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RESUMO

O reparo do DNA inadequado causado pela ineficiéncia de uma das suas vias - como o
reparo por excisdo de bases (BER), reparo de malpareamento (MMR) e reparo por excisao de
nucleotideos (NER) - ¢ conhecido por ter influéncia nos resultados clinicos e patologicos de
varios tipos de cancer e contribuir para a resisténcia a quimioterapia. O desequilibrio em
diferentes passos destas vias, como consequéncia da expressdo demasiado alta ou baixa de
algum dos seus componentes, pode influenciar no destino de células neoplésicas de diferentes
maneiras, tais como através da perturbacdo do metabolismo, o acimulo de intermediarios
toxicos e a evasdo da morte celular, o que, ao final, pode configurar-se em um papel
determinante na sobrevida dos pacientes. Este estudo caracterizou os perfis de expressao das
principais vias do sistema de reparo do DNA em tumores colorretais e sua associacdo com
caracteristicas clinicas e patoldgicas. Além disso, avaliou, in vitro, 0s possiveis mecanismos
que podem estar associados a agressividade do tumor e com a resposta a quimioterapia. O
desenho do estudo incluiu dois bracos: (1) clinico: Setenta pares de tumores colorretais
esporadicos e mucosas intestinais saudaveis adjacentes pareados foram avaliados em relacio a
expressao génica e proteica das vias de reparo direto, MMR, BER e NER e sua associagcdo com
caracteristicas clinicas e patologicas. (2) in vitro: células colorretais deficientes em MMR e
que superexpressavam as enzimas MPG ou XRCC1 da via BER foram tratados com os
quimioterapicos 5-fluoracil e temozolomida e avaliadas quanto a sua viabilidade e metabolismo
energético. Nossos dados clinicos mostraram que a superexpressao dos componentes das vias
BER e NER foram associados com caracteristicas tumorais e desfechos patologicos mais
agressivos em pacientes com cancer colorretal (presenca de invasdo linfatica e perineural;
tumores pouco diferenciados; escores TNM mais elevados). In vitro, a superexpressao de
MPG, mas ndo de XRCCI, nas células MMR deficientes provocou um aumento da
sensibilidade tanto a 5-fluoracil, como a temozolomida através da deplecdo de ATP e acumulo
de lactato. Este trabalho demonstra, portanto, que as vias de reparo de DNA apresentam um
padrao de expressao heterogéneo e, frequentemente o aumento da sua expressdo associa-se
com diversos desfechos clinicos e patologicos negativos. No entanto, as alteracdes nas
expressoes de genes e proteinas do BER parecem conduzir a um desequilibrio desta via, que
pode ser explorado como uma ferramenta para um design terapéutico mais preciso. Finalmente,
propde-se mais investigacdes sobre a eficacia da temozolomida no tratamento do cancer
colorretal, através da exploracdo do crosstalk entre MMR e BER e a disfun¢ao do metabolismo.

PALAVRAS-CHAVE: céancer colorretal, reparo do DNA, prognoéstico, 5-fluoracil,
temozolomida, metabolismo energético.
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ABSTRACT

Inappropriate DNA repair caused by inefficiency of one of its pathways - such as base
excision repair (BER), mismatch repair (MMR) and nucleotide excision repair (NER) - is
known to have influence in several cancer clinical and pathological outcomes and to contribute
to chemotherapy resistance. Imbalances in different steps of these pathways, as consequence
of high and/or low expression of its components simultaneously, may influence cancer cells’
fate in different ways, such as through metabolic intermediates disruption, toxic intermediates
accumulation and cell death evasion, which, in the end, may have a determinant role in patients’
survival. Our study characterized the main DNA repair pathways expression profiles in
colorectal tumors and its association with clinical and pathological features. In addition, we
also exploited, in vitro, the possible mechanisms behind tumor aggressiveness and response to
chemotherapy. Study design included two arms: (1) clinical: Seventy pairs of sporadic
colorectal tumors and matched adjacent mucosal specimens were assessed for direct repair,
MMR, BER and NER gene and protein expression and its association with pathological and
clinical features commonly used for patient staging and treatment approaches. (2) In vitro:
MMR-deficient colon cancer cells overexpressing MPG and XRCCI1 and treated with 5-
fluoruracil and temozolomide were evaluated for viability and energy metabolism. Our clinical
data showed that overexpression of BER and NER components were associated with more
aggressive tumor features and poor pathological outcomes in colorectal cancer patients
(presence of lymphatic and perineural invasion; poorly-differentiated tumors; advanced TNM
staging. In vitro, the overexpression of MPG, but not XRCC1, in MMR-deficient colon cancer
cells increased sensitivity to 5-fluoruracil and temozolomide through ATP depletion and lactate
accumulation. We concluded that the DNA repair pathways have a heterogeneous expression.
pattern and plenty of associations with poor clinical and pathological outcomes. However, BER
gene and protein changes in expression levels seem to lead to a pathway imbalance, which may
be exploited as a tool for a more accurate therapy design. Moreover, we propose more
investigations on temozolomide efficacy in colorectal cancer treatment, by exploiting the
crosstalk between MMR and BER and the metabolism disruption.

