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RESUMO

O possivel envolvimento da inflamagédo na carcinogénese colorretal tem potenciais implica¢des
prognosticas, preventivas e terapéuticas. Foi investigado, atraves de imunoistoquimica, se a proteina C
reativa (PCR) é expressa em adenocarcinoma retal primério humano, e avaliada sua relacdo com
achados clinico-patoldgicos. Aciimulo celular de PCR foi observado em 65 (71%) de 91 pacientes com
adenocarcinoma de reto e em todos os 22 controles (p<0,01). Nenhuma diferenca significativa foi
observada referente aos fatores clinico-patologicos ou taxas de sobrevida, mas uma correla¢do linear
entre a proporcao de positividade da PCR e o estagio de Dukes-Turnbull foi observada (p=0,005). Estes
dados sugerem que a PCR pode desempenhar um papel na carcinogénese retal, mas parece ndo

afetar o progndstico. Estudos adicionais sdo necessarios em amostras populacionais maiores.

Palavras-chave: proteina C reativa; cancer de reto; inflamagdo; carcinogénese colorretal; expressao

imunoistoquimica; prognaostico.



SUMMARY

The possible involvement of inflammation on colorectal carcinogenesis has potential prognostic,
preventive and therapeutic implications. We investigated immunohistochemically whether C-reactive
protein (CRP) is expressed in human primary rectal adenocarcinoma and assessed its relationship with
clinicopathological findings. Cell accumulation of CRP was observed in 65 (71%) out of 91 patients with
adenocarcinoma of the rectum and in all 22 control cases (p<0.01). No significant difference was
observed with regard to clinicopathological features or survival rates, but a linear correlation between
the positivity proportion of CRP and Dukes-Turnbull stage (p=0.005) was observed. These data suggest
that CRP might play a role in rectal carcionogenesis, but seems to not affect prognosis. Additional

studies are warranted in larger population samples.

Keywords: C-reactive protein; rectal cancer; inflammation; colorectal carcinogenesis;

immunohistochemical expression; prognosis.



INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O adenocarcinoma colorretal € um dos tumores malignos mais comuns no mundo ocidental,
com incidéncia e taxa de mortalidade significativas, sendo que o reto é o sitio primario em 30 a 40%

dos casos.

O envolvimento do processo inflamatdrio na carcinogénese colorretal € uma hipétese que ha
muito é discutida. As doencas inflamatorias intestinais, como a retocolite ulcerativa, tém sido
associadas com risco aumentado de cancer coldnico e diversos estudos tém demonstrado um risco
reduzido de cancer colorretal com o uso de agentes antiinflamatdrios.

Sintetizada principalmente nos hepatécitos, a proteina C reativa (PCR) é considerada o
protdtipo do peptideo de fase inflamatoria aguda. Sua expressdo € induzida por citoquinas como a
interleucina 6, que pode atuar como fator de crescimento em tumores malignos. Estes dados véo ao
encontro de estudos que demonstraram um aumento no risco de mortalidade por cancer utilizando
outros marcadores inflamatdrios e sugere a possibilidade da participagdo deste processo no
desenvolvimento do cancer.

O papel da PCR serica como um indicador do potencial maligno e prognostico ja foi investigado
em carcinomas gastrintestinais, renal, ovariano e mieloma. Entretanto, a origem da elevacdo sérica da
PCR em pacientes com tumores malignos ndo foi elucidada, permanecendo controverso se este
aumento é derivado somente da producdo pelos hepatdcitos ou da sintese e acumulo nas células
carcinomatosas. E justificavel, portanto, o estudo da PCR em adenocarcinoma de reto a fim de verificar
a expressdo desta substancia nas células tumorais, sua influéncia na carcinogénese colorretal e
verificacdo de impacto prognostico. Ndo ha na literatura, até a realizacdo deste trabalho, qualquer

estudo que analise a expressdo da PCR em tecido neopldsico de reto.



HIPOTESES

HO. Nao ha diferenca na expressdo imunoistoquimica da PCR no adenocarcinoma de reto em
comparagao com o grupo controle.
H1. Ha diferenca na expressao imunoistoquimica da PCR no adenocarcinoma de reto em comparagdo

com o grupo controle.

OBJETIVOS

Determinar a prevaléncia da expressdo imunoistoquimica da PCR no adenocarcinoma de reto
em comparagdo com os controles normais.

Avaliar a associacdo entre a expressdo imunoistoquimica da PCR no tumor primario e as
variaveis clinico-patoldgicas do adenocarcinoma de reto.

Verificar o0 valor prognostico da expresséo imunoistoquimica da PCR no adenocarcinoma de

reto.



FUNDAMENTACAO TEORICA

No mundo, os tumores malignos que acometem o célon e o reto, somam, anualmente, cerca de
945 mil casos novos, sendo a quarta causa mais comum de cancer e a segunda em paises
desenvolvidos!.

O adenocarcinoma € o tumor maligno mais freqliente do intestino grosso. Predomina em
idosos, tem pico de incidéncia na sétima década, mas pode ocorrer em qualquer idade e em
proporcdes semelhantes entre os géneros. Aproximadamente 30 a 40% dos casos tém origem no
reto2.

Até o momento, 0 prognostico do carcinoma colorretal tem sido avaliado por fatores
anatomopatoldgicos discriminados nos principais sistemas de estadiamento. Neste interim, esta bem
estabelecida a relacdo progndstica da invasdo tumoral atraves da parede retal, a disseminacao
neoplésica para linfonodos regionais e a ocorréncia de metéstases a distancia, com a expectativa de
sobrevida dos pacientes tratados cirurgicamente, conforme estabelecido por Dukes e modificado por
Turnbull3. Outros aspectos histopatolégicos, como a pouca diferenciacdo celular, invasdo linfovascular
e producdo de muco, tém sido associados a pior progndstico, mas sua avaliagcdo pode ser subjetiva e
varidvel em diferentes areas do mesmo tumor.

Muitas pesquisas na area da biologia molecular tém sido realizadas com o objetivo de melhor
compreender a carcinogénese e 0 comportamento biolégico dos tumores colorretais®6. O estudo das
alteragbes genéticas, os mecanismos de controle do ciclo celular, os indices de proliferacao celular e a
expressao de determinados oncogenes e genes supressores tumorais em varios tipos de neoplasias
humanas tém sido descritos, mas o papel exato destes eventos e sua utiliza¢do na pratica clinica como

fator prognostico do cancer de reto ainda esta por ser definido?s.

