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Resumo

INTRODUCAOQO: O cancer colorretal (CCR) é o terceiro mais diagnosticado e o segundo em nimero
de mortes no mundo. Os tratamentos convencionais incluem quimioterapia e radioterapia e podem
ser neoadjuvantes e/ou adjuvantes. Contudo, os pacientes respondem de modo diferente a
terapéutica e eventualmente apresentam resisténcia aos quimioterapicos ou a radiacao.
Biomarcadores tem sido utilizados em diferentes tipos de cancer desde a identificacdo de lesGes
iniciais até a estratificacdo dos pacientes em grupos de risco, o que colabora para um prognéstico
individualizado e uma conduta clinica mais eficaz. Neste contexto, a parkina, uma ubiquitina E3
ligase, e os seus alvos de ubiquitinacdo (APC, APEX1, BCL2L1, CD36 e p53) surgem como
potenciais biomarcadores em CCR. OBJETIVO: Avaliar a expressao imunoistoquimica de parkina,
APC, APEX1, BCL2L1, CD36 e p53 em CCR, a fim de selecionar novos biomarcadores de
estratificacdo de risco e prognostico para esta doenca. MATERIAIS E METODOS: Foram
selecionados 211 casos de CCR, compreendendo amostras do bulk e front tumorais. Estas
amostras foram alocadas em blocos e laminas de microarranjos de tecido (TMA —tissue microarray)
para os testes imunoistoquimicos com os anticorpos especificos. Morfometria e Escore de Allred
foram empregados na analise da expressao das proteinas estudadas. Os casos foram igualmente
avaliadas quanto a expressdo de marcadores de instabilidade de microssatélites por técnicas de
rotina. Dados clinicos e de sobrevida dos pacientes foram coletados diretamente dos prontuarios
médicos. RESULTADOS: Entre os pacientes ndo submetidos ao tratamento neoadjuvante, a
expressdo de parkina na regido de bulk tumoral foi associada as variaveis idade (p = 0,008), sendo
mais expressa nagueles com >50 anos, e estadiamento T (p = 0,005), com sua maior expressao
em amostras T1/T2. Notavelmente, no grupo que recebeu tratamento neoadjuvante, foi encontrada
associacado entre a expressao de APC no front e a sobrevida geral destes pacientes (p = 0,038; HR:
0,094). Ainda, no mesmo grupo, a expressao de APC no front foi associada ao tipo histolégico (p =
0,009), com maior expressao proteica no subtipo de melhor prognéstico, o adenocarcinoma tubular.
CONCLUSAO: A expressdo de APC tem uma possivel funcéo protetora em pacientes submetidos
ao tratamento neoadjuvante, bem como um potencial papel progndstico nos dois grupos estudados.
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Abstract

INTRODUCTION: The colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed cancer in the world and
the second one in number of deaths. The conventional approaches include the chemotherapy and
radiotherapy and can be either neoadjuvant and/or adjuvant. However, the patients respond
differently to the therapeutics and eventually they present resistance either to the chemotherapy or
to the radiation. Biomarkers have been used for different cancer types, from the early lesions’
identification to the stratifying of patients in risk groups, collaborating for individualized prognosis
and a more effective clinical approach. In this context, the parkin, an E3 ubiquitin ligase, and its
ubiquitination targets (APC, APEX1, BCL2L1, CD36 and p53), emerge as potential biomarkers for
CRC. OBJECTIVE: Evaluate the immunohistochemistry expression of parkin, APC, APEX1,
BCL2L1, CD36 and p53 in CRC, to select new risk’s stratifying and prognosis biomarkers for this
disease. MATERIALS AND METHODS: 211 cases of CRC were selected, including tumor samples
from the bulk and front. These samples were allocated on tissue microarray (TMA) blocks and slides
for the immunohistochemistry tests using the specific antibodies. Morphometry and Allred Score
methods were applied for the expression analysis of the studied proteins. The cases were also
analyzed as for the expression of microsatellites instability markers by routine techniques. Clinical
and patients’ survival data were collected direct from the medical records. RESULTS: Among the
patients that have not undergone neoadjuvant treatment, the parkin expression in the tumoral bulk
was associated to the variables age (p = 0,008), presenting a higher expression in those patients
over 50 years, and staging T (p = 0,005), with a higher expression in T1/T2 samples. Remarkably,
for the group that underwent neoadjuvant treatment, an association was found between the APC
expression in the front and the overall survival of these patients (p = 0,038; HR: 0,094). Moreover,
for the same group, the APC expression in the front was associated to the histological subtype (p =
0,009), presenting a higher protein expression in the subtype of better prognosis, the tubular
adenocarcinoma. CONCLUSION: The APC expression has a potential protection function in patients
that underwent neoadjuvant treatment, and a potential prognosis hole to both studied groups as well.
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1. INTRODUCAO

1.1. O cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna que acomete os colons
(ascendente, transverso, descendente e sigmoide) e o reto (INCA, 2018). As suas
ocorréncias mais comuns sdo no colon sigmoide e reto. O CCR pode ser definido por
seu tipo histolégico mais frequente, o adenocarcinoma, que se caracteriza pela origem
em células epiteliais da mucosa colorretal (INCA, 2018; OMS, 2010). Outros tipos
histolégicos de menor frequéncia sdo os carcinomas neuroenddécrinos, de células
escamosas, adenoescamosos, de células em anéis de sinete e indiferenciados
(FLEMING et al, 2012, OMS, 2010).

Estudos prévios sugerem que em casos metastaticos a topografia (célon
direito, colon esquerdo ou reto) acometida pelo tumor primario interfere na progressao
tumoral por diferentes vias de sinalizacdo (IACOPETTA, 2002). Venook et al, em
2016, observaram que pacientes com tumores primarios no lado esquerdo do célon
possuiam uma maior taxa de sobrevida em relacdo aqueles que apresentavam
tumores primarios no lado direito e propuseram uma possivel correlacdo entre
sobrevida de pacientes com CCR e o lado de ocorréncia do tumor primario (VENOOK
et al, 2016).

O desenvolvimento do CCR, uma doenca multifatorial, apresenta inUmeros
fatores de risco, entre os quais: o histérico familiar de polipos no célon ou reto, de
cancer colorretal e de doencas inflamatorias intestinais; a origem étnica, como no caso
de judeus Ashkenazi; idade superior a 50 anos; e sexo masculino. Outros fatores de
risco como sobrepeso; obesidade; diabetes mellitus; sedentarismo; consumo de
alimentos processados ou preparados em altas temperaturas; dieta rica em carne
vermelha e pobre em frutas, verduras, cereais integrais, legumes, graos e sementes;
tabagismo; e uso frequente de alcool, todos relacionados ao estilo de vida, podem ser
mitigados pela mudanca de habitos alimentares e de exercicios fisicos.
Recentemente, o microbioma surgiu como importante fator para o desenvolvimento
de CCR e doencas inflamatorias intestinais (ACS, 2018; GILBERT, J. A. et al, 2018;
MARMOL et al, 2017; JOHNSON et al, 2013).



Associado principalmente a areas urbanas, o CCR € um problema global. Este
tipo de cancer é o terceiro mais diagnosticado e o segundo em namero de mortes no
mundo. Em 2018, foram registrados ~1,8 milhdo de casos de CCR (10,2% do total de
casos de cancer considerando cancer de pele ndo melanoma na categoria outros) e
861.663 O&bitos decorrentes desta doenca. A incidéncia mundial do CCR deve
aumentar em ~10,9% em 2020 (IARC, 2018).

No Brasil, 0 CCR é o segundo mais comum entre homens e mulheres, com
excecao do cancer de pele ndo melanoma (Figura 1) e sua taxa de incidéncia deve
crescer acima da estimativa mundial (INCA, 2020). Para 2018-2019 foram estimados
36.360 novos casos a cada ano (INCA, 2019), enquanto para 2020-2022 esta
estimativa subiu para 40.990, um aumento de ~12,7% (INCA, 2020). O numero de
mortes no Brasil por CCR também vem expandindo: 18.667 em 2017 e 23.868 em
2018 (crescimento de ~27,8%) (INCA, 2019).

Figura 1. Distribuicdo proporcional, por sexo, dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para o triénio 2020-2022, no Brasil, exceto pele ndo melanoma.

Figura 1
Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele nao melanoma®
Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.260 29.7%

Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 92%

Traqueia, bronquio e pulmio 7.760 7.9% Colo do utero 16.590 74%

Estémago 13.360 59% Traqueia,bronquio e pulmdo 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 54%

Esofago 8.690 3.9% Estémago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 34% Qvario 6.650 3.0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 29% Corpo do Gtero 6.540 29%

Laringe 6.470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 23%

.

Numeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2020.

Na ultima década vém sendo observados, em relacéo as taxas de incidéncia
e mortalidade do CCR, trés padrdes globais: a) aumento na incidéncia e mortalidade

(paises Balticos, Russia, China e Brasil); b) aumento na incidéncia e diminuigdo da



mortalidade (Canadé, Reino Unido, Dinamarca e Singapura); e c) diminuicdo da
incidéncia e mortalidade (Estados Unidos, Japao e Franca) (IARC, 2018).

O teste imunoistoquimico fecal (TIF), o teste para sangue oculto nas fezes, a
colonoscopia, a colonografia por exames de imagem e a retossigmoidoscopia sé&o
métodos disponiveis e bem estabelecidos no rastreamento do CCR, e seu emprego
permite o descobrimento de lesdes pré-cancerosas, os polipos, bem como possibilita
o diagnéstico precoce desta doenca. A difusdo destes métodos € um importante
mecanismo praticado para a diminui¢gdo nas taxas de incidéncia e mortalidade, bem
como para o aumento da sobrevida global, em CCR (ACS, 2018; REX et al., 2017). O
fato de que tais opcdes de triagem apresentam maior disponibilidade em paises com
alto IDH (indice de Desenvolvimento Humano) pode vir a explicar porque eles
possuem as menores taxas de mortalidade, e taxas de incidéncia e prevaléncia
decrescentes (ACS, 2018; REX et al., 2017).

Por outro lado, os sintomas do CCR, como diarreia, constipacéo, obstrucao
intestinal, sangramento retal, sangue oculto nas fezes, dores abdominais, fadiga e
perda nao intencional de peso, sdo comuns a outras condicdes de saude, como
infeccbes, hemorroidas, sindrome do intestino irritavel e doencas inflamatorias
intestinais (ACS, 2018). Entretanto, na maioria dos casos, ndo ha apresentacéo de
sintomas em estadios mais iniciais de desenvolvimento.

Assim, e ainda considerando que a maior parte dos pacientes ndo é
submetida a exames de triagem, estima-se que nos Estados Unidos ~50% dos
pacientes ao diagnéstico ja apresentam metastases, sejam estas regionais ou a
distancia (ACS 2018; ALVAREZ-CHAVER et al, 2014). Se estes pacientes fossem
triados pelos testes citados, como a colonoscopia, polipos ou outras fases iniciais do
CCR poderiam ser identificados. Em caso de ressecc¢do cirdrgica de tumores sem
invasao locorregional, ou seja, retirada de tumores que néo sofreram metastase, mais
de 90% dos pacientes apresentam taxas de sobrevida superiores a 5 anos
(ALVAREZ-CHAVER et al, 2014).



1.2. A classificag&o do cancer colorretal

Uma das formas de classificar o CCR, assim como qualquer tipo de cancer, é
feita com base no seu estadio de desenvolvimento. Este processo de classificacdo €
chamado de “estadiamento” e é realizado por meio de um sistema universalmente
conhecido como TNM (do inglés, Tumor, Nodes, Metastases), publicado pelo AJCC
(do inglés, American Joint Committee on Cancer) e atualizado em junho de 2018
(AJCC, 2018).

Nesta classificagdo, “T” avalia o tamanho do tumor primario, “N” avalia o
envolvimento de linfonodos e “M” indica se ha ou ndo metastase em érgaos distantes
(ACS, 2017) (Tabela 1). Em caso de estadiamento com base nas caracteristicas
anatomopatoldgicas, é utilizado o prefixo p. Quando o estadiamento € realizado apés
tratamento com quimioterapia e radioterapia, € utilizado prefixo y. Utiliza-se ainda o
prefixo r em caso de recidiva do tumor, e o prefixo ¢ para caracterizacdo do
estadiamento clinico. Por fim, o sufixo m indica a ocorréncia de dois ou mais
carcinomas primarios identificados ao mesmo tempo (BOSMAN et al, 2010).

A classificacdo proposta pelo AJCC é também considerada como um
importante fator prognéstico em pacientes com adenocarcinoma colorretal, uma vez
gue indica quao avancado é o tumor, o envolvimento dos linfonodos e se ha ou néo
metastase (JESSUP et al., 2017).

E comum na pratica clinica a utilizacdo das informacées fornecidas pelo
estadiamento TNM para a classificacdo geral ou clinica. Nela, ha a combinacdo de
dados do estadiamento TNM a fim de enquadrar o paciente em uma classificacao que
varia de 0 a 4 (ASCO, 2018) (Tabela 2).



Tabela 1. Descrigdo do estadiamento TNM para o CCR, segundo AJCC.

Tumor primario (T)

Tx | N&o h& descrigao disponivel sobre o tamanho do tumor
Tis | Tumor em seu estadio mais inicial, o carcinoma se encontra in situ
T1 | Tumor invade a camada submucosa
T2 | Tumor invade a camada muscular propria
Tumor atingiu as camadas mais externas do célon e reto, porém sem alcancar
3 6rgao préximos
T4 | Tumor atravessou as paredes do colon e reto
Linfonodos regionais (N)
NX | Linfonodos ndo podem ser avaliados por falta de informacdes
NO | Tumor ndo atingiu linfonodos proximos
N1 | Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais
Nla | Metastase em 1 linfonodo regional
N1b | Metastase em 2 a 3 linfonodos regionais
Quando a disseminacédo atinge a camada serosa, sem evidéncias de disseminacao
Nie nos nodulos linfaticos
N2 | Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais
N2a | Metastase em 4 a 6 linfonodos regionais
N2b | Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais
Metastase a distancia (M)
MO | Auséncia de metastase a distancia
Metastase a distancia confinada a apenas um sitio ou 6rgéo (exemplo: figado,
Mia pulma&o, ovario, linfonodos ndo-regionais)
Metastase para mais de um 6rgdo distante ou invasao em partes distantes do
MLb peritbnio
Fonte: America Joint Committee on Cancer, 2018.



Tabela 2. Descri¢do do estadiamento clinico.

Estadiamento clinico TNM
Estadio 0 Quando o tumor se encontra in situ Tis, NO, MO
Quando o tumor apresenta um tamanho
Estadio | pequeno ou ndo apresenta invasao para T1 ou T2, NO, MO
tecidos proximos
T3, NO, MO (lla)
T4a, NO, MO (lIb)
T4b, No, MO (lic)
Quando o tumor apresenta maior T1 ou T2, N1/N1c, MO; T1,
Estadio Il & tamanho ou quando apresenta invaséo N2a, MO (Illa)
" para tecidos proximos. Nestes estadios, | T3 ou T4a, N1/N1c, MO; T2 ou
pode haver comprometimento de T3, N2a, MO; T1 ou T2, N2b,
linfonodos MO (l11b)
T4a, N2a, MO; T3 ou T4a,
N2b, MO; T4b, N1 ou N2, MO
(Illic)
Qualquer T, qualquer N, Mla
(Iva)
Céancer avancado e/ou cancer
_ _ Qualquer T, qualquer N, M1b
Estadio IV metastatico, compreende 0s casos em (IVb)
gue o tumor compromete outros 6rgéos
Qualquer T, qualquer N, M1c
(IVe)

Fonte: American Society of Clinical Oncology, 2018; American Cancer Society, 2018.

Alternadamente, € possivel classificar o CCR com base em suas
caracteristicas histopatoldgicas e moleculares.

Em relacdo a sua classificacdo histopatolégica e de acordo com a
classificacdo dos Tumores de Sistema Digestivo, publicada em 2010 pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o adenocarcinoma colorretal pode ser
classificado em: adenocarcinoma mucinoso ou coloide, carcinoma de células em anel
de sinete, carcinoma medular, carcinoma micropapilar, carcinoma serrilhado e
adenocarcinoma padréo cribriforme (FLEMING et al, 2012; BOSMAN et al, 2010).



Entre os subtipos histolégicos, o mucinoso se caracteriza por apresentar grande
guantidade de mucina extracelular (~50%), maior que a sua contraparte nao-
mucinosa, correspondendo entre 10 a 20% dos casos e diagnosticado principalmente
em casos mais avancados de CCR (LUO et al, 2019).

Criada em 2015 por um consércio de especialistas, a classificacdo molecular
do CCR, conhecida como CMS (do inglés, Consensus Molecular Subtypes), surgiu
com a finalidade de resolver as inconsisténcias encontradas nas diversas
classificacdes propostas para o CCR baseadas na expressao génica, além de
fornecer as bases para sua futura aplicacdo na pratica clinica (LYNCH & MURPHY,
2016; GUINNEY et al., 2015). Este consorcio propés a classificacdo do CCR em 4
subtipos moleculares: CMS1 (instabilidade de microssatélites, 14%), apresenta
hipermutagédo, instabilidade de microssatélite e forte ativagdo da resposta
imunoldgica; CMS2 (candnico, 37%), subtipo de padrao epitelial com ativacdo das
vias de sinalizacdo WNT (wingless/integrated) e MYC (MYC proto-oncogene, bHLH
transcription fator); CMS3 (metabdlico, 13%), também de padréo epitelial, mas com
desregulacdo metabolica; e CMS4 (mesenquimal, 23%), apresenta ativacao de TGF-
B (transforming growth factor beta), invasado estromal e angiogénese (LYNCH &
MURPHY, 2016; GUINNEY et al., 2015).

Outra importante forma de descricdo do tumor ao diagndéstico é a graduacgao
histoldgica. Nela, o patologista avalia o grau de diferenciacéo das células que compde
a amostra tumoral, podendo ser de baixo grau, quando as células se apresentam bem
e/ou moderadamente diferenciadas, e de alto grau, quando as células se encontram
pouco diferenciadas ou indiferenciadas (ASCO, 2018).