KEYWORDS: colorectal cancer, DNA repair, prognosis, 5-fluoracil, temozolomide, energy

metabolism.
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese de doutorado ¢ composta de: uma Introdugao, a qual traz uma revisao
da literatura contendo os principais topicos conceituais envolvidos neste trabalho. Nesta se¢ao,
sdo abordados aspectos epidemioldgicos e clinicos do cancer colorretal, bem como sdo
explorados os mecanismos de reparo de lesdes no DNA até entdo elucidados. Em relagdo a este
topico, sdo abordadas com maior profundidade as vias de reparo direto, de malpareamento e
por excisao de bases e nucleotideos, visto que sdo os objetos de estudo desta tese. A finalizacao
desta se¢do conta com uma breve revisao sobre a influéncia da modulagao do sistema de reparo
DNA sobre o diagnostico, o prognostico e o delineamento do tratamento do cancer colorretal.

Subsequentemente, sdo apresentados os seguintes capitulos:

CAPITULO I: Artigo Original (submetido ao periédico Oncotargef) - Base
excision repair imbalance in colorectal cancer has prognostic value and modulates response
to chemotherapy. Neste trabalho original, abordamos a expressao génica e proteica das vias de
reparo do DNA por via direta, malpareamento e excisdo de bases em tumores colorretais e seus
tecidos saudaveis pareados, correlacionando os dados moleculares com os aspetos patologicos
de estadiamento da doenca. Ao mesmo tempo, em um modelo in vitro, apresentamos a
influéncia da superexpressao de duas proteinas-chave na via de reparo por excisdo de base na
resposta a dois agentes quimioterapicos: um classico (5-fluoracil) e um ndo utilizado na rotina
(temozolomida), bem como exploramos o metabolismo energético envolvidos com morte e
resisténcia celular conferido pela modulacao da expressdo génica. Finalmente, neste trabalho ¢
proposto o uso de marcadores moleculares para determinagdo do uso destas drogas em um

perfil especifico de pacientes portadores de cancer colorretal.
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CAPITULO II: Artigo Original (a ser submetido) - Prognostic impact of changes
in nucleotide excision repair machinery in sporadic colorectal cancer. Neste trabalho
analisamos a expressdo génica e proteica de componentes da via do reparo do DNA por excisao
de nucleotideos em tumores colorretais e tecidos saudaveis e sua associagdo com aspectos
prognosticos conferidos pelas ferramentas atuais de estadiamento da doenga, bem como com

os diferentes perfis da via de reparo de mal pareamento.

Ao final, é apresentada uma Discussao Integrada dos dados obtidos nos capitulos desta

tese, bem como as Conclusdes e Perspectivas geradas por este trabalho.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER COLORRETAL

1.1.1 Conceito e epidemiologia

O cancer do célon (que compreende todas as suas porgdes, cOlon ascendente,
transverso, descendente e sigmoide) e do reto (Figura 1) ¢ apresentado na literatura, no
conjunto abrangente denominado cancer colorretal (CCR) no que concerne a epidemiologia,
etiologia, fatores de risco e patologia. As diferengas entre os tumores de colon e reto se ddo em
relacdo as caracteristicas da regido anatomica de cada um, o que proporciona variagdes quanto
as modalidades de tratamentos. Apesar de alguns autores acharem que possam ter fatores
etioldgicos distintos, os canceres do colon e do reto permanecem unidos, sendo separados
apenas para facilitar a abordagem terapéutica (VASQUES et al, 2010). Desta forma, o CCR
refere-se as neoplasias que acometem o co6lon, a junc¢do retossigmoide, o reto, o anus e o canal
anal (BELOV et al, 2011). Destas diferentes localizagdes, o cancer de reto ¢ o mais incidente
(INCA, 2014).