A inflamacdo é uma reacdo fisiologica em que, a partir de um dano tissular, uma rede

multifatorial de sinais quimicos inicia e mantém uma resposta projetada para reparar o tecido



comprometido. Este fendmeno envolve a ativacdo e participacdo de proteinas das familias das
seletinas, citoquinas, integrinas e proteases. A resposta inflamatdria normal, como aquela associada a
cicatrizacdo de ferimentos €, usualmente, auto-limitada porque a producdo de citoquinas anti-
inflamatorias segue a sintese de citoquinas pro-inflamatorias intimamente. Entretanto, o desequilibrio
na regulacdo de qualquer fator de conversdo pode resultar em anormalidades, como parece ocorrer
durante a progressao neoplasica.

A associacao funcional entre inflamacao e cancer ndo € nova. Em 1863, Virchow sugeriu que a
origem do cancer estava em locais de inflamacéo cronica, baseando tal hipotese em algumas classes
de irritantes que, em conjunto com o dano tecidual e seguido do processo inflamatdrio, incrementariam
a proliferacdo celular®. Atualmente, duas hipdteses sdo estudadas relacionando inflamacéao e cancer. A
hipétese de inducdo infere que a inflamacdo cronica resulta em proliferacdo celular excessiva e
ativacdo de uma cascata de acBes celulares que podem induzir dano irreversivel do DNA. Estas
células, consideradas iniciadas, podem sofrer a promog&o. A promogéo pode resultar da exposi¢ao de
células iniciadas a diversos fatores, como irritantes quimicos, fatores liberados no sitio do dano tecidual,
resseccao parcial de drgaos, horménios ou irritacdo cronica e inflamacdo. Funcionalmente, muitos
promotores, direta ou indiretamente, induzem a proliferacdo celular, recrutam células inflamatérias,
aumentam a producdo de espécies oxigénio reativas que levam a dano oxidativo do DNA, e reduzem o
reparo do mesmo. Pode haver subversdo de programas de apoptose ou reparo celular em tecidos
cronicamente inflamados, resultando em replicacdo de DNA e proliferacéo de células que perderam o
controle do crescimento normal’® | resultando em crescimento tumoral, progressdo de doenca
metastatica e imunossupressaol®ll, A segunda hipétese defende que a resposta imune do hospedeiro
€ uma consequéncia do prdprio crescimento tumoral. Em ambas hipdteses, os produtos dos processos
inflamatorios podem ser considerados biomarcadores?'2.

O envolvimento do processo inflamatdrio na carcinogénese colorretal e seu papel como fator

prognostico € um tema hé muito discutido. Embora haja crescentes evidéncias em estudos laboratoriais



desta associacao!3, dados de trabalhos epidemiolégicos sdo esparsos. Risco aumentado de cancer
colorretal foi demonstrado em pacientes com doenga inflamatdria intestinal, particularmente na
retocolite ulcerativa idiopatica. Uma reducéo do risco de adenoma e cancer colorretal associado com
uso prolongado de acido acetilsalicilico e outros agentes antiinflamatérios nédo esteroides (AINES) foi
demonstrada em estudos observacionais e alguns ensaios clinicos417. O valor preditivo da reacdo
celular inflamatoria tumoral e peritumoral foi proposto e defendido por Jass como um dos fatores
prognosticos constantes no sistema de estadiamento preconizado pelo seu grupol®. Klintrup e
colaboradores demonstraram que a inflamacdo tem um valor progndstico independente no cancer
colorretal, compardvel ao estagio de Dukes!®. Entretanto, as doengas inflamatdrias intestinais séo
responsaveis por apenas 1 a 2% dos carcinomas colorretais na populacdo geral e ha controvérsias
sobre 0 mecanismo pelo qual os AINES possam reduzir o risco de cancer colorretal, com evidéncias
que sugerem a influéncia de outras vias de carcinogénese nao relacionadas a inflamacéao.

A PCR foi identificada originalmente em 1930 como uma substancia reativa ao polissacarideo C
do Streptococcus pneumoniae no soro de pacientes com pneumonia. Com 206 aminoacidos, €
considerada o protdtipo das proteinas de fase aguda, que consistem em uma familia de proteinas
sintetizadas principalmente pelo figado, cujas concentracBes plasmaticas alteram em resposta a
infeccBes, trauma, queimaduras, infarto tecidual, processos inflamatdrios ou neoplasia. E considerada
um marcador sistémico sensitivo de inflamacdo e dano tecidual e sua expressdo é induzida por
citoquinas pro-inflamatorias, como a interleucina 6, que atua como fator de crescimento em tumores
malignos?°. A PCR é composta por cinco subunidades idénticas de polipeptideos com 23 kDa de peso
molecular arranjados em um formato pentamérico ciclico. Cada uma destas subunidades contém um
sitio de ligacdo para uma molécula de fosfocolina e dois sitios de ligacdo para calcio. Estes sitios de
ligacdo permitem a PCR reconhecer e ligar-se a varios substratos biolégicos como componentes
fosfolipidicos de membranas celulares danificadas e antigenos nucleares e de cromatina, resultando na

formag&o de complexos ligados & PCR que atuam como opsoninas. Estas opsoninas podem ativar o



sistema do complemento facilitando a fagocitose de materiais liberados pelas células danificadas bem
como materiais potencialmente toxicos de microorganismos invasores. Os complexos também podem
ligar-se diretamente a neutrofilos, macréfagos e outras células inflamatorias, estimulando a resposta
inflamatéria e a liberacdo de citoquinas. A PCR também atua na inibicdo a L-seletina, proteina que
bloqueia a adeséo de neutrdfilos, e incrementa a sintese de antagonista do receptor para interleucina 1.

Na pratica clinica, a PCR é utilizada, principalmente, no auxilio diagndstico e controle evolutivo
de doencas ou processos inflamatdrios e de necrose tecidual, como infec¢Bes bacterianas,
enfermidades reumaticas, colagenoses, infarto do miocardio, doencas inflamatorias intestinais,
queimaduras extensas, estados pos-operatorios e até como marcador bioldgico capaz de predizer o
aumento de risco cardiovascular. O nivel sérico da PCR pode refletir a extensdo e gravidade do
processo e sua determinacdo sequencial tem sido empregada no progndstico e no controle terapéutico.