O imuno-escore, uma forma complementar e mais recente para a
classificacdo do CCR, estd fundamentado na influéncia do sistema imunol6gico
adaptativo no desenvolvimento tumoral. Para sua avaliacdo e determinacao, € levada
em consideracdo a densidade de duas populacfes de células T citotoxicas, TCD8+ e
TCD3+, em duas regifes tumorais, o bulk, ou massa tumoral, e o front, ou margem
invasiva (ANGELL, 2019; ZEITOUN et al, 2019). O escore varia de “i0”, quando a
amostra avaliada apresenta baixa densidade de células TCD8+ e TCD3+ no bulk e no
front, a “i4” que representa uma alta densidade dos dois tipos celulares nas duas
regides analisadas. Imuno-escores mais altos tendem a indicar taxas de sobrevida

geral e livre de doenca mais elevadas (ANGELL et al, 2019; ZEITOUN et al, 2019).
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Assim, o imuno-escore pode ser considerada como um potencial fator preditivo em
pacientes com CCR (ANGELL e GALON, 2013; ANITEI et al, 2014).

1.3. A carcinogénese do cancer colorretal

O processo de desenvolvimento do CCR, ou sua carcinogénese, pode levar
de 5 a 10 anos (LYALL et al, 2006). Ele tem o seu inicio na transformacéo do epitélio
colorretal normal (células epiteliais glandulares) e resulta no adenocarcinoma
colorretal in situ (HANAHAN e WEINBERG, 2011; LYALL et al, 2006). Esta neoplasia
pode tornar-se invasiva e atingir outras camadas da parede intestinal, bem como
outros oOrgaos, diretamente ou por metastase (SUN et al, 2013). Durante este
processo, que apresenta origem monoclonal e ocorre em multiplas etapas, ha ativacao
de proto-oncogenes e inibicdo de genes supressores tumorais, seja por mutacdes de
ponto, alteracbes cromossdmicas estruturais ou numéricas, ou alteracbes
epigenéticas (MARMOL et al, 2017; Sun et al, 2014; TAKAYAMA et al, 2006;
STEWENIUS et al, 2005; FEARON e VOGELSTEIN, 1990).

Duas vias principais para a carcinogénese do CCR foram descritas até o
momento: a via de instabilidade cromossémica (CIN), relacionada a Sindrome da
Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), e a via de instabilidade de microssatélite (MSI),
observada nos casos de Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipose (HNPCC) ou
Sindrome de Lynch (MARMOL et al, 2017; TAKAYAMA et al, 2006; FEARON e
VOGELSTEIN, 1990).

Primeiramente proposta por Fearon e Vogelstein em 1990, a via de
instabilidade cromossdmica (CIN) compreende a via classica de desenvolvimento
adenoma-carcinoma (Figura 2). Esta via € a mais comum para a carcinogénese em
CCR e esta associada a 65-70% dos casos esporadicos.

Inicialmente, em polipos adenomatosos benignos, ocorre a inativacao da via
de sinalizagao APC/B-catenina, devido a perda cromoss6mica em 5q, onde se localiza
0 gene APC (APC regulator of WNT signaling pathway). Esta inativacao permite a
continuidade da via de sinalizacdo Wnt, o acumulo de 3-catenina citoplasmatica e sua
translocacdo para o nucleo, onde promove a transcricdo de inUmeros oncogenes

envolvidos na promoc&o da proliferacdo celular (MARMOL et al, 2017; CAETANO,
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2016; TARIQ & GHIAS, 2016; SUN et al, 2013; TAKAYAMA et al, 2006; FEARON e
VOGELSTEIN, 1990).

A etapa a seguir é caracterizada pelo estddio adenomatoso desta
carcinogénese. Nela, ocorrem mutacées em KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase),
observadas em 30 a 40% dos casos de CCR. Estas mutac¢des provocam um aumento
na ativacdo da cascata de sinalizagdo RAS, acarretando o crescimento tumoral pela
transicao epitélio-mesénquima (TARIQ & GHIAS, 2016).

A passagem final para adenocarcinoma transcorre por perdas cromossémicas
em 7p e 18q, levando, respectivamente, a alterac6es na proteina p53 e na via de
sinalizacdo DCC (DCC netrin 1 receptor)/SMAD4 (SMAD family member 4), o que
contribui para o aumento do potencial replicativo das células tumorais (MARMOL et
al, 2017; CAETANO, 2016; SUN et al, 2013; TAKAYAMA et al, 2006; FEARON e
VOGELSTEIN, 1990).

A via de instabilidade de microssatélites (MSI) representa cerca de 15% dos
casos de CCR, estando 3% associados a Sindrome de Lynch e sendo, portanto, de
origem hereditaria. Esta via se caracteriza por apresentar um fenétipo hipermutavel,
devido a ocorréncia de inimeras sequéncias repetitivas curtas ao longo do genoma,
os microssatélites (CORTES-CIRIANO et al, 2017; FEARON e VOGELSTEIN, 1990;
TAKAYAMA et al, 2006; TARIQ & GHIAS, 2016). Tais mutacdes ocorrem como
consequéncia da atividade alterada de enzimas envolvidas do processo de reparo por
excisao de bases de DNA (MMR, do inglés, DNA mismatch repair), tais como MSH2
(mutS homolog 2), MLH1 (mutL homolog 1), PMS1 (PMS1 homolog 1, mismatch repair
system component), PMS2 (PMS1 homolog 2, mismatch repair system component) e
MSH6 (PMS1 homolog 2, mismatch repair system component).

Em casos esporadicos, estas alteraces podem ocorrer devido a mutacdes
somaticas nestes genes, metilacdo do promotor de MLH1, inativacdo epigenética do
gene MSH2 e reduzida regulacdo destes genes por microRNAs (CORTES-CIRIANO
et al, 2017; BOLAND & GOEL, 2010; TAKAYAMA et al, 2006; FEARON e
VOGELSTEIN, 1990).

Individuos que apresentam CCR com MSI tém progndosticos ligeiramente
melhores quando comparados aqueles que nao apresentam MSI, bem como uma
resposta diferente aos quimioterapicos (BOLAND & GOEL, 2010).



Figura 2. Sequéncia de desenvolvimento adenoma-adenocarcinoma via instabilidade

cromossoémica.

TP53
KRAS LOH em 18q
APC/ B-catenina * l
Mucosa dngl'l © Adenoma Adenoma Cancer
Normal aberraelte Precoce avangado invasivo
~ j §

MLH1 e MSH2 EGFR

Legenda: Sequéncia adenoma-carcinoma, onde em um primeiro momento h& o desenvolvimento de
focos de criptas aberrantes a partir de uma mucosa epitelial colénica normal, por consequéncia de
alteracdes na via de sinalizagdo APC/B-catenina e nas proteinas MLH1 e MSH2. Em seguida, ha o
aparecimento de um adenoma precoce, resultante de alteracdes em KRAS e seu avango para um
adenoma avancado em decorréncia das alteracdes em KRAS e EGFR (epidermal growth factor
receptor). Por fim, a perda cromossdmica em 18q leva a perda de p53 e sua funcédo, caracteristicas da
transicdo adenoma avancado para tumores invasivos.

Fonte: Reproduzido de Takayama et al, 1998, por Pino e Chung, 2010, e readaptado.

Embora até o0 momento estas sejam as principais vias descritas, estudos vém
demonstrando rotas alternativas para o desenvolvimento do CCR, dentre elas
alteracoes na via de sinalizacdo TGF-[3 (transforming growth factor-beta)/SMADA4, via
serrilhada e via de mecanismos epigenéticos (MARMOL et al, 2017; SUN et al, 2013;
TAKAYAMA et al, 2006).

Na primeira, a via de sinalizacdo TGF-B/SMAD4, em situagdes normais ha a
ligacdo entre TGF-f e TGFBRII (transforming growth factor beta 2), levando a
formacdo do complexo TGFBRI (transforming growth factor beta 1). Este é
responsavel por fosforilar SMAD2 (SMAD family member 2) que, por sua vez, se liga
ao componente SMAD4 (MARMOL et al, 2017; SUN et al, 2013; TAKAYAMA et al,
2006). Todo o complexo € translocado, entdo, para o nucleo a fim de induzir a
expressdo e acdo das proteinas P15 (cyclin dependent kinase inhibitor 2B) e P21
(cyclin dependent kinase inhibitor 1A), que levam a inibicdo de ciclinas, essenciais
para a manutencdo do ciclo celular. Consequentemente, h4 a interrupcdo do

crescimento celular (MARMOL et al, 2017; SUN et al, 2013; TAKAYAMA et al, 2006).
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Mutag¢des nos componentes proteicos envolvidos nesta via de sinalizagao levam a sua
inativacao, e vém sendo observadas na carcinogénese do CCR. Cerca de 16 a 25%
dos casos apresentam mutacdes em SMAD4 e 6% em SMADZ2, enquanto mutacdes
em TGFBRII s&o observadas em tumores positivos para MSI (MARMOL et al, 2017;
TAKAYAMA et al, 2006). Estas duas alteracdes sé&o ocorrentes na transicdo adenoma
para adenocarcinoma (MARMOL et al, 2017; SUN et al, 2013; TAKAYAMA et al,
2006).

A via serrilhada apresenta lesdes adenomatosas com caracteristicas de
poélipos hiperplasicos, bem como aspectos citolégicos de adenomas convencionas
(LEGGETT e WHITEHALL, 2010; SNOVER, 2010; TAKAYAMA et al, 2006). Estima-
se que cerca de 30 a 50% dos casos que apresentam essa via de desenvolvimento,
apresentam também MSI, em sua maior parte MSI-L (baixa instabilidade de
microssatélites). Quanto aos casos classificados como MSI-H (alta instabilidade de
microssatélites), estes frequentemente se caracterizam por possuir metilacao
aberrante do gene MLH-1 e perda de sua funcdo (LEGGETT e WHITEHALL, 2010;
SNOVER, 2010; TAKAYAMA et al, 2006).

Outra via alternativa para o desenvolvimento do CCR é a via dos mecanismos
epigenéticos, sendo uma delas o fenotipo metilador de ilhas CpG (CIMP). Nela, ha a
hipermetilacdo de regides ricas em CpG localizadas na extremidade 5’, levando ao
consequente silenciamento das regides génicas presentes nestas por¢cdes, como em
P16 (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), MGMT (O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase), ESR1 (estrogen receptor 1), APC e COX-2 (mitochondrially
encoded cytochrome c oxidase Il) (LEGGETT e WHITEHALL, 2010; SNOVER, 2010;
TAKAYAMA et al, 2006). O gene PRKN é também descrito como um dos genes alvos
da hipermetilacdo em CCR, o que leva a alteracGes na sua expressao (LA COGNATA
e CAVALLARO, 2016). Além destes ja citados, um alvo importante de hipermetilacao
€ 0 gene MLH-1, levando a um fenétipo de MSI-H (LEGGETT e WHITEHALL, 2010;
SNOVER, 2010; TAKAYAMA et al, 2006).

Muito embora as vias de carcinogénese do CCR sejam classificadas em
grupos distintos, € possivel observar associacdes entre elas em um mesmo caso, por
exemplo, as alteracdes na via TGF-B/SMAD4 e a via de sinalizagado WNT (Wnt family
member) (TAKAYAMA et al, 2006). Nesta, ha interacdo direta entre as proteinas
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SMAD e LEF-1 (lymphoid enhancer binding factor 1), uma componente da via WNT,
acarretando no desenvolvimento do CCR (TAKAYAMA et al, 2006).

1.4. Abordagens terapéuticas empregadas em CCR

Uma maior disponibilidade de opc¢des terapéuticas para o CCR,
principalmente terapias farmacologicas sistémicas, vem contribuindo para o aumento
da sobrevida dos pacientes (MCGEECHAN et al, 2019; VENOOK et al, 2017;
SARTORE-BIANCHI et al., 2017; SCHMIDT et al, 2011). A combinacéo de diferentes
guimioterapicos e sua associagcdo ao uso de anticorpos monoclonais ampliam ainda
mais as possibilidades disponiveis (VENOOK et al, 2017). A decisdo sobre a melhor
opc¢ao para cada paciente deve levar em consideracéao diversos fatores, entre 0os quais
o estadiamento tumoral (VENOOK et al, 2017).

Entretanto, a resseccao cirurgica e as terapias convencionais, quimioterapia
e radioterapia, nas formas neoadjuvante (antes da ressecc¢ao cirargica) e/ou adjuvante
(no tratamento pos-cirargico) ainda séo as mais amplamente prescritas em CCR (LEE
etal., 2017; SA et al., 2017; FEMAMA, 2016).

A neoadjuvancia € uma abordagem indicada e bem estabelecida em casos de
cancer de reto médio e baixo como tratamento prévio e complementar ao
procedimento definitivo, a ressecc¢éo cirdrgica (GARAJOVA et al, 2011; van der VALK
et al, 2018). Considerada um procedimento padrdo para casos locorregionais mais
avancados de pacientes que ndo apresentam contraindicacdes clinicas, consiste no
emprego de quimioterapicos em conjunto com a radioterapia (GARAJOVA et al, 2011;
MAGRI et al, 2016; van der VALK et al, 2018). Esta combinac&o tem demonstrado
sua efetividade na regressao de tumores primarios, bem como na resposta completa
em cerca de 20-25% dos casos (PINHO, 2007; van der VALK et al, 2018). Ainda,
proporciona maior radiossensibilidade, uma vez que os tecidos ndo apresentam
fibrose cirdrgica, e reducédo no tamanho tumoral, com aumento da ressecabilidade e
das taxas de preservacao esfincteriana (MAGRI et al, 2016; PINHO, 2007). Quando
comparada a terapia adjuvante, a neoadjuvancia demonstra maior efetividade no
aumento das taxas de sobrevida livre de recidiva e em minimizar a toxicidade

(GARAJOVA et al, 2011).
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Contudo, embora distintas quanto as suas indicacdes e aplicabilidade, a
neoadjuvancia e adjuvancia tém efeitos semelhantes a nivel celular. Neste sentido, a
acdo citotoxica dos quimioterpicos e da radiacao sobre as células tumorais provoca
danos ao DNA e a maquinaria celular, com o potencial de levar a apoptose ou a
necrose de uma parte do tecido afetado (KRYSKO et al, 2012; ZITVOGEL et al, 2008.
Uma parcela dos pacientes apresenta tumores que desenvolvem resisténcia a estes
tratamentos convencionais. Varios estudos tém investigado 0s mecanismos
envolvidos nesta resisténcia. Scherr et al, em 2016, observaram aumento na
expressao da proteina BCL2L1 (BCL2 like 1) em CCR e sugeriram este aumento como
um mecanismo influente na origem e desenvolvimento deste cancer (SCHERR et al,
2016). Ainda, Wu et al, em 2014, notaram que uma maior expressao de BCL2L1
estava associada a piores respostas ao tratamento convencional para o CCR com o
qguimioterapico 5-fluorouracil (WU et al, 2014).

Outro fendbmeno observado em resposta as terapias convencionais é a
liberacdo de sinais DAMP (do inglés damage-associated molecular patterns) que
podem ser reconhecidos, dependendo de sua qualidade, pelo sistema imunoldgico.
Assim, peptideos liberados no processo de apoptose podem gerar uma reposta
imunoldgica adaptativa eficaz contra as células transformadas. Os mecanismos
envolvidos, a semelhanca daqueles de resisténcia, estdo sendo investigados,
especialmente em relacéo as suas potenciais aplicacbes em imunoterapia.

Como resultados destas investigacdes surgem trés abordagens terapéuticas:
ACT (do inglés adoptive T cell therapy), anticorpos e vacinas antitumorais (LYNCH &
MURPHY, 2016; RAVAL et al, 2014).

A primeira, ACT, objetiva superar a tolerancia imunolégica pela inoculacao de
células T externas manipuladas, podendo ser estes linfocitos de infiltrados tumorais
expandidos e ativados, células T modificadas para a expressdo de receptores de
células T (TCR) especificos, e células T projetadas para a expressao de um receptor
resultante da fusdo de um anticorpo e um receptor de antigenos (KOIDO et al, 2013;
LYNCH & MURPHY, 2016; RAVAL et al, 2014).

A segunda, anticorpos antitumorais, consiste na inoculacdo de anticorpos
monoclonais especificos para determinados antigenos expressos por células
tumorais, como é o caso das proteinas CD20 e HER-2. Para linfoma de células B que

expressam CD20 e cancer de mama positivo para expressdo de HER-2, este ja é
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considerado um tratamento padrdo pela utilizacdo dos farmacos rituximab e
trastuzumab, respectivamente (LYNCH e MURPHY, 2016; RAVAL et al, 2014; KOIDO
et al, 2013).

As vacinas antitumorais visam ativar uma resposta imunoldgica a fim de
eliminar células tumorais ou prevenir o seu aparecimento (LYNCH & MURPHY, 2016;
RAVAL et al, 2014). O primeiro caso se refere a um tratamento empregado em
individuos que j& apresentam céancer, e consiste na apresentacdo de antigenos
tumorais; o segundo se refere a um método preventivo, através da inoculacao de virus
oncogénicos atenuados. Deste modo, é possivel prevenir a contaminag¢do por suas
formas ativas, que possuem o potencial de se inserirem no genoma e causarem
alteracdes importantes que podem levar ao desenvolvimento de multiplos tipos de
cancer, como, por exemplo, cancer cervical e carcinoma hepatocelular (LYNCH &
MURPHY, 2016; RAVAL et al, 2014).

Os resultados da imunoterapia ndo sdo promissores em CCR e apenas
pacientes que apresentam MSI-H parecem se beneficiar desta terapia (BOLAND &
MA, 2017; LYNCH e MURPHY, 2016). O imuno-escore surge como uma ferramenta
alternativa para selecionar pacientes com CCR para imunoterapia, uma vez que
considera o perfil imunoldgico do microambiente tumoral (ANITEI et al, 2014; ANGELL
& GALON, 2013).

1.5. Biomarcadores

A identificacdo de novos biomarcadores € importante para a evolucdo da
clinica do CCR.

Os biomarcadores podem ser definidos como estruturas bioldgicas (proteinas,
glicolipidios, carboidratos, metabdlitos, DNA ou RNA), cujas variacdes de constituicao
e expressao podem ser associadas a condi¢des especificas (ISAAC et al, 2017; LECH
et al, 2016; KING, 2007). Eles podem ser classificados em biomarcadores de
diagndstico, prognadstico, risco e indicacao de tratamento.