Nos paises onde a incidéncia do cancer de célon ¢ alta, aproximadamente 60% dos
casos de cancer colorretal surgem na parte distal do célon (incluindo flexdo do bago, colon
descendente, sigmoide e célon sigmoide e reto), enquanto em paises com baixa incidéncia,
predominam os casos na regido proximal (incluindo ceco, c6lon ascendente, flexura hepatica e
transversal colon) (INCA, 2014). Sua aparéncia macroscopica ¢ influenciada pela fase
evolutiva no momento da descoberta, podendo ser encontrados diversos aspectos
morfoldgicos, como forma polipoide, ulcero-vegetante, ulcerativa e forma infiltrativa

(GORDON e NIVATVONGS, 1999).
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Figura 1: Esquema ilustrativo do intestino humano. Imagem adaptada de Imagem adaptada

de Welters Kluwer Health — Lippincott Williams & Wilkins (2014)

Segundo dados da [International Agency for Research on Cancer (IARC),
mundialmente o CCR ¢ o terceiro tipo de cancer mais comum em homens (746 mil casos, 10%
do total) e o segundo em mulheres (614 mil casos, 9,2% do total). Quase 55% dos casos
ocorrem em regides mais desenvolvidas do globo (Figura 2). Porém, existe uma grande
variagdo geografica da incidéncia em todo o mundo e os padrdes geograficos sdo muito
semelhantes em homens e mulheres: taxas de incidéncia variam dez vezes em ambos 0s sexos
em todo o mundo, sendo que as taxas de incidéncia mais altas se encontram na Australia/Nova
Zelandia (44,8 e 32,2 por 100 mil habitantes em homens e mulheres, respectivamente) e a

menor na Africa Ocidental (4,5 e 3,8 por 100 mil habitantes) (FERLAY et al, 2013).
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Figura 2: Incidéncia de cancer e mortalidade por idade, sexo e regido a cada 100 mil

habitantes. (Fonte: Estudo GLOBOCAN. IARC, 2013).

Ainda, segundo o mesmo estudo, a mortalidade por CCR corresponde a 8,5% de todas
as mortes por cancer no mundo, com 52% dos eventos ocorrendo nas regides menos
desenvolvidas do mundo. As taxas de mortalidade mais altas estimadas em ambos 0s sexos
ocorrem na Europa Central e Oriental (20,3/100.000 habitantes para os homens, 11,7/100.000
habitantes mulheres), € a menor na Africa Ocidental (3,5 € 3,0/100 mil habitantes para homens
e mulheres, respectivamente).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) foram registradas
15.415 mortes por CCR, sendo 7.387 destas em homens e 8.024 em mulheres (Figura 3). O

INCA prevé, ainda 34.280 novos casos da doenga em 2016, sendo 16.660 em homens e em
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17.620 mulheres. As estimativas de 2016 sdo que as regides Sul e Sudeste continuem
apresentando as maiores incidéncias da doenca tanto para homens quanto para mulheres
(INCA, 2016). Entre as capitais, Porto Alegre ocupa a terceira e quarta posi¢des em termos de

incidéncia bruta respectivamente entre homens e mulheres (DATASUS, 2015).

Homens Mulheres

B 1658622815 B 176322013
B 53521685 B 078217,62
W ss72834 B 5412977
[] 3352586 | ] 209a6,40

Figura 3: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasias de colon e reto
por 100 mil homens e mulheres, respectivamente, estimadas para o ano de 2016, segundo

Unidade da Federagdo. (Fonte: Estimativa do Cancer no Brasil, INCA, 2016.)

Igualmente segundo o INCA (2016), a exce¢do dos tumores de pele ndo melanoma, o
CCR em homens ¢ o segundo mais frequente na regido Sudeste e o terceiro nas regides Sul e
Centro-Oeste. Na regido Norte ocupa a quarta posi¢do e, na regido Nordeste a quinta. Para as
mulheres, ¢ o segundo mais frequente nas regides Sudeste e Sul. O terceiro nas regides Centro-

Oeste e Nordeste, enquanto na regido Norte, ¢ o quarto mais frequente.

As diferencgas regionais das taxas de mortalidade atribuidas ao CCR tém sido cada vez
mais assinaladas, visto que atestam a contribui¢ao de héabitos culturais e alimentares, bem como

diferengas socioecondmicas e de estilo de vida para essa heterogeneidade. As regides Sul e



24

Sudeste, em comparacdo com as demais, apresentam, provavelmente, habitos de vida que
poderiam levar a maior risco de desenvolvimento do CCR, como o baixo consumo de fibras e
o alto teor de lipidios na dieta, ingestdo elevada de élcool e prevaléncias mais altas de

tabagismo (CAPELLANI et al, 2013; INCA, 2016).

