel do BER no câncer vem das mutações da linhagem germinativa no gene MYH, que produzem uma glicosilase responsável por remover adenina mal pareada com a 8-oxoguanina ou guanina. As mutações levam à herança recessiva de adenomas colorretais múltiplos.


2. NER defeituoso. Pelo menos quatro síndromes relacionadas com a fotossensibilidade foram atribuídas a erros inatos em NER, incluindo o xeroderma pigmentoso autossômico recessivo, a tricotiodistrofia do transtorno do cabelo quebradiço, a síndrome da sensibilidade ao UV (UVSS) e um transtorno clínico que combina aspectos tanto do xeroderma pigmentoso quanto da síndrome de Cockayne.


3. Reparo defeituoso acoplado à transcrição. Defeitos inatos em reparo acoplado à transcrição estão associados à síndrome de Cockayne.


4. MMR defeituoso. O MMR defeituoso facilita a transformação maligna por meio da produção de mutações em genes que abrigam microssatélites em suas regiões de codificação, algumas das quais têm papel crítico na regulação do crescimento e da apoptose celular (p. ex., gene TGFBR2, que codifica o receptor II do fator β de crescimento transformador e o gene BAX, que codifica uma proteína pró-apoptótica). Os defeitos nos genes MMR são responsáveis pelo carcinoma colorretal hereditário sem polipose (HNPCC), entretanto, é importante reconhecer que, embora a instabilidade dos microssatélites possa ser demonstrada em várias malignidades, na maioria dos casos o fenótipo se deve mais a mutações somáticas que a mutações da linha germinativa nos loci de MMR.


5. Síntese translesão defeituosa. A replicação defeituosa do DNA danificado causada por mutações hereditárias em uma das polimerases de translesão é responsável pela variante do xeroderma pigmentoso.


6. Reparo defeituoso de ligação cruzada e de quebra de filamento duplo. As doenças associadas ao reparo prejudicado da quebra de filamento duplo por recombinação homóloga incluem: telangiectasia ataxia, transtorno semelhante à telangiectasia ataxia, síndrome de quebras de Nijmegen, anemia de Fanconi, s ndrome do câncer familiar de mama-ovário, síndrome de Werner, síndrome de Bloom e síndrome de Rothmund-Thomson. Os aspectos clínicos proeminentes compartilhados por essas doenças incluem: radiossensibilidade, instabilidade genômica, susceptibilidade ao câncer e imunodeficiência.


IV. VÍRUS. Vários vírus de RNA e de DNA estão associados ao desenvolvimento de malignidades.


A. Vírus de RNA. Os três vírus de RNA associados a malignidades incluem dois retrovírus, o vírus T linfotrópico humano (HTLV-1) e o vírus da imunodeficiência humana (HIV), e o vírus flavivírus da hepatite C (HCV).


1. Retrovírus. Em geral, os retrovírus oncogênicos podem ser classificados em dois grupos principais com base nos mecanismos causadores de doença. Os retrovírus de transformação aguda são, geralmente, de replicação defeituosa e causam indução rápida de tumores, porque carregam oncogenes virais. Por outro lado, os retrovírus não agudos (dos quais o HTLV-1 é um exemplo) são competentes na replicação e não carregam oncogenes, mas exercem seus efeitos oncogênicos por se integrarem em ou serem adjacentes a um proto-oncogene celular. Os retrovírus que causam imunodeficiência (dos quais o HIV é um exemplo) aparentemente promovem a oncogênese apenas indiretamente, mais provavelmente como consequência da imunossupressão associada à infecção.


2. Flavivírus. A infecção por HCV, por si só, não é suficiente para dar origem ao carcinoma hepatocellular (HCC) e acredita-se que oncogênese se desenvolva como resultado do giro celular aumentado causado pela necrose de longa data e regeneração de hepatócitos, fibrose e inflamação associadas à infecção.


B. Vírus de DNA. Os vírus de DNA de várias famílias diferentes possuem propriedades oncogênicas.


1. Hepadnavírus. O vírus da hepatite B (HBV) codifica um gene (conhecido como X) que está envolvido em ativação de transcrição e transdução de sinal e foi implicado como contribuinte direto à tumorigênese. Além disso, o vírus pode contribuir para a oncogênese por meio da mutagênese de inserção direta. Entretanto, o HBV promove primária e indiretamente a carcinogênese hepatocelular, ocorrendo, mais provavelmente, por meio do giro celular aumentado por necrose de longa data e regeneração de hepatócitos, fibrose e inflamação associadas à infecção.


2. Herpes-vírus


a. O vírus de Epstein-Barr (EBV) está associado à oncogênese de malignidades linfoides (incluindo linfoma de Burkitt e o linfoma de Hodgkin clássico), câncer gástrico e carcinoma nasofaríngeo. O genoma viral codifica mais de 100 genes (incluindo vários que desempenham papel direto na transformação celular) e numerosos micro-RNAs (miRNA).


b. O herpes-vírus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV), também conhecido como vírus-8 do herpes humano (HHV-8), está associado ao desenvolvimento do sarcoma de Kaposi, ao linfoma de efusão primária e à doença multicêntrica de Castleman. O KSHV codifica muitos genes relacionados com o desenvolvimento de tumor, incluindo ciclinas, inibidores de apoptose e citocinas, todos eles candidatos a contribu rem para a oncogênese viral.


3. Papilomavírus. O papilomavírus humano (HPV) está associado ao câncer do colo do útero, a outros cânceres anogenitais e a um subconjunto de carcinomas de células escamosas da cabeça e do pescoço, particularmente aos da orofaringe. Os sorotipos de alto risco associados ao câncer (mais frequentemente: HPV-16 e HPV-18) abrigam dois genes de transformação principais, E6 e E7. A proteína E6 inativa p53, e a proteína E7 interage com o produto do gene do retinoblastoma (RB1). Entretanto, as proteínas E6 e E7, por si só, são insuficientes para a carcinogênese. O desenvolvimento de um fenótipo celular totalmente transformado exige alterações em várias vias celulares. Ainda não está esclarecido por que somente um subconjunto de pacientes infectados por sorotipos de HPV de alto risco acaba desenvolvendo a doença maligna.


4. Poliomavírus. A malignidade mais recentemente descrita e associada a um vírus é o carcinoma das células de Merkel, causado pelo poliomavírus das células de Merkel (MCPyV). Esse câncer de pele neuroendócrino raro, mas altamente agressivo, surge em pacientes idosos, imunossuprimidos e imunodeficientes. O MCPyV se integra ao genoma do hospedeiro e pode mediar a oncogênese por meio da inativação do pRB supressor do tumor.


V. GENES INDIVIDUAIS QUE SÃO ALVOS DE MUTAÇÕES ONCOGÊNICAS. De acordo com o modelo de clonagem de carcinogênese, um tumor maligno surge a partir de uma única célula. Essa célula fundadora adquire mutação inicial que fornece uma vantagem de crescimento seletivo à sua progênie e, a partir dessa sua população expandida, outra célula única adquire uma segunda mutação que fornece vantagem de crescimento adicional, e assim por diante, até a emergência de um tumor maligno totalmente transformado. Os genes supressores de tumor e os oncogenes são, com frequência, alvos de mutação nesse processo de múltiplos passos de evolução tumoral.


A. Genes supressores de tumor. As funções celulares normais dos produtos dos genes supressores de tumor são altamente diversificadas, incluindo a regulação do ciclo celular, a diferenciação celular, apoptose e manutenção da integridade genômica. Vários genes supressores de tumor já foram identificados e numerosos candidatos em potencial já foram descritos. Muitos desses genes foram identificados porque sofrem as mutações na linha germinativa das pessoas afetadas por síndromes de câncer; apesar disso, para a vasta maioria dos genes supressores de tumor, as mutações somáticas desempenham papel muito mais significativo no desenvolvimento do câncer que as mutações na linha germinativa. Os genes supressores de tumor foram amplamente separados em duas classes: sentinelas (gatekeepers)ezeladores(caretakers).


1. Sentinelas. Este grupo regula diretamente o crescimento celular, inibindo a proliferação das células ou promovendo apoptose; os exemplos familiares incluem os produtos dos genes RB1, TP53, APC, NF1, NF2, WT1, MEN1 e VHL. Uma vez que as funções das proteínas codificadas por genes sentinela são limitadoras das taxas para crescimento de tumor, o desenvolvimento tumoral só ocorre quando ambas as cópias do gene são inativadas. Os indivíduos com síndrome de susceptibilidade autossômica dominante ao câncer herdam apenas uma cópia danificada e, por isso, precisam somente de uma mutação somática para inativar o alelo do tipo selvagem remanescente e iniciar a formação de um tumor. Entretanto, as mutações de inativação de ambos os alelos de um gene sentinela ainda são insuficientes para a aquisição de um fenótipo maligno totalmente transformado. Os sentinelas variam com o tipo de tecido e, assim, a inativação na linha germinativa de um gene sentinela em particular leva a formas somente específicas de predisposição ao câncer.


2. Zeladores. Esses genes são responsáveis pelo reparo do DNA e pela manutenção do genoma; portanto, quando inativados por mutações, esses genes facilitam indiretamente a oncogênese ao promoverem aumento na taxa de mutações. Os genes que codificam proteínas envolvidas em reparo de DNA são os exemplos clássicos de zeladores incluindo os genes MSH2, MLH1, PMS1, ATM, XPA até XPG e FANCAaté FNACL.


B. Oncogenes. Os contrapares celulares em funcionamento normal, chamados de proto-oncogenes, são reguladores importantes de muitos aspectos da fisiologia da célula, incluindo crescimento e diferenciação celular. Mais de 75 proto-oncogenes já foram identificados e seus produtos incluem: citocinas extracelulares e fatores de crescimento (p. ex., int-1 e int-2), receptores do fator de crescimento transmembranoso (p. ex., c-erb2/EGFR HER2/neu, src, c-abl, c-ret, H-ras, K-ras e N-ras), cinases citoplasmáticas (p. ex., BRAF) e proteínas nucleares envolvidas no controle de replicação do DNA (p. ex., c-myc, N-myc, L-myc, c-myb).


Os oncogenes representam formas que sofreram mutações de proto-oncogenes resultando em transformação neoplástica. Apesar de sua variedade, os oncogenes podem ser separados em dois grandes grupos gerais com base no mecanismo de sua ação. Um grupo induz a proliferação celular contínua ou desregulada pela inativação de sinais de inibição de crescimento ou por ativação de genes de promoção de crescimento, fatores de crescimento, receptores, vias de sinalização intracelular ou oncoproteínas nucleares. O outro grupo imortaliza as células ao resgatá-las do envelhecimento e da apoptose. Aevidência acumulada de malignidades humanas e de modelos animais transgênicos indica que a mutação de um único oncogene é insuficiente para a aquisição de um fenótipo maligno totalmente transformado.


Apenas algumas síndromes de câncer hereditário se devem a mutações na linha germinativa em oncogenes. Em vez disso, a maioria das mutações de oncogenes é somática e, por isso, associada a malignidades esporádicas. Para muitos tipos de tumor, o oncogene envolvido e o tipo de mutação são característicos.


VI. VIAS INTRACELULARES QUE SÃO ALVOS DE MUTAÇÕES ONCOGÊNICAS


A. Transdução de sinal. No contexto da oncologia, as vias importantes de transdução de sinal são aquelas que regulam a proliferação, diferenciação e morte celular, frequentemente por meio da regulação da transcrição genética. As vias de transdução de sinal evoluíram para responder à enorme variedade de estímulos e estão substancialmente interligadas para permitir a regulação dinâmica da potência, duração e ritmo das respostas celulares. Muitos dos genes envolvidos em transdução de sinal são classificados como genes e oncogenes supressores de tumor.


1. Ligandos. Os vários tipos de ligandos incluem: proteínas (solúveis, de ligação celular e matriz), aminoácidos individuais, lipídios, gases e nucleotídeos solúveis e polimerizados.


2. Receptores. Exemplos de receptores de superfície das células incluem tirosinas cinases receptoras, serinas cinases e fosfatases; membros da família Notch e receptores acoplados da proteína G. Afamília guanilato ciclase de receptores fornece um exemplo de receptores relacionados que podem ser ligados a ou solúveis de membrana. Os fatores de transcrição que ligam glicocorticoides, tiroxina e vitamina D são exemplos de receptores localizados no núcleo.


3. Propagação de sinal. Muitas interações ligando-receptor transmitem sinais através de segundos mensageiros de moléculas pequenas, que então aderem sem covalência a alvos de proteína e afetam as funções proteicas. Os exemplos desses segundos mensageiros de moléculas pequenas incluem: adenosina monofosfato cíclico (cAMP), fosfolipases (que geram inositol trifosfato e diacilglicerol), Ca2+e eicosanoides.


B. Regulação do ciclo celular. Aproliferação celular é rigorosamente regulada para preservar a função e a integridade durante todo o desenvolvimento e a vida adulta da célula.Muitas vias de transdução de sinal regulam, especificamente, proteínas pró-mitogênicas e antimitogênicas que controlam o ciclo celular, incluindo as ciclinas dos tipos A, B, D e E, cinases dependentes de ciclinas (CDKs) e o complexo SCF (contendo as proteínas skp, culina e F-box (SCF) e complexo promotor de anáfase ou as famílias de ciclossomos (APC/C) de ligases proteína-ubiquitina. Não é surpresa que muitos dos genes envolvidos na regulação do ciclo celular geralmente sofram mutações ou mostrem um padrão alterado de expressão em várias malignidades humanas.


C. Pontos de verificação do ciclo celular. A progressão pelo ciclo celular antes do reparo de dano ao DNA é potencialmente perigosa; portanto, vários pontos de verificação desse ciclo são empregados para permitir o reparo adequado do DNA danificado. Esses pontos de verificação de dano ao DNA ocorrem antes da entrada da fase S, durante a fase S e antes da entrada da fase M. Pontos de verificação adicionais do ciclo celular incluem um ponto de verificação de replicação (que assegura que a replicação do DNA esteja completa antes do início da fase M), um ponto de verificação da integridade fusiforme (que assegura que a divisão dos cromossomos ocorra antes do início da anáfase durante a mitose) e um ponto de verificação de restrição (que bloqueia a progressão do ciclo celular na fase G1 média na falta de fatores de crescimento essenciais ou de nutrientes). Aperda de função de um ou mais desses pontos de verificação é um aspecto característico de muitas malignidades.


D. Apoptose. As vias de transdução de sinal controlam não só a proliferação, mas também a morte programada das células. A apoptose é uma via genética para matar com rapidez e eficiência as células desnecessárias ou danificadas, que podem ser separadas em duas vias de sinalização distintas, mas não mutuamente exclusivas, conhecidas como apoptose extrínseca e intrínseca. A apoptose extrínseca é impulsionada pela ativação induzida por ligando das proteínas da membrana do plasma da família do receptor da morte, como CD95/FASeo fator-α 1 da necrose tumoral. A provocação dessa via leva à ativação descendente (dowstream) de caspases proteolíticas (efetores finais da via apoptótica). Vários inibidores celulares de proteínas da apoptose (IAPs) incluindo cIAP1, cIAP2 e XIAP, são capazes de inibir a apoptose como resultado de sua habilidade de interferir na ativação da caspase. A apoptose intrínseca (também conhecida como apoptose mitocondrial) é regulada pela integridade da estrutura e da função mitocondriais. Se os sinais pró-apoptóticos são predominantes, as membranas mitocondriais se tornam permeáveis e liberam proteínas como citocromo C, endonuclease G, Smac/DIABLO e HTRA2, que levam à ativação de caspases. Em ambas as vias, o controle da apoptose é obtido por meio da regulação das proteínas pró-apoptóticas BAX e BAK e das proteínas antiapoptóticas BCL-2, BCL-XL e MCL-1.


Não é surpresa a existência de linhas cruzadas entre as vias de proliferação celular e de apoptose, frequentemente focalizadas em vários pontos de verificação do ciclo celular. Mutações ou alterações no nível de expressão de proteínas pró- e antiapoptóticas são características de muitas malignidades humanas.


E. Metabolismo de telômeros. O telômero é o complexo de nucleoproteínas presente na extremidade final de cada cromátide e que funciona para proteger o cromossomo. A enzima telomerase cataliza a reação peculiar pela qual as séries longas de repetições em tandem TTAGGG são sintetizadas. A atividade da telomerase é rigidamente controlada, embora os detalhes dos diferentes mecanismos reguladores não estejam completamente compreendidos. Disfunções da manutenção da telomerase desempenham papel importante na tumorigênese, assim como na instabilidade genômica, já que os cromossomos sem telômero são instáveis e tendem a se fundir com outros cromossomos quebrados, sofrem recombinação e se tornam degradados.


VII. VIAS EXTRACELULARES QUE SÃO ALVOS DE MUTAÇÕES ONCOGÊNICAS


A. Angiogênese. O crescimento de um tumor exige o desenvolvimento de um suprimento sanguíneo adequado conhecido como angiogênese. Dois tipos de angiogênese já foram descritos. A angiogênese emergente ocorre pela ramificação de novos capilares a partir dos capilares preexistentes, um processo que inclui a degradação da membrana de base, a migração de células endoteliais na direção do estímulo angiogênico, proliferação de células endoteliais e formação de tubos capilares. A angiogênese não emergente endotelial ocorre pela proliferação de células endoteliais dentro dos vasos preexistentes, com dilatação, divisão oufusão subsequente do lúmen. Já foi calculado que qualquer aumento no tamanho de um tumor além do diâmetro de 0,5 mm exige angiogênese.


A angiogênese exige indução ou expressão elevada de um ou mais fatores de crescimento pró-angiogênicos coincidindo com a regulação descendente com um ou mais inibidores endógenos dentro do ambiente do tecido local. Os fatores pró-angiogênicos e antiangiogênicos são produzidos por células tumorais, células inflamatórias e células de tecido normal adjacentes, e seus níveis são regulados por estímulos interdependentes como hipóxia de tecidos (mediada pela via do fator-1 de indução de hipoxia [HIF-1]), pH do tecido e fatores solúveis de crescimento. As moléculas pró-angiogênicas aderem a receptores específicos nas células endoteliais, nas células de músculos lisos e em pericitos e incluem membros da família do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), membros da família da angiopoietina (Ang), membros da família do fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e várias quimiocinas. Os inibidores endógenos da angiogênese incluem glicoproteínas da matriz extracelular(p. ex., trombospondina-1 (TSP-1), endostatina, tumestatina, canestatina), membros da família da cascata coágulo/coagulação (p. ex., angiostatina) e vasostatina (a qual é um fragmento da calreticulina). Outro regulador recentemente descrito é a via de sinalização de DLL4 do receptor Notch, um sistema que media a angiogênese embrionária, mas parece funcionar como inibidor da angiogênese de tumores em adultos.


B. Invasão e metástase. Metástase é a disseminação de um câncer do órgão de origem (sítio primário) para tecidos distantes e consiste em uma série de passos inter-relacionados conhecidos como cascata metastática. Essa cascata inclui o descolamento de uma célula do tumor (ou células) a partir das células circundantes; migração através do estroma e da membrana de base para o interior do lúmen de um vaso capilar, vênula ou linfático; sobrevivência intravascular; parada no leito capilar com aderência subsequente à parede; extravasamento para tecido adjacente e proliferação com angiogênese associada e evasão das defesas do hospedeiro. Essa cascata depende de numerosas alterações nas células do tumor, incluindo motilidade, migração celular, expressão de protease e expressão do fator de crescimento autócrino e parácrino.


1. Motilidade celular. Vários estímulos aumentam a motilidade celular, incluindo moléculas secretadas pelo tumor, fatores derivados do microambiente do tecido local e fatores de crescimento. As moléculas secretadas pelo tumor geralmente funcionam em alças autócrinas.


2. Migração celular. Um processo importante para a migração celular inclui aderência diminuída à superfície celular para produção de um padrão alterado de interação das células tumorais com a matriz intercelular e as células não neoplásticas. As moléculas de adesão importantes incluem membros da família da caderina, membros da superfamília Ig (especialmente VCAM-1 e NCAM) e integrinas.


3. Proteases. As células do tumor precisam produzir várias proteases exigidas para mediar as alterações celulares necessárias à migração através das barreiras da matriz extracelular e do tecido conectivo. O grupo de proteases que tem sido estudado mais extensivamente é o das metaloproteínas da matriz (MMPs), que são inibidas por inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMPs).


4. Fatores de crescimento autócrinos e parácrinos. Os fatores de crescimento produzidos por células transformadas, assim como células não neoplásticas são necessários para muitos passos na cascata metastática. O papel das células não neoplásticas no microambiente do tecido local está, cada vez mais, sendo reconhecido como fonte significativa de vários fatores de crescimento.


VIII. REGULADORES EPIGENETICOS. Os processos epigenéticos não só são importantes durante o desenvolvimento, mas também estão envolvidos na manutenção de padrões específicos ao tecido de expressão de genes em células diferenciadas. Quase todos os cânceres humanos contêm anormalidades epigenéticas substanciais que cooperam com as lesões genéticas para gerar um fenótipo transformado. As alterações epigenéticas tendem a surgir cedo na carcinogênese, frequentemente antes das mutações somáticas, e permitem a orquestração de vias de ativação e silenciosas.