Em cancer, os biomarcadores podem ser Uteis desde a identificacdo de lesdes

iniciais até a estratificacdo dos pacientes em grupos de risco, 0 que contribui para um
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prognostico individualizado e uma conduta clinica mais eficaz (LECH et al, 2016;
ALVAREZ-CHAVER et al, 2014).

Em CCR, o diagndstico para Sindrome de Lynch ocorre pela identificacdo da
perda de expressédo dos marcadores de MSI (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2). Ainda,
0 aumento de expressédo do gene VEGF (vascular endothelial growth factor), que
codifica um fator pré-angiogénico, indica pior prognoéstico (SIDERIS &
PAPAGRIGORIADIS, 2014). Mutacdes nos genes BRAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) igualmente indicam pior progndéstico em CCR, bem como,
assim como mutacdes nos genes NRAS (NRAS proto-oncogene, GTPase), KRAS e
PIK3CA, sao considerados fatores preditivos para a resposta ao tratamento com
inibidores EGFR (CAP, 2014; SIDERIS & PAPAGRIGORIADIS, 2014). Alguns
biomarcadores tém o potencial de indicar a sensibilidade do tumor as abordagens
terapéuticas, de acordo com 0s seus niveis de expressao. Assim, 0 seu emprego
resulta em uma selecdo mais apropriada de tratamentos para 0s pacientes, e,
consequentemente, contribui para uma melhora em sua qualidade de vida. E o caso
do gene PTEN, cuja perda de expressao em casos metastaticos, leva estes pacientes
a nao apresentarem beneficio ao tratamento com cetuximab (CAP, 2014; ISAAC et al,
2017; LECH et al, 2016; KING, 2007).

Assim, a identificacdo de novos biomarcadores em CCR pode otimizar as
praticas da medicina personalizada, uma vez que podem ser empregados em
diagnosticos, estadiamentos, progndsticos, estratificacdo de grupos de risco e
indicacdo de tratamentos mais acurados e especificos para cada paciente (ISAAC et
al, 2017).

1.6. Expresséo de parkina, APC, APEX1, BCL2L1, CD36 e p53 em cancer

Resisténcia a apoptose, proliferacdo continua, evasdo de supressores
tumorais, inducdo de angiogénese, invasdo angiolinfatica, metastase, desregulacéo
energética celular e escape da resposta imunoldgica sdo caracteristicas comuns a
mais de 100 doencas distintas designadas genericamente “cancer’. Os mecanismos
gue originam estas caracteristicas, sejam eles genéticos ou epigenéticos, diferem

nestas doencas e conferem a heterogeneidade etiologica e de comportamento
15



bioldgico observada no cancer, mesmo quando sdo considerados tumores oriundos
de um mesmo 6rgdo (HANAHAN & WEINBERG, 2011; INCA, 2019).

Como resultado das alteracdes genéticas e epigenéticas, ocorrem variacdes
na expressao das proteinas das células transformadas. As proteinas cujas expressdes
e influéncia em CCR foram investigadas no presente estudo podem ser classificadas
como oncoproteinas, codificadas por proto-oncogenes, ou proteinas supressoras
tumorais, codificadas por genes supressores tumorais. Situacfes onde as células
apresentam ciclo celular normal, sdo caracterizadas pelo equilibrio da expresséo e
acdo destes proto-oncogenes e genes supressores tumorais, garantindo a estas
células funcionamento apropriado, ou seja, que elas apresentem homeostasia.
Quando, porém, ha a sobre-expressao destes oncogenes aliada a supressdo de
genes supressores tumorais, este equilibrio € quebrado, contribuindo para o
desenvolvimento do cancer (JOSHI & PRESS, 2018; HAYES, 2012; GREENE et al,
2008; HAITES, 2001).

Os proto-oncogenes sao potenciais fatores carcinogénicos e compreendem
genes que codificam proteinas envolvidas principalmente nos processos de promocao
da proliferacdo celular, ativacao transcricional, transducao de sinais e regulacéo da
apoptose. Sua contribuicdo para a carcinogénese se deve a alteracdes, tais como
mutacdes de ponto, amplificacédo e rearranjos, que levam a ganho de funcéo para as
proteinas por estes genes codificadas. Este ganho de funcdo pode ser tanto
guantitativo, que se caracteriza pelo aumento da expresséo de um produto inalterado,
ou qualitativa, quando h& a expressao inalterada de um produto modificado (JOSHI &
PRESS, 2018; HAYES, 2012; GREENE et al, 2008; HAITES, 2001).

Os genes supressores tumorais codificam proteinas cruciais no processo de
regulacédo negativa do ciclo celular, principalmente por sua interrup¢do na fase G1 e
promocao da apoptose. Consequentemente, estes genes agem no controle da
proliferacdo celular. Na tumorigénese, porém, eles perdem sua funcédo devido a
mutaces em seus alelos, o que faz as células apresentarem crescimento e
proliferacdo anormais (CLARK & PAZDERNIK, 2016; KRASIN & DAVIDOFF, 2012;
LAM & SCHMIDT, 2012; LEVINE et al, 2008).

Sao exemplos de oncoproteinas: a BRAF, que em cerca 50% dos casos de
melanoma humano apresentam alteragfes em sua estrutura classica causadas por

mutagcbes no gene que a codifica (LARKIN et al, 2014); e a PIK3CA
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(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha), para a qual
foram observadas, em diversos tumores, uma série de mutagbes na subunidade
catalitica de suas isoformas (MAJEWSKI et al, 2015). Entre as proteinas supressoras
tumorais, estdo a p53, codificada pelo gene supressor tumoral TP53 (tumor protein
p53), considerado o gene mais frequentemente mutado em neoplasias humanas
(GIACOMELLI et al, 2017; JOERGER e FERSHT, 2010); e a PTEN (phosphatase and
tensin homolog), cuja redugcédo ou perda de expressao pode ser associada a uma
variedade de tumores (ZHANG et al, 2013).

Neste contexto, especificamente em CCR, novas oncoproteinas e proteinas
supressoras tumorais estdo sendo estudadas para melhor caracterizar a progressao
tumoral, bem como identificar a sua influéncia sobre o prognéstico dos pacientes com
este cancer e seu uso como biomarcadores. Dentre elas estdo as proteinas parkina
(da SILVA-CAMARGO et al, 2018; POULOGIANNIS et al, 2010), APC (DOW et al,
2015; LEE et al, 2009; POULOGIANNIS et al, 2010), APEX1 (apurinic/apyrimidinic
endodeoxyribonuclease 1) (KIM et al, 2013; KIM et al, 2019), BCL2L1 (CHO et al,
2017; LIZARRAGA-VERDUGO et al, 2020; SILLARS-HARDEBOL et al, 2011), CD36
(CD36 molecule) (DRURY et al, 2020; FANG et al, 2019; ZHANG et al, 2019) e p53
(LI et al, 2015; MUNRO et al, 2005).

A parkina é codificada pelo gene supressor tumoral PRKN (parkin RBR E3
ubiquitin protein ligase), ou PARK2, localizado em 6g26. A parkina é uma proteina
citoplasmatica da familia RBR (do inglés ring-between-ring) que abrange mdultiplas
proteinas E3 ubiquitina ligase. Ela pode ser encontrada expressa em uma variedade
de tecidos, por exemplo, cérebro, cortex, mesencéfalo, cerebelo, musculo esquelético,
coracao e testiculos (LA COGNATA et al, 2015; SEIRAF et al, 2015). Componente de
um complexo multiproteico, a parkina é responsavel por mediar, em condicbes
normais, a marcacao de substratos proteicos citosolicos, nucleares e mitocondriais
para degradacao proteassomal pelo processo de poli-ubiquitinagdo (NCBI, 2019;
SEIRAF et al, 2015). A auto-ubiquitinacédo de parkina € possivel e ocorre em resposta
a sua ligacao covalente a proteina SUMO-1 (small ubiquitin like modifier 1), embora
venha sendo observado que o aumento de expressdo desta Ultima ndo acarrete o
aumento da degradacédo de parkina (WALDEN & MARTINEZ-TORRE, 2012). Ainda,

a parkina participa do processo de regulacdo mitocondrial, no qual possui uma
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importante atuagdo na mitofagia, pela degradacdo seletiva de mitocondrias
despolarizadas e/ou danificadas (SEIRAFI et al, 2015).

Estudos recentes vém demonstrando o envolvimento do gene PRKN na
carcinogénese do CCR, sendo observado que a perda de heterozigose do PRKN
correlacionada a mutagbes em APC contribui para uma aceleracdo no
desenvolvimento de adenomas intestinais (POULOGIANNIS et al, 2010). Além disso,
este estudo demonstrou que quando o APC se encontrava suprimido e o PRKN sobre-
expresso, havia uma inibicdo da proliferacdo celular. Assim, foi proposto que estes
dois genes estariam envolvidos na via da carcinogénese colorretal, que no seu inicio
apresenta a supressao do gene APC, o que levaria a haploinsuficéncia do gene PRKN
(POULOGIANNIS et al, 2010). Outro estudo realizado também com CCR, mostrou
gue os dois genes estariam correlacionados, sendo observada uma correlacao
positiva entre a expressdo das proteinas APC e parkina, com a expressao
concomitante destas duas proteinas em células de mucosa neoplasica de
adenocarcinoma colorretal. Ainda foi proposto que a expresséo da proteina parkina
tenha um potencial valor prognostico e uma possivel funcdo protetora na evolucao
desta neoplasia (da SILVA-CAMARGO et al, 2018). Outros estudos indicaram a
importancia do gene PRKN em outras neoplasias, como em tumores de ovario e de
pulméao (DUAN et al, 2019; KLIMCZAK et al, 2016). Em cancer epitelial de ovéario foi
observada associacdo entre uma das variaveis germinativas de PRKN com
suscetibilidade a esta neoplasia, e sugerindo, dessa forma, que combinacdes alélicas
deste gene podem levar os pacientes a apresentarem um fendtipo de risco
(KLIMCZAK et al, 2016). Em um estudo realizado com carcinoma de pulmé&o de
células pequenas, foi proposto que o gene PRKN esta envolvido na regulacdo
negativa no desenvolvimento e progressdo tumoral, uma vez que em testes in vitro e
in vivo foi observado que a sobre-expressédo deste gene leva a uma reducdo no
crescimento, migracao, invasao celular e metastase, bem como promove a apoptose
pela inibicdo da via de sinalizacdo EGFR/AKT (AKT serine/threonine kinase 1) /MTOR
(mechanistic target of rapamycin kinase) (DUAN et al, 2019).

Uma importante alteracdo epigenética para o gene PRKN, a metilacdo, vem
sendo também descrita como um mecanismo ocorrente no desenvolvimento tumoral.
Em 2006, Agirre et al observaram metilacdo anormal de PRKN em linhagens celulares

e células primérias de leucemia linfoblastica aguda e leucemia mielbide crbénica, bem
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como sua associacdo com um decréscimo na expressao de seu mRNA (AGIRRE et
al, 2006). Em um outro estudo, realizado em 2019 por Wahabi et al, foi proposta a
inativagcdo de PRKN por hipermetilagdo como um indicador de sobrevida em pacientes
com cancer de mama avancado, uma vez que aquelas pacientes que apresentaram
metilacdo aberrante de PRKN apresentaram, também, uma menor sobrevida. Ainda,
0s pesquisadores observaram que a maior parte das pacientes que compuseram a
amostra (68%), ndo apresentavam expressao de PRKN. Corroborando com este
achados, em 2018, Bhat et al observaram em amostras de pacientes com CCR uma
maior expressao do gene PRKN em amostras de tecido coldnico ndao tumoral em
comparagcdo com amostras tumorais, e propuseram uma associagdo entre a
hipermetilacdo de PRKN com o estadiamento clinico-patolégico apresentado pelos
pacientes, sendo que aqueles pacientes classificados em estadios Ill e IV
apresentaram maiores niveis de hipermetilacdo deste gene quando comparados
aqueles que apresentaram estadios | e Il (BHAT et al, 2018).

Considerada uma supressora tumoral e a “guardia do genoma humano”, a
proteina p53 é descrita na carcinogénese do CCR e possui um papel importante na
regulacdo da parkina, e vice-versa. A p53 € um fator de transcricdo responsavel por
promover, em situacdes de estresse celular, a expressdo de genes envolvidos nos
processos de interrupcéo do ciclo celular e promocéo da apoptose e senescéncia (LIU
et al, 2015; LIU et al, 2014; ZHANG et al, 2011). Além disso, ela esta envolvida na
inibicdo do efeito Warburg, um mecanismo apresentado por células tumorais para
producéo de ATP por glicolise aerdbica, a partir do aumento da captacéo de glicose
por estas células. Este fenbmeno pode ocorrer mesmo em presenca de oxigénio e
mitocondrias funcionais (LIBERTI e LOCASALE, 2016; LIU et al, 2014; ZHANG et al,
2011). E, embora a glicolise aerdbica seja um mecanismo menos eficaz de producao
de ATP, a sua ocorréncia gera metabodlitos secundarios para a biossintese
macromolecular, algo essencial para o rapido crescimento e proliferacéo celular (LIU
et al, 2014). Neste contexto, a p53 foi descrita na inibicdo deste mecanismo pela acao
da parkina, sendo que o aumento da transcricdo do gene PRKN pela acdo de p53 leva
a reversao do efeito Warburg e consequente restauracéo da respiracdo mitocondrial.
Ainda, o aumento de expresséao de parkina por p53 leva a sua a¢cdo como antioxidante
(ZHANG et al, 2011).
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Contudo, quando analisado outro modelo de estudo, em doenca de Parkinson,
€ observado entre parkina e p53 um efeito oposto ao anteriormente descrito. Neste
modelo, a proteina parkina vem sendo proposta como envolvida no controle da
transcricdo génica, de modo a suprimir a expressao de p53. Este processo, porém,
ndo ocorre por meio de sua acdo como ubiquitina ligase, de modo que é possivel
supor que a parkina possua funcao no controle transcricional (da COSTA et al, 2009;
WALDEN & MARTINEZ-TORRE, 2012).

Outra funcdo importante descrita para a proteina parkina é a regulacdo do
metabolismo de lipidios e do transporte destes do meio extracelular para o meio
intracelular. A regulacéo do transporte de lipideos ocorre por efeitos dependentes do
papel da parkina como um ubiquitina E3-ligase relacionada a proteina transportadora
de lipideos CD36, sendo que a parkina age de modo a mono-ubiquitinar esta ultima,
levando, consequentemente, a sua estabilizagcdo e aumento de sua acgéo (KIM et al.,
2011; NCBI, 2019).

A proteina CD36, codificada pelo gene de mesmo nome e localizado em
7921.11, tem sido proposta como uma indicadora de metastase. Foi observado que o
aumento na absorcéo de acidos graxos livres via CD36 leva ao aumento na transicao
epitélio-mesenquimal em carcinoma hepatocelular, e que esta transicdo seria um
importante mecanismo de progressao desta neoplasia (NATH et al, 2015). Também
foi observada uma correlagéo negativa entre CD36 e o progndstico de pacientes com
glioblastoma (HALE et al, 2014). Em um estudo tendo como modelo animal
camundongos com cancer de mama que apresentavam obesidade induzida por dieta,
foi observado que a via de sinalizacdo LPA (lipoprotein a)/PKD-1 (protein kinase D1)
- CD36 estimulava o remodelamento microvascular (YUAN et al, 2017). Utilizando este
mesmo modelo animal, foi observado em camundongos com carcinoma de células
escamosas orais que a sobre-expressdo de CD36 aumentava o potencial de
metastase destas células para os linfonodos, bem como sua expresséao se encontrava
mais elevada em locais de metastase. Além disso, 0s pesquisadores observaram que
sua inibicdo e sobre-expressdo levavam, respectivamente, a inibicdo e sobre-
expressdo de outros genes envolvidos no processo metastatico de metabolizacdo de
lipideos, tais como EPHA2 (eph receptor A2), SOX9 (SRY-box transcription factor 9),
CPT1A (carnitine palmitoyltransferase 1A) e CPT2 (carnitine palmitoyltransferase 2)

(PASCUAL et al, 2017). Em CCR, foi observado em um estudo recente que a sobre-
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expressado de CD36 esta associada com a progressao desta neoplasia, bem como a
sua inibicdo leva a diminuicdo da proliferacéo e sobrevivéncia de células primérias de
CCR (DRURY et al, 2018).

Ainda, o gene PRKN pode controlar a expressao dos genes BCL2L1 e APEX1.
O primeiro, que codifica para a oncoproteina BCL2L1, também conhecida como BCL-
XL, se localiza no cromossomo 20g11.21 e pertence a familia das proteinas BCL-2.
Esta familia é subdividida em trés grupos, sendo eles: pro-survival BCL-2 like proteins,
o Unico grupo anti-apoptotico desta familia proteica e no qual se enquadra a proteina
BCL2L1; multi BH-domain pro-apoptotic BAX (BCL2 associated X, apoptosis
regulator)/BAK (BCL2 antagonist/killer 1) proteins e pro-apoptotic BH3-only proteins.
A acado antiapoptoética da BCL2L1, bem como de todas as proteinas de seu grupo,
consiste na prevencdo da ativacdo de BAX e BAK, proteinas pro-apoptoticas
pertencentes ao terceiro grupo citado anteriormente (DELBRIDGE et al, 2015; GONG
et al., 2017). Isso ocorre atraves da ligacdo da BCL2L1 a estas proteinas, protegendo
assim a integridade da membrana mitocondrial externa, de modo a prevenir a sua
permeabilizacdo as moléculas pro-apoptoticas responsaveis pela ativacdo da cascata
caspase e, conseqguentemente, prevenindo a destruicdo celular (DELBRIDGE et al,
2015; GONG et al., 2017). Assim, a sua acdo em tumores consiste principalmente em
prevenir a morte celular programada, um importante mecanismo para a sobrevivéncia
tumoral (DELBRIDGE et al, 2015; GONG et al., 2017).

A amplificacdo da expressdo do gene BCL2L1 vem sendo observada em
determinados tipos de tumores, tais como: cancer de pulmé&o, cancer de mama,
tumores de células grandes dos ossos e linfomas (BEROUKHIM et al, 2010;
DELBRIDGE et al, 2015; GONG et al., 2017; KARCZMAREK-BOROWSKA et al, 2006;
KELLY et al, 2012; SMITH et al, 2006; TONON et al, 2005).