A PCR também foi estudada em diversas neoplasias. Em pacientes com doenca de Hodgkin 0s
niveis séricos de PCR se correlacionaram com estagio e risco de recidiva. Aumento dos niveis de PCR
também foi associado com menor sobrevida em pacientes com diversos tumores, como linfoma néo-
Hodgkin, carcinoma de pulmé&o, pancreas, prostata e esoéfago®. A associacdo da PCR com neoplasia
colorretal foi extensamente explorada, mas com conclusdes incertas.

No presente estudo, foi investigado, através da imunoistoquimica, a expressdo da PCR nas
células de adenocarcinoma retal na tentativa de elucidar o seu significado na carcinogénese colorretal,

bem como o seu potencial maligno.



METODOLOGIA

O presente trabalho consiste em uma coorte historica ndo concorrente. O momento da cirurgia
foi considerado o tempo zero e o desfecho foi a sobrevida apos cinco anos ou a morte atribuida ao

tumor de reto.

Foram avaliados os casos de adenocarcinoma primario de reto submetidos & ressecgéo
cirtrgica eletiva no Servico de Coloproctologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com
seguimento minimo de cinco anos, exceto nos casos de oObito pela doenca. Como controle, foram
utilizados os casos de pacientes submetidos a colonoscopia pelo Servigo de Coloproctologia do HCPA,
por alguma suspeita clinica, com bidpsia cuja analise histopatolégica resultante foi de mucosa retal

normal.

Foram excluidos os casos com periodo de seguimento pds-operatorio inferior a cinco anos,
excetuando-se 0s casos de morte causada pela neoplasia de reto, portadores de doenca inflamatéria
intestinal ou polipose intestinal de qualquer tipo, cirurgias sem ressec¢do do tumor ou somente
resseccao local do tumor de reto, cirurgia de urgéncia, tumores recidivados, tumores metacronicos ou
sincrénicos de cdlon ou reto, outras neoplasias concomitantes, tratamento com quimioterapia ou
radioterapia neoadjuvante ou prévia, bitos por outras causas ndo relacionadas ao adenocarcinoma de
reto, pacientes cujos dados ndo puderam ser completamente revisados ou ndo tiveram
acompanhamento pos-operatorio completo, ou com dados incompletos, pacientes cujos blocos de
parafina ndo foram disponibilisados para o estudo no Servi¢o de Patologia do HCPA e pacientes cujos
prontuarios ndo foram encontrados para revisdo no Servico de Arquivo Médico e InformagBes em

Saude do HCPA, ou com dados incompletos de seguimento.

Foram selecionados, inicialmente, 278 casos de pacientes com adenocarnoma de reto
operados no Servico de Coloproctologia do HCPA. Foram excluidos 49 casos de tumores irressecavies,

sete neoplasias sincronicas, sete casos de polipose, cinco casos com associa¢ao de outras neoplasias,



dois casos submetidos a terapia neoadjuvante e 117 casos cujos blocos de parafina ndo estavam
disponiveis no Servigo de Patologia do HCPA. Os 91 casos resultantes podem nédo apresentar poder

estatistico suficiente para calcular o desfecho progndstico.

As variaveis da populacdo efetivamente estudada foram idade, sexo, localizacdo do tumor,
dosagem sérica pré-operatéria do antigeno carcinoembrionario (CEA), grau de diferenciacéo histoldgica
e producao de muco, profundidade de invaséo, presenca de metéstases linfaticas ou distantes, estado
das margens radiais de resseccdo, estagio segundo Dukes modificado por Turnbull, tratamento
adjuvante pos-operatorio, recidiva, sobrevida em cinco anos e expressdo imunoistoquimica da PCR.
Para os controles, foram considerados a idade, sexo e expressdo imunoistoquimica da PCR. As
variaveis em estudo foram coletadas em banco de dados atualizado do programa de pos-graduagéo,
utilizado em pesquisas anteriores efetuadas nestes pacientes.

A expressdo imunoistoquimica da PCR foi determinada a partir do estudo imunoistoquimico
realizado no Servigo de Patologia e Centro de Pesquisas do HCPA, através do método ABC (avidin-
biotin-peroxidase complex, kit LSAB DAKO). Foi utilizado o anticorpo policlonal anti-PCR diluido em
1:100 (Biogenesis Ltd, England, UK). O agente cromogénico utilizado foi o tetraidrocloreto de
diaminobenzedina (DAB). Foram considerados positivos para PCR os espécimes com mais de 10% das
células tumorais coradas (Figura 1). Todas as etapas de preparo das laminas, reagentes utilizados e
critérios de positividade adotados na reacdo imunoistoquimica foram fiéis ao estudo de Nozoe e
colaboradores?t. As laminas foram avaliadas por dois patologistas “cegos” em relacdo as caracteristicas
clinicas e de progndstico dos casos.

Na analise estatistica descritiva foram utilizados média aritmética, desvio padrédo (dp), valores
maximos e minimos e mediana para as variaveis quantitativas, e percentuais para as variaveis
qualitativas. Para comparacdo das caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e expressao
imunoistoquimica da PCR entre os grupos cancer e normal, entre os subgrupos PCR positivo e PCR

negativo do grupo cancer e entre 0s subgrupos com ocorréncia de 6bito ou ndo (vivos) no periodo de



seguimento de cinco anos do grupo cancer foram utilizados o teste t de Student ou o teste U de Mann-
Whitney para varidveis quantitativas e o teste do qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher para
variaveis categoricas. Para comparar a propor¢do de positividade da expressdo de PCR dos casos de
tumor de reto com os controles, foi utilizado o teste para tendéncia linear em proporcdes. A analise da
sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier com utilizagdo de curvas e comparacdo entre
grupos pelo teste de log-rank. Na consideracdo do efeito simultneo dos diversos fatores estudados
sobre a ocorréncia de obito, utilizou-se a técnica de regressdo multivariavel de Cox, obtendo-se
estimativas ajustadas de associacdo. Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p
menor que 0,05 e intervalo de confianca de 95%. Foi realizado um célculo para estimativa do tamanho
amostral, considerando um intervalo de confianca de 95% e 80% de poder, cujo resultado determinou a
necessidade de 20 casos e 20 controles. Os dados foram processados e analisados com auxilio do

programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows, verséao 10.0.
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Figura 1 — Caso de adenocarcinoma moderadamente diferenciado de reto em 200x (A) e 500x (B). A pigmentacdo
amarronzada citoplasmética é caracteristica da rea¢do imunoistoquimica positiva.