A. Metilação de DNA. A adição de grupos de metila a resíduos de citosina de nucleotídeos CpG, para formar 5-metilcitosina, é catalizada por metiltransferases de DNA (DNMTs). Geralmente, a metilação ocorre dentro das regiões ricas em CpG (conhecidas como ilhas de CpG) que são, com frequência, distribuídas nos sítios de início de transcrição (TSS) de regiões reguladoras (ou seja, regiões de promotores/reforçadores) de genes. Nessas regiões a metilação aumentada, com frequência (mas nem sempre), leva ao silêncio epigenético, como ocorre, usualmente, nos genes supressores de tumor. Defeitos adicionais de expressão de genes ligados a alterações nos padrões de metilação do DNA envolvem a família das proteínas Tet de dioxigenase de metilcitosina (TET-1, TET-2 e TET-3) e os genes de desidrogenase de isocitratos (IDH1 e IDH2). Deve-se notar que a hipometilação causada por mutações em genes responsáveis pela metilação do DNA também foi sugerida como tendo papel importante em vários tipos de câncer.


B. Modificadores de cromatina. A remodelação ativa da cromatina é essencial ao desenvolvimento e manutenção de funções fisiológicas normais, mas torna-se patologicamente alterada no câncer, levando a aberrações mitoticamente hereditárias disseminadas na expressão genética que são características da oncogênese. Os modificadores de cromatina incluem proteínas que transferem ou removem modificações de acetila ou de metila de caudas de histonas, alteram a posição dos nucleossomos ao longo do DNA, removem nucleossomos de todo o DNA ou mudam a composição de histona dos nucleossomos em regiões específicas do genoma. Outras proteínas, conhecidas como leitoras, interpretam essas modificações e alteram ainda mais a estrutura local da cromatina para ou estimular ou reprimir a expressão genética.


C. Interferência do RNA. Várias classes de moléculas de RNA de filamento duplo ou simples também desempenham papel importante na regulação da expressão genética, incluindo RNA de interferência curta (siRNA), micro-RNA (miRNA), RNA modulador pequeno (smRNA) e RNA longo de não codificação (IncRNA). Conhecido também como RNA de interferência (RNAi), o controle da expressão de gene mediado pelo RNA é anormal em muitas malignidades.


IX. GENOMA DO CÂNCER E MEDICINA PERSONALIZADA. Uma vez que o câncer é, essencialmente, uma doença genética causada pelo acúmulo de alterações moleculares no genoma das células somáticas, os avanços no conhecimento dessas alterações e a tecnologia para detectá-las estão transformando o campo da oncologia. Novos paradigmas estão emergindo, incluindo um desvio na taxonomia do tumor da base histológica para a base genética, o desenvolvimento de drogas que visam alterações moleculares específicas, os tratamentos individualizados focados em pacientes compatíveis com a terapia-alvo para seus tumores e o uso de alterações genéticas específicas como os biomarcadores altamente sensíveis para o monitoramento da doença.


A. Sequenciamento de última geração. Na última década, várias plataformas de sequenciamento de última geração (NGS) foram desenvolvidas e permitem o sequenciamento de DNA de alto rendimento de grandes conjuntos de genes, exomes inteiros ou até mesmo exomes inteiros de amostras de tecido a um custo razoável e em curto período de resposta. Esses métodos NGS fornecem várias vantagens sobre os métodos de sequenciamento de Sanger, incluindo sensibilidade aumentada e detecção simultânea de numerosos tipos de alterações de DNA(variantes de nucleotídeos únicos, alterações do número de cópias, inserções e dele-ções e rearranjos estruturais). Entretanto, as abordagens NGS exigem métodos analíticos de bioinformática muito sofisticados, uma vez que montar centenas de milhões de sequências curtas e mapeá-las para um genoma de referência é um processo complicado. Com a chamada cobertura de sequência profunda, a validação cuidadosa e as linhas bioinformáticas altamente especializadas, muitos grupos demonstraram que a NGS pode ser usada para guiar o cuidado rotineiro de pacientes com câncer.


B. Mutações “Passenger”(passageiro) e “Driver” (motorista). À época do diagnóstico, o câncer é composto de bilhões de células carregando ampla sequência de alterações de DNA. Algumas dessas alterações adquiridas têm papel funcional na proliferação maligna (“drivers”), mas muitas não têm papel funcional na tumorigênese (“passengers”).


Está ficando cada vez mais claro que apenas uma fração mínima de alterações genéticas são, provavelmente, responsáveis pela proliferação maligna e evolução do câncer ao fornecerem às células uma vantagem seletiva sobre suas vizinhas. Entretanto, em muitos casos, as mutações passageiro e motorista ocorrem em frequências similares e a classificação apropriada continua a ser um desafio em genética de câncer. As abordagens para distinguir motoristas de passageiros incluem a identificação de mutações recorrentes dentro de um aminoácido específico oude aminoácidos adjacentes emuma região pequena de uma proteína, ouem resíduos conservados em estado de evolução.


C. Tratamento de otimização. Muitos estudos em larga escala, como o The Cancer Genome Project (TCGA) e o International Cancer Genome Consortium (ICGC) identificaram novos genes como alvos terapêuticos em potencial em vários tipos de câncer. Embora esses estudos tenham demonstrado que o repertório de mutações oncogênicas em vários tipos de câncer é extremamente heterogêneo, eles tornaram possível definir subtipos de tumor clinicamente relevantes que podem ser mais bem tratados com terapias ajustadas às mutações específicas subjacentes.
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I. PAPEL DO DIAGNÓSTICO MOLECULAR. A aplicação clínica de conhecimentos derivados de estudos de pesquisa genética tem se tornado cada vez mais importante nos cuidados com pacientes. A análise molecular é útil para diagnóstico, prognóstico ou para a resposta esperada de várias opções de tratamento, para monitorar a doença residual mínima (eficácia do tratamento), identificar a predisposição à doença e para a detecção de metas terapêuticas em terapia específica do gene. Os métodos clínicos de diagnóstico molecular têm sido integrados em muitas disciplinas de laboratório (Tabela 2-1) e diretrizes e recomendações publicadas tanto por sociedades profissionais quanto por agências reguladoras têm sido desenvolvidas para ajudar no desenvolvimento e desempenho da verificação clínica da patologia molecular.


Averificação molecular tem sido praticada há várias décadas na patologia cirúrgica na forma da imuno-histoquímica, em que os anticorpos são usados para detectar e quantificar a expressão de proteínas específicas de importância diagnóstica, prognóstica ou terapêutica. Entretanto, no uso comum corrente, diagnóstico molecular diz respeito à análise de alterações em ácidos nucleicos, seja DNA ou RNA, e implica, mais frequentemente, na verificação de mutação direta. Os protocolos de verificação genética podem ser designados para detectar variações de DNA que podem ser herdadas ou, como geralmente é o caso em doenças neoplásticas, variações de DNA somáticas ou adquiridas limitadas a células anormais.


Na interface dos transtornos genéticos e mutações adquiridas em cânceres esporádicos estão as síndromes de câncer familiar. Essas síndromes são transtornos herdados que colocam pacientes em risco aumentado para tipos especiais de tumores. Os tumores resultantes de uma síndrome de predisposição diferem de suas contrapartes esporádicas em vários aspectos: manifestação em idade precoce, tumores bilaterais ou multifocais, ocorrência em vários membros da família e ocorrência em mais de uma geração de uma família. Os portadores desse risco aumentado herdam uma predisposição genética para a formação de tumor como trato dominante autossômico; esse fator de risco é uma mutação da linhagem germinativa específica do gene que pode ser triada para um DNA isolado dos linfócitos em circulação (ou de outro tecido não de tumor) de indivíduos afetados em vez de tecido de tumor. A caracterização dos genes específicos subjacentes às síndromes de câncer familiar forneceu conhecimentos importantes sobre a natureza de muitos genes e oncogenes supressores de tumor. Muitos exemplos de genes que conferem predisposição hereditária ao câncer foram descritos e incluem: RB1 (retinoblastoma, osteossarcoma, leucemia e linfoma); TP53 (síndrome de Li-Fraumeni, sarcomas ósseos e de partes moles, câncer de mama, leucemia e tumores cerebrais); BRCA1 e BRCA2 (cânceres de mama, de ovário, de cólon e de próstata); APC (adenomatose poliposa familial, carcinoma e osteomas do cólon); MSH2, MLH1 e MSH6 (câncer colorretal hereditário sem polipose/síndrome de Lynch; cânceres do cólon, do endométrio, do ovário e do estômago); RET(neoplasia endócrina múltipla tipo 2 e câncer de tireoide medular familiar, carcinoma medular da tireoide e feocromocitoma); VHL (doença de Von Hippel-Lindau; carcinoma e feocromocitoma); NF1 (neurofibromatose, neurofibroma e gliomas ópticos) e muitos outros. Notadamente, um subconjunto de tumores esporádicos também carrega mutações nesses genes.


A. Amostras. As exigências de amostras são ditadas pelo tipo de doença e tipo de teste (analítico e metodologia). A verificação para doença constitucional pode, geralmente, ser realizada em qualquer tecido, enquanto a verificação para mutações adquiridas exige submissão do tecido afetado. Já que a maioria, mas nem todas, das técnicas diagnósticas moleculares são, atualmente, baseadas em amplificação da reação da cadeia da polimerase (PCR), a quantidade de tecido exigida é relativamente pequena, e muitas amostras de patologia de rotina podem ser analisadas efetivamente.


Independentemente do tipo de amostra, dois aspectos gerais da amostra de tecido influenciam os ensaios de patologia molecular. Primeiro, deve haver quantidade suficiente da célula-alvo específica e, portanto, DNA ou RNA-alvo na amostra. Se a verificação envolver um tumor clonal misturado com células normais, ou uma amostra de tecido heterogênea com muitos padrões diferentes de expressão genética, um limiar de detecção precisará ser definido. Segundo, uma vez que o tamanho das moléculas de ácido nucleico após o isolamento do tecido pode afetar dramaticamente a sensibilidade da detecção de alterações específicas, a degradação (seja por causa de forças enzimáticas, de calor, de pH oumecânicas) pode reduzir a adequabilidade da amostra para verificação.
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1. Tipos de tecido. Sangue periférico, medula óssea, biópsias de tecido sólido e populações celulares enriquecidas (p. ex., de citometria de fluxo) são todos substratos adequados para análise molecular. Eles deverão ser colhidos e transportados para o laboratório de patologia molecular usando técnicas assépticas. O transporte em gelo reduz alise celular, minimiza a atividade nuclear e reduz a degradação do ácido nucleico. As amostras são armazenadas a 4°Capós o recebimento no laboratório.


2. Qualidade do tecido. O manuseio apropriado da amostra maximiza os limites de detecção. Amostras hematológicas (sangue periférico, medula óssea) deverão ser colhidas na presença de um anticoagulante, preferivelmente o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou ácido citrato dextrose (ACD). A anticoagulação com heparina não é recomendada, pois a transferência de heparina após o isolamento do ácido nucléico pode inibir as etapas subsequentes da PCR. O congelamento de amostras de tecidos sólidos após a excisão também resulta em boa conservação dos ácidos nucleicos. Entretanto, o sangue total ou a medula óssea apresentam obstáculos diferentes à preparação de ácido nucleico de boa qualidade e deverão ser evitados.


O tecido fixado em formalina ou embebido em parafina é adequado para muitos testes diagnósticos moleculares. O tecido fixo tem várias vantagens, duas das quais são que a fixação inibe, substancialmente, a degradação do ácido nucleico e que as amostras fixas podem ser facilmente armazenadas e transportadas. Entretanto, uma limitação significativa do tecido fixo é o fato de que a qualidade dos ácidos nucleicos extrados é extremamente variá-vel porque todos os fixadores, incluindo a formalina, degradam quimicamente esses ácidos para uma extensão maior ou menor.


As amostras enviadas para verificação citogenética exigem técnicas de manuseio especiais para preservar a viabilidade das células. As amostras deverão ser transportadas para o laboratório de citogenética o mais rápido poss vel e deverão ser retiradas em tubos de coleta com heparina sódica no caso de amostras hematológicas. Os tecidos sólidos podem ser transportados em meios de cultura celular. As amostras citogenéticas nunca deverão ser congeladas, mas manuseadas à temperatura ambiente durante períodos de tempo curtos ou com compressa fria.


3. Quantidade de tecido. As exigências mínimas para a amostra são determinadas pela metodologia do ensaio e a extensão do envolvimento da célula-alvo no tecido submetido à análise. A hibridização genômica Southern blot exige, aproximadamente, 5 μg de DNA (aproximadamente 106 células) por digestão enzimática para detecção de uma única cópia de DNA-alvos genômicos; os sinais de hibridização para detectar fragmentos de DNA de peso molecular mais baixo (menos de 1 de extensão) podem exigir mais DNA. A amplificação da PCR reduziu, significativamente, as exigências de DNA e, geralmente só 20 a 200 ng de DNA (cerca de 103 a 104 células) são necessários por reação para muitas aplicações, embora a PCR de complexidade múltipla possa exigir DNA adicional para representar, igualmente, todos os alvos. A sensibilidade da PCR para detecção de algumas moléculas-alvo em um histórico significativo de moléculas inalteradas de DNA (1 em 105)é um dos principais pontos positivos dessa metodologia em patologia molecular.


B. Aspectos técnicos vs. diagnósticos da verificação. A sensibilidade e a especificidade analíticas de um teste de genética molecular podem não estar relacionadas com suas sensibilidade e especificidade diagnósticas. Vários fatores influenciam a sensibilidade e a especificidade diagnóstica de um teste, incluindo a suposição de que só um subconjunto de casos de um tumor espec fico possa cultivar uma mutação característica, mais do que uma anormalidade genética possa estar associada a um tumor espec fico e mais do que um tumor possa compartilhar a mesma mutação. Por isso, um método genético molecular com desempenho analítico perfeito pode ter sensibilidade e especificidade menores quando usado para verificação diagnóstica ou prognóstica de amostras de pacientes. As diferenças entre os níveis analíticos e diagnósticos da análise são sempre negligenciadas, mesmo que respondam por muitos dos resultados confusos ou aparentemente conflitantes quanto à utilidade da verificação genética molecular diagnóstica na prática clínica.


1. Estimativas informadas de desempenho de testes. O desenho experimental de estudos publicados sobre a utilidade do diagnóstico molecular varia consideravelmente. Muitos estudos de desempenho de testes são complicados pela presença de vieses de seleção (também chamados de viés de verificação, viés de referência pós-teste e viés de exame completo) ou de análise discrepante (também conhecida como análise discordante ou viés de revisão), que impedem a interpretação dos resultados do teste na prática clínica de rotina.


2. Casos discordantes. Surgem casos em que ocorre falta de concordância entre o diagnóstico sugerido pelos achados de genética molecular e o diagnóstico morfológico. O debate sobre a melhor abordagem para resolver a ambiguidade apresentada por esses casos, especialmente por aqueles presumidamente falso-positivos, reflete o impacto fundamental da genética molecular na classificação de doença, assim como o poder da morfologia como o padrão histórico de diagnose patológica pela qual novos métodos de classificação são medidos. Em vez de assumir arbitrariamente que a verificação genética ou a morfologia seja superior em todos os casos, o meio mais razoável de lidar com casos discordantes é reconhecer a presença da discrepância e reavaliar todos os dados clínicos, os achados patológicos e as implicações terapêuticas. Para aqueles casos em que os diagnósticos sugeridos pela morfologia e pela verificação genética sejam diferentes, estudos clínicos prospectivos são necessários para avaliar se estádio, prognóstico e resposta ao tratamento são prognosticados de forma mais precisa pelo teste molecular que pelos achados morfológicos em que os protocolos atuais de estadiamento e tratamento se baseiam.


C. Verificação de gene único vs. multigenes. Apesar de a análise molecular de marcadores únicos ter valor clínico para muitos neoplasmas, a verificação focalizada em loci individuais é o reflexo da imaturidade de diagnósticos moleculares, em vez de um paradigma de verificação otimizado. A análise simultânea de loci múltiplos provavelmente fornecerá informações diagnósticas, prognósticas e terapêuticas mais precisas. Consequentemente, o uso clínico de tecnologia de sequenciamento de microarranjos e de última geração que permitem a avalia-ção de centenas de marcadores de amostras de tumores individuais provavelmente se expandirá.


II. CITOGENÉTICA. Várias anormalidades citogenéticas específicas caracterizam, peculiarmente, subconjuntos morfológica e clinicamente distintos de malignidades hematopoiéticas e de tumores sólidos.


A. Análise tradicional de cariótipos. A análise de metáfase de cromossomos pode ser realizada em muitos tipos diferentes de células, embora amostras e procedimentos de manuseio diferentes possam ser necessários. O manuseio não apropriado, assim como a demora entre a coleta da amostra e o início da cultura podem reduzir, acentuadamente, a probabilidade de que a amostra crescerá in vitro. A comunicação e a coordenação com o laboratório de citogenética são essenciais.


Aanálise tradicional de cariótipos começa com um período de cultura celular da amostra de tecido in vitro e pode ser ajudada pela presença de mitógenos para estimular a divisão das células. Após um período de tempo na cultura, as células sofrem um processo conhecido como colheita para produzir uma preparação adequada de células para a análise downstream (a jusante). Durante a colheita, as células são expostas a uma solução hipotônica que causa o inchaço das células e ajuda na disseminação apropriada de cromossomos seguida pela fixação usando uma mistura de metanol-ácido acético. Às vezes um inibidor mitótico pode ser usado durante a colheita para aprisionar as células em metáfase. As lâminas são preparadas gotejando-se a suspensão celular fixa em um slide de vidro para microscópio seguido pela coloração a fim de permitir a visualização.


A técnica de coloração mais amplamente usada é denominada G-banding (bandeamento G) e se baseia em uma ingestão enzimática (frequentemente com tripsina) seguida pelo tratamento com corante de Giemsa ou de Wright para enfaixar os cromossomos. A resolução e a qualidade dos cromossomos variam muito (dependendo do tipo de célula, assim como do modo de preparação), mas a análise de cariótipos é realizada, com mais frequência, com resolução de 400 a 600 faixas por conjunto haploide de cromossomos. A análise é realizada em um nível faixa a faixa para identificar anormalidades cromossômicas estruturais e numéricas. Aanálise de rotina dos cromossomos de amostras de oncologia (medula óssea, sangue periférico envolvido e tecido) exige a análise faixa a faixa de 20 células em metáfase. Durante a análise gera-se um cariograma que serve como imagem representativa do complemento cromossômico da célula exibido em formato padrão. Um relatório padrão de citogenética clínica incluirá informações sobre o estudo realizado, incluindo a técnica de bandeamento, o número de células contadas e analisadas e a resolução do bandeamento, assim como o fornecimento de uma interpretação e um cariótipo descrito de acordo com o International System for Cytogenetic Nomenclature (ISCN).


1. Vantagens. O poder da análise citogenética convencional se baseia em sua habilidade de fornecer análise simultânea de todo o genoma, embora em baixa resolução, sem exigir qualquer conhecimento antecipado das regiões envolvidas no processo da doença. Em muitos casos, o tipo e/ou a localização da anormalidade cromossômica identificados pode ser usado para ajudar no diagnóstico ou no prognóstico direto.


2. Limitações. A utilidade clínica da análise tradicional de cromossomos é restrita por dois aspectos gerais do método. Primeiro, do ponto de vista técnico, a análise pode ser realizada somente em amostras de tecido viáveis que contenham células em atividade de divisão. Segundo, do ponto de vista da sensibilidade, a análise tem resolução de apenas 3 a 4 milhões de pares base (Mb) em um nível de 850 faixas, e de apenas aproximadamente, 7 a 8 Mb no nível de 400 faixas. Consequentemente, a análise tradicional de cromossomos é adequada somente para a detecção de anormalidades numéricas e do rearranjo estrutural grosseiro; o método não tem a sensibilidade de detectar alterações pequenas no número de cópias, eventos menores de inserção e deleção ou variação de nucleotídeo único.


B. Hibridização por fluorescência in situ. O uso de sondas de ácido nucleico rotuladas com fluorocromos e visualizadas por microscópio de fluorescência revolucionou a hibridização in situ para a detecção de anormalidades em número e em estrutura de cromossomos. As sondas de hibridização por fluorescência in situ (FISH) modem ser descritas, por categoria, como sondas de sequência única, sondas de sequência repetitiva ou sondas de cromossomos totais. O tipo de sonda mais frequentemente usado é aquele que hibridiza para a sequência única no genoma. As sondas de sequência única podem ser usadas para detectar alterações no número de cópias de um locus específico (p. ex., TP53) ou para ensaio de rearranjo envolvendo um locus específico (como BCR-ABL ou PML-RARA). As sondas de sequência repetitiva hibridizam para sequências que estão presentes em centenas de milhares de cópias e que, por isso, produzem sinais fortes; as sondas desse tipo mais amplamente usadas aderem a sequências satélite-α de centrômeros. As sequências satélite-β, as sequências satélite do cromossomo Y e as sequências teloméricas de repetição servem, também, como alvos da sonda para FISH. As sondas de sequência repetitiva são mais úteis para a detecção de aneuploidia de cromossomos. As sondas de cromossomos totais, também conhecidas como sondas de pintura de cromossomos, consistem em sondas sobrepostas que reconhecem sequências únicas ou de repetição moderada ao longo de toda a extensão dos cromossomos individuais. As sondas desse tipo são usadas para confirmar a interpretação de aberrações identificadas por análise tradicional de cariótipos ou para estabelecer a origem cromossômica dos rearranjos estruturais difíceis de avaliar por outras abordagens.