Quanto ao APEX1, localizado em 14ql1.2, este codifica para a proteina
APEX1, também conhecida como APE1, expressa em uma grande variedade de
tecidos, como, por exemplo, ovario, endométrio, medula 6ssea, tireoide e bexiga
(NCBI, 2019). A APEX1 esta envolvida no processo de reparo de excisdo de bases
de DNA nuclear e mitocondrial, crucial para o funcionamento e sobrevivéncia celular.
A APEX1 é uma das principais endonucleases envolvidas neste processo que ocorre
em resposta a danos no DNA, gerados tanto por fatores enddégenos, quanto por

fatores exdgenos, e prevenindo, deste modo, o acumulo de lesbes e,
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consequentemente, a morte celular (SCOTT et al., 2016; SILVA et al, 2017; TELL et
al, 2009). A proteina APEX1 vem também sendo descrita como uma importante
participante na atividade redox, atuando na regulacdo de determinados fatores
transcricionais, como STAT3 (signal transducer and activator of transcription-3), HIF-
1a (hypoxia inducible factor-1 alpha), e NF-kB (nuclear factor kappa B), responsaveis
por promoverem a transcricdo de genes envolvidos nos processos de crescimento,
proliferacdo, migracéo, invasao e sobrevivéncia celulares (SCOTT et al., 2016; SHAH
et al, 2017; TELL et al, 2009).

Considerando células tumorais, a sobre-expressdo desta proteina foi
observada em uma variedade de tumores, tais como: cancer de préstata, cancer
pancreatico, cancer de ovario, carcinoma de células grandes de pulméo e tumores
malignos da bainha dos nervos periféricos (SHAH et al, 2017).

Uma vez, portanto, que o CCR apresenta no Brasil indices crescentes de
incidéncia, prevaléncia e mortalidade, bem como demonstra em determinados casos
resisténcia aos tratamentos convencionais, € importante que estudos sejam
realizados com a finalidade de identificar biomarcadores mais eficientes para a
determinacdo prognostica e de risco. Isto permitiia abordagens clinicas
personalizadas e especificas, através da identificacdo e estratificacdo de grupos de
risco e tratamento, contribuindo assim para o aumento da sobrevida livre de doenca
e da qualidade de vida destes pacientes.

Neste contexto, o presente trabalho buscou replicar e ampliar o estudo
anterior (da SILVA-CAMARGO et al., 2018), correlacionando a expressao de parkina
e de outras proteinas, APC, APEX1, BCL2L1, CD36 e p53, em amostras de pacientes
com CCR, com fatores progndsticos e evolucéo clinica destes pacientes. APEX1,
BCL2L1 e CD36 séo alvos de ubiquitinacédo pela parkina (GONG ET AL., 2017; KIM
ET AL., 2011; SCOTT ET AL., 2016), enquanto APC e p53, ja descritas na
carcinogénese colorretal, vém sendo associadas a parkina (da COSTA et al, 2009; da
SILVA-CAMARGO et al, 2018; POULOGIANNIS et al, 2010; WALDEN & MARTINEZ-
TORRE, 2012; ZHANG et al, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a expressdo imunoistoquimica de parkina, APC, APEX1, BCL2L1,
CD36 e p53 em CCR, a fim de selecionar potenciais novos biomarcadores de

estratificacdo de risco e prognostico para esta doenca.

2.2. Objetivos especificos

a) Descrever caracteristicas clinico-patoldgicas e a sobrevida global dos
pacientes com CCR que compde a amostra;

b)  Avaliar os padrdes de expressao proteica tecidual das proteinas parkina,
APC, APEX1, BCL2L1, CD36 e p53 em amostras parafinadas selecionadas da massa
tumoral (bulk tumoral) e fronte invasiva (front) de CCR,;

c) Classificar os pacientes que compdem a amostra quanto a instabilidade
de microssatélites;

d) Pesquisar a correlacdo entre os padroes de expressdo das proteinas
estudadas;

e) Investigar a associacdo entre os padrdes de expressao das proteinas
encontrados com caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida global dos pacientes
com CCR que compde a amostra, de modo a avaliar o seu papel como potenciais
biomarcadores de prognostico;

f) Investigar a associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e

sobrevida global dos pacientes com CCR que comp&e a amostra.
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3. METODOS

3.1. Amostras estudadas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parand, sob o protocolo de numero 2.504.578
(Anexo 1).

Foram analisadas 211 amostras parafinadas de CCR arquivadas no Instituto
Pontagrossense de Gastroenterologia, Ponta Grossa, Parana, coletadas entre os
anos de 2010 a 2015, de pacientes que foram operados pelo mesmo grupo de cirurgia
oncoldogica.

Para a analise de cada caso referente aos estadios T2, T3 e T4, foram
selecionadas amostras referentes as regides correspondentes ao bulk tumoral, que
compreende a regido central do tumor, e ao front, que se refere a fronte invasiva, ou
seja, a area tumoral limitrofe (Figura 3). Para os casos mais precoces, estadio T1, ndo
foi possivel fazer a distincdo entre as duas regides tumorais. Portanto, amostras T1
foram consideradas como bulk. A separacdo das amostras em bulk e front permitiu
uma visao geral e exploratdria do que ocorre na area infiltrativa do tumor (front), bem
como em seu nucleo central (bulk). Ainda assim, ndo é possivel desconsiderar a
heterogeneidade tumoral, que pode ocorrer até em uma mesma regido, como € o caso
do front, que pode apresentar grupos celulares isolados da massa tumoral principal
(STOAKES, 2019). Esses grupos celulares ou buddings se caracterizam por
apresentarem propriedades distintas do restante do tumor (OZER et al, 2020).

As amostras utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de
procedimento cirdrgico, sendo colectomia total (n: 4, 1,8%), colectomia parcial (n: 200,
94,7%) ou amputacdo anorretal (n: 1, 0,47%). Apenas duas amostras foram obtidas a
partir de biépsia (0,94%). Os demais pacientes ndo apresentaram informacfes quanto
ao procedimento cirargico (n: 4, 1,8%).

Todos os casos de neoplasia colorretal diagnosticados no periodo de 2010 a
2015 registrados no banco de dados do laboratério Patologia Médica de Ponta Grossa
foram incluidos. A seguir, foram excluidos os casos de pacientes com prontuario

médico incompleto ou que ndo apresentavam este prontudrio e casos de polipose
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familiar (com a finalidade de excluir casos familiares, uma vez que estes apresentam
etiologia distinta dos casos esporadicos, alvos deste estudo).

As caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida global foram obtidas a partir
dos prontuéarios dos pacientes.

As caracteristicas clinico-patoldgicas estudadas foram:

v sexo: masculino e feminino;

v idade ao diagnoéstico: em anos, bem como idade baseada nos critérios
de Bethesda, com ponto de corte em 50 anos (ACS, 2018);

v classificacdo histologica: adenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma
tubular e carcinoma de células em anel de sinete. Esta classificacdo foi realizada a
partir de analise de peca cirdrgica de acordo com o “Protocolo para o exame de
espécimes de pacientes com carcinoma primario de célon e reto” (KAKAR, S. et al,
2017);

v estadiamento T: T1/T2, T3 e T4;

v estadiamento N: NO e N1/N2;

v topografia: o local anatdmico comprometido pelo tumor primario,
podendo ser (1) ceco, (2) célon ascendente e angulo hepatico, (3) colon transverso,
(4) angulo esplénico e célon descendente, (5) sigmoide e juncao reto-sigmoide, e (6)
reto, alto ou médio/baixo;

v graduacéao tumoral: pouco e bem/moderadamente diferenciado;

v tamanho tumoral: foi considerado o maior eixo deste em milimetros

(mm);

AN

realizacdo ou ndo de tratamento neoadjuvante;

AN

presenca ou auséncia de metastase ao diagndstico;

v metastase até a data da ultima consulta ou 6bito, presenca ou auséncia.

Quanto a sobrevida, esta foi determinada levando-se em consideracdo o
tempo de seguimento em anos a partir do diagndstico até a data da ultima consulta
ou de 6bito de cada individuo que compdes a amostra.

Em razdo de parte dos pacientes terem sido submetidos a tratamento
neoadjuvante e levando-se em consideracdo que o tratamento pode interferir nas
caracteristicas do tumor, os pacientes foram subdivididos em dois grupos, sem
tratamento neoadjuvante e com tratamento neoadjuvante, e foram analisados

separadamente.
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O tratamento neoadjuvante, como mencionado, é empregado em casos de
tumor primario localizado no reto médio ou baixo. O principal beneficio desta forma
tratamento € a qualidade de sobrevida que proporciona aos pacientes, uma vez que
reduz o tamanho tumoral, aumenta as taxas de ressecabilidade e evita, na maior parte
dos casos, a necessidade de retirada do esfincter durante a cirurgia (MAGRI et al,
2016; PINHO, 2007).

No presente estudo, 17 dos 24 pacientes submetidos a este tratamento
apresentaram tumores com topografia de reto médio ou baixo. Destes, 15 pacientes
receberam quimioterapia e radioterapia, enquanto 2 casos (79 e 91 anos de idade)
apenas quimioterapia ou radioterapia. Para outros 5 casos nao havia registro claro da
localizacao do tumor como reto alto ou baixo, mas pela conduta do servico foi possivel
assumir que ndo se tratava de reto alto. Entre estes 5 pacientes, 4 receberam
guimioterapia e radioterapia e um paciente (73 anos de idade) foi submetido apenas
a quimioterapia neoadjuvante. Os dois casos remanescentes sdo de tumores no
sigmoide e na juncao reto-sigmoide, sendo um deles submetido a quimioterapia
neoadjuvante (estadiamento: T4b Nl1a), enquanto o outro recebeu quimioterapia e
radioterapia neoadjuvantes (sem informacfes quanto ao estadiamento). Quanto ao
grupo composto por pacientes sem tratamento neoadjuvante (n=187), 13
apresentaram tumor primario no reto, sendo 11 casos registrados como reto alto e 2

casos sem registro especifico.

Figura 3. Localizacéo e caracterizacdo das regibes amostradas.

Legenda: O bulk tumoral ou a regido central do tumor
esta indicada pelos circulos; o front invasivo ou a
regido limitrofe do tumor esté indicada pelas setas.
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Referéncia: adaptado de Endocolono, 2019.

3.2. Preparo histoldgico

De modo a otimizar as andlises das amostras dos 211 pacientes que
compuseram este estudo, blocos de microarranjos de tecidos (TMA — do inglés tissue
microarray) foram confeccionados, totalizando 12 blocos de TMA para cada regido
tumoral.

Inicialmente foram confeccionadas as laminas histolégicas a partir dos blocos
de parafina previamente selecionados do Instituto Pontagrossense de
Gastroenterologia.

Para tanto, a primeira etapa consistiu na microtomia destes blocos doadores,
ou seja, cortes histoldgicos sequenciais de 4um com a utilizagdo de um micrétomo
(Leica RM 2145) e uma navalha descartavel (Leica perfil alto) e deposi¢ao do material
em laminas de vidro para histologia (Precision Glass Line®). Estas laminas foram
mantidas em estufa a 60°C para secarem. A seguir foram coradas em hematoxilina-
eosina (HE) e analisadas ao microscopio Optico para selecéo e delimitacao das areas
a serem retiradas e incluidas na preparacdo dos TMAs. A selecdo das regides foi
realizada com a finalidade de incluir uma amostra da regido de bulk tumoral e uma
amostra da fronte invasiva, conforme descrito no topico “Amostras estudadas”.

A etapa seguinte consistiu na organiza¢cdo de um mapa em plano cartesiano
para definicdo da localizacdo de cada amostra no TMA. Neste plano, para cada bloco
foram determinadas 20 amostras tumorais divididas em 4 colunas e cinco linhas (com
excecao dos blocos 7 e 11). Assim, para cada regido avaliada, bulk ou front, foram
confeccionados 12 blocos e 12 laminas quem continham todas as amostras estudadas
(Figura 4).

Com a utilizacdo de uma broca trefina Neodent® cilindrica, de 3 mm de
didmetro, acoplada a uma caneta-pino-chave e a um motor de suspensédo de 130
watts, da marca Bethil®, foi feita a retirada das amostras das areas previamente
selecionadas. Essas amostras foram retiradas da broca com o auxilio de uma guia e
posicionadas em uma caixa identificada de acordo com o mapa de localizagdo. Em

seguida, os fragmentos foram transferidos das caixas identificadas e posicionados em
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formas metélicas para confeccdo dos blocos receptores, obedecendo a ordem do
mapa de localizacdo (Figura 5).

Ainda, em cada bloco de TMA confeccionado, uma amostra de tecido hepatico
nao tumoral foi adicionada em uma localizacdo fixa, de modo a possibilitar a
orientacdo da sequéncia de amostras, bem como servir como controle positivo.

Com os blocos de TMA finalizados, foi realizada a microtomia com cortes
histolégicos sequenciais de 4um de espessura em micrétomo Leica RM 2145. Apos
secagem em estufa a 60°C, as |laminas de vidro contendo os cortes histologicos foram
coradas pela técnica de imunoistoquimica, com a utilizacdo de anticorpos especificos

a fim de tornar visivel a expresséo das proteinas de interesse (Figura 5).

Figura 4. Bloco receptor e lamina
de microarranjos de tecidos.

Legenda: (a esquerda) lamina de TMA
corada pelo método de
imunoistoquimica; (a direita) bloco
receptor de TMA finalizado

Fonte: a autora, 2018.
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Figura 5. Confecc¢éo dos microarranjos de tecidos (TMA).

Legenda: (a) bloco doador, dos quais sdo retiradas as
amostras; (b) broca cilindrica empregada na retirada e
transferéncia das amostras; (c) bloco receptor, cuja localizacéo
das amostras é previamente definida por um mapa em plano
cartesiano.

Referéncia: adaptado de Gilthane e Rimm, 2004.

3.3. Preparo imunoistoquimico

Para o preparo imunoistoquimico, os cortes histolégicos foram submetidos a
desparafinacdo por 5 minutos em uma cuba contendo xilol PA aquecido. Esse
procedimento foi repetido por 3 vezes. As laminas foram, entdo, submetidas a
desidratacdo com 3 banhos sucessivos de alcool etilico absoluto, de 1 minuto cada, e
a reidratacdo com agua por 5 minutos. Para recuperacéao antigénica, as laminas foram
mergulhadas em recuperador tampéo citrato (pH 6,0 ou tampé&o Tris-EDTA pH 9,0)
Imuno Retriver (Dako®) em cuba de banho-maria a 99° C por 20 min. Por fim, foram
resfriadas em temperatura ambiente.

Uma solucéo contendo alcool metilico e H-O2 PA foi utilizada para o blogueio
da peroxidase enddgena. A seguir, as laminas foram incubadas com os anticorpos
para as proteinas estudadas (#anti-Parkin antibody [PRK8] ab77924, #anti-APC
antibody, #anti-APE1 antibody ab105081, #anti-Bcl-XL antibody ab45002, anti-CD36,
#anti-P53D0O-7, #anti-human MutS Protein Homolog 2, #anti-human MutL Protein

Homolog 1, #anti-human MutS Protein 6 e #anti-human Postmeiotic Segregation
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Increased 2) nas diluicbes adaptadas para melhores resultados (respectivamente,
1:100, 1:200, 1:1000, 1:100, 1:100,1:200 e, para os marcadores de instabilidade de
microssatélites, prontos para utilizagdo) em camera imida, submetida a temperaturas

entre 2 e 8°C, durante a noite (Tabela 3).

Tabela 3. Informacdes dos anticorpos empregados nos testes imunoistoquimicos.

Proteina Anticorpo Diluicéo Marca
Parkina anti-Parkin 1:100 Abcam
APC anti-APC 1:200 RabMAb
APEX1 anti-APEX1 1:1000 Abcam
BCL2L1 anti-BCL2L1 1:100 Abcam
CD36 anti-CD36 1:100 Abcam
p53 anti-p53 1:200 BioSB
MLH1 anti-MLH1 prontos para utilizar Dako
MSH2 anti-MSH2 prontos para utilizar Dako
MSH®6 anti-MSH6 prontos para utilizar Dako
PMS2 anti-PMS2 prontos para utilizar Dako

Legenda:CD36: CD36 molecule; BCL2L1: BCL2L1 BCL2 like 1; APEX1: apurinic/apyrimidinic
endodeoxyribonuclease 1; APC: adenomatous polyposis coli; p53: tumor protein P53; MLH1: mutL
homolog 1; MSH2: mutS homolog 2; MSH6: mutS homolog 6; PMS2: PMS1 homolog 2, mismatch repair
system component.

Para a revelacéo, foi adicionado o complexo DAB + substrato (tampao para
diluicdo do DAB) sobre as laminas e a contra-coloracao realizada com hematoxilina
de Harris, seguida de desidratagcdo com banhos de alcool etilico 100% e clarificacdo
com xilol PA. Para a montagem das laminas permanentes foi utilizada a resina
histolégica propria para microscopia (Entellan, Merck®).

Para efeito de controle positivo, para cada proteina avaliada, uma lamina
contendo um corte de tecido hepatico ndo tumoral (de acordo com as informacfes
acerca de reacdo disponiveis nas bulas para cada anticorpo) foi incluida em uma

bateria de testes. Em relacdo ao controle negativo, para este foi confeccionada, para
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cada marcador, uma lamina apresentando omissao do anticorpo secundario. Assim,
foi possivel avaliar a funcionalidade de cada anticorpo empregado neste estudo.
O preparo das laminas histolégicas e os ensaios imunoistoquimicos foram

realizados no Laboratorio de Patologia Experimental da PUCPR.

3.4. Leitura das laminas de imunoistoquimica

Para andlise da expressao das proteinas avaliadas no presente estudo, trés
métodos de andlise foram aplicados, (1) morfometria, que permite uma analise
guantitativa e mais precisa da expressao proteica tecidual na area analisada; (2)
escore de Allred, que, embora também analise a distribuicdo, porém de modo néo téo
preciso quanto a morfometria, este metodo tem o diferencial de avaliar a intensidade
de expressao (ndo observada na analise morfométrica), bem como se trata de um
meétodo de analise mais agil; e (3) para analise dos MSI, MSH2 e MSH6, em se
tratando de proteinas nucleares, estas foram analisadas quanto a presenca ou

auséncia de expressao na regiao nuclear.