RESULTADOS

A amostra estudada foi constituida de 113 pacientes com idade média (z dp) de 58,4 (+ 14,75)
anos e maioria feminina (58%). O grupo de casos foi constituido por 91 pacientes operados por
adenocarcinoma de reto, com 54% deles apresentando a doenca em fase avangada. Em 73 pacientes
(80%), o procedimento foi considerado curativo. O tratamento adjuvante com radioterapia,
quimioterapia ou a combinacdo de ambos foi realizado em cinco, trés e 14 pacientes, respectivamente.
Dos pacientes operados curativamente, 18 (25%) receberam terapia adjuvante. Nos pacientes
submetidos a cirurgia curativa, a recidiva, local ou a distancia, ocorreu em 31 (43%). Ao final de 60
meses de seguimento pos-operatorio, 49 (54%) pacientes estavam vivos, sendo 43 sem doenca (88%)
e seis (12%) com doenca recidivada, e 42 (46%) foram ao 6bito pela doenca. Vinte e nove (40%) dbitos

ocorreram entre os 73 pacientes submetidos a cirurgia curativa.

Houve expressao imunoistoquimica da PCR em 65 (71%) pacientes do grupo cancer e em

todos os individuos do grupo controle (p<0,01).

As variaveis idade, sexo, localizagdo tumoral, producdo de muco, profundidade de invasdo,
dosagem de CEA pré-operatorio, tratamento adjuvante e expressdo da PCR ndo apresentaram
influéncia sobre a ocorréncia do dbito. O grau de diferenciagdo histoldgica, a presenca de linfonodos
metastaticos, o estadiamento de Dukes-Turnbul e o estado das margens radiais se mostraram com
poder de influéncia quanto a ocorréncia de 6bito, a analise bivariada (p<0,05).

A Tabela 1 apresenta a descricdo e comparacao entre diversas caracteristicas dos grupos de

€asos e controles.

Tabela 1 — Descrigao e comparagdo bivariada entre diversas caracteristicas dos grupos controles versus casos.

Fator Controles (n=22) Casos (n=91) P




Idade, anos 49,1+13,4 60,6+14,2 <0,01
Sexo masculino, n° (%) 7(32) 40 (44) 0,30
Distancia, margem anal, cm 6,9+3,4 —

Diferenciag&o, n° (%)

Bem 9 (10) —
Moderado 71 (78)
Pouco 11 (12)
Producdo de muco, n° (%) 14 (15) —
Invasdo, n° (%)
Submucosa 5 (6) —
Muscular 24 (26)
Adventicia 15 (17)
Extrarretal 47 (52)
Linfonodos +, n° (%) 48 (53) —
n=80
CEA pré-operatério, ng/mL 4,0 .
(1,7a10,1)
n=89
Limites radiais +, n® (%) 7(8) —
Dukes-Turnbull
A 25 (28) —
B 17 (19)
C 34 (37)
D 15 (17)
Terapia Adjuvante, n° (%) n=85
Radioterapia 5(6) —
Quimioterapia 3(4)
Ambos 14 (17)
Sem terapia 63 (74)
Expressdo de PCR > 10 %, n° (%) 22 (100) 65 (71) <0,01

Os dados sdo apresentados como média+desvio padrdo, mediana (amplitude interquartil: percentil 25 a percentil 75) ou
contagem (percentual). P: significancia estatistica. No grupo casos 0 n=91, exceto quando diferentemente indicado.

Na anélise de regressao logistica, a variavel grupo (casos e controles) mantém relacdo com



PCR (p<0,001), controlando as diferencas de idade (Tabela 2).

Tabela 2 — Relagdo entre fatores selecionados e a imunorreatividade a PCR em pacientes com cancer de reto e controles
normais, com estimativas de hazard ratio obtidas em modelo de Cox multiplo

PCR &
Fator n n° % HR IC95% P
Grupo
casos 91 65 71 0,007 0,001a0,044 <0,0001
controles 22 22 100 1,00
Idade 1,012 0,961 a 1,064 0,658

Os dados sdo descritos como contagens e percentuais. HR: hazard ratio (ou risco relativo) obtido em modelo de azares
proporcionais de Cox multiplo. PCR: Proteina C reativa expressa em tumor medida em porcentagem de células positivas;
IC95%: intervalo de confianca de 95%; P: significancia estatistica.

*No modelo de Cox, somente foram incluidos 81 individuos (eventos=37) com todas as observacdes completas.

A Tabela 3 compara as caracteristicas dos subgrupos com 6bito e sobrevida. As Figuras 2 e 3

registram a sobrevida global do grupo cancer e a sobrevida segundo a expressdo da PCR, em 60

meses, respectivamente.
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Figura 2 — Curva de sobrevida em global em 60 meses de pacientes com tumores de reto.

Tabela 3 — Comparac&o hivariada entre as caracteristicas dos grupos 6bitos versus sobreviventes (Shv)



Fator Obitos (n=42)  Sbv (n=49) P

Idade, anos 62,1+15,3 59,4+13,3 0,38
Sexo masculino, n° (%) 22 (52) 18 (37) 0,13
Distancia da margem anal, cm 6,5+3,1 7,1+3,6 0,39
Diferenciag&o, n° (%)

Bem 1(2) 8 (16) <0,01

Moderado 32 (76) 39 (80)

Pouco 9(21) 2(4)
Producéo de muco, n° (%) 9(21) 5(10) 0,24
Invasdo, n° (%)

Submucosa 1(2) 4(8) 0,07

Muscular 7(17) 17 (35)

Adventicia 10 (24) 5(10)

Extrarretal 24 (57) 23 (47)
Linfonodos +, n° (%) 31(74) 17 (35) <0,01
CEA pré-operatdrio, ng/mL 4,9 38 0.38

(1,7a13) (1,7a9,0) ’

Limites radiais +, n° (%) 6 (15) 1(2) 0,04
Dukes-Turnbull

A 5(12) 20 (41) <0,01

B 5(12) 12 (25)

C 22 (52) 12 (25)

D 10 (24) 5(10)
Terapia Adjuvante, n°® (%)

Radioterapia 4 (10) 1(2) 0,23

Quimioterapia 1(3) 2(4)

Ambos 4 (10) 10 (22)

Sem terapia 30 (77) 33(72)
Expressao de PCR > 10 %, n° (%) 30 (71) 35(71) 0,99

Os dados séo apresentados como médiatdesvio padrdo, mediana (amplitude interquartil: percentil 25 a percentil 75)
ou contagem (percentual). Shv: sobreviventes; P: significancia estatistica. No grupo casos o n=91, exceto quando

diferentemente indicado.
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Figura 3 — Curva de sobrevida em 60 meses de pacientes com tumores de reto conforme a expressao imunoistoquimica
da PCR.