1. FISH em interfase. Na verificação de oncologia clínica, a hibridização in situ em interfase (nuclear) é o método preferido para a avaliação rápida de aneuploidia ou rearranjo de genes. A FISH em interfase pode ser realizada como um ensaio isolado ou em combinação com (geralmente antes de) a análise de cromossomos. Não há exigência para células em proliferação ativa para a análise FISH em interfase, o que torna essa técnica vantajosa em relação à FISH em metáfase ou análise de cromossomos. Aalta sensibilidade da FISH em interfase também a torna útil para revelar pequenos rearranjos não detectáveis em cariótipos padronizados, assim como para detectar alterações citogenéticas presentes em uma população muito limitada de células. Entretanto, apenas o número e a posição relativa da sonda de fluorocromo são obtidos por meio dessa metodologia.


Uma vez que a análise FISH em interfase elimina a necessidade da cultura de células in vitro, a técnicapode ser usada para estudar uma faixa mais ampla de tipos de célula e de tecido (e, portanto, uma faixa mais ampla de tumores) que pode ser avaliada por análise tradicional de cariótipos. Essa característica permite que material de arquivo, amostras frequentemente fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE) sejam submetidas a ensaio por FISH de interfase.


a. Vantagens. Tanto as sondas de sequência repetitiva quanto as de sequência única podem ser usadas para FISH em interfase; a hibridização concorrente com uma combinação de sondas rotuladas com fluorocromos diferentes permite a detecção simultânea de duas ou mais regiões de DNA de interesse. Os avanços metodológicos tornaram possível a detecção de sequências de gene com baixo número de cópias de até 500 pares-base de extensão, embora a eficiência da FISH em interfase com sondas pequenas seja muito baixa. Um grande número de células de interfase (200 a 500) geralmente é submetido a ensaios por conjunto de sondas, permitindo a detecção de doença em nível baixo ou populações subclonais de células.


b. Limitações. Mesmo com sondas otimizadas, a FISH em interfase de uso rotineiro falha na resolução para detectar alterações pequenas em número de cópias de cromossomos inferiores a várias centenas de kb em tamanho. Notadamente, essa técnica não pode ser usada para avaliar algumas classes de mutações características de muitos tumores esporádicos e de síndromes de câncer familiar, como as substituições únicas de par-base ou pequenas inserções ou deleções. As sondas FISH para rearranjos estruturais como translocações e inversões são otimizadas para detectar os pontos de quebra mais comuns e podem falhar na identificação de rearranjos complexos ou naqueles com pontos de quebra atípicos.


2. FISH em metáfase. Como acontece com a análise de cromossomos, a FISH em metáfase exige células em divisão ativa para que sejam obtidas disseminações de metáfase para análise. Essa técnica fornece informações complementares em relação à FISH em interfase porque a estrutura subjacente dos cromossomos é revelada. A FISH em metáfase pode ser usada, particularmente, na decifração de rearranjos cromossômicos complexos, pois a sonda pode ser visualizada em relação à posição dos cromossomos.


3. FISH em metáfase de complexidade múltipla e cariotipagem espectral (SKY). Essas duas técnicas relacionadas tornam possível a hibridização de disseminações de cromossomos de metáfase com uma combinação de sondas. Ambas as técnicas são úteis para a detecção de aneuploidia, assim como de rearranjos de cromossomos; em muitos casos, as técnicas podem estabelecer a origem cromossômica de rearranjos que não podem ser definidos com base em análise tradicional de cariótipos.


C. Análise de microarranjo baseado no número de cópias


1. Hibridização genômica comparativa. Essencialmente, a modificação de uma hibridização in situ, hibridização genômica comparativa (CGH), tornapossível pesquisar o genoma para deleções e amplificações cromossômicas. A CGH foi originalmente desenvolvida como método para determinar o status relativo de número de cópias em uma amostra de tumor por hibridização de DNA diferencialmente rotulado e derivado de um tumor e a amostra de referência contra as disseminações de cromossomos na metáfase. Com o tempo, essa técnica evoluiu para a CGH em série, uma abordagem que usa um microarranjo consistindo em um arranjo ordenado de moléculas de DNA ligadas a um suporte matriz sólido. Os clones genômicos no arranjo, como cromossomos bacterianos artificiais ou sondas de oligonucleotídeos sintetizados, servem como substrato para o produto da hibridização. ACGH em série se baseia na co-hibridização de DNAalvo diferencialmente rotulado (do paciente ou do tumor) com aquele do DNA de controle (referência) contra sondas na matriz sólida. O DNA ligado a cada sonda é quantificado usando-se um scanner a laser que permite ganhos ou perdas relativos no número de cópias entre amostras alvo e de controle a serem determinados. A resolução da CGH em série é, em teoria, limitada somente pelo número de aspectos no arranjo; arranjos comercialmente disponíveis fornecem, atualmente, uma resolução inferior a 10 kb.


2. Análise de arranjo SNP. A metodologia para a avaliação do número de cópias evoluiu mais ainda para incluir o uso de sondas para detecção de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) no ensaio. A inclusão de sondas para SNP é vantajosa porque a zigosidade pode ser avaliada e, portanto, regiões do genoma demonstrando perda de heterozigosidade (LOH), seja neutra para o número de cópias ou devida à alteração no número de cópias, podem ser definidas. Deve-se notar também que a análise de arranjo de SNP se baseia, tipicamente, no uso de uma referência in silico contra a qual uma amostra-alvo é comparada para avaliar o ganho ou perda relativos em número de cópias; uma modificação que, portanto, só exige a amostra-alvo para ser hibridizada para o suporte da matriz do arranjo. Os microarranjos cromossômicos que carregam sondas tanto para SNPs quanto sítios não polimórficos desempenham, atualmente, um papel essencial no exame minucioso de pacientes com transtornos constitucionais suspeitos, em razão das alterações no número de cópias dos cromossomos. Cada vez mais essa metodologia está sendo aplicada para estudos de oncologia para avaliar o status de número de cópias e da zigosidade em uma amostra de tumor.


a. Vantagens. Tanto a análise de SNP quanto aCGH permitem avaliação rápida e de amplitude de genoma de número de cópias em resolução muito alta usando DNA derivado de tecido fresco ou fixado. Os ganhos e perdas totais de cromossomos, assim como alterações menores no número de cópias na faixa de quilobase são detectáveis. Aanálise de rearranjos de SNP também permite a avaliação de LOH.


b. Desvantagens. Os rearranjos equilibrados não são detectáveis por qualquer tecnologia. Alterações muito pequenas de número de cópias (intragênicas) frequentemente ficam inferiores ao limite de detecção do ensaio.


III. HIBRIDIZAÇÃO DE TECIDOS IN SITU. A hibridização de tecidos in situ para mRNA é uma técnica versátil, mas tecnicamente exigente. Aabordagem pode ser usada para correlacionar o nível de expressão de um gene específico com alterações de tecido características de uma doença, com um fenótipo de tumor, ou para monitorar a expressão de transgenes em regimes de terapia genética. Entretanto, mesmo quando otimizada, a sensibilidade da técnica é inferior à dos métodos baseados na PCR e o método é, portanto, não aplicado atualmente em grande escala.


IV. HIBRIDIZAÇÃO POR SOUTHERNBLOT. Esse método de hibridização com filtro consiste em purificação do DNA, digestão por uma endonuclease de restrição, fracionamento de tamanho por eletroforese em gel, transferência e imobilização em uma membrana sintética feita de nitrocelulose ou náilon e, então, na hibridização para uma sonda específica de ácido nucleico. A sonda é visualizada por métodos ou radioisotópicos ou não isotópicos e a localização da sonda indica não só a presença da sequência-alvo, mas também o tamanho do fragmento de DNAdigerido pela enzima em que ele está contido.


AhibridizaçãoporSouthern blot tem sido historicamente usada para detectar rearranjos genômicos característicos de tipos específicos de tumor, mas também pode ser usada para detectar alelos diferentes do mesmo gene, mutações pontuais, deleções e inserções. Uma vez que o método é quantitativo, ele pode fornecer informações sobre o número de cópias do gene.


Essa hibridização tem sido um método confiável e versátil para análise de DNAespecífico da sequência, mas exige pelo menos 10 mm3 de tecido congelado ou fresco em que a degradação do DNA tenha sido limitada. Embora a técnica seja amplamente usada para análise molecular de amostras de tecidos há várias décadas, os métodos baseados na PCR substituíram o uso rotineiro da hibridização por Southern blot para muitos ensaios, pois possuem confiabilidade semelhante, mas sensibilidade aumentada, geralmente são mais rápidos e menos problemáticos, exigem menos tecido e podem ser aplicados em tecido FFPE.


V. REAÇÃO DA CADEIA DA POLIMERASE. A PCR faz o possível para detectar ampla faixa de anormalidades cromossômicas, desde alterações estruturais significativas, como translocações e deleções, até mutações de par-base único, em genes individuais. A PCR pode ser realizada em áreas de tumor (ou mesmo em células individuais) macro e microdissecadas do tecido preparado rotineiramente ou de lâminas de citologia, ou separadas por citologia de fluxo. Essa é uma vantagem, pois os métodos de PCR permitem a correlação entre morfologia de tecido e anormalidades genéticas de regiões específicas de tumor, populações de células específicas ou mesmo células individuais. Autilidade clínica da PCRse deve à ampla faixa de DNA de gabarito que pode ser ampliada, à sensibilidade intrínseca extrema da técnica e à ampla margem de variações do método básico que pode ser executado.


A. PCR básica. A mistura da PCR inclui a amostra de DNA a ser estudada, uma polimerase de DNAtermoestável, os quatro trifosfatos de desoxinucleotídeo (dNTPs) e preparadores (primers) de oligonucleotídeos curtos (tipicamente cerca de 20 pares base em extensão) desenhados para serem complementares às regiões no flanco da sequência de DNAde interesse. Em cada ciclo de PCR, a região de DNAde interesse é duplicada, resultando em amplificação exponencial.


1. Vantagens. APCRbásica (e as variações descritas a seguir) apresenta muitas vantagens sobre as técnicas de Southern blot e Northern blot de hibridização tradicionalmente usadas para analisar regiões específicas de DNAe de mRNA. Aanálise baseada na PCRpode ser completada em horas, em vez de dias, pode ser aplicada a uma faixa mais ampla de tecidos (incluindo tecido fresco, congelado ou fixado), exige muito menos DNAs ou RNAs de gabarito,é capazdedetectar DNAs ou RNAs-alvo mesmo quando presente em um histórico de grande excesso de sequências não alvo e é altamente versátil.


2. Limitações. Quando otimizada, a PCR pode detectar uma célula anormal em um fundo de 105 células normais, e pode detectar genes de cópia única de células individuais. Entretanto, muitos fatores técnicos conspiram para reduzir a sensibilidade clínica da PCR. A limitação prática mais importante é a degradação do DNA ou do mRNA-alvo, especialmente quando extraídos de tecido fixado.


A sensibilidade extrema da PCR exige atenção constante à organização e desenho do teste do laboratório a fim de evitar contaminação de amostra, a questão técnica mais problemática. Acontaminação pode ser amplamente evitada pela técnica e manutenção meticulosas do laboratório, separação física e contenção dos vários estágios do procedimento da PCR, além de irradiação regular de UVdos espaços de trabalho do laboratório e instrumentos para degradar qualquer DNAtemporário não contido.


Pordesenho, aPCRsó analisa a região cromossômica flanqueada pelos primers empregados. Portanto, diferentemente da citogenética convencional, a PCR não pesquisa o genoma por inteiro. Da mesma forma, RT-PCR só analisa o mRNA-alvo e não fornece informações sobre a presença de mutações ou de nível de transcrição de outros genes relacionados. Porisso, o desenho do ensaio de PCR é umfatorcrítico que afeta a sensibilidade clínica.


B. PCR por transcriptase reversa. Na RT-PCR o mRNA é extraído de uma amostra e sofre transcrição reversa para dentro do DNA complementar (cDNA). Esse cDNAserve, então, como gabarito em uma amplificação subsequente de PCR. O uso da RT-PCR permite a amplificação direta da região de codificação de sequências de DNAunidas e com éxons múltiplos. Essa técnica também permite a detecção de translocações-alvo, incluindo BCR-ABL.


C. PCR de complexidade múltipla.Essa abordagem envolve a amplificação simultânea de múltiplas sequências-alvo em um único tubo de reação por meio do uso de pares múltiplos de primers. Ela é usada para avaliar grande número de sítios diferentes para a presença de uma mutação em uma reação única sendo, portanto, um método prático de triagem. As sequências múltiplasde interesse devem ser amplamente espaçadas no cromossomo, ou presentes em cromossomos diferentes, a fim evitar episódios de cruzamento de primers.


D. PCR específica para metilação. O pré-tratamento da amostra de DNA com bissulfeto de sódio, que reduz citosinas não metiladas para uracil, possibilita avaliar o status de metilação de sítios individuais de CpG (citosina e guanina conectadas por um fosfodiéster). Essa abordagem é usada em testes para caracterizar padrões de silenciamento específicos do gene que estão correlacionados com subgrupos de tumores com probabilidade de responderem a regimes quimioterapêuticos específicos.


E. PCR quantitativa. Também conhecido como PCR em tempo real, esse método permite quantificação mais confiável da quantidade de DNAde inserção que é possível pela medição tradicional de parâmetro do produto do DNA. Uma vez que o produto da PCRé quantificado como progressos de reação (ou seja, em tempo real) em vez de conclusão após PCR, ele evita os artefatos em potencial de eficiência de amplificação. A PCR quantitativa fornece, frequentemente, medições de DNA ou de mRNA mais precisas que podem ser obtidas por hibridização com filtro ou por métodos baseados em microarranjos.


Quando o mRNA é o substrato, a RT-PCR quantitativa pode ser usada para correlacionar alterações na expressão do gene com os aspectos clínicos de uma doença ou de um tipo específico de tumor. Um exemplo corrente é o ensaio para câncer de mama Oncotype DX (Genomic Health, Inc: Redwood City, CA, USA), que mede a expressão de 21 genes por RT-PCR e aplica uma fórmula para calcular um escore de recorrência.


VI. ANÁLISE DA SEQUÊNCIA DE DNA


A. Métodos diretos de análise de sequência. Embora a maioria dos diagnósticos moleculares envolva DNA de consulta para variantes de sequência, uma minoria de ensaios envolve o sequenciamento do DNA per se. Os dados da sequência são relativamente problemáticos para integrarem um fluxo de trabalho de laboratório, pois a leitura consiste em sequência alfabética de DNA que exige manipulação ou inspeção visual para extrair um resultado de teste, enquanto os testes com leituras substitutas, como a presença ou ausência de uma faixa ou gel de agarose, são mais passíveis de complicações múltiplas e podem ser menos dispendiosos para serem executados. O sequenciamento, porém, é muito valioso em cenários em que numerosas variantes diferentes podem ocorrer como na verificação dos genes BRCA1 e BRCA2 para câncer hereditário de mama e de ovário.


Quase, toda a análise de sequência direta de DNAde rotina é automatizada e realizada em gabaritos gerados pelo método de terminação da cadeia (sequenciamento de Sanger). Mesmo que essas reações exijam uma quantidade muito baixa de DNA de gabarito, a quantidade de DNA presente em amostras de pacientes raramente é suficiente para análise sem a etapa de amplificação preliminar, usualmente a PCR. O gabarito amplificado da PCR é usado como input para uma reação de sequenciamento cujo produto é uma mistura de fragmentos de DNA de filamento único de várias extensões, cada um rotulado em uma extremidade com fluoróforo indicando a identidade do nucleotídeo 3′. Esses produtos são, então, resolvidos por eletroforese capilar com detecção fluorescente.


B. Análise de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP). Os SNPs são comuns no genoma humano e uma vez que um conjunto de SNPs esteja ligado à susceptibilidade aumentada para determinada doença, ou resposta à terapia, a análise focalizada dos SNPs (também conhecida como análise de haplotipo) pode evitar a necessidade de análise de sequência de DNA mais extensa. Catálogos mais refinados de SNP com identificação de “SNPs etiquetas” ligados a traços de interesse provavelmente transformarão a análise sistemática dos SNPs em uma ferramenta clínica importante.


C. Métodos indiretos de análise de sequência. Uma vez caracterizados os alelos normais e mutantes em um locus específico por análise de sequência direta de DNA, métodos indiretos sempre podem fornecer informações suficientes de sequência de utilidade clínica. Essas técnicas indiretas incluem discriminação alélica por tamanho, análise de polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLP), PCR específica para o alelo, análise de polimorfismo de conformação de filamento único (SSCP), análise heteroduplex, eletroforese em gel de gradiente desnaturante, clivagem de nucleotídeos desencontrados, reação da cadeia da ligase, teste de proteína truncada e numerosas variantes usadas isoladamente ou em combinação. Esses métodos indiretos se baseiam na PCR e podem ser aplicados à ampla faixa de amostras clínicas. Além disso, muitos dos métodos indiretos são mais rápidos e menos dispendiosos que a análise direta de sequência e idealmente adequados para triagem de grandes quantidades de amostras dos pacientes.


D. Análise de sequência por tecnologia de microarranjo. Os microarranjos de DNA de alta densidade descobriram sua maior utilidade na avaliação de expressão genética baseada na hibridização e como microarranjos cromossômicos para detecção de anomalias cariot picas, mas a análise da hibridização baseada em microarranjos é também uma plataforma adequada para análise de sequência. Os microarranjos foram desenvolvidos para detecção simultânea de numerosas sequências virais e para a genotipagem de múltiplas posições clinicamente significativas em genes como CFTR e TP53. O sequenciamento com base em microarranjos tornou-se menos comum na prática clínica, pois a tecnologia de sequenciamento direto tornou-se mais amplamente disponível.


E. Sequenciamento clínico de última geração. Os métodos de sequenciamento “de última geração” (NGS) revolucionaram as ciências da vida ao aumentarem dramaticamente o rendimento final do sequenciamento de DNA. Muitas das técnicas NGS atualmente disponíveis foram descritas como plataformas de sequenciamento de ensaio cíclico em série, porque envolvem a dispersão de sequências-alvo pela superfície de um arranjo bidimensional, seguida pelo sequenciamento desses alvos. As leituras de sequência curta resultantes podem ser montadas de novo ou, o que é muito mais comum em aplicações clínicas, alinhadas para um genoma de referência. As plataformas Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA), Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e Roche 454 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), nos EUA, são as mais usadas no momento.


ANGS tem vários atributos atraentes na verificação de câncer. Já que cada fragmento da biblioteca é sequenciado individualmente, os dados resultantes podem resolver a heterogeneidade de sequência intratumoral, revelando a estrutura de clonagem do tumor. ANGS tem o potencial de detectar todas as quatro das principais classes de variação genética: variantes de nucleotídeo único, inserções e deleções, variantes estruturais e variantes de número de cópias. A técnica pode ser executada mediante DNA extraído de tecido fixado em formalina e embebido em parafina, um tipo de amostra geralmente disponível. Por fim, embora esses testes hoje não sejam dispendiosos, o custo por nucleotídeo sequenciado é extremamente baixo e o custo do teste aumenta menos que linearmente com o tamanho da região analisada.


Embora a NGS tenha sido desenvolvida, inicialmente, como técnica de pesquisa, ela encontrou vários papéis proeminentes na verificação clínica. A verificação pré-natal não invasiva (NIPT) baseada na análise do DNA do feto sem células na circulação materna resultou em uma queda dramática nos procedimentos diagnósticos invasivos pré-natais e é hoje recomendada pelo American College of Obstetricians and Gynecologists para mulheres em alto risco de aneuploidia fetal. A NGS também tem sido adotada como plataforma para sequenciamento simultâneo de múltiplos genes para transtornos constitucionais, incluindo as síndromes de câncer familiar. A aplicação mais proeminente de NGS em oncologia clínica, porém, é o desenvolvimento de testes para detecção de variantes somáticas acionáveis em genes relacionados com cânceres múltiplos. Esses “painéis de câncer” alavancam o fato de que a avaliação de genes individuais não é mais suficiente para guiar a seleção de terapias-alvo. A detecção simultânea de variantes em múltiplos genes é, potencialmente, uma abordagem mais abrangente e efetiva em termos de custo que a verificação sequencial de genes individuais, resultando em grande quantidade de dados preditivos e/ou diagnósticos em um cronograma clinicamente relevante.


VII. PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES COM BASE EM MICROARRANJOS. Os aspectos morfológicos da doença são, essencialmente, reflexões de expressão alterada de genes dentro das células doentes. Acaracterização de alterações específicas da doença é, portanto, uma área de grande interesse. Dadas as limitações da hibridização por Northern blot, vários novos desenvolvimentos tecnológicos surgiram para identificar os genes com expressão diferente, dos quais a tecnologia de microarranjos é a mais amplamente usada.


A tecnologia de microarranjos se baseia no princípio de hibridização de ácido nucleico. Fundamentalmente, um arranjo de DNA (ou chip do gene) emprega vários conjuntos de DNAs ou oligonucleotídeos complementares às centenas de genes a serem investigados, cada um anexo a um local conhecido em um substrato de membrana de vidro ou de náilon o tamanho de um chip de computador. Quando se usa o RNA extraído de uma amostra clínica como entrada, os microarranjos tornam possível medir rapidamente a expressão de centenas de genes em paralelo. O RNA de teste (ou alvo) da amostra rotulado com fluoróforo é hibridizado para o chip ealuz emitida, produzida por varredura a laser, permite a quantificação da expressão de genes mesmo de transcritos não abundantes.