3.4.1. Analise morfométrica

Para a avaliacdo da expressao das proteinas parkina, APC, BCL2L1 e CD36
foi empregada a analise por morfometria. Esta técnica permite a descricdo quantitativa
da area de expressdo das proteinas. Assim, as laminas submetidas a
imunoistoquimica foram inicialmente analisadas através do Axio Scan.Z1®. Neste
equipamento, utilizando a objetiva de 40x, foram capturadas imagens de areas
representativas das regides tumorais bulk e front, perfazendo um total de 10-15
imagens por regido, e de 20-30 imagens por caso. Assim, para cada marcador foram
obtidas cerca de 6.330 imagens para otimizacao, totalizando deste modo cerca de
25.320 imagens para os quatro marcadores avaliados por esse método de analise.

Para otimizacdo das imagens, foi empregado o software Adobe Photoshop
CS6 v 13.0®, para a retirada das areas de estroma néo neoplasico e areas em branco

(vazias) contidas nas imagens, de modo que fossem selecionadas apenas as areas
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tumorais. Esse processo € necessario uma vez que € possivel encontrar as proteinas
estudadas também nas areas estromais, de modo que a nao retirada destas areas
afetaria os resultados da analise morfométrica.

A andlise da expressao das proteinas foi realizada por anélise morfométrica
com auxilio do software Image Pro Plus® pela ferramenta morfometria de cores, na
qual sdo analisadas trés cores: castanho, caracteristica da imunopositividade da
reacdo entre a proteina estudada e o anticorpo especifico; azul, caracteristica da
imunonegatividade para esta reagdo; e branca, caracteristica das areas retiradas
conforme citado anteriormente (estromais e brancas). A mascara confere a cor
vermelha as &reas castanhas, amarela, as areas azuis e verde, as areas brancas. Ao
final, o programa fornece automaticamente os micrometros quadrados do total de
areas coradas pelas diferentes cores. Os dados foram organizados em planilhas para
analise estatistica.

Para cada amostra das regides tumorais (bulk e front) foi obtido o percentual
medio de area positiva de todas as imagens como sendo o total de area positiva
(vermelha) em micrémetros quadrados dividido pela soma deste com o total de area

negativa (amarela) em micrémetros quadrados (equacao 1).

Equacao 1

Total de 4rea positiva (um?)

Percentual de area positiva

Total de 4rea positiva (um?) + total de drea negativa (um?)

3.4.2. Escore de Allred

Para a avaliacdo da expressdo das proteinas APEX1, p53 e parkina foi
empregada a andlise por escore de Allred adaptada para esta neoplasia, com o auxilio
de um microscopio Optico em objetiva de 40X. Esta analise consiste em, sob a
supervisao e auxilio de um médico patologista experiente, estabelecer para cada
amostra (caso) um escore cuja somatoéria leva em consideracdo a extensdo da area

tumoral positiva para a expresséo do marcador (0-5) e a intensidade dessa expressao
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(0-3), e cuja soma total, portanto, pode ser de O a 8 (Figura 6). Esses resultados foram

organizados em planilhas para analise estatistica.

Figura 6. Escore de Allred.

A) Escore de distribuicao (1 a 5)

0 1-51/100 25110 3513 4-52/3 51

B) Escore de intensidade (1 a 3)

0 = negativo 1 = fraco 2 = intermediério 3 =forte

C) Escore total = distribuicdo + intensidade (1 a 8)

Legenda: Metodologia de calculo do escore Allred. A cor verde
identifica células ndo marcadas, enquanto as cores cinza, cinza escuro
e preto identificam as células marcadas pela expressédo proteica em
intensidades diferentes. (A) Série em que a intensidade da marcacao €
constante (a0 maximo) e a proporcdo de marcacdo aumenta da
esquerda para a direita. (B) Série em que a proporcdo de células
marcadas é constante, porém a intensidade de marca¢@o aumenta da
esquerda para a direita. Escore de distribuicdo: 0 = sem ndcleos
positivos; 1 = 0-1% de nucleos positivos; 2 = 1-10% de nulcleos
positivos; 3 = 10-33% de nudcleos positivos; 4 = 33-66% de nucleos
positivos; 5 = acima de 66% de nucleos positivos. Escore de
intensidade: 0 = expressdo negativa da proteina, 1 = intensidade de
expressdo fraca da proteina, 2 = intensidade de expressédo
intermedidria da proteina, 3 = intensidade de expressdo forte da
proteina. O escore total se da pela soma de dos escores de distribuicao

e intensidade = 0-8. Fonte: adaptado de CHOUDHURY et al., 2010.
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3.4.3. Andlise de instabilidade de microssatélites

A expresséao das proteinas MSH2 e MSH6 nas laminas de imunoistoquimica
foi classificada como positiva (coloracdo castanha) ou negativa (coloracao azul). Foi
utilizado o microscopio Olympus BX40® para se observar as [aminas em objetivas de
4x, 10x e 40x. Cada amostra que compunha um caso foi analisada e a presenca de
ao menos uma area positiva classificou o caso como positivo e a auséncia de area
positiva o classificou como negativo para o anticorpo em questdo. Com relacdo as
proteinas MSH2 e MSH6 quando se encontravam alteradas foi observada coloracéo

azul, ou seja, imunonegatividade.

3.5. Analise estatistica

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por médias,
medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Variaveis
categoricas foram descritas por frequéncias e percentuais. Para a comparacao de dois
grupos definidos por fatores clinicos, em relacdo as variaveis relativas aos
marcadores, foi considerado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Mais de dois
grupos foram comparados usando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Para
a comparacao de trés grupos quanto a idade, foi usado o modelo de analise da
variancia (ANOVA) com um fator. Para avaliacdo da associacdo entre duas variaveis
guantitativas, foram estimados coeficientes de correlacdo de Spearman. O tempo de
sobrevida foi descrito por curvas de Kaplan-Meier. Para a anélise de associacao de
variaveis com a sobrevida, foram ajustados modelos de Regressao de Cox e usado o
teste de Wald para avaliacdo das variaveis incluidas nos modelos. A medida de
associacao estimada foi a hazard ratio para as quais foram apresentados intervalos
de confianca de 95%. Valores de p<0,05 indicam significancia estatistica. Para a

analise foi utilizado o programa computacional IBM SPSS Statistics v.20.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas

Os pacientes deste estudo foram subdivididos em dois grupos, conforme
tenham sido submetidos a tratamento neoadjuvante ou ndo. Os dados clinico-
patoldégicos foram obtidos de seus prontuarios (Tabelas 4 e 5). O nimero amostral
oscilou entre as variaveis devido a auséncia de informacdes para alguns casos.

Assim, o0 grupo ndo submetido ao tratamento neoadjuvante ndo apresentou
diferenca em relacédo ao sexo (100 mulheres e 87 homens) e média de idade igual a
63,7+£13,3 anos; a maioria, apresentou tumores do subtipo histologico
adenocarcinoma tubular (n=160, 86%), localizados na regido do sigmoide ou na
juncao reto-sigmoide (n=104, 57,8%) e com grau histologico bem diferenciado (n=173,
94%). Os estadios ao diagndéstico de maior frequéncia foram o T3 (n=93, 54,7%) e o
N1/N2 (n=115, 68,5%). Ainda, a maior parte dos pacientes ndo apresentou metastase
o diagnostico (n=134, 81,2%), nem durante o tempo de seguimento (n=134, 81,2%).

As caracteristicas do grupo submetido ao tratamento neoadjuvante foram
semelhantes, em sua maioria: equilibrio na proporcdo sexual (11 mulheres e 13
homens) e média de idade igual a 64,5+12,4 anos; a maioria também apresentou
adenocarcinomas tubulares (n=21, 87,5%) e graduacdo bem diferenciada (n=22,
95,7%). Os estadios ao diagndéstico de maior frequéncia foram o T3 (=10, 52,6%) e
N1/N2 (n=10, 52,6%). Quanto as variaveis relacionadas a metastase, a maior parte
dos pacientes nao apresentou metastase ao diagnoéstico (n=22, 91,7%), nem durante
o tempo de seguimento (n=18, 78,3%).

E, estando de acordo com o esperado, a localizacdo de maior frequéncia foi
no reto médio e baixo (n=17, 70,8%). Contudo, ainda que a terapia neoadjuvante seja
recomendada apenas em casos de cancer na topografia citada, 2 casos (8,3%) deste
grupo corresponderam a tumor primario na localizacdo do sigmdide ou ha juncéo reto-
sigmoide.

Por outro lado, a média de tamanho dos tumores dos pacientes que
receberam neoadjuvancia foi menor, 39,8 + 22,1, do que aquela dos que nao

receberam, 58,2 + 28,0. Este resultado é coerente com o objetivo desta abordagem
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de tratamento, uma vez que ela visa diminuir o tamanho tumoral antes do

procedimento cirdrgico.

Tabela 4. Caracteristicas clinico-patolégicas quantitativas dos pacientes com CCR

analisados.
Tratamento neoadjuvante
Variavel N&ao Sim
n | média +s | minimo|maximo| n | média £s | minimo | maximo
Idade (anos) 187 | 63,7 £13,3 21 94 |24|645x12,4| 44 91
Tama”?r?"i‘)) tumor | 041582 +280| 10 165 |24|398+221| 10 90

Legenda: n: nimero amostral.

Tabela 5. Caracteristicas clinico-patolégicas categoricas dos pacientes com CCR analisados.

Tratamento
L, neoadjuvante
Variavel p -
Nao sim
N % n %
feminino 100 53,5 | 11 45,8
Sexo .
masculino 87 46,5 | 13 54,2
<50 26 139 | 4 16,7
ldade (Bethesda) > 50 161 86,1 |20 833
adenocarcinoma tubular 160 86,0 | 21 87,5
- L L adenocarcinoma mucinoso 21 11,3 | 3 125
Classificacéo histolégica . .
carcinoma de gelulas em anel de 5 57 i i
sinete '
Graduagao pouco diferenciado 11 6,0 1 4,3
bem/moderadamente diferenciado 173 94,0 | 22 95,7
T1T2 15 8,8 3 15,8
Estadiamento T T3 93 54,7 | 10 52,6
T4 62 365 | 6 31,6
. NO 53 315 | 9 474
Estadiamento N N1/N2 115 685 | 10 52,6
ceco 12 6,7 - -
célon ascendente/angulo hepatico 24 13,3 | - -
célon transverso 11 6,1 - -
Topografia angulo esplénico/célon descendente 16 8,9 - -
sigmaide/juncao reto-sigmoide 104 578 | 2 8,3
reto alto 11 6,1 - -
reto médio e baixo - - 17 70,8
reto sem especificacao 2 1,1 5 208
Metastase ao diagndstico Néo 134 8l2] 22 9L7
Sim 31 188 | 2 8,3
Metastase apds diagndstico Nfao 110 6717 18 78,3
Sim 54 329 | 5 21,7

Legenda: n: nimero amostral.
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4.2. Sobrevida global

A maior parte dos pacientes, 66,5%, ndo foi a 6bito; tenham sido submetidos

a tratamento neoadjuvante (58,3%) ou néo (67,6%) (Tabela 6). A sobrevida global foi

calculada tendo como base o tempo de seguimento (follow-up) dos pacientes em

anos, sendo, para 0s casos que ndo foram a 6bito, a partir da data do diagnostico até

0 registro da ultima consulta, e, para os casos de o6bito, até a data deste em anos

(Tabela 7).

A sobrevida global, considerando o periodo aqui avaliado, foi maior entre os

pacientes que receberam tratamento neoadjuvante, 3,83 + 2,00 anos, quando

comparada aos que néo receberam, 3,24 + 2,48 anos. Os 0Obitos néo relacionados ao

CCR foram 49 (28,3%) no grupo nao submetido e 7 (30,4%) no grupo submetido ao

tratamento neoadjuvante (Tabela 8).

Tabela 6. Obitos entre os pacientes com CCR analisados.

Tratamento neoadjuvante
Variavel Nao Sim
N % N %
N&o-0bito 119 67,6 14 58,3
Obito 57 324 10 41,7

Legenda: n: nUmero amostral.

Tabela 7. Tempo de seguimento (em anos) dos pacientes com CCR analisados.

Tratamento neoadjuvante

Variavel Nao Sim
n médiats mediana minimo maximo| n médiaxs mediana minimo maximo
Todos |176 3,24+2,48 2,85 0,003 9,38 |24 3,83+2,00 4,38 0,011 6,48
Nao-6bito | 119 4,01 +2,37 4,19 0,011 9,38 (14 455+1,62 4,96 0,85 6,48
Obito 57 1,62+1,87 1,24 0,003 856 |10 2,82+2,12 3,01 0,011 5,86

Legenda: n: nimero amostral.
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Tabela 8. Nimero de 6bitos relacionados ao CCR observados durante o

seguimento.
Tratamento neoadjuvante
Obito relacionado ao CCR Nao sim
n % N %
Sim 124 71,7 16 69,6
Nao 49 28,3 7 30,4

Legenda: n: nUmero amostral.

Os tempos de sobrevida para os dois grupos estao representados em curvas
de Kaplan-Meier (Figura 7). Foram considerados censurados 0S casos que nao
morreram, para eles o tempo de seguimento equivale ao periodo entre o diagnéstico

e a ultima consulta registrada.

Figura 7. Tempo de seguimento (em anos) para 0S
casos de CCR submetidos e ndo submetidos a
tratamento neoadjuvante.

1.0
0.9+

0.81
Sem tratamento

neoadjuvante

—— o —— ———

0.7
0.6
0.57
0.4+

Com tratamento -———

0.37 neoadjuvante

0.2
0.1+

0.0

T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de seguimento (anos)

n= 24 18 14 2 0 0
n= 176 104 67 32 5 0

Legenda: n: nUmero amostral (no grupo sem tratamento neoadjuvante: n=
176; e no grupo com tratamento neoadjuvante: n= 24.
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4.3. Expresséao proteica

4.3.1. Expressao de parkina, APC, BCL2L1 e CD36

A analise morfométrica foi empregada para o estudo da expressdo das
proteinas parkina (Figura 8), APC (Figura 9), BCL2L1 (Figura 10) e CD36 (Figura 11).
As quatro proteinas apresentam padrdo de expressao citoplasmatica, e para todas foi
possivel observar expressao tecidual nas amostras de CCR estudadas. A seguir, sao
apresentadas algumas das imagens capturadas em objetiva de 20X das amostras
tumorais apds ensaio imunoistoquimico com os anticorpos especificos (Figuras 8a,
9a, 10a e 11a), do resultado do processo de otimizacdo das imagens (Figuras 8b, 9b,
10b e 11b), o qual permite uma analise especifica das regides tumorais de interesse,
e do resultado da aplicacdo da mascara de morfometria (Figuras 8c, 9c, 10c e 11c).

A partir da analise morfométrica foram calculados os valores correspondentes
a expressao das proteinas parkina, APC, BCL2L1 e CD36 nas regioes tumorais bulk
e front (Tabela 9). A expressao das proteinas no bulk e front foram comparadas nos
tumores que apresentavam as duas regifes, ou seja, completos (Tabela 10). O
namero amostral variou entre as proteinas e regides tumorais analisadas devido a
perdas de material durante as etapas de confeccéo das laminas e imunoistoquimica.

No grupo sem neoadjuvancia, a expressao de parkina (p <0,001), BCL2L1 (p
<0,001) e CD36 (p <0,001) foi maior nas amostras de front invasivo, e de APC (p
<0,001) no bulk tumoral. Nas amostras dos pacientes submetidos ao tratamento
neoadjuvante, apenas BCL2L1 (p=0,003) e CD36 (p=0,003) apresentaram maior
expressao no front invasivo. Nao houve diferenca estatistica na expressao de parkina

e APC nas das regifes tumorais.
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Flgura 8. Andlise morfométrica da expressao de parkina em amostra CCR

Legenda: a. Imagem microscopica em objetiva de 20X de uma amostra corada com o anticorpo
anti-Parkin em lamina. b. Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6 v
13.0®. c. Imagem apos aplicacdo da mascara morfométrica, onde vermelho representa as areas
imunopositivas, amarelo as areas imunonegativas e verde as areas brancas.

Figura 9. Andlise morfometrlca da expressao de APC em amostra de CCR.

Legenda a. Imagem mlcroscoplca em objetlva de 20X de uma amostra corada com o antlcorpo
anti-APC em lamina. b. Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6 v
13.0®. c. Imagem apos aplicagido da mascara morfométrica, onde vermelho representa as areas
imunopositivas, amarelo as areas imunonegativas e verde as areas brancas.

Figura 10. Analise morfométrica da expressédo de BCL2L1 em amostra de CCR.

Legenda a. Imagem microscopica em objetlva de 20X de uma amostra corada com o antlcorpo
anti-BCL2L1 em lamina. b. Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6
v 13.0®. c. Imagem apoés aplicacdo da mascara morfométrica, onde vermelho representa as
areas imunopositivas, amarelo as areas imunonegativas e verde as 4reas brancas.

40



a de CCR.

N

Figura 11. Analise morfométrica da expresséo de CD36 em amostr

A 5 .; 1 Ppm B LA 'a Rpm 3 ;
Legenda: a. Imagem microscopica em objetiva de 20X de uma amostra corada com o anticorpo
anti-CD36 em lamina. b. Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6 v
13.0®. c. Imagem apo6s aplicagdo da mascara morfométrica, onde vermelho representa as areas
imunopositivas, amarelo as areas imunonegativas e verde as areas brancas.
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Tabela 9. Expresséo das proteinas parkina, APC, BCL2L1 e CD36 avaliadas por morfometria
nas amostras de CCR estudadas.