1.1.2 Etiologia e carcinogénese

O CCR ¢ considerado uma doenca multifatorial, com diversos fatores de risco
constantemente associados ao seu desenvolvimento, sendo, portanto, resultado de uma
interacdo complexa e ainda ndo completamente elucidada da interag@o entre fatores genéticos
e ambientais. Diferentemente de outros tipos de cancer, como por exemplo cancer de pulmao,
ndo hd um unico fator de risco responsavel pela maior parte dos casos de cancer colorretal
(BRENNER et al, 2014).

De uma maneira geral, acredita-se que os fatores ambientais e o estilo de vida sdo os
verdadeiros responsaveis pela maioria dos casos de CCR, em razdo da grande variagdo
geografica nas taxas de incidéncia, como comprovam estudos com migrantes (PEPPONE et al,
2009). Dentre os fatores de risco epidemiologicamente estabelecidos estdo o histérico familiar
da doenca, a presenca de doenca inflamatoria cronica intestinal, o tabagismo, o etilismo, o
elevado consumo de carne vermelha, o baixo consumo de fibras, o diabetes mellitus e a
obesidade (ANDERSON et al, 2003; RENEHAN et al, 2008; ALEXANDER ¢ CUSHING,
2011; FEDIRKO et al, 2011; JIANG et al, 2011; HANSEN et al, 2013).

A carcinogénese colorretal ¢ provavelmente uma das mais estudadas e bem descritas
em humanos, o que se deve ao fato de esta doenga apresentar certa facilidade de deteccao e
remogdo de lesdes pré-cancerosas - ou polipos -, permitindo a identificagio e a visualizagdo

das fases sequenciais do seu desenvolvimento. Em linhas gerais, a carcinogénese colorretal ¢
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um processo composto por diversos passos sequenciais, consistindo em modifica¢des genéticas
e epigenéticas que acarretam na malignizagdo celular, levando o epitélio normal, em cerca de
10 anos, a se transformar em adenocarcinoma (VOGELSTEIN et al, 1988; BARDHAN e LIU,
2013).

A etiologia molecular do CCR ¢ heterogénea e cada vez mais relevante na pratica
clinica e o seu conhecimento pode refletir diretamente no progndstico e na resposta ao
tratamento. Classicamente, duas principais vias sdo atribuidas a responsabilidade pela geragao
dos CCR: (1) a via supressora, assinalada por alteracdo sequencial de genes supressores
tumorais e proto-oncogenes ¢ (2) a via mutadora, caracterizada pela presenga de mutagdes em
genes de reparo do DNA (CAHILL et al, 1998). Neste modelo, cerca de 70% dos adenomas
surgem a partir de mutagdes no gene APC (do inglés: Adenomatous Polyposis Coli) e/ou em
oncogenes, como 0 KRAS (do inglés: V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog),
supressores tumorais, como o p53 e elementos da via de sinalizagdo TGF-3, como TGFBR2 e
SMAD4, levando a formagdo de um epitélio displdsico. Este quadro ¢ frequentemente
acompanhado da presenca de instabilidade cromossdmica. Paulatinamente, as células que
compdem esta lesdo vao adquirindo novas mutagdes, levando a estrutura e evoluir para um
polipo adenomatoso classico. Comumente, como polipos aumentam de tamanho, o grau de
displasia se agrava simultaneamente (VOGELSTEIN et al, 1988; GREYSTOKE e
MULLAMITHA, 2012; VARELA-REY et al, 2013; BRENNER et al, 2014).

E possivel categorizar a etiologia do cancer colorretal em trés principais padrdes:
esporadico, hereditario e familiar. Os casos esporadicos, cujo desenvolvimento esta associado
a um fendmeno chamado instabilidade cromossomal, ocorrem aproximadamente 70-75% das
vezes e atingem pacientes sem historia familiar. Usualmente, o CCR esporadico ocorre em
pacientes acima de 50 anos de idade, sendo os héabitos alimentares e de estilo de vida, assim