1. Aplicações. As técnicas baseadas em microarranjos, embora ainda em fase experimental, estão sendo cada vez mais usadas em cenários clínicos para demonstrar diferenças específicas e reprodutíveis em perfis de expressão genética com utilidade diagnóstica, ou que possam ser usadas para prever prognósticos ou respostas a regimes terapêuticos específicos. Um desses ensaios incluído no cenário clínico é o MammaPrint (Agendia, Inc., Irivine, CA, EUA), um ensaio diagnóstico in vitro multivariado e pioneiro liberado pelo FDA. O teste mede a expressão de 70 genes em uma plataforma de microarranjos para classificar pacientes em um grupo de baixo ou de alto risco.


2. Limitações. A tecnologia de expressão genética baseada em microarranjos era, até recentemente, aplicável somente a tecido fresco ou congelado, mas agora já se demonstrou que ela pode, potencialmente, ser validada em amostras FFPE. Outro grande desafio enfrentado pelo perfil de expressão [genética] baseado em microarranjos (assim como outras técnicas por todo o genoma) é a interpretação da quantidade maciça de dados gerados em cada amostra testada.


VIII. TÉCNICAS EMERGENTES


A. Farmacogenética. Além das anormalidades genéticas específicas do tumor, a variação genética tem sido estimada como responsável por 20 a 95% da variabilidade no metabolismo, disposição e efeito das drogas usadas para tratar pacientes com câncer. A Farmacogenética oferece a oportunidade não só de otimizar a eficácia da terapia, como também minimizar a toxicidade. Hoje, muitos centros estão usando a genotipagem prospectiva de alguns genes-alvo para orientar o tratamento antineoplástico e as escolhas de dosagem. Isso inclui a tiopurina metiltransferase (TPMT), as mutações pontuais em terapia com mercaptopurina para leucemia aguda, região de reforço da sintase de timidilato (TSER), polimorfismos em terapia com 5-fluorouracil para câncer colorretal e variantes da região promotora da UDP glicuronosil transferase (UGT1A1) na terapia com irinotecano para câncer colorretal metastático. Aaná-lise de todo o genoma do papel da variação genética para prognosticar a resposta de um paciente individual ao tratamento com uma droga específica é conhecida como Farmacogenômica.


B. Análise das modificações epigenéticas. Técnicas para a detecção quantitativa do status de metilação de cada gene humano, individualmente, têm sido desenvolvidas. Dado o efeito das alterações epigenéticas na expressão de genes, é razoável antecipar que o padrão de metilação em conjuntos de loci definidos pode, futuramente, se tornar um componente da avaliação patológica de tumores individuais. No momento, nenhum teste baseado em metilação está associado a um benefício clínico transparente.


C. Proteômica. Essa técnica se concentra na análise de padrões de expressão de proteína, em vez de na análise de ácidos nucleicos. Métodos para a avaliação de alta sensibilidade e de alto rendimento de perfis de expressão proteica foram desenvolvidos – métodos que tornam possível identificar padrões que se correlacionam com malignidades específicas, mutações subjacentes, alterações epigenéticas, perfis de transcrição, resposta à terapia medicamentosa, e assim por diante.


D. Análise da interferência do RNA. Foi esclarecido, recentemente, que várias classes de moléculas de RNA curtas de filamento único ou duplo, responsáveis pela interferência de RNA (RNAi), exercem papel profundo na regulação da expressão genética. A demonstração de que o perfil de miRNAs (uma classe de RNAs pequenos que mediam RNAi) é diferente em tecido normal e neoplásico, que alterações em miRNA são oncogênicas e que as abordagens baseadas em RNAi podem ter benefício terapêutico, tudo sugere que a análise de moléculas pequenas e específicas de RNA, em bases individuais ou de todo o genoma, pode, no futuro, ter papel significativo na avaliação molecular de tumores.
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I. O PAPEL DINÂMICO DO ONCOLOGISTA CIRÚRGICO NO SÉCULO 21. A terapia precoce para o câncer focada na excisão cirúrgica como primeira modalidade de tratamento para tumores sólidos. Foi teorizado que a disseminação do câncer ocorria em sequência, a partir do sítio primário para os linfonodos regionais, e então para sítios distantes. Portanto, criou-se a hipótese de que a excisão de todas as células cancerosas levaria ao controle efetivo da doença. Em pacientes com câncer não tratado, a sobrevida média era, frequentemente, medida em meses. A ressecção precoce de tumores en bloc com o tecido normal ao redor e os linfonodos levou à melhora da sobrevida geral. Como consequência, ressecções cada vez mais agressivas e extensas de tumores malignos foram executadas. E assim que a melhora inicial na sobrevida chegou ao máximo, ficou aparente que ressecções cada vez maiores para obtenção de controle local e regional de tumores maiores não se traduzia em benefício adicional da sobrevida. Isso levou à verificação e ao desenvolvimento de estratégias de triagem e terapias adjuvantes. À medida que os cuidados clínicos e cirúrgicos do paciente com câncer foram-se tornando cada vez mais refinados, os cirurgiões também foram capazes de desenvolver abordagens cirúrgicas que reduzem a morbidade e a mortalidade perioperatória fornecendo o mesmo resultado oncológico. Protocolos neoadjuvantes estão sendo usados em muitos cânceres para reduzir a extensão da ressecção necessária para ganhar o controle local e regional de tumores, ou para identificar pacientes com biologia de tumor agressivo que, pouco provavelmente, beneficiar-se-iam da cirurgia como intenção de cura. Além disso, técnicas cirúrgicas minimamente invasivas são hoje amplamente usadas no tratamento cirúrgico de uma ampla variedade de tumores sólidos. O papel atual do cirurgião no tratamento de pacientes com câncer envolve amplo espectro de procedimentos cirúrgicos para diagnóstico, controle local, cura e tratamento paliativo.


II. PROCEDIMENTOS DIAGNÓSTICOS: AQUISIÇÃO DE MATERIAL PARA DIAGNÓSTICO. Uma vez identificada a lesão, uma das funções do oncologista cirúrgico é fornecer material adequado para o diagnóstico definitivo. O método de biópsia exige a consideração do diagnóstico diferencial, da quantidade de tecido necessária ao diagnóstico definitivo, a localização da lesão e as formas potenciais de tratamento. É preferível realizar biópsias de lesões na periferia onde o tumor viável está localizado, pois os núcleos de tumores sólidos podem ter sofrido necrose. Isso também permite ao patologista avaliar a invasão para tecidos normais, já que alguns tumores (tireoide) apresentam índices mitóticos baixos e aspectos citológicos suaves, que são insuficientes para determinar a malignidade. Os princípios gerais para biópsia incluem: tecido representativo de amostragem, obtenção de tecido adequado para diagnóstico, busca de tecido viável, minimizar a contaminação de tecidos adjacentes não envolvidos, orientar o tecido para análise de margens e fornecer tecido ao patologista nas condições apropriadas (fresco ou fixado).


A. Citologia de aspiração com agulha fina. A aspiração com agulha fina (FNA) produz um esfregaço de células únicas e agregadas para análise citológica. Abiópsia é realizada com agulhas de calibre 22 a 25, que podem ser orientadas, percutaneamente, para a maioria dos sítios anatômicos. A orientação por imagens (incluindo o ultrassom endoscópico ou endobrônquico [EUS/EBUS]) pode ser usada para melhorar a precisão da amostragem para lesões não palpáveis ou lesões em tecidos profundos. Embora o caminho da agulha esteja, teoricamente, contaminado com células malignas, na prática, as metástases de trato de FNA raramente representam um problema clínico. O diagnóstico se baseia nos aspectos citológicos das células incluindo coesão, morfologia nuclear e citoplásmica e número. Uma vantagem da FNA é a possibilidade de amostragem de uma área ampla do tumor. As limitações da FNA incluem: (a) amostra pequena; (b) falta de informações sobre a arquitetura histológica que não pode distinguir entre tumores in situ e invasivos (mama, tireoide); (c) incapacidade de obtenção do grau dos tumores; e (d) interpretação de certos corantes imuno-histoquímicos. A FNA pode ser útil para diagnosticar linfoma recorrente; entretanto, pode ser necessário mais tecido para um diagnóstico primário de linfoma.


B. Biópsia com agulha grossa. As biópsias com agulha grossa produzem fragmentos de tecido que permitem a avaliação da arquitetura do tumor. A biópsia é realizada com agulhas de calibres 14 a 16 desenhadas especificamente para essa finalidade (Biópsia Tru-Cut®). Amostras maiores para biópsia que amostram áreas maiores de tecido podem ser obtidas com dispositivos a vácuo (Vicora, Mammotome®). As biópsias com agulha grossa também podem ser combinadas com investigações por imagem como: mamografia (biópsia estereotática com agulha grossa), tomografia computadorizada (CT) ou ultrassonografia. Pode ocorrer um resultado falso-negativo se a agulha perder ou enganar (ficar no mesmo nível) o tumor maligno, o que pode ocorrer com cânceres muito escleróticos como o de mama. A complicação mais comum das biópsias com agulha grossa é o sangramento e o procedimento deverá ser cuidadosamente executado em pacientes com doenças de coagulação. Além disso, massas próximas a estruturas vasculares grandes, órgãos ocos ou no sistema nervoso central (CNS) não são acessíveis para este procedimento.


C. Biópsia cutânea com punch. As biópsias com punch (saca-bocados) são usadas para obtenção de tecido de lesões cutâneas usando lâminas cirúrgicas redondas de 2 a 6 mm. Assim é obtida uma amostra de pele de espessura total incluindo a gordura subcutânea. O procedimento é simples, com poucas complicações e útil para se obter tecido para diagnóstico patológico a partir de lesões de pele sugestivas (melanoma, carcinoma de células basais ou de células escamosas) que podem, posteriormente, exigir ressecção cirúrgica definitiva.


D. Biópsia aberta


1. Biópsia incisional. Às vezes as neoplasias não são acessíveis à biópsia percutânea com agulha por causa da localização anatômica, das exigências de grandes quantidades de tecido para diagnóstico (sarcomas) ou de preocupações sobre erros de amostragem em lesões difusas. Uma biópsia incisional é o método mais rápido para obtenção de tecido para diagnóstico definitivo. Geralmente esses procedimentos são executados em ambiente cirúrgico ambulatorial. Uma cunha de tecido suficientemente grande para um diagnóstico preciso é removida da periferia da lesão. A hemostasia deve ser excelente para evitar a semeadura hematogênia. A incisão da biópsia deverá ser planejada de modo que possa ser incluída no tecido a ser removido por cirurgia definitiva subsequente (longitudinal para sarcomas dos membros) porque alguns tumores têm propensão de semear a incisão da biópsia. Um sítio de biópsia removido à distância da incisão operatória em potencial pode prejudicar intensamente as tentativas posteriores de controle cirúrgico do tumor ou os procedimentos com potencial de poupar os membros e pode resultar em cirurgia comprometida.


2. Biópsia excisional. As biópsias de excisão removem toda a lesão e são mais adequadas para lesões menores, particularmente quando a biópsia com agulha for inadequada por razões técnicas, de segurança ou diagnósticas, ou quando a arquitetura grosseira da lesão afetar o diagnóstico. Isso pode ser curativo para cânceres pequenos (melanoma, de mama, sarcoma e carcinomas de células basais). Dependendo do tamanho da lesão e do fechamento exigido, as biópsias excisionais podem ser realizadas como um procedimento de consultório ou na sala de cirurgia. Todas as amostras deverão ser orientadas para avaliação precisa das margens. Isso permitirá ao cirurgião ressecar o tecido adicional para margens inadequadas ou próximas.


III. ESTADIAMENTO: DETERMINANDO A EXTENSÃO DA DOENÇA E A POSSIBILIDADE DE RESSECAÇAO. Quando houver suspeita de doença distante, a maioria dos cânceres poderá ser estadiada com CT, com tomografia por emissão de pósitrons (PET), com imagens de ressonância magnética (MRI) ou com varreduras ósseas com radionuclídeos. Entretanto, os procedimentos de estadiamento cirúrgico para melanoma, câncer de mama, um conjunto de malignidades abdominais e malignidades torácicas são mais sensíveis que as modalidades radiográficas atualmente disponíveis e alteram o tratamento do paciente em grande porcentagem dos casos.


A. Mediastinoscopia. A mediastinoscopia é usada para o estadiamento pré-operatório de carcinoma broncogênico e avaliação de adenopatia mediastinal. Trata-se do método mais preciso para estadiar linfonodos mediastinais. O procedimento é realizado sob anestesia geral.


Uma incisão cirúrgica transversa é feita superior à incisura do esterno e um mediastinoscópio é inserido ao longo da traqueia. O linfonodo pode ser submetido à biópsia a partir das estações nodulares pré-traqueais, subcarinais e paratraqueais, e examinado quanto à presença de doença metastática. O procedimento é altamente sensível (100%) e específico (90%) no estadiamento de carcinoma broncogênico e tem baixo índice de morbidade e de mortalidade. O ultrassom endoscópico (EUS) e o ultrassom endobrônquico (EBUS) também podem ser usados para obter biópsias com agulha de linfonodos do mediastino. Juntas, essas técnicas (EUS, EBUS e mediastinoscopia) são ferramentas importantes para ajudar a estadiar linfonodos mediastinais.


B. Laparotomia. O estadiamento radiográfico e a laparoscopia substituíram em grande escala a laparotomia. Esse procedimento é usado seletivamente para estadiar cânceres do ovário e testicular não seminomatoso. Ele é realizado sob anestesia geral por meio de uma incisão na linha média e apresenta baixa morbidade e recuperação rápida. As complicações incluem infecção, sangramento, deiscência do ferimento e raros episódios relacionados com exploração do conteúdo intra-abdominal e anestesia geral.


C. Laparoscopia. As abordagens laparoscópicas ao estadiamento de pacientes com câncer são hoje rotineiras para várias malignidades intra-abdominais (fígado, pâncreas, estômago e carcinoma medular da tireoide). A laparoscopia demonstrou aumentar a incidência de laparotomias desnecessárias para doença não ressecável em até 70% dos pacientes com malignidades abdominais. A laparoscopia diagnóstica para estadiamento geralmente é realizada à época de uma laparotomia ou excisão laparoscópica com intenção de cura. Ao se descobrir uma doença distante ou não ressecável, evita-se, assim, a laparotomia desnecessária ou a dissecção laparoscópica extensa. O procedimento é realizado sob anestesia geral. Biópsias de órgãos sólidos, de linfonodos e de lesões sugestivas podem ser obtidas. Quando a laparoscopia é combinada com ultrassonografia intraoperatória, as lesões profundas no parênquima de um órgão podem ser identificadas, assim como a invasão do tumor para as estruturas adjacentes, como os vasos sanguíneos principais. Isso é particularmente útil na avaliação das malignidades do fígado e do pâncreas e pode ser a técnica de investigação por imagens mais sensível à detecção de metástases hepáticas. O procedimento tem poucas complicações e pode ser realizado em ambiente ambulatorial. A metástase tipo port-site e disseminação intra-abdominal pelo pneumoperitônio, embora teoricamente preocupante, é rara (menos de 1% dos casos).


D. Linfadenectomia. A localização, o tipo de câncer e a evidência clínica de envolvimento nodal são as principais considerações na execução da linfadenectomia. A presença e a extensão do envolvimento nodal é o indicador de risco mais preciso de desenvolvimento de doença distante para muitos cânceres. Em geral, os linfonodos regionais deverão ser removidos quando a probabilidade de metástases for elevada ou se o exame clínico revelar o envolvimento de linfonodos. Se possível, os linfonodos regionais deverão ser removidos à época da cirurgia primária. Se forem encontrados linfonodos com mais de 3 cm de tamanho, o tumor, provavelmente, terá extensão extranodal e envolverá a gordura perinodal. Esses linfonodos deverão ser ressecados com a gordura ao redor e, se de baixa morbidade, os nervos adjacentes (ou seja, nervo sensorial braquial intercostal da axila). O benefício de sobrevida da linfadenectomia varia de malignidade para malignidade; ele é altamente influenciado pela eficácia da quimioterapia adjuvante para o câncer em questão. Portanto, o objetivo da linfadenectomia para todos os cânceres é obter tecido suficiente de linfonodos para estadiar o paciente de modo adequado. Para aqueles cânceres nos quais a linfadenectomia melhora a sobrevida, a extensão ideal da ressecção fornece o melhor resultado oncológico sem sujeitar o paciente à morbidade ou mortalidade cirúrgicas desnecessárias. Em alguns casos, como no adenocarcinoma gástrico, essa extensão ideal de linfadenectomia é o assunto de estudos e controvérsias em andamento. A principal morbidade da linfadenectomia regional para esse procedimento axilar ou inguinal é o linfedema de membros e lesão dos nervos adjacentes. Linfadenectomias mais extensas no tórax ou abdome podem resultar em aumento na mortalidade cirúrgica, assim como lesão dos órgãos vizinhos ou de estruturas neurovasculares principais.


E. Biópsia de linfonodo sentinela. A biópsia de linfonodo sentinela (SLNB) se baseia em dados que demonstram a drenagem linfática hierárquica que ocorre a partir do tumor primário para o primeiro linfonodo de drenagem (linfonodo sentinela [SLN]) e depois para os demais linfonodos da cadeia linfática regional. Numerosos estudos demonstraram que as malignidades localizadas formam metástases para o SLN antes de envolverem outros linfonodos da cadeia. Portanto, a presença ou ausência de doença metastática no SLN prognostica o status de toda essa cadeia. A SLNB é usada, atualmente, para estadiar a axila no câncer de mama e as cadeias linfonodais regionais no melanoma. Essa técnica está sendo investigada para várias outras malignidades (ginecológicas, de cabeça e pescoço). Duas técnicas são usadas para mapeamento linfático e podem ser usadas independentemente ou em combinação. Aprimeira técnica envolve a injeção de um coloide rotulado por rádio ao redor da lesão, que é acompanhado radiograficamente e/ou durante a cirurgia usando-se a sonda gama. A segunda técnica aplica corante azul (azul isossulfan, azul de linfazurina e azul de metileno), que é injetado durante a cirurgia ao redor do tumor para impregnar os linfáticos. Nas duas técnicas, é feita uma incisão na borda da cadeia linfonodal e o SLN é identificado pelo traçado azul ou por canais linfáticos radioativos para o primeiro linfonodo azul ou radioativo. Se mais de uma cadeia linfonodal estiver potencialmente envolvida, então a linfocintigrafia pré-operatória poderá ser realizada para identificar as cadeias linfonodais de drenagem. Em mãos experientes, o procedimento tem especificidade e sensitividade significativamente altas. As vantagens da SLNB são dissecções de linfonodos seletivos naqueles pacientes que mais se beneficiariam, evitando a morbidade associada à liberação de linfonodos nos pacientes com risco baixo de doença, e a habilidade de realizar corantes imuno-histoquímicos ou a reação em cadeia da polimerase (PCR) para detectar doença micrometastática. As desvantagens da SLNB estão relacionadas com a habilidade do operador, que pode resultar em um índice falso-negativo significativo.


IV. TRATAMENTO CIRÚRGICO. O planejamento cirúrgico envolve a consideração do estádio e localização do tumor, da saúde geral do paciente, da morbidade e mortalidade esperadas do procedimento, da probabilidade de tratamento bem-sucedido e da disponibilidade e eficácia de outras modalidades de tratamento. A ressecção cirúrgica de tumores sólidos fornece controle local excelente e é, atualmente, a única opção curativa para a maioria dos tumores sólidos.


A. Ressecção primária


1. Princípios de ressecção cirúrgica. O objetivo primário da cirurgia de câncer é a extirpação completa da doença local e regional para controle local e redução do risco de recidiva local. Isso envolve a remoção da lesão primária com margens adequadas do tecido normal ao redor para minimizar o risco de recorrência local. O estádio, o mecanismo de disseminação local, a morbidade e a mortalidade do procedimento devem ser considerados antes da execução de qualquer procedimento cirúrgico. Em pacientes com doença metastática, o controle a longo prazo pode não ser tão importante como o é em pacientes com doença localizada, que pode ser curada com a cirurgia, embora, nesses casos, a cirurgia possa ser paliativa. O conhecimento das vias mais comuns de disseminação para vários tipos histológicos de câncer é essencial para o controle local bem-sucedido. Dependendo da célula de origem, os cânceres podem se espalhar via mucosa, submucosa, ao longo dos planos da fáscia ou ao longo dos nervos (Tabela 3-1). Com os avanços na anestesia, as abordagens cirúrgicas minimamente invasivas, os cuidados pós-operatórios e os procedimentos de reconstrução, grandes procedimentos cirúrgicos podem ser executados com segurança em pacientes idosos e naqueles com quadros múltiplos de comorbidade. Durante a operação, a ressecção bem-sucedida exige boa exposição, excisão de sítios de biópsia anterior, a manutenção do campo cirúrgico sem sangue para visualizara extensão da disseminação do tumor e a ressecção en bloc do tumor e do tecido normal ao redor. A recorrência local ou a semeadura do ferimento podem ser, teoricamente, minimizadas pela manipulação mínima do tumor, confinando a dissecção ao tecido normal, e a ligação precoce dos vasos nutrientes principais na origem. Aremoção completa dos tumores tem muitos efeitos favoráveis, incluindo a minimização da doença residual e a eliminação de células hipóxicas, mal vascularizadas e que são resistentes à droga e à radiação.