Tratamento
Proteina Regido n média + s minimo | maximo
neoadjuvante

bulk 135 | 12,6 +10,0 0,3 49,8

parkina front 131 16,7 12,7 0,3 62,2

completa | 106 14,4 £8,8 1,8 45,3

bulk 135 | 29,3+18,1 0,9 77,9

APC front 146 | 21,1+19,8 0,0 69,7

. completa | 115 | 24,3+149 1,7 70,3

nao bulk 175 9,4+135 0,0 64,1

BCL2L1 front 159 | 48,3+20,0 1,5 81,9

completa | 152 | 29,3+11,6 11 62,0

bulk 168 9,5+ 10,3 0,1 47,4

CD36 front 153 26,0149 2,8 77,7

completa | 142 | 17,4+10,0 15 46,4

bulk 9 11,8 £12,2 2,7 42,8

parkina front 9 24,0+ 12,6 7,5 47,2

completa 5 16,4 £10,5 7,9 33,3

bulk 14 29,3 £18,9 7,0 64,6

APC front 15 23,9+18,2 0,2 54,1

_ completa 9 23,4+9,8 13,7 429

> bulk 19 14,9 £ 20,2 0,2 61,1

BCL2L1 front 15 49,4 + 18,3 5,0 68,3

completa 13 31,4+16,0 2,6 62,7

bulk 16 9,3+81 0,6 249

CD36 front 15 30,9+ 15,1 10,9 56,0

completa 10 17,7 +8,4 7.8 32,0

Legenda: n: nimero de amostras; bulk: regido central do tumor; front, area tumoral limitrofe (invasiva);
completa: &rea total do tumor, incluindo bulk e front (calculada apenas quando estas duas regides
estavam presentes no tumor).
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Tabela 10. Comparacéo da expressao, nas regides bulk e front, das proteinas parkina, APC,
BCL2L1 e CD36 avaliadas por morfometria nas amostras de CCR estudadas.

Tratamento ) . . . L.
_ Proteina | Regido | n média £s | Minimo | maximo P
neoadjuvante

Bulk | 107 | 12,3+10,0 0,3 49,8
parkina <0,001
Front | 107 | 16,7 £12,3 0,3 56,6

Bulk 115 | 28,6 +17,9 0,9 77,9
APC <0,001
Front | 115| 19,9+194 0,0 67,8

néao
Bulk | 151 | 9,6+134 0,0 57,5
BCL2L1 <0,001
Front | 151 | 48,6 £20,1 15 81,9
Bulk | 142 | 8,8+98 0,1 47,4
CD36 <0,001
Front | 142 | 26,0 £14,9 2,8 77,7
_ Bulk 5 149 +159 2,7 42,8
parkina 0,893
Front 5 179+9/4 7,5 28,9
Bulk 9 | 241+151 7,0 56,8
APC 0,767
_ Front 9 | 22,6 +16,0 0,2 54,1
sim

Bulk 13 | 153+19,7 0,2 57,6
BCL2L1 0,003
Front | 13 | 47,6 £+18,8 50 68,3

Bulk 11 10,6 +8,6 0,6 24,9
CD36 0,003
Front | 11 | 27,4+139 10,9 56,0

Legenda: n: nUmero de amostras, bulk: regido central do tumor; front, area tumoral limitrofe (invasiva);
valores de p < 0,05 indicam significAncia estatistica para o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

4.3.2. Expresséao de parkina, APEX e p53

Escores de Allred foram adaptados e calculados correspondentes a
expressdo das proteinas parkina, APEX1 e p53 nas regides tumorais bulk e front
(Tabela 11). Ao contrario da parkina, que, como mencionado anteriormente, apresenta
expressao citoplasmatica, as proteinas APEX1 e p53 séo proteinas nucleares. Deste
modo, a expressao destas foi observada e analisada apenas na regido nuclear das
células tumorais.

Apenas para parkina sao apresentadas as fragdes, distribui¢céo e intensidade,
do Escore de Allred, além do total, que corresponde a soma dos dois anteriores. A

expressao das proteinas no bulk e front foram comparadas para os casos completos
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gue apresentavam as duas regides (Tabela 12). O nUmero amostral variou entre as

proteinas e regifes tumorais analisadas devido a perdas de material durante as

etapas de confeccado das laminas e imunoistoquimica.

No grupo sem neoadjuvancia, a expressao de parkina (distribuicédo, p <0,004;

total, p <0,014) e APEX1 (total, p <0,006) foram maiores nas amostras de front

invasivo, enquanto p53 apresentou expressdo semelhante do bulk e front. No grupo

com neoadjuvancia, ndo foram observadas diferencas na expressao das proteinas

nas duas regides tumorais avaliadas.

Tabela 11. Expresséao das proteinas parkina, APEX1 e p53 avaliadas por Escore de Allred nas

amostras de CCR estudadas.

Tratamento Escore ) ] ) ]
_ Proteina Regido | n | média | minimo | maximo
neoadjuvante de Allred
distribuicéo bulk 143 | 2,8 0 5
intensidade bulk 133 1,6 1 3
_ Total bulk 143 | 4,3 0 8
parkina __
distribuicéo front 142 | 3,3 0 5
intensidade front 140 1,6 1 5
nao
Total front 142 4.8 0 8
Total bulk 139 47 2 8
APEX1
Total front 142 5,2 2 8
Total bulk 177 6,6 0 8
p53
Total front 164 6,7 0 8
distribuicdo bulk 13 3,5 1 5
intensidade bulk 13 1,8 1 3
. Total bulk 13 5,2 2 8
parkina _
distribuicéo front 11 3,5 1 5
. intensidade front 11 1,9 1 4
sim
Total front 11 5,4 2 7
Total bulk 12 5,8 3 8
APEX1
Total front 15 6,1 3 8
Total bulk 20 7,2 5 8
p53
Total front 17 7,2 6 8

Legenda: n: namero amostral; bulk: regido central do tumor; front, area tumoral limitrofe (invasiva).
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Tabela 12. Comparacédo da expressao, nas regides bulk e front, das proteinas parkina, APEX1
e p53 avaliadas por Escore de Allred nas amostras de CCR estudadas.

Tratamento Escore ) ] ) )
) Proteina Regido | n | Média | minimo | maximo p
neoadjuvante de Allred
distribuicdo bulk 123 | 2,7 0 5
o 0,004
distribuicdo | front | 123 | 3,3 0 5
intensidade bulk 115 1,6 1 3
Parkina
0,763
intensidade front 115 1,5 1 3
ndo Total buk | 123 | 4.2 0 8
0,014
Total front 123 4.8 0 8
Total bulk 113 4.7 2 8
APEX1 0,006
Total front 113 5,2 2 8
Total bulk 158 6,6 0 8
p53 0,760
Total front 158 6,7 0 8
distribuicdo bulk 7 3,3 1 5
0,465
distribuicdo | front 7 3,6 1 5
intensidade bulk 7 1,6 1 2
Parkina 0,715
intensidade front 7 1,9 1 4
Total bulk 7 4.9 2 7
sim 0,686
Total front 7 5,4 2 7
Total bulk 10 5,5 3 7
APEX1 0,610
Total front 10 6,1 3 8
Total bulk 15 7,1 5 8
p53 0,575
Total front 15 7,3 6 8

Legenda: n: nimero amostral; bulk: regido central do tumor; front, area tumoral limitrofe (invasiva);
valores de p < 0,05 indicam significAncia estatistica para o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

4.3.3. Expressdo MSH2 e MSH6

A expressdo das proteinas nucleares MSH2 e MSH6 nas laminas de
imunoistoquimica foi classificada como positiva (coloracdo castanha) ou negativa
(coloracao azul). Na tabela abaixo (Tabela 13), estdo apresentados os dados obtidos

para a expressao das duas proteinas, para os dois grupos estudados.
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Tabela 13. Expressdo das proteinas MSH2 e MSH6 nas amostras de CCR

estudadas.
Tratamento o
) Proteinas | Classificacao N %
neoadjuvante
Negativo 41 23,2
MSH2
Positivo 136 76,8
N&o
Negativo 28 15,7
MSH6
Positivo 150 84,3
Negativo 1 5,0
MSH2
Positivo 19 95,0
sim
Negativo 2 10,0
MS H6
Positivo 18 90,0

Legenda: n: nUmero amostral.

4.4. Correlacdo de expresséao entre as proteinas estudadas

Para avaliar se as proteinas estudadas variam em sua expressao, seja no bulk
ou no front, de acordo com a expressao de cada uma das outras proteinas avaliadas,
os resultados de expressao obtidos, por morfometria e Escore de Allred, foram
comparados 2 a 2 e coeficientes de Spearman foram calculados (Tabela 14, apenas
os resultados com p < 0,05 sdo mostrados).

As correlacfes encontradas nas amostras dos pacientes ndo submetidos ao
tratamento neoadjuvante foram todas fracas.

Por outro lado, nas amostras dos pacientes que foram submetidos a
neoadjuvancia, foi possivel observar, no bulk tumoral, boa correlacdo positiva entre
CD36 e parkina (distribuicdo: p = 0,015; r =0,71; total: p =0,037;r =0,63) e APEX1 e
parkina (distribuicdo: p = 0,023; r = 0,67; intensidade: p = 0,033; r = 0,64; total: p =
0,012; r = 0,73). No front, APC e parkina (distribuicdo: p = 0,004; r = 0,85)
apresentaram correlacédo positiva forte, enquanto CD36 e parkina (distribuicdo: p =
0,021; r = 0,71) e APEX1 e p53 (p = 0,002; r = 0,76) exibiram correlagcdes mais
moderada.

Quando considerados os casos completos (dados ndo apresentados), ou

seja, a média de expressao proteica de cada caso que apresentou analise para bulk
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e front, observou-se boa correlagdo negativa entre as proteinas BCL2L1 e CD36 (p =
0,016; r =-0,77).

Tabela 14. Correlacao entre a expressao das proteinas parkina, APC,
APEX1, BCL2L1, CD36 e p53 nas regides bulk e front das amostras
de CCR estudadas.

Tratamento
i Comparacéo n r p
neoadjuvante
CD36 bulk x parkina distribuicdo bulk | 11 | 0,71 | 0,015
CD36 bulk X parkina total bulk 11| 0,63 | 0,037

APEX1 total bulk

x

parkina distribuicdo bulk | 11 | 0,67 | 0,023
APEX1 total bulk parkina intensidade bulk | 11 | 0,64 | 0,033
APEX1 total bulk parkina total bulk 11| 0,73 | 0,012
APC front X parkina distribuicdo front | 9 | 0,85 | 0,004
CD36 front X parkina distribuicdo front | 10 | 0,71 | 0,021
APEX1 total front x p53 total front 14 | 0,76 | 0,002

Legenda: n: niamero amostral; bulk: regido central do tumor; front, area tumoral
limitrofe (invasiva); r: coeficiente de correlacdo de Spearman; valores de p < 0,05
indicam significancia estatistica; apenas os resultados com p < 0,05 sdo mostrados.

x

sim

x

4.5. Associacdo entre a expressao das proteinas estudadas e fatores

clinico-patolégicos dos pacientes ndo submetidos ao tratamento neoadjuvante

A associacdo entre as proteinas estudadas e as variaveis clinico-patolégicas
foi investigada para avaliar se a expressao destas proteinas varia de acordo com as
caracteristicas do paciente e da biologia do tumor (Tabelas 14, 15 e 16, apenas 0s

resultados com p < 0,05 sdo mostrados).

4.5.1. Fatores clinico-patolégicos categoricos

Considerando a expressao das proteinas no bulk tumoral, foi encontrada

associagao entre parkina e idade (Bethesda) (distribuicao: p = 0,020; total: p = 0,008):
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a parkina esta mais expressa em pacientes com mais de 50 anos; parkina e
estadiamento T (distribuicdo: p = 0,011; intensidade: p = 0,024; total: p = 0,005): a
parkina esta mais expressa e de forma mais intensa em T1/T2; APEX1 e tipo
histoldgico (p = 0,001): a APEX1 esta mais expressa em adenocarcinoma mucinoso;
e BCL2L1 e o estadiamento T (p = 0,015): a BCL2L1 esta mais expressa em T1/T2
(Tabela 15, apenas os resultados com p < 0,05 s&do mostrados).

Em relacdo a expressao no front, foi observada associagdo entre a expressao
de APC e o tipo histolégico (p = 0,009): a APC estd mais expressa em
adenocarcinoma tubular; e APEX1 e as variaveis tipo histolégico (p = 0,008) e
graduacao (p = 0,032): a APEX1 estd mais expressa em adenocarcinomas mucinosos
e pouco diferenciados (Tabela 15, apenas os resultados com p < 0,05 sdo mostrados).

Para os casos completos, que apresentavam amostras nas duas regides
tumorais, foi calculada, para cada caso, a média de expresséo proteica. Com base
nestes dados (ndo mostrados), foi encontrada associacdo entre a expressao de
parkina e as variaveis idade (Bethesda) (p = 0,030): parkina € mais expressa em
pacientes com mais de 50 anos; e sexo (p = 0,045), com maior expressao da parkina
em pacientes do sexo feminino.

N&do foram encontradas associacfes significativas entre as proteinas
estudadas e estadiamento N ou metastase. Ainda, em particular, as proteinas MSH2
e MSH6 ndo apresentaram associacao relevante com tipo histologico, graduacao,
sexo, idade, estadiamento T, estadiamento N ou metastase. A variavel topografia ndo

apresentaram numero amostral suficiente para comparacdo com estas proteinas.
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Tabela 15. Associacdo da expressao das proteinas estudadas e fatores clinico-patolégicos
categoricos, considerando as amostras de CCR dos casos sem tratamento neoadjuvante.

Variavel *Proteina n média p
adenocarcinoma tubular 122 23,3
) ) APC front 0,009
adenocarcinoma mucinoso 19 11,2
Tipo adenocarcinoma tubular 120 4,5
) . ) ) APEX1 total bulk 0,001
histolégico adenocarcinoma mucinoso 14 6,1
adenocarcinoma tubular 121 51
) ) APEX1 total front 0,008
adenocarcinoma mucinoso 17 6,2
pouco diferenciado 8 6,5
Graduacgéo ) ) APEX1 total front 0,032
bem/moderadamente diferenciado 132 51
<50 parkina distribuicdo | 19 2,0
0,020
Idade >50 bulk 124 2,9
(Bethesda) <50 ] 19 3,1
parkina escore bulk 0,008
>50 124 44
T1T2 15 17,2
T3 BCL2L1 bulk 89 6,7 | 0,015
T4 54 9,3
T1/T2 ] o 15 3,9
parkina distribuicdo
T3 74 26 |0,011
bulk
Estadiamento T4 37 2,7
T TUT2 o ) 15 2,0
parkina intensidade
T3 69 1,6 | 0,024
bulk
T4 34 15
T1/T2 15 59
T3 parkina total bulk 74 4,1 0,005
T4 37 4,1
ceco 9 6,1
c6lon ascendente/angulo hepatico 21 6,1
célon transverso 10 6,6
Topografia angulo esplénico/célon p53 total front 16 6.1 0,050
descendente '
sigmaide/juncao reto-sigmoide 92 7,1
reto alto 10 6,2

Legenda: *nome da proteina analisada, tipo de andlise: morfométrica (quando ha omissdo de
especificac@o) e Escore de Allred (distribuicdo, intensidade e total), regido analisada (bulk, regido
central do tumor, ou front, &rea tumoral limitrofe); n: nimero amostral; o tipo histologico carcinoma
em células de anel de sinete ndo foi analisado devido ao numero reduzido de casos com esta
classificacéo; valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica; apenas os resultados com p <
0,05 sdo mostrados.
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4.5.2. Fatores clinico-patologicos quantitativos

Coeficientes de correlacdo de Spearman foram calculados para avaliar se a
expressao das proteinas estudadas varia de acordo com a idade (em anos) e tamanho
tumoral (mm). Todas as correlagdes encontradas foram fracas.

Para avaliar a associacao entre as estas mesmas variaveis e a expressao das
proteinas MSH2 e MSHB®, foi aplicado o teste t de Student. Houve associacao entre o
tamanho tumoral e as duas proteinas (MSH2: p = 0,004; MSH6: p = <0,001). A média
de tamanho dos tumores foi maior na auséncia de expresséao destas proteinas (Tabela
16).

Tabela 16. Associacdo entre a expressdo de MSH2 e MSH6 e o tamanho tumoral (mm),
considerando as amostras de CCR dos casos sem tratamento neoadjuvante.

. Tamanho tumoral
Proteina Classificagao n - _ —
Média minimo maximo p
Negativo 41 68,3 £27,0 14 150
MSH2 — 0,004
Positivo 133 55,1 +27,0 14 165
Negativo 28 72,3+25,2 35 150
MSH6 - <0,001
Positivo 147 55,4 +27,2 10 165

Legenda: n: nimero amostral; valores de p < 0,05 indicam significAncia estatistica para o teste

estatistico t de Student.

4.6. Analise de fatores associados a sobrevida nos pacientes néo

submetidos ao tratamento neoadjuvante

A fim de investigar a influéncia das proteinas parkina, APC, APEX1, BCL2L1,
CD36 e p53, bem como dos fatores clinico-patolégicos, na sobrevida dos pacientes
com CCR nao submetido ao tratamento neoadjuvante, foi calculado o HR (hazard
ratio) (Tabela 17; apenas os resultados com p < 0,05 sdo mostrados). Houve
associacao entre a sobrevida destes pacientes e o estadiamento T, a metastase ao

diagndstico e a metastase durante o seguimento. Contudo, ndo foi observada
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quaisquer associacdes entre a sobrevida dos pacientes e a expresséo das proteinas
estudadas.

Para a variavel estadiamento T4, o valor estimado de HR foi de 10,6 com
intervalo de confianca de 95% dado por: 1,42 a 78,8, indicando que o diagnéstico em
estadios T4 confere aos pacientes risco HR de ébito aumentado em 10,6%. Em
relacé@o a variavel metastase ao diagnostico, o valor estimado de HR foi de 3,00 com
intervalo de confianca de 95% dado por: 1,64 a 5,49, indicando, por sua vez, que a
presenca de metastase ao diagndéstico confere aos pacientes risco HR de 6bito
aumentado em 3%. Quanto a variavel metastase, o valor estimado de HR foi de 4,06
com intervalo de confianca de 95% dado por: 2,3 a 7,16, 0 que indica, por sua vez,
gue a presenca de metastase ao longo do tempo seguimento confere aos pacientes

risco HR de 6bito aumentado em 4,06%.

Tabela 17. Associagdo entre sobrevida e as variaveis clinico-patologicas para 0s casos sem

tratamento neoadjuvante.

taxa IC 95%
variavel classificagdo | N | HR de p o ] o .
o limite inferior | limite superior
Obito
T1/T2 14 1(7,1)
24
i T3 90 | 4,92 0,119 0,66 36,5
Estadiamento T (26,7)
27
T4 59 | 10,6 0,021 1,42 78,8
(45,8)
36
nao 134
Metastase (26,9)
ao diagnostico 16
sim 30 | 3,00 <0,001 1,64 5,49
(53,3)
23
nao 110
, (20,9)
Metastase N
sim 53 | 4,06 <0,001 2,3 7,16
(56,6)

Legenda: HR: hazard ratio; valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica; IC: intervalo de

confianca; apenas os resultados com p < 0,05 sdo mostrados.
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4.7. Associacdo entre a expressdo das proteinas estudadas e fatores

clinico-patoldgicos dos pacientes submetidos ao tratamento neoadjuvante

N&o foi possivel investigar a associacdo entre as proteinas estudadas,
incluindo MSH2 e MSHS6, para a maioria das variaveis clinico-patoldgicas categoricas,
pelo nimero amostral insuficiente.