Embora ndo tenha sido demonstrada relacdo da expressao imunoistoquimica da PCR com o
prognastico dos pacientes com adenocarcinoma de reto, o teste de tendéncia linear, ilustrado na Figura
4, registra uma correlagdo significativa de expressao decrescente da PCR entre os controles normais,

quando comparados com 0 estagio tumoral.
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Figura 4 — Grafico de barras representando a proporcéo de positividade da proteina C reativa em tumores de reto
(n=91) comparados com controles (n=22).



Para 0 modelo multivariado de Cox, tendo o 6bito como desfecho, foram testadas as variaveis

idade, limites radiais positivos, estadiamento e expressdo da PCR para identificar aquelas com efeito

independente como fator progndstico sobre a ocorréncia de 6bito. O estadiamento de Dukes-Turnbull e

margens circunferenciais positivas foram as variaveis que apresentaram associa¢do com a ocorréncia

de Obito (Tabela 4).

Tabela 4 — Relagdo entre fatores selecionados e a ocorréncia de 6bito em pacientes com cancer de reto com estimativas de
hazard ratio obtidas em modelo de Cox mdiltiplo, (n=91; eventos=42)*

Obito
Fator n n° % HR |C95% P
Expresséo de PCR
>10% 65 30 46,2 131 058a29 0,51
<10% 26 12 46,2 1,00
|dade
> 60 anos 55 27 49,1 1,32 0,66a2,64 0,43
< 60 anos 36 15 417 1,00
Limites radiais
Comprometidos 7 6 857 364 126a1051 0,02
livres 82 34 415 1,00
Dukes-Turnbull
A 25 5 20,0 1,00 0,01
B 17 5 294 121 0,33a4,48 0,78
C 34 22 647 459 172a12727 0,01
D 15 10 66,7 485 1,25a18,77 0,02

Os dados séo descritos como contagens e percentuais. HR: hazard ratio (ou risco relativo) obtido
em modelo de azares proporcionais de Cox mdiltiplo. PCR: Proteina C reativa expressa em tumor

medida em porcentagem de células positivas; IC95%: intervalo de confianca de 95%; P:

significancia estatistica.

*No modelo de Cox, somente foram incluidos 81 individuos (eventos=37) com todas as

observagdes completas.




DISCUSSAO

A inflamac&o crbnica ja foi associada a diversas neoplasias. Os possiveis mecanismos pelos
quais o processo inflamatorio pode contribuir para a carcinogénese incluem a elaboracéo de citoquinas
e fatores do crescimento que favorecem o crescimento da célula tumoral, a inducéo da cicloxigenase 2
(COX-2) nos macrofagos e células epiteliais e a geracdo de espécies oxigénio e nitrogénio reativas

mutagénicas?.

A fase aguda de sintese da PCR é regulada por citoquinas pré-inflamatérias, como a
interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral, que agem como fatores do crescimento
autocrinos para neoplasias?. E reconhecido que a PCR é sintetizada principalmente nos hepat6citos.
Entretanto, ha estudos que demonstraram elevacdo da PCR sérica em pacientes com insuficiéncia
hepatica candidatos a transplante de figado, sugerindo uma outra fonte produtora da proteina?2. De
fato, Torzewski e colaboradores demonstraram depdsitos de PCR na parede de artérias coronarias em
estudo imunoistoquimico de tecidos coletados em autopsias, sugerindo que a PCR pode promover a

formac&o da lesdo aterosclerética por ativacao do sistema de complemento?3,

Muitos estudos demonstraram a associagdo entre PCR e o céncer colorretal. Nozoe e
colaboradores demonstraram associacao entre a concentracdo de PCR sérica e a presenca de doenca
metastatica, comprometimento peritoneal local e pior progndstico?, achados concordantes com o
estudo de McMillan e colaboradores, que demonstraram relacdo com maior recidiva tumoral apds
cirurgia de resseccdo curativa do cancer colorretal?>. Wigmore e colaboradores ndo obtiveram
resultados que indicassem significado progndstico, embora tenham demonstrado nivel aumentado
serico de proteinas de fase aguda em mais de um terco dos pacientes com cancer colorretal, bem
como associagdo com invasdo tumoral local, menos ressecc¢des curativas € maiores niveis de CEAZ,

achados semelhantes aos obtidos por Chung e Chang?’. A PCR também foi relacionada como fator



progndstico em pacientes submetidos a tratamento cirrgico para metastases hepaticas, sendo
considerada fator preditivo de pior resultado quando apresenta niveis séricos pré-operatdrios elevados,
conforme estudo de Wong e colegas?. No estudo de Nielsen e colaboradores, a PCR sérica foi
considerada uma variavel prognostica independente e permitiu identificar um subgrupo de pacientes
submetidos a ressecgdo curativa de cancer colorretal sob risco de baixa sobrevida?. Erlinger e
colaboradores publicaram um estudo que demonstrou elevacdo nas concentragfes séricas de PCR
entre individuos que, posteriormente, desenvolveram cancer de c6lon3, achados consistentes com 0
estudo de Gunter3! e Helzsouer3?, corroborando a hipétese de que a inflamagdo € um fator de risco
para o desenvolvimento de cancer coldnico em individuos sob risco padrao para esta doenca. Siemens
e colaboradores demonstraram que niveis elevados de PCR em sangue periférico coletado de
individuos sem o diagndstico de cancer foram associados a um aumento subsequiente de 38% no risco
global de cancer, predominantemente para carcinoma epidermoide de pulm&o, cancer de colon, exceto
sigmoide, e cancer de mama?2. Ja Ito e colaboradores ndo demonstraram associacao clara entre niveis
sericos de PCR e risco de cancer colorretal33. Todas estas pesquisas, entretanto, foram realizadas com
PCR sérica e sujeitas, portanto, a vieses por interferéncias diversas sobre os niveis de PCR, como
cardiopatia isquémica, doencas inflamatérias ou uso de determinados medicamentos.

N&o foi encontrada, na revisdo bibliogréfica realizada, qualquer investigacdo da expressao
imunoistoquimica de PCR em tecido de tumores colorretais humanos. A importancia em executar este
tipo de pesquisa consiste na demonstracéo da localizacdo da proteina através da reatividade celular a
PCR na andlise imunoistoquimica.