2. Lesões pré-malignas e cirurgia profilática. A cirurgia é indicada para lesões pré-malignas e cânceres não invasivos da pele, boca, colo do útero, cólon, mama e tireoide, embora somente uma proporção dessas lesões possa progredir para a malignidade (Tabela 3-2). Vários transtornos hereditários associados ao aumento no risco de câncer já foram descritos. A cirurgia pode reduzir substancialmente a ocorrência de câncer (Tabela 3-3).


B. Princípios operatórios


1. Anatomia. Alocalização anatômica dos cânceres é uma consideração importante no planejamento cirúrgico. Alguns tumores não podem ser adequadamente tratados somente porressecção cirúrgica, por causa de restrições an atômicas, que podem resultar em excisão incompleta (nasofaringe). A doença microscópica residual após a ressecção cirúrgica pode, às vezes, ser tratada efetivamente com radioterapia adjuvante para reduzir a recorrência local. Os pacientes cujas lesões estão intimamente envolvidas com os vasos sanguíneos principais (pulmão, aorta) ou que envolvam, bilateralmente, um órgão essencial (fígado) ou aqueles com expectativa de vida limitada em decorrência de história natural da doença podem não se beneficiar de uma ressecção cirúrgica.


















	
TABELA 3-1

	Margens de Tecido Adequadas para Malignidade Primária Tratada apenas com Cirurgia






























	Tecido


	Margem


	Base Lógica







	Melanoma in situ


	0,5–1 cm


	 







	< 1 mm


	1 cm


	Localizado







	1,01–2 mm


	1–2 cm


	 







	> 2 mm


	2cm


	Risco aumentado de recorrência local







	Sarcoma


	Excisartodo o grupo de músculo ou 1 cm


	–







	Mama, invasivo


	1 cm


	Deve ser combinado com radioterapia por causa da multifocalidade







	Cólon


	2–5 cm


	–







	Esôfago


	10cm


	Potencial para disseminação submucosa extensa







	Carcinoma de células escamosas de cabeça/pescoço


	1 cm


	Pode estar limitado por estruturas adjacentes







	Pulmão


	Excisar lobo ou pulmão


	–







	Pâncreas


	1 mm–1 cm


	As margens podem estar limitadas por vasos ao redor







	Fígado


	1 cm


	–







	Carcinoma de células basais


	2mm


	Área maligna muito localizada







	Estômago


	6 cm


	Disseminação intramural





























	TABELA 3-2

	Cirurgia para Doença in Situ e Atipia






























	Órgão


	Doença


	Método de detecção







	Colo do útero


	Atipia


	Teste de Papanicolaou







	Boca


	Displasia


	Exame oral







	Trato gastroesofágico


	Displasia (Barrett)/Leucoplaquia


	Endoscopia







	Mama


	In situ


	Mamograma/exame físico





























	TABELA 3-3

	Cirurgia Profilática






























	Transtorno


	Risco de câncer


	Cirurgia







	Polipose familiar do cólon


	100% de risco


	Colectomia







	Colite ulcerativa


	Com displasia > 50% de risco


	Colectomia







	MEN II/FMTC


	100% de risco para câncer medular da tireoide (triagem genética)


	Tireoidectomia







	BRCA 1/2


	> 60% para câncer de mama


	Mastectom a










FMTC, carcinoma medular da tireoide familiar; MEN, neoplasia endócrina múltipla.





2. Terapia neoadjuvante antes da ressecção. Se uma lesão for ressecável e localizada à épocado diagnóstico, então acirurgia deverá ser realizada. Grandes lesões ou aquela sinvadindo as estruturas ao redor e que não são, inicialmente, ressecáveis podem ser susceptíveis à redução de volume com a quimioterapia inicial (neoadjuvante) ou radioterapia. Essa estratégia permitiu ressecções bem-sucedidas, porém mais limitadas, menos mórbidas ou ressecções com preservação de funções de muitos cânceres (colorretal, de mama, de laringe e de pâncreas). Além disso, a resposta à terapia neoadjuvante é útil para monitorar a resposta a vários regimes de tratamento. Se uma resposta patológica completa for possível, o sítio cirúrgico deverá ser marcado com um clipe metálico no momento da biópsia para identificação futura na cirurgia. Uma desvantagem da terapia neoadjuvante é o possível atraso no início da terapia padrão de cura. Raramente um paciente pode ter progressão da doença sob a terapia neoadjuvante, até o ponto em que a ressecção cirúrgica curativa não seja mais possível. Entretanto, esse subgrupo de pacientes pode ter doença biologicamente agressiva que provavelmente não responderia à terapia adjuvante após a ressecção, aumentando assim o risco de recorrência após a cirurgia. Portanto, é possível que esse processo selecione pacientes que não teriam se beneficiado da ressecção cirúrgica em termos de sobrevida ou de sobrevida sem a doença.


A radioterapia pré-operatória pode ser usada isoladamente ou em combinação com a quimioterapia a fim de reduzir o tamanho do tumor antes da ressecção. Em alguns cânceres, como no câncer retal, ela também fornece o benefício da redução de recidiva local após a ressecção, mesmo quando aplicada antes da cirurgia. As vantagens da radioterapia préoperatória são, potencialmente, campos de tratamento menores e redução na sedimentação potencial do tumor durante a cirurgia. As desvantagens da radioterapia pré-operatória incluem a fibrose, que pode obscurecer as margens de ressecção e aumentar a dificuldade e a morbidade do procedimento. A radioterapia pré-operatória torna as bordas do ferimento funcionalmente isquêmicas, o que pode afetar o tipo de reconstrução realizada e o tecido ressecado, ou resultar em aumento das complicações do ferimento. Embora a terapia neoadjuvante possa reduzir o tamanho da lesão, geralmente o benefício é pequeno na sobrevida geral.


C. Extensão da ressecção. A extensão da ressecção depende do órgão envolvido e do método de disseminação local. As margens adequadas variam de 1 mm a 5 cm para tumores de órgãos cutâneos e ocos. As ressecções para tumores de órgãos sólidos usualmente são guiadas pelo suprimento sanguíneo e, em geral, realiza-se a ressecção de um lobo (fígado, pulmão) ou de todo o órgão (rim) ou ressecção parcial (pâncreas). O método mais eficaz para controle local e prevenção de recidiva local é a excisão ampla. Isso pode exigir envolver qualquer incisão de biópsia ou trato de agulha na excisão en bloc. Se a malignidade for aderente a um órgão contíguo, então será possível executar uma excisão parcial nesse órgão contíguo para obter margens negativas. A maioria dos tumores sólidos tem propensão à disseminação por meio dos linfáticos locais para os linfonodos regionais. Se um linfonodo na área de drenagem exceder 3 cm de tamanho, o tumor será, provavelmente, extranodal e envolverá a gordura perinodal. Nesse caso, a excisão local será inadequada e a ressecção en bloc do órgão, dos linfonodos regionais e das regiões adjacentes envolvidas deverá ser executada. Para prevenir a semeadura do tumor, pode-se usar a técnica de não tocar, que envolve a palpação mínima do tumor e a ligação precoce do suprimento sanguíneo para limitar o deslocamento das células tumorais para a circulação venosa. Embora a habilidade dessas técnicas para reduzir a recorrência local seja controversa, seu valor teórico levou à aceitação generalizada. Se uma segunda área do corpo exigir cirurgia à época da excisão do tumor, luvas, aventais, lençóis e instrumentos deverão ser trocados. Isso adia ainda mais o transplante do tumor para um sítio distante.


Se as margens forem positivas após a ressecção, as opções incluirão: outra cirurgia, terapia adjuvante ou acompanhamento cuidadoso. Se um tumor microscópico for encontrado na margem da ressecção, poderá ser aplicada a radiação adjuvante pós-operatória. Entretanto, isso pode estar associado a risco mais alto de recorrência de tumor, resultados cosméticos piores e mais complicações da radiação por causa das doses de radiação mais altas (câncer de mama, sarcoma e de cabeça/pescoço). Esses pacientes podem-se beneficiar da reexcisão do leito do tumor para atingir margens microscopicamente transparentes, se isso for tecnicamente viável. Nesses casos, a morbidade e a mortalidade em potencial de cirurgia de repetição deverão ser avaliadas.


D. Cirurgias laparoscópica e de laparoscopia assistida. As ressecções de tumor laparoscópicas ou assistidas por laparoscopia estão sendo cada vez mais comuns em todo o mundo e são, hoje, opções padronizadas para a ressecção curativa em muitos cânceres. A cirurgia laparoscópica de câncer mais comum é a colectomia. As pancreatectomias, hepatectomias, adrenalectomias, gastrectomias, esofagectomias, nefrectomias, prostatectomias assistidas por laparoscopias e as lobectomias torácicas videoassistidas (VAT) são hoje executadas de modo rotineiro para cirurgia de câncer em pacientes apropriadamente selecionados. Em geral, os procedimentos laparoscópicos resultam em estadia hospitalar mais curta, menor perda sanguínea durante a cirurgia, exigência reduzida de analgésicos e retorno mais rápido às atividades normais. Surgiram preocupações quanto à largura das margens e da ressecção en bloc da drenagem das bacias nodais; entretanto, os estudos que examinaram essas questões para colectomia informaram diferenças não significativas. Na verdade, os dados sugerem que isso é verdadeiro para outras opções de ressecção laparoscópica.


V. METÁSTASES E DOENÇA RECORRENTE


A. Metástase a distância. Para muitos tipos de câncer, o óbito é, quase sempre, o resultado de doença metastática. Com frequência, assume-se que o paciente com doença disseminada não é candidato a procedimentos cirúrgicos. Entretanto, subgrupos de pacientes com metástases isoladas são susceptíveis a uma ressecção cirúrgica completa (hepática e pulmonar) com aumento na sobrevida. As excisões de metástases sintomáticas que não podem ser tratadas por outros meios são apropriadas para ressecção para melhorar a qualidade de vida (melanoma, câncer de mama, da tireoide e outros cânceres endócrinos). Isso inclui pacientes com metástases subcutâneas que apresentam problemas cosméticos e metástases intestinais que causam obstrução ou sangramento. Pacientes com metástases múltiplas do pulmão ou do fígado deverão ser considerados para ressecção se as metástases estiverem presentes em apenas um sistema orgânico, se houver parênquima normal adequado e remanescente após a ressecção e se o risco operatório for mínimo. Quanto maior o intervalo entre o diagnóstico inicial e o aparecimento da doença metastática, maior será a probabilidade de benefício da cirurgia e aumento da sobrevida geral. A ressecção de um número pequeno de metástases pulmonares de um sarcoma ou de metástases de pulmão e de fígado dos cânceres colorretais resultará em aumento da sobrevida para cerca de 25% dos pacientes. No câncer de mama há evidência emergente de que a cirurgia da mama melhora a sobrevida geral em pacientes com doença metastática.


B. Ressecção para doença local ou regional recorrente. A recidiva local do câncer pode resultar da incisão incompleta na cirurgia inicial, a presença de células cancerosas residuais distantes da lesão primária ou tumores primários secundários que se desenvolvem em tecido residual normal. O acompanhamento intensivo é realizado para detectar tumores recorrentes ou persistentes antes da ocorrência da disseminação a distância. Em alguns cânceres a presença da recorrência local pode sinalizar a presença de doença distante em uma proporção de pacientes (aproximadamente 50% câncer de mama). Princípios cirúrgicos similares se aplicam à ressecção de doença recorrente.


C. Cirurgia paliativa. Melhora significativa na qualidade de vida e alívio dos sintomas podem ser conquistados com a cirurgia paliativa, que permite aos pacientes reassumirem a maior parte possível das suas atividades diárias (Tabela 3-4). Isso inclui a ressecção para obstrução, dor, sangramento ou perfuração de um visco oco ou para efeitos hormonais de tumores endócrinos (insulinomas, gastrinomas e cânceres medulares da tireoide). À medida que as técnicas laparoscópicas se tornam mais comuns, essas abordagens minimamente invasivas podem fornecer ferramentas valiosas para permitir aos pacientes a habilidade de maximizar sua qualidade de vida sem a morbidade associada à cirurgia aberta.


VI. RECONSTRUÇÃO: FUNCIONAL E COSMÉTICA. Os avanços na compreensão do suprimento sanguíneo aos tecidos permitiram melhoras na cobertura de defeitos cirúrgicos após as ressecções de cânceres. Raramente, a única opção são os fechamentos primários desfigurantes ou os enxertos cutâneos. Dois avanços levaram a alterações principais nas reconstruções plásticas de ressecções de câncer. Aprimeira foi a elucidação anatômica do suprimento sanguíneo muscular, que permitiu que o tecido associado a uma rede vascular definida fosse movido para um defeito dentro do alcance de seu pedículo. O segundo avanço ocorreu no campo da microcirurgia, que permitiu que retalhos musculares ainda com gordura subcutânea e pele de cobertura fossem destacados de seu suprimento sanguíneo original e submetidos à nova anastomose aos vasos em uma área anatômica diferente. Esses avanços significaram que as reconstruções de estágios múltiplos não fossem mais necessárias para trazer tecido bem vascularizado para um defeito cirúrgico. Isso reduz o risco de complicações pós-operatórias do ferimento e evita atrasos para começar a terapia adjuvante. Atualmente, a reconstrução imediata é realizada com frequência durante a mesma cirurgia como uma ressecção oncológica. Com essas técnicas, grandes quantidades de tecido podem ser transplantadas de modo confiável para preencher espaços mortos, acolchoar e cobrir órgãos ou estruturas susceptíveis e fornecer restauração de forma, função e contorno. Transferências de tecido livre e pediculado são usadas para a reconstrução após cirurgia da mama, área mandibular e períneo. Os retalhos miocutâneos de doador comumente usados incluem os músculos: grande dorsal, reto do abdome e grácil. Se houver necessidade de ossos, os retalhos baseados na fíbula são os mais usados. O índice de sucesso dos retalhos é de 95% e estudos múltiplos demonstraram qualidade de vida melhorada com procedimentos de reconstrução e sem deterioração na habilidade de detectar a recorrência. Naqueles pacientes que exijam terapia adjuvante, a reconstrução não retarda o tempo para o início do tratamento. As desvantagens da reconstrução são problemas secundários no sítio doador e aumento no tempo de cirurgia.


















	
TABELA 3-4

	Procedimentos Cirúrgicos Paliativos




























	Apresentação


	Procedimento Cirúrgico







	Efusão pleural maligna


	Tubo de toracostomia, esclerose







	Obstrução biliar


	Stent ou coledocojejunostomia







	Obstrução intestinal, grande


	Ileostomia de derivação ou colostomia com fístula mucosa, colocação de stentpor endoscopia







	Obstrução intestinal, pequena


	Ressecção, derivação, tubo de gastrostomia







	Obstrução intestinal, duodenal


	Gastrojejunostomia







	Obstrução esofágica


	Stent, tubo de gastrostomia







	Câncer de mama localmente avançado


	Mastectomia de salvamento













VII. MODALIDADES DE ABLAÇÃO. Alguns pacientes com tumores do fígado e não candidatos à ressecção cirúrgica podem ser capazes de se submeter ao tratamento de ablação. Os pacientes podem não conseguir tolerar a ressecção cirúrgica por causa de seu estado geral de saúde, ou quando a extensão dessa ressecção exigida tiver de deixar tecido hepático funcional inadequado remanescente. Isso é especialmente uma consideração no caso de cirrose ou de lesão hepática induzida por quimioterapia. As terapias ablativas têm sido estudadas para carcinoma hepatocelular primário e para metástases de câncer colorretal para o fígado. Entretanto, os dados disponíveis são limitados à ablação de outras malignidades metastáticas para o fígado, incluindo: câncer de mama, malignidades ginecológicas e tumores neuroendócrinos. Aablação também tem sido estudada no tratamento de cânceres primários de pulmão e de rim. Geralmente, a evidência sugere que a ablação confere um benefício de sobrevida apenas sobre a doença não tratada ou quimioterapia em pacientes não elegíveis à ressecção. Em alguns estudos, o índice geral de sobrevida pode chegar perto daquele da ressecção cirúrgica. Entretanto, a recorrência local rara geralmente é inferior à da ressecção cirúrgica e vários tratamentos podem ser necessários para se obter o controle local.


A. Crioterapia. Acrioablação intraoperatória é considerada como forma efetiva de terapia paliativa e pode curar alguns pacientes com tumores pequenos. A ultrassonografia intraoperatória é usada para monitorar a criocirurgia hepática para doença não ressecável. A crioterapia hepática envolve o congelamento e descongelamento de tumores hepáticos por meio de uma criossonda inserida no tumor. Durante os ciclos de congelar/descongelar o gelo se forma dentro dos espaços intra e extracelulares, levando à destruição do tumor. Os tumores são então deixados in situ para serem absorvidos. As complicações pós-operatórias incluem: hemorragia, fístula biliar, mioglobinúria e insuficiência renal aguda. A crioablação hepática também está associada à síndrome rara de insuficiência de múltiplos órgãos, coagulopatia e coagulação intravascular disseminada. Os índices gerais de morbidade variam de 6 a 50%, e os de mortalidade variam de 0 a 8%. A criocirurgia hepática é uma opção para pacientes com metástases de fígado isoladas de câncer colorretal que não são cirurgicamente ressecáveis, mas suficientemente limitadas para permitir a crioablação de todas as lesões. Entretanto, devido às complicações sistêmicas raras, outras técnicas de ablação são favorecidas em pacientes que não são candidatos à ressecção formal de seus tumores sólidos.


B. Ablação por radiofrequência. A técnica de ablação por radiofrequência (RFA) envolve a inserção percutânea ou intraoperatória de uma sonda de radiofrequência (RF) no centro de um tumor hepático mediante orientação por ultrassonografia ou CT. A energia da RF é, então, emitida do eletrodo e absorvida pelo tecido ao redor. Esse processo gera calor, levando à necrose por coagulação do tecido tratado. Ele se baseia na habilidade de o tecido conduzir corrente, de modo que é menos confiável para tecido dessecado ou tecido com impedância alta, como pulmão ou ossos. Além disso, os grandes vasos sanguíneos adjacentes ao tumor podem resultar em um efeito de “dissipador de calor” conduzindo, preferencialmente, a corrente para longe da lesão. A limitação inicial dessa terapia foi o diâmetro pequeno (1,5 cm) de necrose passível de ser atingido com uma única sonda de RF. As sondas mais modernas permitem o tratamento de volumes maiores. Aprincipal vantagem da ablação por RF sobre a criocirurgia é a baixa incidência de complicações e a facilidade de desempenho mediante orientação por CT ou ultrassonografia. A ablação por RF pode ser realizada percutaneamente em muitos casos, evitando, assim, a laparotomia ou a laparoscopia. Ela foi estudada no tratamento de cânceres localizados no fígado, principalmente o câncer colorretal metastático e os carcinomas hepatocelulares primários. Aablação por radiofrequência é, atualmente, a terapia ablativa mais amplamente aplicada e tem sido estudada de maneira muito mais extensa.


C. Ablação por microondas. A ablação por micro-ondas é semelhante à RFA porque gera um campo eletromagnético que resulta na produção de calor dentro do tecido-alvo. Uma sonda de antena é inserida no tumor para enviar energia, que pode aquecer o tecido até 2 cm a partir da antena. Várias antenas também podem ser usadas simultaneamente, permitindo o tratamento de lesões grandes ou multifocais. Diferentemente da RFA, a ablação por micro-ondas não sofre tanta influência pela habilidade de o tecido conduzir eletricidade, tornando-se uma escolha melhor para tecidos com impedância mais alta. Ela é, também, menos vulnerável ao efeito de “dissipador de calor” e pode tratar grandes volumes tumorais mais confiavelmente que a RFA. Uma desvantagem da ablação por micro-ondas é a tendência de superaquecimento da antena, o que pode danificar, potencialmente, outros tecidos ao longo do trato da sonda.


D. Eletroporação irreversível. A técnica da eletroporação irreversível (IRE) difere das outras porque não induz uma lesão térmica nos tecidos tratados. A IRE usa uma corrente direta pulsada que causa dano celular irreversível, levando à apoptose. Acredita-se que isso ocorra pelo rompimento da membrana celular e indução da formação de poros dentro da dupla camada de gordura. Por isso ela não é passível do efeito “dissipador de calor” e não mostra a dissipação térmica para os tecidos próximos. Teoricamente, isso torna a IRE mais segura e mais confiável para uso em lesões próximas a estruturas anatômicas críticas ou grandes vasos sanguíneos. A eletroporação irreversível é um desenvolvimento tecnológico novo e ainda está sob investigação ativa para o tratamento de múltiplos tipos de câncer.


VIII. INTERVENÇÃO CIRÚRGICA PARA EMERGÊNCIAS ONCOLÓGICAS. Embora as emergências oncológicas verdadeiras sejam raras, os cirurgiões são sempre consultados sobre o tratamento de complicações resultantes da progressão de um tumor ou da terapia citotóxica. Em casos de metástase amplamente disseminada ou de doença não ressecável, é essencial que parte da discussão sobre prognóstico inclua os desejos do paciente quanto à intervenção cirúrgica caso essa complicação ocorra. Idealmente, isso deveria acontecer quando o paciente estivesse relativamente bem de saúde e capaz de expressar seus desejos e fazer as perguntas apropriadas, mas frequentemente essas discussões só acontecem no contexto da emergência em si, quando o paciente e a família não têm condições de elaborar uma discussão bem considerada sobre metas de cuidados. Acirurgia de emergência carrega um risco mais alto de complicações que a cirurgia eletiva e geralmente retarda a quimioterapia paliativa durante a recuperação.