como os fatores ambientais, os fatores epidemiologicamente relacionados com a sua etiologia
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(BURT et al, 1995; PEPPONE et al, 2009). Nos demais casos, cerca de 10 a 30%, o CCR
apresenta um padrdo familiar, no qual a presenca de historia familiar de tumores colorretais ¢
um critério obrigatdrio, assim como a auséncia de sindromes hereditarias. Neste caso, a
presenca de um familiar de primeiro grau com CCR aumenta o risco em 1,7 vezes (em relagao
a populagdo geral), risco este que pode ser ainda maior se dois familiares de primeiro grau
apresentarem CCR ou ainda se a sua idade for menor que 55 anos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016). Finalmente, o CCR hereditario, que ocorre em cerca de 5-10% dos
pacientes, ¢ classificado conforme a presenca de polipose, esta podendo ser causada por
polipose adenomatosa familiar (PAF), polipose associada ao MUTYH (MAP) e sindromes
polipoides hamartomatosas (HALF e BRESALIER, 2004). Em contrapartida, as doengas que
possuem alto risco de geragdo de tumores colorretais, porém sem polipose sdo chamadas de
HNPCC (do inglés: Hereditary Non-Poliposis Colon Cancer) (LYNCH et al, 1999; LYNCH
et al, 2003).

Sdo trés os principais mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese colorretal:

(1) Instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés: microsatellite instability): Por defini¢do,
os microssatélites sdo sequéncias de DNA compostas de dois ou trés nucleotideos que se
repetem em fandem e que passam de uma geracdo para outra de forma permanente e estavel.
Todavia, na presenca de mutagdes genéticas e epigenéticas em genes da via de reparo de
malpareamento (MMR, do inglés: mismatch repair), o numero de repeticdes dos
microssatélites se torna instavel e heterogéneo. Este acontecimento de aumento ou reducao da
sequéncia do DNA esté presente em 15-20% dos tumores colorretais através do silenciamento
epigenético de MLH1 (LIU et al, 1995; DIETMAIER et al, 1997; LANZA et al, 2002;

SINICROPE e SARGENT, 2012). Sua presenga associa-se a tumores proximais, estagios
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iniciais, alto grau de diferenciagdo celular e presenca de infiltracdo linfocitaria (SAMOWITZ

et al, 2001; ROVER et al, 2004).

(2) Instabilidade cromossdémica (CIN, do inglés: chromosomal instability): E também
chamada de via adenoma-carcinoma cléssica, sendo prevalente em 80-85% dos tumores
colorretais. E caracterizada por um desequilibrio no niimero de cromossomos (aneuploidias) e
uma alta frequéncia de perda de heterozigosidade, determinada através de uma série de
mutagdes nas vias supressoras tumorais incluindo as vias WNT, APC/B-catenina, RAS, P53 e
PIBKCA. A perda de heterozigosidade em 18q, onde os genes Smad2, Smad4 e DCC estao
localizados e a perda de alelos em 8p e 5q também estdo correlacionadas com a presenca de
CIN. Tumores colorretais com CIN sdo associados a localizagdo distal, bem ou moderadamente
diferenciados e com pior prognoéstico (LIPKIN et al, 2001; LYNCH et al, 2003; WALTHER

et al, 2008; COLUSSI et al, 2013; DOMINGO et al, 2013).

(3) Fenétipo metilador de ilhotas CpG (CIMP, do inglés: CpG island methylator phenotype):
Trata-se de um padrdo de metilacdo em regides promotoras de genes supressores tumorais ou
de reparo do DNA, prevalente em até 20% dos tumores colorretais. Ha deplecao global da
metilagdo da citosina, mas aquisicao consideravel de metilacdo aberrante dentro de das "ilhas
CpG" (regides do DNA maior do que 200 pares de bases, contendo aproximadamente 50% de
bases C e G e com uma presenga esperada de aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG).
Esta aberrante metilagdo pode induzir o silenciamento epigenético de genes de como hMLH1
(da via MMR, do inglés: mismatch repair) e BRAF. Correlaciona-se com tumores proximais,
mais prevalentes em individuos do sexo feminino e com mutagdes em BRAF (OGINO et al,

2007; NAZEMALHOSSEINI et al, 2013).
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1.1.3 Diagnostico, estadiamento e aspectos prognosticos

O colon ¢ composto de quatro segdes: colon ascendente, transverso, descendente e
sigmoide. A separacdo entre coélon e reto ¢ somente anatdmica. Embora a abordagem
terapéutica para tumores localizados no c6lon ou no reto difiram, a detec¢do e a avaliacdo do
grau de evolugdo do tumor sdo similares.