Entretanto, foram testadas as variaveis sexo e topografia para parkina, APC,
APEX1, BCL2L1, CD36 e p53 e os resultados ndo foram significativos. Para as
proteinas MSH2 e MSH6 foram testadas as variaveis tipo histolégico, idade
(Bethesda), estadiamento N, topografia e metastase ao diagndstico, também nao
houve associagéo significativa.

Considerando a variaveis quantitativas, foi observada correlagdo moderada
negativa entre o tamanho tumoral (mm) e a expressao no bulk de BCL2L1 (p = 0,029;
r =-0,50) e de APEX1 (p =0,043; r =-0,59) (Tabela 18, apenas os resultados com p <
0,05 sdo mostrados).

N&o foi notada correlacdo entre a variavel idade (em anos) e quaisquer das
proteinas analisadas.

As proteinas MSH2 MSH6 nao apresentaram namero amostral suficiente para

a analise com as variaveis quantitativas.

Tabela 18. Correlagdo entre as proteinas estudadas e o tamanho tumoral (mm),

considerando as amostras de CCR dos casos com tratamento neoadjuvante.

Comparacdes n R p
tamanho tumor x *BCL2L1 bulk 19 -0,50 0,029
tamanho tumor x APEX1 total bulk 12 -0,59 0,043

*nome da proteina analisada, tipo de andlise: morfométrica (quando ha omissdo de especificacdo) e
Escore de Allred (distribuic&o, intensidade e total), regido analisada (bulk, regido central do tumor, ou
front, area tumoral limitrofe); n: nimero amostral; r: coeficiente de correlagédo de Spearman; valores de
p < 0,05 indicam significancia estatistica; apenas os resultados com p < 0,05 sdo mostrados.
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4.8. Analise de fatores associados a sobrevida no grupo submetido ao

tratamento neoadjuvante

A fim de investigar a influéncia das proteinas parkina, APC, APEX1, BCL2L1,
CD36 e p53, bem como dos fatores clinico-patolégicos sobre a sobrevida global dos
pacientes que compdem o grupo com tratamento neoadjuvante, foi calculado o HR
(hazard ratio). No entanto, nenhuma das varidveis categoricas apresentou nimero
amostral suficiente para a aplicacdo de teste estatistico. Quanto as variaveis
guantitativas, estas ndo apresentaram resultados com significancia estatistica. Porém,
guando avaliada a expressao das proteinas estudadas, foi encontrada correlacédo
entre a expressao de APC em amostras de front e a sobrevida global (p = 0,036),
indicando que a expresséao desta proteina nesta regido poderia ser um fator protetor
em pacientes que foram submetidos previamente a tratamento neoadjuvante (Tabela
19).

Tabela 19. Associacdo entre sobrevida e a expressdo de APC no front invasivo nos casos

com tratamento neoadjuvante.

mediana (minimo -méximo) IC 95%
Variavel HR _ N P limite limite
N&o 6bito Obito ] ] .
inferior superior
15,3 (0,2 -
APC front 0,94 | 33,7 (16,9 - 49,8) 54.1) 0,036 0,89 0,99

Legenda: HR: hazard ratio; front: regido de front invasivo; IC: intervalo de confian¢a; valores de p <

0,05 indicam significancia estatistica.

4.9. Comparacdo entre os grupos sem e com tratamento neoadjuvante

em relacdo a expressao das proteinas

Para avaliar se houve associacdo entre a realizacdo do tratamento
neoadjuvante e a expressdo das proteinas parkina, APC, APEX1, BCL2L1, CD36,
p53, MSH2 e MSHS6, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Houve

associacao entre a neoadjuvancia a expressao de APEX1 no bulk tumoral (p = 0,025)
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e uma tendéncia no front (p = 0,053), sendo que os pacientes que foram submetidos

a neoadjuvancia apresentaram niveis mais elevados de APEX1 (Tabela 20). Quanto

as demais proteinas, estas nao apresentaram associagdes significativas.

Tabela 20. Avaliacdo da associacdo entre o tratamento neoadjuvante e a expressdo da

proteina APEX1.

) ) meédia + . o
Neoadjuvéancia n minimo maximo p
s
N&o 139 | 4,7x1,7 2,0 8,0
APEX1 total bulk 0,025
Sim 12 | 58+14 3,0 8,0
APEX1 total N&o 142 | 52+1,7 2,0 8,0 0.053
front Sim 15 |61+1,8 3,0 8,0 ’

Legenda: n: numero amostral; HR: hazard ratio; front: regido de front invasivo; IC: intervalo de

confianga; valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.
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5. DISCUSSAO

5.1. APEX1

Quando analisados os dois grupos individualmente, a proteina APEX1
apresentou maior expressdao no front de amostras de pacientes sem tratamento
neoadjuvante (p = 0,006), enquanto ndo houve diferenca em sua expressao nas
amostras de pacientes com tratamento neoadjuvante em relagéo as regides tumorais.
Este achado condiz com a sua fungdo como potencial oncoproteina envolvida na
progresséao tumoral, uma vez que o front compreende a regido infiltrativa do cancer, e
sugere, desse modo, que a maior expressdo de APEX1 nessa regido esteja
eventualmente contribuindo para a progressdao tumoral (DELBRIDGE et al, 2015;
GONG et al., 2017; HALE et al, 2014; NATH et al, 2015; SCOTT et al., 2016; SHAH
et al, 2017; TELL et al, 2009; YUAN et al, 2017).

Contudo, quando comparados os dois grupos avaliados nesse estudo, a
APEX1 foi mais expressa em amostras de pacientes submetidos ao tratamento
neoadjuvante. Os resultados indicaram associacao entre a expressao de APEX1 no
bulk tumoral (p = 0,025) e a neoadjuvancia, além de sugerir 0 mesmo para a
expresséao no front (p = 0,053).

Esta proteina estd associada a processos de promocdo de crescimento,
proliferacdo, migracao, invasdo e sobrevivéncia celulares pela regulacédo de fatores
de transcricdo, como STAT3, HIF-1a, e NF-kB (SCOTT et al., 2016; SHAH et al, 2017;
TELL et al, 2009). Em carcinoma hepatocelular, foi demonstrado que a maior
expressdo de APEX1 pode levar a um pior progndstico, uma vez que a sua expressao
aumentada estava associada a menor sobrevida geral e livre de doenca, bem como a
resisténcia as terapias com sorafenib e anti-PD-1 (anti-programmed death 1) (CAO et
al, 2020). Em osteossarcoma, a amplificacdo do gene APEX1 foi fortemente
correlacionada com a recorréncia local e/ou metastase (YANG et al, 2010).

Levando em consideracdo que o tratamento neoadjuvante provoca danos a
magquinaria celular e ao DNA e que APEX1 é uma endonuclease cuja acao ocorre em
resposta a estes danos (SCOTT et al., 2016; SILVA et al, 2017; TELL et al, 2009;

ZITVOGEL et al, 2008), é possivel sugerir que a expressao mais elevada desta
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proteina nestes pacientes esteja ocorrendo em resposta aos danos celulares
provocados pelo tratamento, e tendo como consequéncia a prevencdo da morte
celular.

Ainda em relagcdo ao grupo com tratamento neoadjuvante, foi observada
correlagcdo entre APEX1 e a variavel tamanho tumoral. Considerando células tumorais,
APEX1 vem sendo descrita por apresentar expressao elevada em uma variedade de
tumores, tais como: cancer de préstata, cancer pancreético, cancer de ovario,
carcinoma de células grandes de pulmé&o e tumores malignos da bainha dos nervos
periféricos (SHAH et al, 2017). Além disso, como mencionado anteriormente, ela atua
na regulacéo de determinados fatores de transcricdo responsaveis por promoverem a
transcricdo de genes envolvidos no desenvolvimento tumoral (SCOTT et al., 2016;
SHAH et al, 2017; TELL et al, 2009). Nossos achados demonstram o oposto, uma vez
gue uma correlacédo negativa foi observada entre as duas variaveis em amostras de
pacientes com tratamento neoadjuvante (p = 0,043; r = -0,059), e sugerindo, desse
modo, um potencial efeito do tratamento sobre a expresséao dessa proteina.

Em um estudo realizado por Scott e colaboradores em 2016, foi descrita em
amostras teciduais de glioblastoma a correlacéo inversa entre a expressao de APEX1
e parkina, apresentando a APEX1 niveis de expressédo mais elevados na auséncia de
parkina (SCOTT et al, 2016). Neste mesmo estudo, 0s pesquisadores demonstraram
gue a atividade de parkina e PINK1 em situacéo de estresse mitocondrial e oxidativo,
levou a um decréscimo significativo na expressdo de APEX1, uma vez que esta
proteina € alvo de poli-ubiquitinacdo por parkina (SCOTT et al, 2016). Por outro lado,
a delecdo de 41 aminoacidos residuais na regido N-terminal de APEX1 teve como
consequéncia a sua ndo degradacéo, e indicando, desse modo, que a acdo da parkina
na poli-ubiquitinagcdo de APEX1 ocorre diretamente na regido N-terminal desta
proteina (SCOTT et al, 2016).

Contudo, no presente estudo a APEX1 apresentou correlacdo positiva forte
com a distribuicdo, intensidade e escore de parkina no bulk tumoral de amostras de
pacientes com tratamento neoadjuvante (distribuicdo: p = 0,023; r = 0,67; intensidade:
p = 0,033; r = 0,64; escore: p = 0,012; r = 0,73). Assim, € possivel sugerir nesta
populacdo que a expressao de parkina apresente variacdes em resposta a expressao

de APEX1 a fim de promover a sua degradacdo. A APEX1, por sua vez, pode se
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encontrar eventualmente acumulada e na forma mutante, de modo a impedir a sua
poli-ubiquitinagéo e, consequentemente, a sua degradagéo.

Considerando o grupo sem tratamento neoadjuvante, foi encontrada
associacao entre a variavel subtipo histologico e a expressao de APEX1. Quanto a
APEX1, esta apresentou maiores niveis de expressdo em amostras do subtipo
adenocarcinoma mucinoso nas duas profundidades avaliadas (bulk: p = 0,001; front:
p = 0,008).

Menos frequente que o subtipo convencional ou tubular, o adenocarcinoma
mucinoso se caracteriza por apresentar mais de 50% do seu volume tumoral
composto por mucina extracelular, bem como graduagéo pouco diferenciada e pior
prognostico em casos de estabilidade de microssatélites (MSS), quando comparado
aos subtipos n&o-mucinosos (FLEMING et al, 2012). Tal prognostico pode ser
explicado com base em estudos que demonstram a associacdo do subtipo
adenocarcinoma mucinoso e a ocorréncia de metastases e risco de obito. Hugen e
colaboradores em 2014, observaram em seu estudo diferencas no padrdo metastéatico
dos subtipos adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma mucinoso e adenocarcinoma
de células em anel de sinete, sendo que estes ultimos apresentaram de forma mais
frequente metastases para multiplos sitios, quando comparados com a sua
contraparte convencional (HUGEN et al, 2014). Ainda, em um estudo de revisao
sistematica e meta-andlise publicado em 2012 por Verhulst e colaboradores, foi
observado que pacientes com MSS que apresentaram CCR de subtipo
adenocarcinoma mucinoso mostraram um aumento de 2 a 8% no risco de Obito
(VERHULST et al, 2011).

Desse modo, uma vez que a amplificacdo da expressao proteica de APEX1
vem sendo proposta como associada com piores desfechos em uma variedade de
neoplasias (YANG et al, 2010), a maior expressao desta em amostras deste subtipo
de pior progndéstico condiz com o que vem sendo observado para esta proteina em
outros estudos. Refor¢cando esta hipétese, em amostras de fronte invasiva dos casos
sem tratamento neoadjuvante, foi encontrada associacdo da proteina APEX1 e a
graduacéo, estando esta proteina mais expressa em amostras pouco diferenciadas e,

portanto, de pior prognéstico (p = 0,032).
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5.2. Parkina

Proposta como uma proteina supressora tumoral, a parkina vem sendo
investigada quanto a essa fungcdo em uma variedade de estudos e tipos de cancer.
Wahabi et al, por exemplo, propuseram em carcinoma de mama o gene PRKN como
um potencial biomarcador prognéstico, uma vez que sua inativacdo por metilacdo
esteve correlacionada a um pior prognéstico nestes casos (WAHABI et al, 2019).
Ainda, em um estudo realizado com carcinoma de pulmao de células pequenas, foi
observado em modelos in vitro e in vivo que 0 aumento da expressédo do gene PRKN
teve como consequéncia a reducdo no crescimento, migracao, invasao celular e
metastase, bem como promoveu a apoptose pela inibicdo da via de sinalizagao
EGFR/AKT (AKT serine/threonine kinase 1) /IMTOR (mechanistic target of rapamycin
kinase) (DUAN et al, 2019). Entretanto, em um outro estudo, foi demonstrado in vitro
e in vivo efeitos positivos resultantes do nocaute de PRKN em amostras de carcinoma
de pulméo, como, por exemplo, a diminui¢do da proliferacdo e migracao celular (PARK
et al, 2019). Nesta pesquisa, o nocaute de PRKN levava, principalmente, a reducao
do desenvolvimento tumoral pelo bloqueio da degradacdo da proteina p21,
diretamente envolvida no processo de interrup¢éo do ciclo celular (PARK et al, 2019).

No presente estudo, a proteina parkina teve sua expressao aumentada em
amostras do front por morfometria (p = <0,001) e escore de Allred (distribuicdo: p =
0,004; escore total: p = 0,014) no grupo sem tratamento neoadjuvante, sugerindo,
desse modo, um papel para esta proteina no processo de progressao tumoral, mesmo
gue esse papel ndo esteja elucidado e nossos dados ndo permitam concluir sobre
essa questao.

Contudo, quando analisamos o papel da parkina em amostras de bulk tumoral,
onde ela se encontra menos expressa, no grupo que nao foi submetido previamente
a neoadjuvancia, foi possivel observar uma maior expressdo dessa proteina por
escore de Allred em amostras de estadiamento T1/T2, ou seja, em casos iniciais e
menos agressivos da doenca (distribuicdo: p = 0,011; intensidade: p = 0,024; escore
total: p = 0,005). Desse modo, é possivel sugerir que a expressao de parkina € mais
elevada em etapas mais precoces ha carcinogénese colorretal e que a diminui¢do na

sua expressao, por sua vez, é uma ocorréncia de etapas mais avancadas. Em resumo,
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a diminuicdo na expressao de parkina pode eventualmente contribuir para a
progresséao tumoral.

Estendendo essas analises para as outras variaveis clinico-patologicas e neste
mesmo grupo, foi observada associacdo com a idade (Bethesda), estando a parkina
por escore de Allred mais expressa em pacientes com mais de 50 anos (distribuicao:
p = 0,020; escore total: p = 0,008). Corroborando com este dado, foi observada
correlagdo positiva fraca entre a sua distribuicdo e escore total no bulk e a idade ao
diagnéstico (distribuicdo: p = 0,022; r: 0,19; escore: p = 0,046; r = 0,17). Este achado
condiz com um estudo anterior publicado por da Silva-Camargo e colaboradores, em
gue foi observada uma associagédo entre a idade e a sobrevida de pacientes com
adenocarcinoma colorretal, e tendo como ponto de corte a parkina (da SILVA-
CAMARGO et al, 2018). Neste estudo, pacientes que apresentavam mais de 45 anos
ao diagnostico, apresentaram também niveis de parkina tecidual mais elevados e uma
maior sobrevida geral (da SILVA-CAMARGO et al, 2018).

5.3. CD36

Estudos realizados com a finalidade de investigar o papel da CD36 em
diversos tipos de cancer em humanos, vém propondo esta proteina como uma
importante indicadora de metastase, estando ela envolvida na transicdo epitélio-
mesenquimal em carcinoma hepatocelular, e no remodelamento vascular de
camundongos com cancer de mama, bem como correlacionada a um pior prognostico
em pacientes com glioblastoma (HALE et al, 2014; NATH et al, 2015; YUAN et al,
2017). Em CCR, foi observado em um estudo recente que o aumento da expressao
de CD36 esta associada com a progressao desta neoplasia, bem como a sua inibi¢éao
leva a diminuicdo da proliferacdo e sobrevivéncia de células primarias de CCR
(DRURY et al, 2018).

Corroborando com tais achados, pudemos observar que CD36 apresentou,
de fato, maior expresséo no front, quando comparado com o bulk tumoral, nos dois
grupos avaliados (sem neoadjuvancia: p = <0,001; com neoadjuvancia: p = 0,003). E
interessante mencionar, ainda, uma correlagéo positiva, embora fraca, entre a CD36

e o tamanho tumoral em amostras de fronte invasiva, onde ela se encontra mais
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expressa, em pacientes sem tratamento neoadjuvante (p = 0,000; r = 0,29). Tais
achados sugerem um possivel envolvimento dessa proteina na progressdo deste
cancer, estando ela mais expressa na regido invasiva e, portanto, envolvida na
infiltragcdo tumoral.

Ainda, no grupo com tratamento neoadjuvante, podemos observar correlagcéo
positiva forte entre distribuicdo e escore de parkina e CD36 nas duas profundidades
tumorais (distribuicdo bulk: p = 0,015; r = 0,71, distribuicdo fronte: p = 0,021; r = 0,71,
escore bulk: p = 0,037; r = 0,63). E possivel explicar este achado ao observar outros
modelos experimentais. Em camundongos submetidos a dietas com altos teores de
gordura e colesterol, Kim e colaboradores observaram que aqueles camundongos que
expressavam parkina selvagem apresentaram um aumento nos seus niveis hepaticos,
bem como um aumento na expressao de proteinas transportadoras de lipidios, entre
elas a CD36, quando comparados aqueles que expressavam parkina -/-. Ainda, neste
mesmo estudo, a reconstituicdo da expresséo de parkina em camundongos parkina -
/- levou ndo apenas ao aumento da sua expressdo, mas também a restauracao da
captacédo de acidos graxos e aumento da expressédo de CD36 (KIM et al, 2011). E tal
interacdo entre as duas proteinas ocorre pela mono-ubiquitinacdo de CD36 pela

parkina, o que leva a estabilizacdo nos seus niveis proteicos (KIM et al, 2011).