A. Perfuração intestinal. A perfuração do trato gastrintestinal (GI) em pacientes com câncer carrega alto índice de morbidade e de mortalidade. Embora a maioria das perfurações seja por causas benignas (diverticulite, apendicite e doença de úlcera péptica), elas também podem ocorrer como resultado de quimioterapia ou radioterapia ou, ainda, como apresentação primária de malignidade. Os cânceres colorretais não diagnosticados podem-se apresentar com perfuração como resultado de envolvimento colônico de espessura total ou perfuração proximal de massa de obstrução distal. A resposta de algumas malignidades, como a dos linfomas GI, é tão significativa à quimioterapia que leva à necrose de espessura total da parede intestinal. Os pacientes submetidos à terapia para câncer são, com frequência, imunossuprimidos ou mal nutridos, o que mascara os sinais tradicionais de uma perfuração (peritonite, leucocitose, febre e taquicardia). A imunossupressão e a malnutrição estão associadas ao aumento na mortalidade e morbidade operatórias desses pacientes. Índices de mortalidade de até 80% foram informados em pacientes submetidos a uma laparotomia de emergência e naqueles portadores de doença metastática e recebendo tratamento quimioterápico. Os cuidados de conforto e os tratamentos não cirúrgicos deverão ser discutidos nos pacientes com prognóstico geral ruim. Em pacientes submetidos à exploração abdominal, ostomias, gastrostomia e tubos de jejunostomia para nutrição deverão ser considerados.


B. Obstrução intestinal. A obstrução intestinal é comum em pacientes com câncer apresentando-se com náusea, vômito, distensão abdominal e obstipação. Fontes benignas de obstrução como aderências de cirurgias anteriores e enterite por radiação respondem por cerca de um terço dos casos nesses pacientes. As malignidades primárias (ovarianas, colônicas e estomacais) ou a doença metastática (pulmão, mama e melanoma) são a causa de obstrução intestinal em dois terços dos casos. Em uma pequena porcentagem de pacientes com câncer, a obstrução funcional também pode ocorrer sem uma causa mecânica a partir de anormalidades em eletrólitos, radioterapia, malnutrição, analgésicos narcóticos e imobilidade prolongada. Nesses pacientes, a correção da causa subjacente e a descompressão do intestino são os esteios do tratamento.


Aabordagem ao diagnóstico e tratamento de obstrução em pacientes com câncer deverá ser similar àquela para pacientes com doença benigna. O diagnóstico é feito com mais frequência por varredura de CT, embora estudos complementares usando contraste oral ou retal possam ajudar a determinar a presença de um ponto de transição, espessamento da parede intestinal ou a presença de doença recorrente.


Todos os pacientes deverão ser inicialmente reanimados com fluidos IV, ter as anormalidades de eletrólitos corrigidas e passar por descompressão por meio de tubo nasogástrico, além do débito urinário monitorado. Os pacientes com sinais de viabilidade intestinal comprometida ou perfuração (sensibilidade abdominal, leucocitose, febre, taquicardia persistente e ar livre intra-abdominal) deverão passar, imediatamente, por laparotomia exploratória. Os pacientes com obstrução intestinal completa raramente respondem ao tratamento clínico e exigem exploração cirúrgica. Entre 25 e 50% dos pacientes com obstrução parcial do intestino delgado resolverão sua obstrução com medidas conservadoras. Aqueles pacientes que não demonstrarem resolução após determinado período ou progresso para a obstrução completa deverão ser submetidos à laparotomia. Pacientes com câncer e obstruções benignas de aderências ou herniação interna se beneficiam da cirurgia. Se a obstrução maligna estiver presente, a ressecção ou derivação do segmento obstruído poderá ser executada; entretanto, somente 35% dos pacientes terão alívio durável dos sintomas após o tratamento cirúrgico. Esses pacientes deverão ser fortemente considerados para a colocação de um tubo de gastrostomia à época da cirurgia, que fornecerá tratamento paliativo substancial ao aliviar a êmese e encurtar a necessidade de sucção gástrica. A enterite induzida por radiação pode ser clinicamente indistinguível da obstrução de aderência do intestino delgado. Em casos de enterite por radiação, os segmentos curtos do intestino estreitado poderão ser ressecados; entretanto, os segmentos longos deverão ser tratados por derivação. Aintervenção cirúrgica para obstrução maligna do intestino está associada à morbidade (30%) e à ortalidade significativas (10%), e os pacientes têm sobrevida média de aproximadamente 6 meses após a laparotomia para uma obstrução intestinal maligna.


C. Enterocolite neutropênica (tiflite). A enterocolite neutropênica ocorre, mais frequentemente, em pacientes que estejam recebendo quimioterapia e que se mostram neutropênicos por mais de sete dias. Os sintomas incluem: neutropenia febril, diarreia, distensão abdominal e dor no quadrante inferior direito. Inicialmente, a apresentação pode ser muito semelhante à da apendicite. Os achados radiológicos são quase sempre inespecíficos ou podem demonstrar espessamento do ceco. Exames abdominais em série são fundamentais para o diagnóstico e tratamento apropriados. A maioria dos episódios resolver-se-á com tratamento conservador e repouso do intestino, reanimação com fluidos IV, descompressão nasogástrica e antibióticos de amplo espectro. Entretanto, se os pacientes desenvolverem perfuração, hemorragia não controlada, tornarem-se sépticos ou se os sintomas continuarem a piorar apesar da terapia clínica, a laparotomia deverá ser realizada. A hemocolectomia direita com ileostomia e fístula mucosa é a cirurgia preferida e poderá ser revertida após vários meses.


D. Obstrução biliar. Além dos carcinomas pancreático e do ducto biliar, os linfomas, melanomas e cânceres de mama, cólon, pulmão e ovário podem causar obstrução biliar em decorrência de metástases para os linfonodos da porta ou do hilo do fígado. O prognóstico para pacientes com obstrução biliar resultante de doença metastática é ruim e índices de mortalidade em dois meses chegando a 70% já foram informados. O tratamento deverá ser concentrado na prevenção de colangite e icterícia paliativa. A colangiopancreatografia retrógrada endoscópica (ERCP) com colocação de stent ou drenagem transepática percutânea deverá ser a estratégia inicial de tratamento.


E. Hemorragia. Pacientes com malignidades que desenvolvem sangramento GI deverão ser submetidos ao mesmo exame minucioso que aqueles sem doença maligna. A reanimação, a correção de coagulopatias e um exame minucioso para definir o sangramento deverão ser iniciados imediatamente. Sangue vivo pelo reto ou hematêmese podem fornecer dicas de fonte GI inferior ou superior. Os tumores malignos raramente são fonte de hemorragia intra-abdominal significativa. Se o sangramento não apresentar índice potencialmente fatal, a varredura rotulada de eritrócitos, a angiografia, a embolização e as intervenções endoscópicas podem ser usadas para diagnosticar e tratar a hemorragia. O momento da intervenção cirúrgica se baseia no índice e no volume de perda de sangue, na patologia subjacente e no prognóstico geral do paciente.


F. Tamponamento pericárdico. A doença metastática para o pericárdio, levando à obstrução dos linfáticos pericárdicos, é a causa mais comum de tamponamento pericárdico em pacientes com câncer. Câncer de pulmão, de mama, linfoma, leucemia, melanoma e neoplasias primárias do coração são os sítios mais implicados no tamponamento. O desenvolvimento de sintomas em um paciente depende da taxa de acúmulo do volume de fluido pericárdico e da conformidade do saco. Se o acúmulo for gradual, mais de 2 L poderão ser encontrados no saco pericárdico. Com frequência, os pacientes se apresentam com sintomas vagos de dor no tórax, dispneia e ansiedade. No exame, podem ser identificados sons cardíacos reduzidos, taquicardia, pulso paradoxal e distensão venosa jugular. A ecocardiografia é o melhor teste para determinar se existe excesso de fluido pericárdico. A pericardiocentese com colocação de um cateter de drenagem pode salvar a vida de um paciente com tamponamento e choque. As opções adicionais em pacientes mais estáveis incluem esclerose com tetraciclina, radioterapia, pericardiotomia subxifoide, janela pericárdica e pericardiectomia completa. A abordagem subxifoide evita a necessidade de toracotomia.


G. Síndrome da veia cava superior. A síndrome da veia cava superior (SVCS) resulta de uma impedância para fluxo de saída da veia cava superior (SVC) em razão da compressão externa por malignidade, fibrose ou trombose. Em mais de 95% dos pacientes, a SVCS resulta de malignidade. A SVC é um vaso de paredes finas no mediastino médio e qualquer dilatação dos linfonodos peri-hilares ou paratraqueais ou quaisquer anormalidades da aorta, da artéria pulmonar ou do brônquio principal poderá levar à colisão com esse vaso. A SVC é responsável pela drenagem venosa da cabeça, pescoço, extremidades superiores e tórax superior. O câncer de pulmão de células pequenas e outras malignidades pulmonares são a etiologia mais comum da SVCS, embora os linfomas, os tumores de células germinativas e as lesões metastáticas para as bacias nodais supraclaviculares também sejam responsáveis. Na maioria dos casos, a SVCS se desenvolve gradualmente. Os sintomas mais comuns são a dispneia e a plenitude facial. Outros sintomas associados à SVCS são o ingurgitamento do pescoço e da parede torácica, cianose e edema das extremidades superiores. Os sintomas são piores quando o paciente se inclina para frente ou se reclina. A menos que a SVCS cause impedância da via aérea por causa de edema laríngeo (emergência tratada com intubação, traqueostomia ou radioterapia de emergência), um exame clínico minucioso e completo pode ser conduzido. A radiografia do tórax, a CT e a biópsia podem ser úteis para determinar a etiologia da obstrução da SVC. O tratamento inclui: diuréticos, elevação da cabeça e esteroides, além de quimioterapia e/ou radioterapia direcionada ao tratamento de causa subjacente. A SVCS pode ser secundária a cateteres venosos centrais de demora causando trombose. Isso pode, quase sempre, ser tratado com sucesso com agentes trombolíticos seguidos de anticoagulação sistêmica. A angioplastia com balão e a colocação de stents vasculares podem ser usadas em caso de falha da terapia inicial. A última opção é a derivação atrial direita da veia inominada.


H. Compressão da medula espinal. A compressão da medula espinal é uma emergência aguda e a intensidade do prejuízo neurológico na apresentação dita a reversibilidade potencial dos sintomas. O reconhecimento precoce é essencial para prevenir a deterioração neurológica progressiva ou irreversível que pode levar à paralisia e perda do controle do esfíncter. As lesões metastáticas extradurais do corpo vertebral ou do arco neural são a causa mais comum da compressão da medula espinal em pacientes com malignidades. À medida que os tumores se expandem, eles frequentemente colidem com o aspecto anterior da medula espinal. As lesões metastáticas do pulmão, mama, cânceres de próstata e mieloma múltiplo são as mais comumente responsáveis por essa compressão. Entre elas, 10% ocorrem nas vértebras cervicais, 70% nas vértebras torácicas e 20% nas vértebras lombossacras. Noventa por cento dos pacientes apresentar-se-á com dor localizada nas costas. A dor geralmente precede o início da deterioração neurológica em semanas a meses. Os pacientes desenvolverão perda motora e fraqueza seguidas de perda sensorial. Eles frequentemente descrevem uma sensação ascendente de formigamento começando nas extremidades distais. O início da retenção urinária, constipação e/ou perda de controle intestinal ou urinário é a manifestação tardia e de mau agouro. Além das radiografias planas, a IRM é o estudo preferido para avaliar pacientes com suspeita de compressão da medula espinal. O contraste de gadolínio fornece imageamento ideal de lesões extra e intramedulares. Em caso de compressão rápida da medula espinal, a intervenção terapêutica deverá ser executada imediatamente para evitar déficits neurológicos irreversíveis. O paciente deverá iniciar tratamento com esteroides imediatamente e as opções incluem: radioterapia, cirurgia, quimioterapia ou uma combinação das três modalidades. A laminectomia é eficaz no tratamento de pacientes com massas epidurais e, em casos selecionados, a ressecção cirúrgica da massa pode ser possível. Como mencionado anteriormente, o status funcional na apresentação se correlaciona nitidamente com o resultado pós-tratamento; o diagnóstico e o reconhecimento precoces são cruciais.


IX. ACESSO VASCULAR


A. Cateterização venosa central. Muitos pacientes com câncer precisam de cateterização venosa frequente para flebotomia, quimioterapia ou infusões. Os sítios venosos periféricos para cateterização podem-se tornar rapidamente exaustos por causa dos efeitos venotóxicos dos agentes citotóxicos, trauma do uso repetitivo e o fato de não executar procedimentos de acesso em membros com linfadenectomias proximais. Os cateteres venosos centrais são projetados para acesso venoso repetido. Embora sejam, em geral, facilmente colocados, as complicações de colocação incluem: pneumotórax, hemotórax, embolia aérea, arritmia cardíaca e lesão arterial. Alongo prazo esses cateteres podem causar trombose venosa central, embolia, infecção e escarificação. A infecção e a trombose sintomática associada ao cateter são indicações para a remoção do dispositivo. As contraindicações relativas à colocação incluem: trombocitopenia não corrigida ou coagulopatia e irradiação prévia para a cabeça e pescoço, o que pode resultar em escarificação. Para esses últimos pacientes ou para aqueles com história de trombose venosa central, a ultrassonografia antes do procedimento pode ser útil para estabelecer a patência de suas veias. Os pacientes com excesso de coagulação de seus cânceres podem-se beneficiar da warfarina de baixa dose (1 a 2 mg/dia) para prevenir a trombose venosa central. Os cateteres estão disponíveis em tipos externos em túnel (Hickman, Broviac), ou tipos implantáveis (Portacath, Infusaport), e podem ser colocados mediante anestesia local, com ou sem sedação ou em ambiente ambulatorial. A escolha do tipo de cateter e a localização da colocação dependerão de vários fatores, incluindo a duração esperada da terapia com o cateter, o risco antecipado de infecção ao paciente e a história de linhas centrais anteriores ou trombose da veia central e do número de lumens necessários. É importante discutir esses fatores previamente com o cirurgião ou radiologista que executarão o procedimento.


B. Cateteres arteriais: cateteres de infusão da artéria hepática. Os cateteres de infusão da artéria hepática (HAI) são uma opção para tratamento de metástases hepáticas em pacientes com doença não ressecável. A quimioterapia por HAI visa metástases do fígado, que derivam, principalmente, de seu suprimento sanguíneo proveniente da circulação arterial hepática, em contraste com o fígado normal, que derivam en sua maior parte de seu suprimento sanguíneo, da circulação da porta. Além disso, níveis mais altos de terapia local podem ser atingidos sem toxicidade sistêmica concomitante em razão da liberação de muitos agentes quimioterapêuticos de sua primeira passagem pelo fígado. A quimioterapia HAI geralmente é reservada a pacientes sem evidência de doença extra-hepática. Tradicionalmente, os cateteres têm sido colocados cirurgicamente por laparotomia, embora a colocação percutânea mediante orientação por intervencionistas esteja, atualmente, sendo investigada em estudos clínicos. Antes da colocação, os pacientes se submetem a um angiograma para definir a anatomia arterial regional por causa da anatomia arterial significativamente variável nessa área. O porto de infusão ou a bomba de infusão contínua é colocado nos tecidos subcutâneos abdominais sobre a fáscia do músculo reto, e o cateter é introduzido no abdome. A ponta do cateter é colocada na artéria gastroduodenal, na junção com a artéria hepática comum. A colecistectomia é necessária para prevenir a colecistite química induzida pela quimioterapia e a separação completa da circulação arterial hepática do suprimento sanguíneo gastroduodenal deve ser obtida para prevenir a toxicidade GI. Após a operação, injeta-se albumina microagregada e radiorrotulada na bomba de infusão e uma varredura por cintilografia é obtida para verificar a infusão hepática e a exclusão da perfusão extra-hepática. Os agentes quimioterapêuticos são injetados no reservatório da porta, que é desenhado para assegurar a infusão contínua de um volume constante do agente. Os estudos demonstraram índices mais altos de resposta com HAI que com a quimioterapia sistêmica; entretanto, nenhuma vantagem de sobrevida foi observada. As estratégias atuais combinam a ressecção do fígado, a ablação do tumor residual e a colocação de bomba com HAI.


X. TUBOS DE ALIMENTAÇÃO ENTERAL. A malnutrição é comum no paciente com câncer e pode estar relacionada com a ingestão voluntária inadequada, com o metabolismo alterado ou com os efeitos da terapia. Aalimentação enteral pode ser útil antes ou após a cirurgia ou durante a terapia. As preocupações anteriores de que a superalimentação pudesse levar ao crescimento rápido do tumor não nasceram por experiência, e em pacientes substancialmente desnutridos (menos de 80% do peso padrão para a altura) existe melhora mensurável na morbidade operatória se a suplementação nutricional for fornecida de 7 a 10 dias antes da cirurgia. Após a cirurgia, a alimentação enteral ou parenteral pode dar suporte ao paciente com câncer com incapacidade de se alimentar por causa de uma anastomose em cicatrização ou um íleo pós-operatório. Durante a quimioterapia ou radioterapia, inflamação, infecção ou estreitamentos podem levar à ingestão oral inadequada, exigindo alimentação enteral. Avia de administração de suporte nutricional é selecionada com base na duração da necessidade antecipada, na função do trato intestinal, no grau de malnutrição, no acesso para administração e nas complicações potenciais. Em pacientes com função GI adequada, a alimentação enteral é preferida em comparação com a via parenteral. Aalimentação enteral é mais barata, leva a menos desequilíbrios metabólicos, preserva a arquitetura GI e acredita-se que previne a translocação bacteriana. As morbidades mais comuns associadas à alimentação enteral são: distensão abdominal, náusea ou diarreia, que podem ocorrer em 10 a 20% dos pacientes. Esses sintomas geralmente diminuem com a taxa reduzida da infusão ou da potência da fórmula.


A. Tubos de gastrostomia. Os tubos de gastrostomia (tubos G) podem ser colocados por via percutânea, laparoscópica ou por laparotomia e podem servir a funções duplas de condutores para alimentação ou descompressão intestinal. Outras vantagens de um tubo G são a alimentação em bolo com fórmulas de osmolaridade alta por causa da capacidade do reservatório do estômago e a habilidade para repor tubos deslocados pela fístula gastrocutânea. As desvantagens incluem o risco de aspiração em pacientes com disfunção do esfíncter esofágico inferior ou sem reflexo de ânsia. A alimentação enteral pode ser administrada por bolo (200 a 400 mL em um período de 5 a 10 minutos) e é o método preferido de alimentação em pacientes ambulatoriais, por ser menos confinada. Pílulas trituradas podem ser administradas por meio de tubos G.


B. Tubos de jejunostomia. Os tubos de jejunostomia (tubos J) são tubos de alimentação de calibre pequeno colocados distais ao ligamento do músculo suspensor do duodeno (ligamento de Treitz) por laparotomia ou laparoscopia. As vantagens dos tubos Jsão o risco mínimo de aspiração e a habilidade de alimentação distal à obstrução ou fístula. Por não haver capacidade de reservatório, a alimentação enteral é administrada continuamente por períodos de 12 a 24 horas, e existe tolerância limitada a cargas de osmolaridade alta. Uma vez deslocados, os tubos não são repostos facilmente. Além disso, por causa do calibre menor, esses tubos podem-se tornar entupidos com material condensado e exigem lavagem vigorosa para restabelecer a potência. Por essa razão, as pílulas trituradas não deverão ser administradas na maioria dos tubos J padronizados, embora os medicamentos em forma líquida possam ser administrados por essa via.
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I. INTRODUÇÃO. O melhor cuidado possível de pacientes com tumores malignos é o esforço multidisciplinar que frequentemente combina duas ou mais disciplinas clássicas: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Patologistas, radiologistas, médicos de laboratórios clínicos e imunologistas são membros integrais da equipe que presta o diagnóstico correto. Muitos profissionais, incluindo médicos, cientistas de laboratório, enfermeiros(as), assistentes sociais e outros estão intimamente envolvidos nos cuidados dos pacientes com câncer.


A radioterapia oncológica é uma disciplina clínica e científica devotada ao tratamento de pacientes com câncer e outras doenças com o uso de radiação ionizante, isolada ou em combinação com outras modalidades, investigação da base biológica e física da radioterapia e treinamento de profissionais na área. A radioterapia tem como objetivo a oferta de uma dose precisamente medida de radiação a um volume de tumor definido, com o mínimo dano possível ao tecido sadio ao redor, resultando na erradicação do tumor, alta qualidade de vida e prolongamento da sobrevida a um custo competitivo. Além dos esforços de cura, a radioterapia desempenha um papel significativo no alívio efetivo ou na prevenção de sintomas de câncer, incluindo o alívio da dor e a restauração da patência luminal, a integridade do esqueleto e a função do órgão com a mínima morbidade possível.


O médico radioncologista, como qualquer outro médico, precisa avaliar todas as condições do paciente e do tumor considerado para tratamento, revisar sistematicamente a necessidade de procedimentos diagnósticos e de estadiamento e determinar a melhor estratégia terapêutica possível.