O CCR apresenta-se clinicamente de forma inespecifica, ou seja, ndo raramente o
paciente ¢ diagnosticado diretamente através do rastreamento e nao pela presenca de sintomas.
Entretanto, nos casos em que a doenga estd mais avancada, ¢ possivel que ela se manifeste com
quadros de abdome agudo, acompanhado por nduseas e vomitos (causado por obstru¢do ou
perfuracdo). Dentre os principais sintomas destacam-se: mudanca do habito intestinal, perda
de peso sem causa aparente, sangramento intestinal e dor abdominal (SMITH et al, 2005).

De acordo com a Portaria N° 601, de 26 de junho de 2012, do Ministério da Satde, o
diagnostico de cancer de colon ¢é estabelecido através do exame histopatoldgico de espécime
tumoral obtido durante o exame de colonoscopia ou apods a ressec¢do cirurgica, através do
exame de peca cirirgica. Por outro lado, em se tratando de cancer de reto, ¢ imprescindivel a
realizacdo de um exame proctoldgico. Pelo risco de tumores sincronicos do colon, a
colonoscopia deve ser realizada sempre que possivel antes do tratamento destes doentes.

A partir da bidpsia ou da peca cirurgica, € possivel aplicar o sistema de estadiamento,
0 qual consiste em uma escala que ird analisar de forma anatomopatoldgica a extensdo
anatomica do tumor. Sua finalidade ¢ a de identificar ndo somente a extensao locorregional da
lesdo primaria, mas também a sua extensdo a distdncia para a escolha da melhor op¢ao de
tratamento. Para tanto, a classificagdo TNM (Tabela 1), tumor-linfonodo-metastase, ¢ a mais
indicada, tendo sido elaborada pela AJCC (do inglés: American Joint Committee) e pela UICC

(do inglés: International Union Against Cancer). Ela é composta por uma classificacdo clinica
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pré-operatoria e patologica pos-operatoria: ¢TNM (classificagdo clinica) e pTNM
(classificacdo patologica) (Tabela 2), e leva em consideragdo o tamanho do tumor (T), o
envolvimento dos linfonodos (N) e a presenca de metastases a distancia (M) (COMPTON,
2012; HARI et al, 2013). A partir da classificagdo do estadiamento, pode-se proceder com a
terapéutica mais adequada, para cada categoria.

Os tumores invasivos podem limitar-se a parede intestinal, sendo enquadrados nos
estagios I e II, os quais apresentam elevada taxa curativa. Quando invadem os linfonodos
regionais, torna-se estagio I1I e quando, metastatizam em locais distantes sdo classificados com
estagio IV. Enquanto tumores classificados dentro dos estagios I e Il sdo tratados através da
ressec¢do cirurgica, aqueles em estagio III, irdo requerer, além da cirurgia, a complementagao
do tratamento com quimioterapia adjuvante. O estagio IV €, na maioria dos casos, incuravel

(MARKOWITZ et al, 2009).

Tabela 1: Classificacdo clinica dos carcinomas colorretais de acordo com a escala TNM.
Adaptado de Classificagdo de tumores malignos. INCA, 2014.

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO0 Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasdo da lamina
propria

T1 Tumor que invade a submucosa

T2 Tumor que invade a muscular propria

T3 Tumor que invade além da muscular propria, alcancando a
subserosa ou os tecidos peri-colicos ou peri-retais, nao
peritonizados

T4 Tumor que invade diretamente outros 6rgaos ou estruturas
e/ou que perfura o peritonio visceral

T

Tumor Primario

N NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
Linfonodos N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais
Regionais N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais
M

MX A presenca de metastase a distancia nao pode ser avaliada
Metastases a MO Auséncia de metastase a distancia
Distincia M1 Metastase a distancia
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Além do estadiamento, a avaliagdo histopatologica proverd informagdes sobre os graus
de diferenciagdo celular e a presenca de invasdo linfatica e/ou perineural, caracteristicas que
atualmente norteiam o progndstico do CCR (LONGATTO-FILHO et al, 2007; ZLOBEC et al,
2008;). Da mesma forma, o grau de diferenciag@o celular também pode ser categorizado em

graus para a determinacdo do prognostico e delineamento do tratamento (NAMM et al, 2008).