Na verdade, Nozoe e colaboradores?! foram o0s primeiros a demonstrar a expressao
imunoistoquimica da PCR em células de carcinoma epiderméide esofagico, sugerindo que a elevacao
serica da PCR poderia ser parcialmente derivada da producdo da substéncia pelas células do

carcinoma, bem como pela sintese pelos hepatdcitos em resposta ao tumor. Neste estudo foi



demonstrado que os pacientes cujas neoplasias apresentaram reacdo imunoistoquimica a PCR tiveram

pior sobrevida, sendo considerada, em analise multivariada, fator prognéstico independente.

No presente estudo, a expressdo celular de PCR foi observada em 65 dos 91 pacientes com
adenocarcinoma retal e em todos os controles normais. Estes dados corroboram o fato de que a PCR
pode ser encontrada em outros tecidos, inclusive em neoplasias, além do figado. A sua distribui¢do foi
significativamente diferente entre os casos e 0s controles (71% contra 100%), sugerindo a influéncia do
processo inflamatério na carcinogénese colorretal. No entanto, em oposi¢éo ao estudo de Nozoe2!, ndo
foi demonstrada associacdo da express@o de PCR com progndstico. A maior prevaléncia de expressao
da PCR em controles normais comparados ao grupo cancer pode sugerir uma influéncia da PCR na
progressao tumoral, principalmente em estagios iniciais. De fato, na analise imunoistoquimica da PCR
nos controles normais, foi evidenciada uma expresséo intensa de PCR no muco das células. Ja no
tecido neoplasico, esta caracteristica & ausente ou se apresenta sem a mesma intensidade, o que pode
indicar uma capacidade ou funcéo alterada na producéo e liberagéo da PCR. Considerando que 0 muco
é produzido no citoplasma celular, esta observacdo pode sugerir, como hipétese, que a PCR possa
desempenhar o papel de marcador de algum fator protetor da mucosa retal e que sofre deterioracao a

medida que ocorre a progressdo neoplasica.

A comparagéo dos achados deste trabalho com estudos citados anteriormente24-32, onde a PCR
sérica esta presente e positivamente relacionada com incidéncia e pior prognostico no cancer colorretal,
no nosso entendimento ndo é adequada, visto que aqueles estudos verificaram o comportamento de
um marcador inflamatério sérico e, portanto, sistémico, enquanto a PCR tecidual expressa uma
apresentacao reacional local. O fato de a PCR estar presente em tecidos normais corrobora a hipotese
anterior de protecdo natural, principalmente por ser um estudo em intestino, 6rgdo rico em tecido

inflamatorio e constantemente em contato com substancias presentes nos alimentos.

Apesar da tendéncia significativa na correlagdo da expressdo da PCR com os estagios de

Dukes-Turnbull, ndo foi demonstrado impacto progndstico no presente estudo, o que pode refletir a



necessidade de uma amostra maior, principalmente do grupo de pacientes no estagio A, ou a

participagéo de outros fatores ndo abordados neste estudo.



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Na presente amostra, a prevaléncia da expressdo imunoistoquimica da PCR no
adenocarcinoma de reto foi de 71% contra 100% nos controles normais, sendo esta diferenca

estatisticamente significativa.

N&o houve associacao entre a expressdo da PCR e as variaveis, género, localiza¢do do tumor,
grau de diferenciacdo celular, producdo de muco, profundidade de invaséo, presenca de linfonodos
metastaticos, valor do CEA pré-operatorio e presenca de margens laterais de resseccdo
comprometidas.

Né&o foi demonstrada relacdo direta da expressdo da PCR com estagio neoplasico de Dukes-

Turnbull ou com sobrevida.

O mecanismo preciso de envolvimento da inflamag&o na carcinogénese colorretal permanece
incerto. A PCR é um marcador ndo especifico da inflamagdo e estudos adicionais de citoquinas
especificas ou fatores que regulem a resposta inflamatoria aguda podem auxiliar na elucidacdo dos

mecanismos implicados no processo inflamatério e aumento do risco do cancer colorretal.

A associacao entre processos inflamatorios e o risco do desenvolvimento de cancer representa
um potencial fator de risco modificavel. Intervencfes que atuem nestes processos podem reduzir o
risco de cancer. Os riscos associados com intervencdes de quimioprevencgao, como o uso de inibidores
da COX-2, séo significativas. Se as intervencBes de quimioprevencdo podem oferecer beneficios
significativos maiores e melhores do que o0s beneficios da deteccdo precoce de lesdes pré-neoplasicas
com intervengdes de rastreamento como a colonoscopia e sem risco significativo, € incerto.
IntervengBes no estilo de vida com altos beneficios para as razdes de risco que possam interferir com o
processo inflamatdrio também deveriam ser investigadas, assim como o papel da inflamac&o em outros

canceres.



A utilidade da aplicacdo da PCR para a predi¢do clinica do cancer colorretal requer melhor
atencdo enquanto estudos que incorporam medidas de outras varidveis inflamatérias e citoquinas

possam ser potencialmente Uteis na elucidacéo da reacao inflamacéo e carcinogénese colorretal.
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ANEXO 1 - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA GRUPO CONTROLE

Expressao Imunoistoquimica da Proteina C Reativa no Adenocarcinoma de Reto

O Rio Grande do Sul é uma das regides do Brasil onde mais se encontra o cancer de reto. O
reto é a porc¢do final do intestino grosso. Sabemos que uma das formas de aumentar a chance de cura
da doenca é através do conhecimento da sua origem e desenvolvimento e através do diagndstico
precoce. Estamos realizando uma pesquisa em pacientes acometidos pelo cancer de reto e
necessitamos de um grupo de pessoas sem a doenga, como Vocé, para adequada comparacéo.

Queremos examinar seu intestino grosso através de um exame chamado colonoscopia, que €
realizado com uma sonda endoscépica que permite a visualizacdo do interior do intestino. Antes do
exame vocé sera submetido a um preparo constituido de dieta alimentar e uso de laxantes, para
adequada limpeza intestinal. A sonda sera introduzida pelo anus logo apos vocé receber alguns
medicamentos sedativos, que lhe deixara levemente sonolento e Ihe permitird tolerar melhor o exame.
A maioria das pessoas tolera muito bem este exame, que dura entre 10 e 30 minutos, na maioria das
vezes. Sera coletado material (biopsias) para pesquisa. Existe também um risco, muito pequeno, de
complicagBes pelos exames, tais como reagbes alérgicas, sangramento ou perfuragdo do intestino,
podendo, nesses casos, ser necessario transfusdes de sangue ou também cirurgias.

O resultados do exame estard pronto em, aproximadamente, sete a dez dias e vocé sera
informado e orientado para tratamento, caso necessario.