II. TIPOS DE RADIAÇÃO USADOS EM RADIOTERAPIA. São muitos os tipos de radiação usados para tratamento de doenças tanto benignas quanto malignas. A forma mais comum de radiação é o uso de fótons ou elétrons com feixe externo. Fótons são raios X ou raios γ e podem ser considerados como feixes de energia que depositam a dose à medida que passam pela matéria. O termo raios X é usado para descrever a radiação produzida por máquinas, enquanto raios γ definem a radiação emitida de isótopos radioativos. As unidades típicas de radioterapia usadas na terapia contemporânea com raios X são aceleradores lineares com energias abrangendo 4 a 25 milhões de volts ou MV. A fonte mais comum de raios γ para radioterapia com feixe externo tem sido 60Co. A maioria das instalações de radioterapia não usa mais os raios γ por causa de seu baixo perfil de energia, da distribuição de dose desfavorável e da necessidade de substituir e recalcular para fontes decadentes. Uma exceção é a unidade Gamma Knife usada para radiocirurgia estereotáxica intracraniana, que abriga 192 ou 201 (dependendo da versão) fontes de 60Co para enviar altas doses de radiação para volumes-alvo relativamente pequenos no cérebro. Uma unidade de radioterapia recentemente desenvolvida, o sistema ViewRay, usa fontes de 60Co para enviar radioterapia simultaneamente ao imageamento em tempo real por ressonância magnética (MRI).


Elétrons ou partículas-β também podem ser usados no tratamento dos pacientes. Similarmente à distinção entre raios X e raios γ, otermo elétron é usado para descrever a radiação produzida por máquinas, enquanto partículas β descrevem os elétrons emitidos por isótopos radioativos. Os elétrons depositam sua energia máxima ligeiramente além da superfície da pele e apresentam queda acentuada além de suas faixas. Os elétrons são usados, principalmente, para tratar tumores de pele ou superficiais.


Outras fontes de radiação de feixe externo são os prótons e os nêutrons. Prótons são partículas carregadas que têm a vantagem de depositar a dose a uma taxa constante sobre a maior parte do feixe, mas depositam a maior parte da dose no final da faixa, criando assim um pique de Bragg. A vantagem dos prótons sobre os fótons é o fato de que, além do pico de Bragg, os prótons decaem rapidamente e evitam a deposição da dose para além do alvo. Isso limita, significativamente, a dose de radiação aos tecidos normais além do alvo, assim como a quantidade total de radiação (dose integral) enviada ao paciente. As características de deposição de dose por prótons são úteis em situações nas quais a limitação da dose aos órgãos vizinhos é crítica, tal como no tratamento de um campo já irradiado anteriormente, em que as estruturas ao redor do alvo já receberam a dose máxima de radiação tolerada. Os prótons também têm vantagens peculiares no tratamento de malignidades pediátricas ao evitarem a irradiação de órgãos em desenvolvimento e estruturas do esqueleto e ao reduzirem potencialmente o risco de malignidades induzidas por radiação ao diminuírem a dose integral enviada. O uso de prótons também está sendo investigado em outros sítios de câncer, como esôfago e pulmões, onde a redução aperfeiçoada da dose aos múltiplos órgãos adjacentes não envolvidos (pulmões, coração, esôfago etc.) pode ser possível em comparação com outras técnicas de tratamento à base de fótons, como a radioterapia conformal em 3D (3D-CRT) ou a radioterapia modulada por intensidade (IMRT). Por causa do custo, poucas instalações de radioterapia nos EUA possuem, atualmente, unidades de prótons disponíveis para o tratamento de pacientes. O desenvolvimento recente de sistemas de oferta de prótons mais econômicos pode aumentar substancialmente a disponibilidade de prótons no país, com o potencial de expandir sua aplicação e uso para outros sítios de tumores clínicos.


Nêutrons são partículas pesadas não carregadas e produzidas por vários mecanismos. Eles depositam grandes volumes de energia muito próximo a seus sítios de interação inicial com os núcleos de um meio tratado. A experiência com nêutrons tem sido limitada a alguns centros em razão do custo de produção e manutenção dessas unidades de radioterapia. A Figura 4-1 mostra um exemplo de características de dose-profundidade para fótons, elétrons, prótons e nêutrons.


A braquiterapia é um método alternativo de irradiação de tecidos-alvo. Brachy é traduzido do grego e significa distância curta. Na braquiterapia, fontes radioativas seladas e não seladas são colocadas muito próximas a ou em contato com o tecido-alvo. A dose absorvida diminui rapidamente com o aumento da distância da fonte (1/radius2 para uma fonte de ponto e 1/radius para uma fonte de linha); por isso, doses mais altas podem ser enviadas com segurança ao tecido-alvo por um curto período de tempo. As doses prescritas de braquiterapia geralmente são enviadas em dias para a taxa de baixa dose (LDR), ou em minutos para taxa de alta dose (HDR). Asfontes de braquiterapia podem ser colocadas temporariamente, como no uso de 192Ir para aplicações HDR em câncer de colo de útero, ou permanentemente, como no uso de 125Inotratamento de câncer de próstata. Algumas aplicações comuns de braquiterapia de fonte selada incluem o tratamento de câncer de próstata (tanto HDR quanto LDR permanente), de mama (principalmente HDR), de sarcoma de partes moles (HDR) e de colo do útero (HDR e LDR). Emcasos seletivos, as fontes de braquiterapia seladas também podem ser usadas dentro do lúmen no cenário paliativo afim de aliviar a obstrução maligna em um campo anteriormente irradiado, como os tumores de obstrução esofágicos e endobrônquicos. As fontes não seladas são substâncias radioativas em forma solúvel e administradas por ingestão ou injeção. Os exemplos incluem 131I, ingerido para tratar câncer de tireoide, resina embebida em 90Y ou microesferas de vidro injetadas na vasculatura hepática, para tratar malignidades metastáticas ou primárias do fígado, e 223Ra enviado por via intravenosa para tratar câncer de próstata metastático para os ossos.
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Figura 4-1. Curvas de profundidade-dose para fótons (raios X), elétrons, prótons e nêutrons em energias usadas em radioterapia.





III. OBJETIVOS DA RADIOTERAPIA. O uso clínico da radiação é um processo complexo que envolve muitos profissionais e uma variedade de funções inter-relacionadas. Oobjetivo da terapia deverá ser definido no início da intervenção terapêutica.


A. Curativa. O paciente tem uma probabilidade de sobrevida a longo prazo após terapia adequada. Os oncologistas podem estar dispostos a arriscar complicações tanto agudas quanto crônicas como resultado da terapia, na tentativa de erradicar a doença maligna.


B. Paliativa. Não há esperança de sobrevivência a longo prazo; os sintomas que produzem desconforto ou um quadro ameaçador que pode prejudicar o conforto ou a autossuficiência do paciente exigem tratamento.


Na terapia curativa, alguns efeitos colaterais, mesmo indesejáveis, podem ser aceitáveis. Entretanto, no tratamento paliativo não deverão ocorrer efeitos colaterais significativos. No alívio de tumores sólidos epiteliais que causem complicações em razão do efeito de massa ou dor, doses relativamente altas de radiação (às vezes 75 a 80% da dose curativa) são exigidos para controlar o tumor pelo período de sobrevida do paciente. Existem algumas exceções à radioterapia paliativa de alta dose, incluindo pacientes com linfoma ou mieloma múltiplo ou para o tratamento de sangramento, como os pacientes com malignidades cervicais ou endobrônquicas. Algumas condições doentias, como linfoma de baixo grau, são duradouras e incuráveis. Essas condições também ficam na categoria paliativa, pois alguém geralmente está disposto a sacrificar o controle de um tumor duradouro para evitar o desenvolvimento de complicações relacionadas com tratamento.


IV. BASES PARA A PRESCRIÇÃO DE RADIOTERAPIA


A. Avaliação da extensão do tumor (estadiamento) incluindo estudos radiográficos, radioscópicos e outros.


B. Conhecimento das características patológicas da doença.


C. Definição do objetivo da terapia (curativa vs. paliativa).


D. Seleção de modalidades apropriadas de tratamento (irradiação isolada ou combinada com cirurgia, quimioterapia ou ambas).


E. Determinação da dose ideal de irradiação e do volume a ser tratado, de acordo com a localização anatômica, tipo histológico, estádio, envolvimento potencial de nodos regionais e outras características do tumor, além das estruturas normais presentes na região.


F. Avaliação da condição geral do paciente, avaliação periódica de tolerância ao tratamento, resposta do tumor e situação dos tecidos normais tratados.


Além de coordenar os cuidados ao paciente com as equipes de oncologia cirúrgica e clínica, o médico radioncologista deve trabalhar de perto com a assessoria de física, de planejamento do tratamento e de dosimetria no centro de radioterapia para garantir a maior precisão possível, praticabilidade e relação custo-benefício no desenho dos planos de tratamento. A responsabilidade final pelas decisões de tratamento e pela execução técnica da terapia ficará sempre nas mãos do médico.


V. PRINCÍPIOS RADIOBIOLÓGICOS


A. Probabilidade de controle do tumor. Em radioterapia, é axiomático que doses mais altas de radiação produzem melhor controle do tumor. Numerosas curvas de dose-resposta para assassinato de células de vários tumores por radiação com dose única e repetição de várias doses á foram publicadas. Para cada incremento da dose de radiação, certa fração de células será destruída. Portanto, o número total de células sobreviventes será proporcional ao número inicial de células do tumor presentes e na fração destruída com cada dose. Assim, várias doses totais produzirão probabilidades diferentes de controle do tumor, dependendo da extensão da lesão (número de células clonogênicas presentes) e da sensibilidade à radiação. Fatores adicionais que afetam a eficácia da radioterapia incluem reparo do dano da radiação (ao DNA), presença de células hipóxicas e sua reoxigenação, pontos de verificação do ciclo celular e taxas de repopulação das células do tumor.


A doença subclínica tem sido referida como depósito de células de tumor que são pequenas demais para serem clinicamente detectadas e até por microscópio, mas, se não tratadas, podem evoluir posteriormente para um tumor clinicamente aparente. Para a doença subclínica em carcinoma de células escamosas do trato respiratório superior ou para adenocarcinoma da mama, doses de 45 a 50 Gy levarão ao controle da doença em mais de 90% dos pacientes. O tumor microscópico, como na margem cirúrgica, não deverá ser considerado como doença subclínica; agregados celulares de 106/cc ou maiores são necessários para serem detectados pelo patologista. Portanto, esses volumes devem receber doses mais altas de radiação, na faixa de 60 a 65 Gy em 6 a 7 semanas para tumores epiteliais.


Para tumores clinicamente palpáveis, doses de 60 (para T1) a 75 a 80 Gy ou mais altas (para tumores T4) são necessárias (2 Gy/dia, cinco frações por semana). Essa faixa de dosagem e probabilidade de controle do tumor (TCP) tem sido documentada para carcinoma de células escamosas e adenocarcinoma (Fletcher GH. Textbook of Radiotherapy. Philadelphia, PA: Lea & Febiger, 1980). Idealmente, o médico radioncologista teria a habilidade de administrar doses nessa faixa. Entretanto, essas doses estão, com frequência, além da tolerância de tecidos normais. Exceder essa tolerância pode resultar em complicações debilitantes ou potencialmente fatais.


B. Efeitos da radiação em tecidos e a equação quadrática linear. A radiação causa a morte da célula ao induzir quebras de filamentos duplos de DNA. A presença dessas quebras nas células leva a dano letal, subletal e potencialmente letal. O dano letal é um nível de dano ao DNA exagerado para a célula reparar. Dano subletal é deffnido como dano que pode ser reparado quando uma única dose de raios X é dividida em duas ou mais frações. Dano potencialmente letal é definido como dano que pode ser reparado ou fixado ao dano letal ao modificar as condições de crescimento (ou seja, progressão do ciclo celular) durante ou após uma dose de raios X. O reparo de dano subletal (SLDR) e o reparo de dano potencialmente letal (PLDR) são conceitos importantes ao se considerar o reparo de tecido normal. Os tecidos normais possuem capacidade substancial de se recuperarem de um dano subletal ou potencialmente letal induzido por radiação (em níveis de dose toleráveis). Alesão dos tecidos normais pode ser causada pelo efeito da radiação sobre a microvasculatura ou os tecidos de suporte (células do estroma oudo parênquima).


Várias alterações nos tecidos são induzidas por radiação ionizante, dependendo da dose total, do programa de fracionamento (dose diária e tempo) e volume tratado. Para muitos tecidos, a dose necessária para produzir uma sequela especial aumenta à medida que a fração irradiada de volume do órgão também aumenta.


Cronologicamente, os efeitos da irradiação foram subdivididos em agudo (primeiros 6 meses), subagudo (segundos 6 meses) ou tardio, dependendo da época em que forem observados. As manifestações grosseiras dependem das propriedades cinéticas das células (renovação lenta ou rápida) e da dose de radiação administrada. Nenhuma correlação foi estabelecida entre a incidência e a intensidade de reações agudas e os mesmos parâmetros para efeitos tardios (Karcher KH, Kogelnik HD, Reinartz G, Eds. Progress in Radio-Oncology II. New York, NY: Raven Press, 1982:287).


Formulações baseadas em modelos de sobrevida por dose foram propostas para descrever a dependência da morte celular sobre a dose de radiação e o fracionamento. Esses modelos são muito úteis para avaliar a equivalência biológica de vários programas de dose e de fracionamento. Essas premissas se baseiam em uma curva de sobrevida quadrática linear representada pela equação
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para dose fracionada, onde n = número de frações, d = dose/fração e nd = dose total. Nessa equação, α representa o componente linear (ou seja, dependente da dose em primeira ordem) e β representa o componente quadrático (ou seja, dependente da dose em segunda ordem) da morte celular. Por isso, α representa o componente menos reparável do dano letal de radiação, ou seja, dano para o qual a letalidade não é reduzida com o fracionamento da dose de radiação. Por outro lado, β representa dano que pode ser reparado (ou seja, a letalidade é reduzida) quando a dose de radiação é fracionada. Em doses baixas, o componente α (linear) de morte celular predomina. Com doses altas, predomina o componente β quadrático de morte celular. A dose em que os dois componentes de morte celular são iguais constitui a proporção α/β.


Em geral, os tecidos reagem imediatamente aos efeitos agudos, como a pele e mucosa, possuem elevada proporção α/β (entre 8 e 15 Gy), enquanto os tecidos envolvidos nos efeitos tardios, como cérebro e medula espinal, possuem baixa proporção α/β (1 a 5 Gy). Portanto, a intensidade dos efeitos tardios se altera mais rapidamente com a variação no tamanho da dose por fração quando a dose total for selecionada para produzir efeitos agudos equivalentes. Com a redução do tamanho da dose por fração, a dose total requerida para atingir algum isoefeito aumenta mais para tecidos de resposta tardia que para aqueles que respondem imediatamente. Portanto, em regimes com fracionamento exagerado, a dose tolerável aumentaria mais para efeitos tardios que para efeitos precoces. Por outro lado, se forem usadas grandes doses por fração, a dose total requerida para atingir isoefeitos nos tecidos de resposta tardia seria reduzida mais para efeitos tardios que para efeitos precoces. Uma dose biologicamente equivalente (BED) pode ser obtida usando-se as equações a seguir, derivadas da equação para sobrevida celular após uma dose fracionada:
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Para comparar dois regimes de tratamento (com algumas reservas), a fórmula a seguir pode ser usada:
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onde Dr é a dose total conhecida (dose de referência), Dx é a nova dose total (com programa diferente de fracionamento), dr é a dose conhecida por fração (referência) e dx é a nova dose por fração.


Segue-se um exemplo de uso dessa fórmula (com algumas reservas!): vamos supor que 50 Gy em 25 frações sejam enviados para produzir um efeito biológico determinado. Se assumirmos que o tecido subcutâneo é o parâmetro limitante (reação tardia), será desejável saber qual será a dose total a ser administrada, usando-se frações de 4-Gy. Vamos assumir α/β = 5 Gy.


Usando-se a equação anterior:
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Resposta: Adose de 50Gyem25 frações fornece a mesma BED que 39 Gy em frações de 4-Gy.


Como a dose total para um tumor em particular e os tecidos normais ao redor aumenta, tanto TCP quanto a probabilidade de complicação de tecidos normais (NTCP) também aumenta. Tanto TCP quanto NTCP têm formato sigmoide. Quanto maior a divergência dessas curvas, mais favorável será a proporção terapêutica (Fig. 4-2). Quando as curvas estão muito próximas, aumentos na dose de radiação levarão a aumentos exponenciais na NTCP. As curvas de TCP e NTCP podem ser separadas usando-se modificadores biológicos, radioprotetores, irradiação conformal em 3D, IMRT ou terapia de prótons. Quando essas curvas estão bem separadas, doses maiores de radioterapia podem ser enviadas com mais segurança. A quimioterapia também modifica as curvas de TCP e NTCP, geralmente com derivação de ambas para a esquerda. Portanto, com a mediação química, doses mais baixas de radioterapia são exigidas para produzir uma TCP/NTCP. Fatores biológicos também podem contribuir para TCP e NTCP. Defeitos no reparo do DNA reduzirão a dose para ambas as curvas, a menos que o defeito seja peculiar ao tumor. Ao contrário, vias apoptóticas defeituosas tendem a aumentar a resistência à radiação.


Um índice aceitável de complicação para lesão grave é de 5 a 10% nas situações clínicas mais curativas. Sequelas moderadas são notadas em proporções variáveis, dependendo da dose e do fracionamento da radiação administrada e do volume irradiado do órgão específico em risco. Em 2010 foi publicada uma série original de artigos que fornece aos médicos ferramentas dosimétricas baseadas em evidência para guiar o planejamento do tratamento de radiação visando minimizar as complicações para os tecidos normais. O QUANTEC (QUantitative Analysis of Normal Tissue Effects in the Clinic – Análise Quantitativa de Efeitos em Tecidos Normais na Clínica) é uma fonte valiosa que descreve parâmetros de dose e de volume que demonstraram, na literatura, associação com a toxicidade de radiação específica do órgão. A Tabela 4-1 é um resumo QUANTEC de dados de dose, volume e resultados para órgãos em risco tratados com fracionamento convencional (1,8 a 2 Gy por fração) (Int J Radiat Oncol BiolPhys 2010;76(3):S10).
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Figura 4-2. A proporção terapêutica representa a relação entre duas curvas sigmoides: as curvas de TCP e de NTCP. As duas curvas adicionais estão separadas, a maior para TCP e a menor para NTCP.





A combinação de irradiação com cirurgia ou agentes citotóxicos frequentemente modifica a tolerância dos tecidos normais e/ou a resposta do tumor a uma determinada dose de radiação, que pode precisar de ajustes no planejamento do tratamento e na prescrição da dose. Por exemplo, na radioterapia curativa para câncer do esôfago, a quimioterapia concorrente com 5-fluorouracil (5-FU) e cisplatina e radioterapia para 50 Gy resulta em melhora do controle local do tumor e índices de esofagite similares, quando comparado com a irradiação isolada para doses de 64 Gy.


C. Considerações de tempo de dose. Essas considerações constituem uma função complexa que expressa a interdependência de dose total, tempo e número de frações na produção de um efeito biológico dentro de um determinado volume de tecido.


Tempos curtos de tratamento geral são exigidos para tumores de proliferação rápida e tumores de proliferação mais lenta podem ser tratados com tempos de tratamento geral mais longos. Quanto ao fracionamento, cinco frações por semana, por exemplo, são preferíveis a três frações, pois já se demonstrou que existe, aproximadamente, 10 vezes menos morte celular por semana com essa última programação (Fowler JR, Fractionation and therapeutic gain. In: Steel GG, Adams GE, Peckham MJ, Eds. Biological Basis of Radiotherapy. Amsterdam: Elsevier Science, 1983:181).


Em geral, o fracionamento da dose de radiação poupará as reações agudas dos tecidos, como na pele e na mucosa, por causa da proliferação acelerada compensatória no epitélio. Portanto, um curso prolongado de terapia com frações diárias pequenas reduzirá as reações agudas precoces. Entretanto, essa estratégia não reduzirá danos tardios graves aos tecidos normais, pois tais efeitos não dependem da proliferação. E o pior, o prolongamento extensivo do tempo de tratamento permitirá o crescimento de tumores de proliferação rápida. Portanto, programas de tratamento prolongado não são desejáveis.