Tabela 2: Classificagdo histopatologica do CCR. Adaptado de Classificacdo de tumores
malignos. INCA, 2014

O grau de diferenciag¢@o nao pode ser
GX )
avaliado
GI Bem diferenciado
GII Moderadamente diferenciado
GIII Pouco diferenciado
GIV Indiferenciado

Mesmo sendo utilizado rotineiramente para delineamento do tratamento do CCR, o
estadiamento pode ser considerado um ponto fragil na sua abordagem, visto que a
complexidade molecular resultante do amplo espectro de alteragdes genéticas e epigenéticas
faz do CCR um tipo altamente heterogéneo de cancer. Um exemplo que demonstra a limitacdo
do uso desta escala ¢ o fato de que cerca de 20-40% dos pacientes ainda em estagio II,
considerado ndo grave, irdo apresentar piora do quadro clinico com desfechos letais (recidiva
e metastase) em até 5 anos (BIAGI et al, 2011). Outra deficiéncia deste sistema ¢ a limitagdo a
personalizacdo do tratamento, ja& que os critérios da escala TNM s3o muito amplos
(O’CONNELL et al, 2008). Outro exemplo que demonstra a necessidade de biomarcadores
especificos €, apesar dos significantes avangos no diagndstico e no tratamento do CCR, a
inalteragdo da mortalidade nos ultimos 20 anos, refletindo a limitada vantagem concedida pelos
avancos no tratamento adjuvante (AGHILI et al, 2010).

Um fator progndstico ¢ uma caracteristica (clinica ou histoldégica) ou ainda um
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marcador que pode racionalizar a predi¢io sobre a evolugdo de doenga. E, ainda, uma
ferramenta que fornece informacgdes sobre os desfechos de uma doencga e pode ser usado para
guiar decisdes terapéuticas. A identificacdo de fatores com forte significado prognostico € de
grande beneficio para orientar o uso de quimioterapia adjuvante, particularmente para a doenga
de fase precoce. Resultados clinicos como sobrevida global, sobrevida livre de doenga e tempo
para progressdo da doenga sdo os mais utilizados em estudos oncoldgicos, especialmente para
determinagdo da efetividade ou superioridade de uma nova droga ou novas combinagdes
(CLARK, 2008). O prognostico do CCR atualmente ¢ determinado por aspectos clinicos e
patoldgicos, como tamanho do tumor, localizagdo da lesdo primaria, invasividade, presenca de
linfonodos metastaticos e/ou metastases a distancia, grau de diferenciacdo celular, presenca de
invasdes linfatica e perineural, entre outros. Apesar de numerosos, estes fatores ainda dividem

opinides (COMPTON, 2006) (Tabela 3).

Tabela 3: Fatores prognoésticos e sua significancia clinica no cancer colorretal.

Fator Referéncias

Prognostico

Significincia Prognoéstica

WEITZ et al, 2005;
ANDEREGGEN et al,

O cancer de reto ¢ considerado de pior
prognostico em relagdo ao de colon,

Localizacao da
lesdo primaria

provavelmente porque os tumores de reto sao
cirurgicamente mais complexos tanto no
acesso como na obtencdo de margens mais
amplas e confidveis.

2006; MEGUID et al,
2008; JAFARABADI et
al, 2014

A maioria dos estudos ndo traz significincia | COMPTON, 2000;

prognoéstica. O tamanho do maior eixo do | FARHOUD et al, 2002;
Tamanho do . .

tumor tumor geralmente é registrado para fins de | LEE et al, 2007;

documentacdo do caso e para comparagdo | MATSUDA et al, 2009

com os exames de imagem.

O grau de penetragdo na parede intestinal ¢ | WEITZ et al, 2005;

Grau de classicamente associado a ocorréncia de | WONG et al, 2008

invasividade | metastases linfaticas e, portanto, pior

progndstico.

E um indicador de prognéstico desfavoravel | STACKER et al, 2000; LE
Linfonodos e um dos critérios para a selecdo do VOYER et al, 2003;
metastaticos | tratamento dos carcinomas colorretais. CHANG et al, 2007; FAN

etal, 2011
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fatores  adversos
prognéstico,  pois
profundidade de

Sdo  consideradas
independentes  no
associam-se a maior
infiltragdo tumoral, presenga de metéstase