B, bbb fui
informado dos objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa de forma clara e
detalhada. Recebi informagdes sobre cada procedimento no qual estarei envolvido, dos desconfortos
ou dos riscos previstos, tanto quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas ddvidas foram
respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além
disso, sei que novas informagdes obtidas durante o estudo me seréo fornecidas e que terei liberdade de
retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa, em face destas informagdes.

O ProfisSional ..........ccevieeiiieeeeees certificou-me de que as informages por
mim fornecidas terdo carater confidencial.

Porto Alegre,......./...

Assinatura do paciente Dr. Luis Fernando Moreira
Fone: 9808 0808
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Abstract

Background and aims. The possible involvement of inflammation on colorectal carcinogenesis has
potential prognostic, preventive and therapeutic implications. We investigated immunohistochemically
whether C-reactive protein (CRP) is expressed in human primary rectal adenocarcinoma and assessed

its relationship with clinicopathological findings.



Materials and methods. Ninety-one rectal cancer samples and 22 normal control samples were
analyzed. CRP was evaluated using immunohistochemical examination.

Results and findings. Cell accumulation of CRP was observed in 65 (71%) out of 91 patients with
adenocarcinoma of the rectum and in all 22 control cases (p<0.01). No significant difference was
observed regarding to clinicopathological features or survival rates, but a linear correlation between the
positivity proportion of CRP and Dukes-Turnbull stage (p=0.005) was observed.
Interpretation/conclusions. These data suggest that CRP might play a role in rectal carcinogenesis, but

seems to not affect prognosis. Additional studies are warranted in larger population samples.

Key words: C-reactive protein; rectal cancer, inflammation; colorectal carcinogenesis;

immunohistochemical expression; prognosis.

Introduction

The involvement of chronic inflammation on colorectal carcinogenesis has been studied for a
long time. Inflammatory bowel diseases, such as ulcerative colitis and Crohn’s disease, have been
associated with increased risk of colorectal cancerl. Several studies have suggested a reduced risk of
colorectal cancer associated with non steroid anti inflammatory agents?->.

C-reactive protein (CRP) is an acute phase protein which increases in response to infection,
trauma, burning, tissue infarction, inflammation and tumourst. CRP expression has been known to be
induced by pro-inflammatory cytokines” and it is well known that it is synthesized mainly in hepatocytes.
However, there have been some investigations presenting that an excessive elevation of CRP is
occasionally found in such patients with liver failure who are requiring liver transplantation®.

The significance of serum elevation of CRP as an indicator of tumour malignant potential and

the outcome of patients have been investigated in human gastrointestinal carcinomas®19, renal cell



carcinomall, ovarian carcinomal2, or myelomals. However, the origin of the serum elevation of CRP in
patients with malignant tumours has not been clarified yet and it also remains controversial whether
CRP is solely derived from hepatocyte production as a response to inflammatory events or from
synthesis and accumulation in tumour cells. In this study, we investigated immunohistochemically
whether CRP is expressed in rectal tumour cells and evaluated its significance and malignant potential

in colorectal carcinogenesis.

Materials and methods

Tissue samples were collected from 91 patients with primary and sporadic rectal
adenocarcinomas treated by surgical resection in the Colorectal Unit, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre University Hospital. None of the patients received neoadjuvant therapy. There were 51 females
and 40 males, and the age ranged from 19 to 84 (mean of 61) years. Follow-up of the patients was
carried out up to 60 months or up to tumour-related death. As a control group, rectal biopsies obtained
from 22 patients submitted to colonoscopy and showing a normal histopathological diagnosis were
studied. There were 7 males and 15 females with mean age of 49 (range = 30 to 75) years. None of the
control subjects had any family history of cancer.

The study was performed after approval by the Ethics and Scientific Committees of University

Hospital and written informed consent as obtained from all participants.

Immunohistochemical assessment of the 113 paraffin-embedded tissues was performed using a
sheep antihuman polyclonal CRP antibody (Biogenesis Ltd, England, UK) diluted at 1:100. To determine
the antibody reactivity, the avidin-biotin peroxidase complex (ABC method; kit LSAB DAKO) was used.
Positive cases were identified through visualization of a brownish cellular granulation stained by the
diaminobenzidine (DAB) chromogen. As positive controls, samples of liver tissue were used. Reactions

conducted without the primary antibody were used as negative controls in liver samples as well.



Inflammatory cells depicting immunoreactivity were used as internal positive controls. Cases were
identified as positive if more than 10% of tumour cells in a 400 magnification microscopic field showed
accumulation of CRP (Figure 1). Each slide was analyzed by two independent pathologists.

Variables were described by mean and standard error. The chi-square test and student’s t-test
were used to compare the clinicopathological data. The cumulative survival rates were calculated by the
Kaplan-Meier method and significance by logrank. Multivariate analysis was calculated according to
Cox’s proportional hazards model in a forward stepwise manner. Statistical significance was considered

at p level of 5%. All analyses were calculated using the SPSS 10.0 software.

Results

Cellular accumulation of CRP was observed in 65 (71%) out of the 91 patients with rectal
adenocarcinomas and in all 22 controls (p<0.01).

Clinicopathological characteristics of patients and controls are shown in Table 1. No significant
difference was observed regarding age, sex, tumour location, histological differentiation and tumour
depth or lymph node involvement. However, a linear correlation was observed between the positivity
proportion of CRP and Dukes-Turnbull stage (p=0.005; Figure 2).

There were no significant differences between 5-year survival rates in patients with rectal
adenocarcinomas expressing CRP as compared to those ones not expressing CRP. Additionally, a
multivariate analysis demonstrated that Dukes-Turnbull tumour staging (p=0.01) and curative resection
(p=0.02) were found to be independent prognostic factors in patients with rectal adenocarcinomas

(Table 2).



Discussion

Chronic inflammation has been linked to several solid malignancies, including cancers of the
oesophagus, stomach, liver, pancreas, kidney and prostate. Possible mechanisms by which
inflammation may contribute to carcinogenesis include the production of cytokines and growth factors
that favour tumour cell growth, the induction of cyclooxygenase-2 in macrophages and epithelial cells,
and the generation of mutagenic reactive oxygen and nitrogen species!4.