Os tratamentos de radiação podem ser administrados por fracionamento convencional, hipofracionamento, hiperfracionamento ou programas de fracionamento acelerado. Nos EUA, fracionamento convencional é definido como fração diária de tamanho 1, 8 a 2, 0 Gy, e no ambiente não paliativo ele é tipicamente administrado 5 dias por semana durante 5 a 8 semanas, para uma dose total de 45 a 80 Gy. Os outros programas de fracionamento são definidos pela duração total do tratamento e dose total de radiação, comparadas ao fracionamento convencional.
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O hipofracionamento diz respeito a tamanhos de fração maiores que os da radioterapia convencionalmente fracionada, e que são administradas uma vez ao dia. Geralmente uma dose total mais baixa é enviada e desenhada para atingir a mesma probabilidade de controle do tumor (TCP) que a do fracionamento convencional. Exemplos comuns de hipofracionamento nos EUA são os regimes de terapia paliativa de 30 Gy em 10 frações durante duas semanas, ou de 8 Gyemuma fração única. Adificuldade com o hipofracionamento é o efeito da dose maior por fração sobre os tecidos normais, especificamente anulando os efeitos do fracionamento de poupar os tecidos normais. Como consequência, isso resulta em tolerâncias mais baixas de limiar de dose total para a toxicidade em tecidos normais, comparado ao fracionamento convencional e, por isso, historicamente, a relutância em aumentar a dose total administrada a um tumor que pode estar adjacente a estruturas sensíveis (p. ex., a medula espinal). Avanços tecnológicos recentes em imobilização e radioterapia guiada por imagens (IGRT) permitiram a administração segura de doses grandes acumuladas de radiação altamente hipofracionadas (p. ex., 10 a 18 Gy por fração) com precisão abaixo de centímetros e resultados clínicos excelentes. Os resultados informados de radioterapia hipofracionada estereotáxica corporal (SBRT) no tratamento de câncer de pulmão de células não pequenas em estádio precoce demonstraram índices de controle regional-local, índices de controle de doença metastática e índices de sobrevida específicos do câncer semelhantes aos do tratamento cirúrgico e toxicidade mínima dos tecidos normais (JAMA 2010;303(11):1070).


A base lógica para hiperfracionamento é a de que o uso de doses pequenas por fração de 1,1 a 1,2 Gy permite a administração de doses totais mais altas durante o mesmo período de duração do tratamento, comparado ao fracionamento convencional, mas dentro da tolerância de tecidos de resposta tardia — tecidos de resposta tardia como intestino, medula espinal, rins, pulmões e bexiga têm a mesma probabilidade de complicações com o hiperfracionamento. Entretanto, o paciente apresentará reações mais agudas como resultado da dose total maior. O período típico entre frações diárias é de 6 horas, para permitir o reparo dos tecidos tardios. Um exemplo de hiperfracionamento é o de uma dose total de 69,6 Gy administrada durante um período de 6 semanas, duas vezes ao dia, em frações de 1,2 Gypara câncer depulmão não de células pequenas.


A base lógica para fracionamento acelerado é a de que a redução no tempo total de tratamento diminui a oportunidade de regeneração das células do tumor durante o tratamento e, portanto, aumenta a TCP para uma determinada dose total. Portanto, o tamanho da fração diminui e a duração do tratamento é reduzida, em comparação com o fracionamento convencional. Um exemplo de fracionamento acelerado é a administração de 45 Gy em 30 frações de 1,5 Gy duas vezes ao dia, em intervalo mínimo de 6 horas durante 3 semanas no tratamento de câncer de pulmão de células pequenas.


D. Prolongamento do tempo total do tratamento, controle do tumor e morbidade. As interrupções de tratamento resultam em TCP menor para a mesma dose total recebida. A dose total de irradiação para produzir a TCP estabelecida deve ser aumentada quando o fracionamento for prolongado para mais de 4 semanas, por causa da repopulação das células sobreviventes, o que pode resultar em melhora na nutrição dessas células após o encolhimento precoce do tumor por causa das frações de radiação iniciais. Taylor et al. (Radiother Oncol 1990;17:95) estimaram um incremento > 1 Gy na dose de isoefeito por dia em 473 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço tratado com irradiação.


VI. PLANEJAMENTO DO TRATAMENTO DE RADIAÇÃO


A. Introdução ao planejamento do tratamento. Os relatórios da International Commission on Radiation Units and Measurements (ICRU) n° 50 e, mais recentemente, n° 62, definem os volumes de interesse no planejamento de tratamento (ICRU 50, Prescribing, Recording, Reporting Photon Beam Therapy. Washington, DC: International Commission on Radiation Units and Measurements, 1994; ICRU 62, Prescribing, Recording, Reporting Photon Beam Therapy (Supplementto ICRU Report 50). Bethesda, MD: International Commission on Radiation Units and Measurements, 1999). O delineamento do tumor e dos volumes-alvo éumpasso crucial no planejamento da radioterapia. O volume tumoral demonstrável (GTV) é definido como doença bruta totalmente conhecida, incluindo os linfonodos regionais envolvidos e determinado por meio dos achados do exame físico e das ferramentas de investigação por imagens, como a tomografia computadorizada (CT), a MRI e/ou a tomografia com emissão de pósitrons (PET). O volume-alvo clínico (CTV) abrange o GTV mais as regiões consideradas como fomentadoras de doença microscópica em potencial. A margem interna (IM) é aquela responsável por variações em tamanho, forma e posição do CTV em razão de processos fisiológicos, como enchimento/esvaziamento da bexiga e movimento do tumor durante a respiração, sendo IM adicionada ao CTV para constituir o volume-alvo interno (ITV). Amargem de configuração (SM) é aquela que responde pelas incertezas do dia a dia no posicionamento do paciente e no alinhamento dos feixes durante o planejamento do tratamento. O volume final, ou seja, o alvo real tratado, é chamado de volume-alvo de planejamento (PTV) e consiste na SM adicionada ao ITV. Em resumo, PTV = (CTV + IM) + SM = ITV + SM. Além disso, os órgãos e as estruturas normais ao redor do PTV são definidos como órgãos em risco (OAR) e desempenham papel fundamental na fase de planejamento e avaliação de umplano de tratamento. O volume de planejamento do órgão em risco (PRV) é análogo ao do volume PTV e definido como PRV = OAR +IM + SM.


A simulação é o processo usado para identificar precisamente o(s) volume(s) do tumor e OAR para determinar a melhor configuração possível dos portais do feixe de radiação necessários para tratar o tumor e evitar as estruturas sensíveis. Os sistemas modernos de planejamento de radioterapia usam o escaneamento por CT para simulação em que os pacientes são colocados em suas posições do tratamento planejado usando vários dispositivos de imobilização. As fatias individuais da CT podem ser investigadas por imagens várias vezes durante a simulação por CT para capturar o movimento do GTV e os OARs em decorrência da excursão respiratória e outros processos fisiológicos (também conhecidos como simulação em 4D). As imagens da varredura por CT são obtidas da(s) área(s) de interesse e os contornos são delineados (GTV, CTV, ITV, PTV, OAR e PRV) das imagens da CT em uma estação de trabalho computadorizada. O simulador convencional foi o escravo de simulação no passado e consistia em uma mesa e um portal (gantry) com 360 graus de rotação, assim como a capacidade de fluoroscopia e raios X diagnósticos, mas foi substituído pela simulação por CT na grande maioria dos centros de tratamento.


O planejamento de tratamento tem como objetivo a irradiação adequada do(s) PTV(s) enquanto tenta, ao mesmo tempo, evitar os OARs ao redor, minimizando assim a toxicidade aguda e tardia. Vários passos podem ser dados para reduzir a toxicidade em tecidos normais, incluindo técnicas precisas de planejamento de tratamento e de irradiação, reduzindo assim o recebimento de doses mais altas e manobras para excluir os órgãos sensíveis do volume irradiado. Com ênfase na preservação dos órgãos (que está sendo aplicada a pacientes com tumores na cabeça e pescoço, mama e retossigmoide e sarcomas de partes moles), o planejamento do tratamento é importante para atingir a máxima proporção terapêutica possível.


B. Planejamento de tratamento tridimensional e radioterapia de intensidade modulada. O simulador por CT permite a definição mais precisa de volume do tumor e anatomia das estruturas normais críticas, planejamento de tratamento tridimensional (3D) para otimizar a distribuição das doses e verificação radiográfica de volume tratado, como é feito com os simuladores convencionais (Int J Radiat Oncol Biol Phys 1994;30:887). Os avanços na tecnologia de computação aumentaram a computação precisa e oportuna, a indicação de distribuição de doses de radiação em 3D e histogramas de dose-volume (DVHs). Esses desenvolvimentos estimularam sistemas sofisticados de planejamento e tratamento em 3D, o que resultou em informações relevantes na avaliação de extensão de tumor, definição de volume-alvo, delineamento de tecidos normais, simulação virtual de terapia, geração de radiografias por reconstrução digital, desenho de portais e de ajudas de tratamento (ou seja, compensadores, bloqueios), cálculo de distribuição de doses e otimização de doses em 3D e avaliação crítica do plano de tratamento.


Além disso, os DVHs são extremamente úteis como meio de indicação de doses, particularmente na avaliação de várias distribuições de dose do plano de tratamento. Eles fornecem um resumo gráfico de toda a matriz de dose em 3D, mostrando a quantidade de volume-alvo ou de estrutura crítica recebendo mais do que um nível de dose especificado. E por não fornecerem informações sobre dose espacial, eles não podem substituir os outros métodos de indicação de dose, como os indicadores tipo RoomView, mas podem complementá-los. Por exemplo, o DVH pode mostrar a porcentagem de PTV recebendo a dose prescrita, mas não pode localizar a porção do PTV recebendo menos que a dose prescrita. A verificação de tratamento é outra área na qual o sistema de planejamento-tratamento em 3D desempenha papel importante. Dados de radiografias de fatias sequenciais de CT reconstruídas digitalmente são usados para gerar uma película de simulação que pode ser usada para ajudar na localização do portal e na comparação com a película do portal de tratamento para verificação da geometria desse tratamento.


A radioterapia de intensidade modulada é uma forma avançada de planejamento de tratamento em 3D e de terapia conformacional que otimiza a administração de radiação para volumes de formato irregular por meio de um processo de planejamento de tratamento inverso complexo e administração dinâmica de radiação que resulta em fluência modulada (intensidade) de feixes de fótons. Ao variar a fluência pelos múltiplos campos de tratamento, a dose de radiação pode ser modulada para se conformar com formas irregulares (p. ex., côncava) e desenhar uma distribuição heterogênea de dose. Vários pacotes de software e hardware de IMRT estão disponíveis no comércio incluindo IMRT de rotação slice-by-slice (tratamento às fatias), IMRT dinâmico de multifolhas, IMRT estático (tipo step and shoot), IMRT de compensador branqueado, tomoterapia helicoidal e sistemas de distribuição [de dose] em arco. A modulação central à intensidade é o desenvolvimento de colimadores de multifolhas (MLCs) e o conceito de planejamento de tratamento inverso. Os MLCs são um conjunto de palhetas de blindagem medindo 0,5 a 1 cm de largura e localizado na cabeça do acelerador linear e moldam o portal de radiação. Cada palheta tem controle individualizado e pode permanecer estática (MLC estático) ou se movimentar pelo campo de tratamento durante o tempo de feixe ligado (beam on) (MLC dinâmico). Para compreender o planejamento do tratamento inverso, é preciso compreender, primeiro, o planejamento tradicional de tratamento. Sob esse tipo de planejamento, o médico radioncologista traça os portais de radiação, considera a distribuição de doses gerada por esses portais e ajusta os portais de acordo com a distribuição de doses desejada. O planejamento tradicional é pouco prático. O planejamento inverso reverte essa ordem. O médico radioncologista contorna os volumes-alvo desejados e as estruturas críticas a serem evitadas e prescreve a distribuição das doses ideais. O planejamento inverso começa com a distribuição das doses ideais e encontra, por meio de algoritmos de otimização matemática, as características do feixe (perfis de fluência) que produzem a melhor aproximação da dose ideal. A IMRT está sendo amplamente usada na clínica e tem vantagens evidentes para o tratamento de muitos sítios de câncer.


C. Radioterapia orientada por imagens e radioterapia estereotáxica. Oaumentonasofisticação do planejamento de tratamento e na administração de radioterapia exige precisão paralela na imobilização do paciente, assim como a verificação da posição do paciente e do tumor. Essa exigência levou ao desenvolvimento e realização da IGRT. AIGRT consiste na habilidade de investigar o paciente por imagens, ou o tumor ou substituto de tumor de maneira ideal, diariamente, antes ou mesmo durante o tratamento. As imagens diárias obtidas antes ou durante o tratamento são usadas para posicionamento do paciente e do tumor, reduzindo substancialmente os erros aleatórios e sistemáticos em localização diária entre e durante as frações de radiação administradas. Os exemplos das modalidades comuns de investigação por imagens usados antes do tratamento incluem: ultrassonografia, dispositivos ópticos (à base de luz), fluoroscopia kV a bordo, raios X e CT com feixe em cone, e imageamento tomográfico computadorizado de megavoltagem (MVCT). Os sistemas de orientação por imagens que possuem a habilidade de captar imagens durante um tratamento radioterápico incluem: o sistema de rastreamento com raios X kV da Cyberknife, o sistema Calypso de localização de farol transponder e, mais recentemente, o sistema de administração de radiação ViewRay com MRI a bordo em tempo real.


Uma vez que a IGRT leva a melhorias na localização diária do paciente e do tumor, ela permite que o médico radioncologista reduza o tamanho da margem configurada ao criar um PTV. Como consequência, o PTVsendo irradiado para uma dose em particular pode ser significativamente reduzido sem sacrificar o controlelocal do tumor, e também pode minimizar a toxicidade do tecido normal ao reduzir o volume irradiado do OAR ao redor (Int J Radiat Oncol Biol Phys 2012;84(1):125). Além disso, existe evidência de que a combinação de IGRT e IMRT pode reduzir ainda mais as complicações, quando comparado com as técnicas de tratamento mais convencionais em 3D, não IGRT (Radiat Oncol 2014;9:44). A IGRT também permite a alimentação (gating) do tratamento, em que o feixe de radiação pode ser ligado e desligado durante o tratamento, à medida que o radioterapista e o médico radioncologista visualizam o tumor, ou um tumor substituto, em uma tela de computador à medida que ele se move para dentro e para fora do volume-alvo, por causa dos processos fisiológicos normais como o movimento respiratório ou o preenchimento e esvaziamento da bexiga e do reto. O benefício da alimentação é a possibilidade de mais reduções no tamanho das margens e no(s) volume(s) de PTV.


As melhorias continuadas na precisão geométrica de administração de radiação, assim como o desenvolvimento de técnicas avançadas de tratamento que permitem a cobertura excelente de alvos de formatos irregulares com gradientes de dose excessivos ao redor levou ao desenvolvimento de estratégias de tratamento efetivas que distribuem, com segurança, doses muito grandes de radiação para alvos muito próximos de estruturas sensíveis ou de campos previamente irradiados.


Um exemplo excelente é o uso em expansão da SBRT hipofracionada no tratamento definitivo e paliativo de muitos cânceres diferentes. A SBRT foi desenvolvida, inicialmente, para tratar lesões intracranianas com grandes doses únicas de radiação e é conhecida como radiocirurgia estereotáxica (SRS) nesse ambiente. O sistema SRS com a experiência mais longa envolve uma armação que fica rigidamente ligada à cabeça do paciente por meio de parafusos cirúrgicos e que define um sistema de coordenação tridimensional. A localização da lesão é definida dentro desse sistema de coordenação usando ferramentas diagnósticas por imagem diferentes, como CT ou MRI, com a estrutura no lugar. O paciente é alinhado na máquina de tratamento de acordo com a localização da lesão dentro do sistema de coordenação em relação à estrutura rígida, em vez de a substitutos anatómicos. Usando as técnicas de localização baseadas na MRI, a imobilização fornecida pela armação estereotáxica rígida permite que a radioterapia administrada seja precisa dentro de 1 a 2 mm (Neurosurgery 2001;48(5):1092). A precisão do sistema permite a administração segura de grandes doses de radioterapia próxima a estruturas críticas e sensíveis, como o quiasma óptico e os nervos ópticos. Essa técnica tem sido usada principalmente para o tratamento de metástases cerebrais, mas também para adenomas/carcinomas da hipofisária, meningiomas e doenças intracranianas benignas, como malformações arteriovenosas e neuralgia do trigêmeo. Exemplos de sistemas de administração [de radiação] SRS incluíram sistemas de colimadores multifolhas em cone ou micro baseados em acelerador linear, assim como o sistema de radiocirurgia Gamma-Knife com 60Co. Embora muito precisa, o nível de invasão da armação estereotáxica limitou significativamente sua aplicação em outros sítios de tumor. 

Os dispositivos modernos de imobilização, como a máscara termoplástica com armação em S e o sistema semirrígido de fixação corporal a vácuo atingiram precisões geográficas semelhantes às armações rígidas da SRS, tanto para alvos intra como extracranianos (Int J Radiat OncolBiolPhys 2012;84(2):520). A adição da orientação por imagens permite mais refinamento no posicionamento do paciente e pode, também, fornecer localização intere intrafração de alvos e OARs que possam se movimentar dia a dia por causa dos processos fisiológicos normais. A falha em não considerar esse movimento pode levar, potencialmente, a um erro geográfico durante a administração de radiação de dose alta e à irradiação inesperada de uma estrutura sensível adjacente a níveis de dose inaceitáveis.


A SBRT é a aplicação das técnicas SRS a tumores ou a substitutos de tumor no corpo, mas com a máquina de tratamento sendo alinhada ao tumor ou substituto do tumor em si usando a orientação por imagens. A SBRT da coluna vertebral é um exemplo excelente de uma modalidade de tratamento em evolução que usa os avanços tecnológicos já mencionados para administrar altas doses de radiação a lesões localizadas há poucos milímetros da medula espinal - uma estrutura relativamente sensível à radiação com consequências de toxicidade neurológica que pode ser devastadora. Estudos institucionais demonstraram índices excelentes de controle local e da dor chegando a 90% em 1 ou 2 anos, com incidência inferior a 5% de qualquer toxicidade intensa e sem incidência de toxicidade intensa da medula espinal (J Neurosurg Spine 2007;7(2):151-160; Int J Radiat Oncol Biol Phys 2011;81(2):S131). Além do tratamento de cânceres de pulmão em estádio precoce, lesões cerebrais e metástases espinais, a SBRT tem sido usada, também, para tratar malignidades do fígado, com resultados promissores (JClinOncol 2013;31(13):1631). Interesses recentes se concentraram no uso da SBRT e de seus índices excelentes de controle local no tratamento de pacientes com carga metastática limitada, ou doença oligometastática, geralmente definida como a presença de 1 a 5 lesões metastáticas. Acredita-se que esses pacientes não tenham metástases subclínicas disseminadas, mas doença confinada a 1 a 5 áreas, com possibilidade de cura e, por isso, merecendo tratamento local agressivo (J Clin Oncol 1995;13(1):8-10). Esse é um campo ativo depesquisa e estudos clínicos estão prestes a aparecer.


É obrigatório compreender que a SBRT é uma técnica de tratamento altamente sofisticada e complexa que exige equipamento avançado e uma assessoria dedicada de radioterapistas, dosimetristas, médicos e radioncologistas competentes e experientes para administrar o tratamento com eficiência e segurança.


VII. COMBINAÇÃO DE MODALIDADES TERAPÊUTICAS


A. Irradiação e cirurgia. A base lógica para a radioterapia pré-operatória diz respeito à sua habilidade potencial de erradicar doença subclínica ou microscópica além das margens da ressecção cirúrgica, diminuir a implantação do tumor ao reduzir o número de células viáveis dentro do campo operatório, esterilizar as metástases de linfonodos fora do campo operatório, reduzir o potencial para disseminação de células tumorais clonogênicas que possam produzir metástases distantes e aumentar a possibilidade de ressecção. A principal desvantagem da irradiação pré-operatória é o fato de sua possível interferência na cicatrização normal dos tecidos afetados pela radiação. Essa interferência, porém, é mínima quando as doses de radiação são inferiores a 45 a 50 Gy durante 5 semanas.


A base lógica para a irradiação pós-operatória se baseia no fato de que é possível eliminar qualquer tumor residual no campo operatório destruindo focos subclínicos ou microscópicos de células tumorais após o procedimento cirúrgico, erradicando-se focos de câncer subclínicos adjacentes (incluindo-se metástases para linfonodos) e administrando-se doses mais altas que possam ser atingidas com a irradiação pré-operatória, com a dose maior sendo direcionada ao volume de doença residual de alto risco ou conhecida.


As desvantagens potenciais da irradiação pós-operatória estão relacionadas com o atraso no início da radioterapia até que a cicatrização do ferimento esteja completa. A evidência teórica e experimental sugere que o efeito da radiação pode ser prejudicado por alterações vasculares produzidas no leito do tumor pela cirurgia.


B. Irradiação e quimioterapia. A quimioterapia e a radioterapia são combinadas para se obter um efeito aditivo ou supra-aditivo (Halperin EC, Perez CA, Brady LW, Eds. Radiation Oncology: Technology and Biology. Philadelphia, PA: WB Saunders, 1994:113). Realce é qualquer aumento no efeito superior ao observado apenas com a quimioterapia ou só com a radioterapia sobre o tumor ou sobre os tecidos normais. O cálculo da presença de adição, supra-adição ou subadição é simples quando as curvas de dose-resposta para irradiação e quimioterapia são lineares. Quando se usam agentes quimioterapêuticos, esses agentes não deverão ser resistentes ao cruzamento e cada agente deverá ser quantitativamente equivalente ao outro.


A quimioterapia isolada ou combinada com a irradiação pode ser usada em vários cenários. A quimioterapia primária é usada como parte do tratamento da lesão primária (mesmo se acompanhada mais tarde por outra terapia local) e quando a resposta do tumor primário ao tratamento inicial é o identificador chave de efeitos sistêmicos. A quimioterapia adjuvante é usada como adjunto a outras modalidades locais como parte do tratamento curativo inicial. Frei (J Natl Cancer Inst 1989;80:1088) propôs o termo quimioterapia neoadjuvante quando essa modalidade fosse usada no tratamento inicial de pacientes com tumores localizados, antes da cirurgia ou irradiação.
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