5.4. APC

Considerando o fato de que a proteina APC é uma das primeiras a estarem
mutadas no processo de carcinogénese do CCR, ela é proposta como tendo papel
crucial na homeostase do epitélio colénico (MORIN, 2019). Isso se deve a sua agéo
como potencial supressora tumoral, estando envolvida na regulacdo negativa da via
de sinalizacdo WNT/B-catenina, uma via de sinalizacdo conhecida por ter um
importante papel no processo de tumorigénese pela transcricdo de oncogenes
(AGHABOZORGI et al, 2019; MORIN, 2019).

No presente estudo, o perfil de expressdo da APC foi como esperado, no
grupo sem tratamento neoadjuvante, estando esta proteina mais expressa em
amostras de bulk tumoral e indicando uma diminuicdo na sua expressdo no

desenvolvimento tumoral (p = <0,001).
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A histopatologia apresentada pelos tumores colorretais vem sendo proposta
como um importante fator prognostico, e podendo, inclusive, influenciar na ocorréncia
de diferentes desfechos (FLEMING et al, 2012; VERHULST et al, 2011). O subtipo
histol6gico adenocarcinoma tubular, ou adenocarcinoma convencional, se caracteriza
por apresentar produgdo anormal de glandulas que acometem a camada submucosa
e, posteriormente, podem atingir camadas intestinais mais profundas e tecidos
circundantes (ONCOLEX, 2015). Em sua maior parte (~80%), apresenta graduacgao
bem ou moderadamente diferenciada, e estes casos apresentam, no geral, melhor
prognéstico e desfecho quando comparados aos demais, que apresentam graduacao
pouco diferenciada (~20%) (ONCOLOEX, 2015). E, como mencionado anteriormente,
este subtipo apresenta no geral melhores prognosticos e desfechos quando
comparado a sua contraparte mucinosa (FLEMING et al, 2012; HUGEN et al, 2014;
VERHULST et al, 2011).

No presente estudo, a proteina supressora tumoral APC demonstrou estar
mais expressa em amostras de subtipo histolégico adenocarcinoma tubular, ou
adenocarcinoma convencional, do bulk tumoral, regido também em que a APC se
encontra mais expressa, no grupo sem tratamento neoadjuvante (p = 0,009). Assim,
nossos achados sugerem que a maior expressao da proteina APC esta associada a
um melhor progndéstico em pacientes com CCR. Isso pode ser explicado com base em
sua fungdo como reguladora negativa da via de sinalizacdo Wnt/3-catenina, pela acéo
de APC na degradacéao da proteina B-catenina. Tal acdo impede a continuidade dessa
via de sinalizacdo que, quando ndo interrompida, leva a transcricdo de varios
oncogenes (AGHABOZORGI et al, 2019; MORIN, 2019).

Estudos recentes vém demonstrando uma importante relacdo entre os genes
PRKN e APC. Poulogiannis et al em 2010 propuseram que a perda de heterozigose
em PRKN correlacionada com mutacdo em APC contribui para uma aceleracdo no
desenvolvimento de adenoma intestinal (POULOGIANNIS et al, 2010). Ainda, foi
observado neste estudo que quando o APC se encontrava suprimido e o PRKN sobre-
expresso, houve uma inibicdo da proliferacdo celular. Deste modo, 0s pesquisadores
propuseram que 0s dois genes estariam envolvidos na via da carcinogénese
colorretal, que tem como ponto inicial a supressao do gene APC, e que este poderia
levar a haploinsuficéncia do gene PRKN (POULOGIANNIS et al, 2010). Nossos

achados de um estudo anterior realizado também com CCR, indicaram que os dois
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genes estariam correlacionados, sendo observada uma correlagao positiva entre a
expressdo das proteinas APC e parkina, e que esta expressdo ocorre de modo
concomitante em células de mucosa neoplasica de adenocarcinoma colorretal (da
SILVA-CAMARGO et al, 2018).

Estando de acordo com o que vem sendo proposto em literatura para as duas
proteinas, nossos achados demonstram correlacdo positiva forte entre APC e
distribuicdo de parkina em amostras de fronte invasiva dos casos com tratamento
neoadjuvante (p = 0,004; r = 0,85). Tais resultados sugerem que as duas proteinas
estejam envolvidas em uma mesma via de sinalizagdo na carcinogénese colorretal.

Ainda, neste mesmo grupo, a APC no front apresentou correlacdo com a
sobrevida global destes pacientes. Pacientes que expressaram maiores niveis de APC
apresentaram também uma maior sobrevida (p = 0,036; HR = 0,94), e sugerindo,
desse modo, um efeito protetor da proteina APC em pacientes com CCR submetidos
a tratamento prévio ao procedimento cirirgico. E possivel propor que esse tratamento
tenha selecionado clones com maior expressao de APC, mas isto, por si sO, nao
explica o envolvimento com a sobrevida. Anteriormente, nossos achados sugeriram
uma correlacao positiva entre a expressao de APC e parkina, e como ja mencionado,
uma correlacao positiva entre estas mesmas proteinas foi descrita previamente em
amostras de adenocarcinoma colorretal em um estudo conduzido por da Silva-
Camargo e colaboradores.

E embora néo tenha sido observada qualquer associacéo entre a expressao de
parkina e a sobrevida destes pacientes, esta hipotese ndo pode ser descartada, uma
vez que o0 numero amostral nesse grupo foi limitado, bem como as caracteristicas
apresentadas por este podem, eventualmente, ter influenciado nos resultados.

A terapia neoadjuvante, por sua vez, nao demonstrou ser, no presente estudo,
um fator determinante na sobrevida dos pacientes. Contudo, e como mencionado
anteriormente, os beneficios de sua utilizacdo sdo mais abrangentes, tendo efeito
sobre a qualidade de vida dos individuos, uma vez que proporciona o aumento das
taxas de ressecabilidade e de preservacéo esfincteriana (MAGRI et al, 2016; PINHO,
2007). E isso € notado no presente estudo, uma vez que dos 24 pacientes submetidos

ao tratamento neoadjuvante, apenas um recorreu a amputacao anorretal.
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5.5. BCL2L1

Envolvida no processo de inibicdo da apoptose, a proteina BCL2L1 vem sendo
investigada e 0 aumento de sua expressao associada a uma variedade de tumores,
tais como o cancer de pulméo, cancer de mama, tumores de células grandes dos
0ssos e linfomas (BEROUKHIM et al, 2010; DELBRIDGE et al, 2015; GONG et al.,
2017; KARCZMAREK-BOROWSKA et al, 2006; KELLY et al, 2012; SMITH et al, 2006;
TONON et al, 2005). Em CCR, a expresséao desta proteina vem sendo associada ao
ganho de funcdo do cromossomo 20g e, consequentemente, a alteragdes na biologia
desta neoplasia (SILLARS-HARDEBOL et al, 2011). Ainda para esta neoplasia, a sua
inibicho in vitro em linhagens celulares silenciadas para SOX9, leva,
consequentemente, ao aumento das taxas de apoptose (LIZARRAGA-VERDUGO et
al, 2020).

De acordo com o que vem sendo proposto para a BCL2L1, esta apresentou,
nos dois grupos avaliados, maior expressao no front , quando comparado com o bulk
tumoral, e indicando, desse modo, o aumento de sua expressao na area infiltrativa do
tumor (sem neoadjuvancia: p = <0,001; com neoadjuvancia: p = 0,003).

Quando observado o bulk tumoral, no grupo sem tratamento neoadjuvante foi
encontrada associacgéo entre a proteina BCL2L1 e o estadiamento T, estando ela mais
expressa em amostras de estadios T1/T2 (p = 0,015). Isto sugere um papel da BCL2L1
em fases mais precoces da carcinogénese colorretal.

Por outro lado, quando observamos a regido de bulk tumoral do grupo com
tratamento neoadjuvante, foi observada correlacdo negativa entre a expressao de
BCL2L1 e o tamanho tumoral (p = 0,029; r =-0,50), e sugerindo que a expressao desta
proteina é inversamente proporcional ao tamanho tumoral. Este achado sugere, deste
modo, um papel ou acéo diferente do que vem sendo proposto para a BCL2L1, no
bulk tumoral, bem como um possivel envolvimento de outras proteinas
correlacionadas a BCL2L1 nessa profundidade de invasédo. Contudo, nossos dados

nao nos permitem elucidar este fato.
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5.6. p53

Quando avaliada a proteina p53 no presente estudo, foi possivel observar que
a expressao desta foi semelhante no bulk tumoral e na fronte invasiva dos pacientes
gue compuseram os dois grupos avaliados.

A proteina p53 € descrita como um fator de transcricdo responséavel por
promover, em situacdes de estresse celular, a expressado de genes envolvidos nos
processos de interrupcéo do ciclo celular e promogéo da apoptose e senescéncia. Em
CCR, a perda cromossdmica em 18q e, consequentemente, a perda de funcdo de
p53, é bem descrita como um dos mecanismos envolvidos na progressédo adenoma-
adenocarcinoma (LIU et al, 2015; LIU et al, 2014; ZHANG et al, 2011).

E estando de acordo com o que vem sendo descrito e observado para esta
proteina, foi possivel observar para a p53 associacdo com a topografia em amostras
de fronte invasiva do grupo sem tratamento neoadjuvante, estando esta proteina
expressa em niveis mais elevados em amostras de adenocarcinoma colorretal
primario localizados na regidao do sigmoide/juncéo reto sigmoéide (p = 0,050). Estudos
prévios ja demonstraram que, em casos mais avangcados que apresentam metastase,
e cujos tumores primarios se localizam no lado esquerdo (sigméide e juncao reto-
sigmaoide estao inclusos nesse grupo) apresentavam melhores prognosticos quando
comparados a tumores primarios do lado direito (HOLCH et al, 2017; LOUPAKIS et
al, 2015). Isso ocorre, uma vez que tais pacientes apresentavam taxas superiores de
sobrevida geral e sobrevida livre de progressdo, bem como melhores desfechos
(HOLCH et al, 2017; LOUPAKIS et al, 2015). Desse modo, é possivel sugerir que a
maior expressdo de p53 em pacientes ndo submetidos a neoadjuvancia, esta
associada a um fator de melhor progndstico.

E quando consideramos o0 grupo com tratamento neoadjuvante, a supressora
tumoral p53 apresentou correlacao positiva com a oncoproteina APEX1 no front (p =
0,002; r = 0,76). E considerando as funcdes antagdnicas das duas proteinas, isso
pode ser explicado com base em duas hipoteses:

(1) Estudos prévios vém demonstrando a ocorréncia de mutacbes e
consequente acumulo de p53 em CCR, levando inclusive a piores prognosticos e
desfechos (LI et al, 2015, MULLER & VOUSDEN, 2014; WILLIAMS et al, 2019). Neste

caso a ocorréncia de muta¢des do tipo missense no que € considerado um hot spot
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para tais, e sendo ainda esta regido um dominio de ligagdo, leva a proteina p53
mutante a apresentar ganho de funcdo, algo caracteristico de oncogenes e
oncoproteinas (LI et al, 2015, MULLER & VOUSDEN, 2014; WILLIAMS et al, 2019).
Williams et al, demonstraram que pacientes com CCR submetidos a tratamento
adjuvante que expressavam p53 (p53+) apresentavam uma menor sobrevida livre de
doenca quando comparados com aqueles que néo expressavam essa mesma
proteina (p53-). E quando considerados os pacientes que foram submetidos apenas
a resseccao cirargica, ndo houve diferenca entre aqueles que expressavam p53+ e
p53-, sugerindo, portanto, um beneficio desta Ultima abordagem para os individuos
gue apresentam sobre-expresséao de p53 (WILLIAMS et al, 2019).

(2) Uma vez que a neoadjuvancia acarreta danos ao DNA e a maquinaria
celular (KRYSKO et al, 2012; ZITVOGEL et al, 2008), € possivel sugerir que a
endonuclease APEX1 tem o0s seus niveis elevados, e vice-versa, de acordo com a
necessidade de reparo ao DNA. Enquanto a p53, por sua vez, tem 0sS seus niveis
elevados, e vice-versa, como resposta ao estresse celular provocado por tais danos
resultantes do tratamento. Contudo, em se tratando de um fator de transcricdo, a
proteina p53 promove nessas situacbes a transcricdo de genes envolvidos nos
processos de interrupcao do ciclo celular, apoptose e senescéncia (LIU et al, 2015;
LIU et al, 2014; ZHANG et al, 2011). Assim, ambas as proteinas estariam
apresentando niveis de expressdo concomitantes em resposta a um mesmo estimulo,
porém, com desfechos antagdnicos. Ainda, deve-se levar em consideracdo que o
anticorpo utilizado neste estudo é capaz de detectar a proteina p53 tanto em sua
forma selvagem, quanto em sua forma mutante. Assim, eventuais mutacdes poderiam
acarretar em sua maior expressdo e consequente acumulo, bem como em um

funcionamento ndo adequado.

5.7. MSH2 e MSH6

Descritas por formarem entre si heterodimeros, as proteinas MSH2 e MSH6
apresentam como func¢éo, juntamente com as proteinas MLH1 e PMS2, o reparo por
excisdo de bases de DNA de sequéncias mal pareadas. Mutacdes em seus genes

podem levar a perda de sua expressao, bem como a formacgéo de proteinas truncadas
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e nao funcionais, e estando diretamente envolvidas no desenvolvimento tumoral,
principalmente de casos hereditarios (BOLAND & GOEL, 2010; CORTES-CIRIANO et
al, 2017; FEARON e VOGELSTEIN; TAKAYAMA et al, 2006, YUAN et al, 2015).
Corroborando com o proposto em literatura para as duas proteinas, no grupo sem
tratamento neoadjuvante prévio, nossos achados demonstraram associacdo entre
elas e a variavel tamanho tumoral, sendo que tumores com maiores médias de
tamanho foram aqueles que apresentaram MSH2 e MSH6 negativas (MSH2: p =
0,004; MSH6: p =<0,001), e sugerindo, desse modo, que a perda na expressao destas

proteinas leva a contribuicdo para a proliferacéo e progressao tumoral.

5.8. Sobrevida global no grupo sem tratamento neoadjuvante

Quando analisamos os pacientes que nao foram submetidos ao tratamento
neoadjuvante prévio, observamos associacdo entre a sobrevida e fatores de pior
prognostico. Neste grupo, pacientes que apresentaram estadios T4, ou seja, em fase
em que ja ha o comprometimento da serosa (ASCO, 2018), apresentaram HR de 10,6,
com um limite minimo de 1,42 e limite maximo de 78,8 (p = 0,021). A ocorréncia de
metastase ao diagnostico e/ou metastase durante o tempo de seguimento, também
demonstrou ser um importante parametro que influencia na sobrevida dos pacientes
deste grupo. Quando o diagnostico era realizado ja em presenca de metastase,
independentemente da localizagéo, ou seja, quando o tumor primario col6nico ou retal
se instalou em outro sitios ou 6rgaos (ASCO, 2018), o HR foi de 3, com um limite
minimo de 1,64 e limite maximo de 5,49 (p = <0,001). Nos casos em que a metastase
foi identificada ja ao diagndstico ou no decorrer do tempo de seguimento, estes
pacientes por consequéncia também tiveram seu risco de ébito aumentado, com um
HR de 4,06, limite minimo de 2,3 e limite maximo de 7,16 (p = <0,001).

Na figura abaixo (Figura 12), estdo resumidos, para os dois grupos estudados,

0s achados para as associac¢des entre as proteinas analisadas e as regifes tumorais

avaliadas, bem como as correlacGes observadas entre estas mesmas proteinas.
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Figura 12. Expresséo e correlacdo das proteinas estudadas no bulk e front
dos grupos sem e com tratamento neoadjuvante
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Fonte: O autor, 2020 (criado com BioRender.com)
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6. CONCLUSOES

Os grupos que compuseram a populagéo deste estudo apresentaram, em sua
maioria, caracteristicas semelhantes entre si. Além disso, foi possivel observar
individualmente para cada grupo, que 0s pacientes apresentaram entre si
consideravel heterogeneidade.

Foi possivel concluir também que as proteinas parkina, APEX1, BCL2L1 e
CD36 se encontram mais expressas em amostras de front, enquanto a proteina APC
em amostras de bulk tumoral, e a proteina p53 nao apresentou diferenca na sua
expressao nas regifes tumorais. Ainda, € possivel concluir que ha correlacéo entre
as proteinas que compde o estudo, de modo a sugerir uma participacdo destas em
uma mesma via de sinalizagéao.

Podemos concluir que a expressdo de APEX1 e CD36 esta associada a
determinados indicadores de pior prognéstico em ambos 0s grupos estudados,
enquanto as proteinas APC, p53, MSH2 e MSH6 estdo relacionadas a fatores de
melhor prognaostico. Além disso, a expressao de parkina é mais elevada em pacientes
com mais de 50 anos.

Quanto a sobrevida, é possivel propor que a maior expressao da proteina
APC em pacientes submetidos a tratamento prévio a cirurgia se configura um fator

protetor nestes, levando a um menor risco de Obito e, portanto, maior sobrevida geral.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

Como fatores limitantes do presente estudo é possivel citar:

A amostragem foi limitada a uma regido do sul do pais;

A perda de material nas fases de confeccdo de laminas e testes
imunoistoquimicos;

Analise de prontuério, uma vez que ndo houve uniformidade nos
padroes de classificagdo e nomenclatura das informacdes pelos
diferentes servicos e seguimentos que forneceram as amostras,
demandando a conferéncia dessas informagfes em outras plataformas;
A pandemia do COVID-19 e o protocolo de isolamento social, que limitou
0 acesso as instalagdes da instituicdo e, portanto, dificultaram algumas
das etapas de analise, como 0s testes imunoistoquimicos e leitura das
laminas dos marcadores MLH1 e PMS2, e checagem de prontuarios no

municipio de Ponta Grossa.
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9. ANEXO

Abaixo, segue o parecer consubstanciado emitido pelo CEPi (Anexo 1).
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