The acute phase synthesis of CRP is upregulated by proinflammatory cytokines as interleukin-1,
interleukin-6, and tumour necrosis factor, which act as autocrine growth factors for neoplasms’. It is
known that CRP is synthesized mainly in hepatocytes. Actually, Nozoe et al'> were the first authors to
demonstrate the immunohistochemical expression of CRP in cells of oesophageal squamous cell
carcinomas, suggesting that serum elevation of the protein may be partially derived from immediately
production of the substance by the tumour cells as well as by the synthesis into the hepatocytes as a
bioresponse to cancer.

Many studies have demonstrated association between CRP and colorectal cancer. Nozoe et al
reported increased incidences of liver metastases, peritoneal seedings, microscopic lymph nodes
involvement, intravascular invasion and poor prognosis in patients with a preoperatively increased
serum CRP level than in those with a negative serum protein level6, McMillan et al demonstrated a
significantly higher recurrence rate after curative resection of colorectal cancer in patients with an acute-
phase response compared to those without acute-phase responsel’. Wigmore et al have showed an
increased acute phase protein response in more than a third of patients presenting colorectal cancer
associated with more frequent local tumour invasion, fewer curative resections and higher
carcinoembryonic antigen (CEA) concentration, but without showing prognostic significance?, in
agreement with Chung e Chang?8. In the study of Nielsen et al, serum CRP was found to be a Dukes

independent prognostic variable and was found to identify a subgroup of curatively operated patients at



risk for decreased survivall®. Erlinger et al have reported an increased plasma concentrations of CRP
among individuals who subsequently develop colon cancer, supporting the hypothesis that inflammation
is a risk factor for the development of colon cancer in average-risk individuals2.

However, all of these investigations studied serum CRP. To the best of our knowledge, till now,
there is no reported investigation on the immunohistochemical expression of CRP in human colorectal
tumours. The rationale to perform this investigation is that an immunohistochemical examination would
demonstrate whether rectal tumours do express CRP and if so, which sites the protein would be
revealed.

Cell expression of CRP was observed in 65 of the 91 patients with rectal adenocarcinomas and
in all control samples. These data confirm the hypothesis that CRP can be found in other tissues,
including neoplasia, beyond the liver. The distribution was significantly different between cases and
controls (71% vs 100%), indicating the influence of inflammation in colorectal carcinogenesis.

It was not demonstrated, in the current study, association of CRP expression and prognosis, but
a linear trend test indicates correlation of decreasing expression of CRP between controls and Dukes’
stages, and therefore, these findings may suggest a CRP role in tumour progression, mainly at early
stages. Indeed, in immunohistochemical analysis of CRP among controls, an intense expression of CRP
was observed in the mucus of the cells. This feature was absent or lacking intensity in neoplastic
tissues, which may indicate a modified capacity or function in the production and release of CRP.
Hypothetically, this may suggest that CRP may play as a protective factor of rectal mucosa which
deteriorates with tumour progression. However, lack of prognostic significance due to a small or
inadequate sample to determine differences among subgroups should be also considered.

In conclusion, the inflammation is important in rectal carcinogenesis, but it seems to not affect
prognosis. It would be important to carry out this study with a larger sample, including adenomas, also

correlating CRP expression with plasma levels in order to examine the hypothesis of cellular CRP



contribution to serum levels, effect of the inflammation in colorectal carcinogenesis and to reassess this

association with prognosis.
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Figure 1. CRP immunoexpression in a sample of rectal adenocarcinoma. Positive cells display

cytoplasmic brownish granulation stained by the DAB chromogen (ABC method; A: 200X; B: 500X).
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Figure 2. Graphic representation of the positivity proportion of C-reactive protein in rectal tumours (n=91)
compared with controls (n=22).



Table 1. Clinicopathological features of controls versus cases and of deceased cases versus survivors

Features Controls Cases P Deaths Survivors P value
(n=22) (n=91) value (n=42) (n=49)
Age (median, se), years 49.1(13.4) 60.6 (14.2) <0.01 62.1(15.3) 59.4(13.3) 0.38
Male: Female 7:15 40:51 0.30 22:20 18:21 0.13
Location, from anal verge( mean, 69 (3.4) . 65 (3.1) 71(3.6) 0.39
se), cm
Differentiation, n (%)
Well 9(10) — 1(2) 8 (16) <0.01
Moderate 71(78) 32 (76) 39 (80)
Poor 11 (12) 9(21) 2 (4)
Depth of invasion, n (%)
Submucosa 5 (6) — 1(2) 4(8) 0.07
Muscularis propria 24 (26) 7(17) 17 (35)
Adventitia 15 (17) 10 (24) 5(10)
Surrounding tissues 47 (52) 24 (57) 23 (47)
Lymph node positive cases, n (%) 48 (53) — 31(74) 17 (35) <0.01
n=89
Circumferential invasion, n (%) 7(8) — 6 (15) 1(2) 0.04
Dukes-Turnbull
A 25 (28) — 5(12) 20 (41) <0.01
B 17 (19) 5(12) 12 (25)
C 34 (37) 22 (52) 12 (25)
D 15 (17) 10 (24) 5(10)
Adjuvant therapy, n (%) n=85
Radiotherapy (RT) 5(6) — 4 (10) 1(2) 0.23
Chemotherapy (CT) 3(4) 1(3) 2 (4)
Combined CT + RT 14 (17) 4(10) 10 (22)
no adjuvant therapy 63 (74) 30 (77) 33(72)
CRP expression > 10 %, n (%) 22 (100) 65(71)  <0.01 30 (71) 35(71) 0.99

Data are presented as mean (standard error), medium (interquartile range: 25t to 75t percentile) or counting

(percentage).



Table 2. Relationship between clinicopathological features and death in patients with rectal tumours.

Death
Features (n) n % HR Cl 95% P value
CRP expression
>10 % (65) 30 46.2 1.31 0.58102.94 0.51
<10 % (26) 12 46.2 1.00
Age
> 60 years (55) 27 49.1 1.32 0.66 to 2.64 0.43
15 41.7 1.00
<60 years (36)
Circumferential wedge
Positive (7) 6 85.7 364  1.26t010.51 0.02
Negative (82) 34 415 1.00
Dukes-Turnbull
A (25) 25 5 20.0 1.00 0.01
B (17) 17 5 29.4 121 0.33t04.48 0.78
C(34) 34 22 64.7 4.59 1.721012.27 0.01
D (15) 15 10 66.7 485  1.25t018.77 0.02

Data presented as counts and percentages. HR: hazard ratio by a multiple Cox model; CRP: Tumour expression of C
reactive protein as measured by percentage of positive cells; Cl 95%: 95% confidence interval. *Cox model including
only those subjects (n=81, events=37) with thorough observations.