COMPTON et al, 2000;
ZLOBEC et al, 2008;
LONGATTO-FILHO et
al, 2008; YANG et al,

lilnnf;zt‘iscaaoe linfoqodal e ‘desenvolvimento de metastase | 2015; KNIJIN et al, 2016
perineural hepatica. Diversos trabalhos mostraram
através de analises multivariadas que tanto a
invasdo perineural como a linfatica por si sO
jé& sdo um indicador de mau progndstico.
Pacientes  que  apresentaram  maior | ISHIBASHI et al, 2007;
profundidade na invasao vascular, | DERWING et al, 2008;
Invasao especialmente venosa, também apresentaram | SHEN et al, 2009;
vascular prognosticos  desfavoraveis, através da | LEGOLVAN et al, 2010
reducdo da sobrevida global e da presenca de
metastases hepaticas e recidivas.
Grau de Relaciong—se épresenga de invasdo linfatica, | DERWING et al, 2008;
diferenciacio éprof.‘undldade da invasao tumoral na parede | MAGUIRE e SHEAHAN
celular intestinal, a fixacdo a estruturas adjacentes e | et al, 2014
a chance de metéstase linfonodal.
Pode ser um fator prognéstico adverso, mas | PEREZ et al, 2008;
ainda apresenta muitas controvérsias. | VERHULST et al, 2012
Associa-se com pior progndstico somente se
localizado no retossigmoide, ou se ocorrer
Mucina em pacientes com menos de 45 anos.
Aumenta em 2-8% o risco de morte, que
persiste mesmo apds a correcdo para o
estagio.
Infiltrado Atga como um fa‘tor prognésticp favgr‘ével, KLOOR, 2009;
linfocitario | PO relac1opa—se a presenga de instabilidade | FRIDMAN et al, 2011;
tumoral microssatélite do DNA. MAGUIRE e SHEAHAN

etal, 2014

1.1.4 Tratamento

O tratamento de pacientes com CCR inicia-se por avaliagdo de equipe multidisciplinar.

A selecdo do tratamento devera ser adequada ao estadiamento clinico e patologico da doenga,

capacidade funcional e preferéncias do paciente. As abordagens terapéuticas irdo diferir,

principalmente, de acordo com a localizag@o da lesdo primaria. Em linhas gerais, o tratamento

consistira na ressec¢ao cirurgica por via aberta do tumor priméario e dos linfonodos regionais e

quimioterapia/radioterapia — em regimes adjuvantes (realizada posteriormente ao tratamento
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principal, que pode ser cirurgico ou radioterapico) e neoadjuvante (administrada previamente
ao tratamento principal) (JASS et al, 2007; BRASIL et al, 2011).

Aconselha-se o inicio do tratamento adjuvante entre 4-6 semanas apds a cirurgia
(BRASIL, 2011), visto que a cada 4 semanas de atraso, ha uma redugdo da sobrevida global
em 14% (BIAGI et al, 2011). J4 a quimioterapia com ou sem radioterapia neoadjuvante ¢é
indicada sobretudo para pacientes com cancer de reto a partir do estagio II. Em casos de CCR
recidivado e inoperavel ou com doenga em estagio IV, indica-se a quimioterapia paliativa com
esquemas combinados complexos que podem incluir 5-fluoruracil (5-FU), oxaliplatina,
irinotecano, mitomicina C, bevacizumabe, cetuximabe ou panitumumabe (BRASIL, 2011).

Os agentes quimioterapicos utilizados no tratamento de CRC induzem diferentes tipos
de danos, tanto ao DNA como ao metabolismo celular. Os principais quimioterapicos utilizados
sdo: 5-FU, capecitabina e oxaliplatina. O 5-FU ¢ considerado, desde os anos 60, o pilar de
todos os esquemas quimioterapicos combinados utilizados no tratamento do CCR. Trata-se de
um andlogo da pirimidina, cuja principal fun¢do consiste em inibir a atividade da enzima
timidilato sintase, embora possa também ser incorporado ao DNA, levando a inibi¢do da sua
sintese e a formacdo de quebras simples e duplas na sua estrutura (MATUO et al, 2010).
Regimes contendo 5-FU reduzem a taxa de recidiva em 17% e aumentam a sobrevida global

em torno de 15% (GILL et al, 2004; TWELVES et al, 2012).

A oxaliplatina, por sua vez, utilizada juntamente com o 5-FU e a leucovorina no
esquema denominado FOLFOX, ¢ um agente platinado que forma ligagdes intra- e intercadeia
com 0 DNA que, também irdo induzir quebras simples e duplas (FAIVRE et al, 2003). A adi¢do
de oxaliplatina aumenta a sobrevida livre de doenga em 5 anos de 6,2 a 7,5% e a sobrevida
global de 2,7 a 4,2%, em pacientes com estagio III de cancer de colén. (ANDRE et al, 2009;
CASSIDY et al, 2011). A oxaliplatina faz parte, ainda, do esquema denominado FOLFIRI —

utilizado no CCR metastatico-, juntamente com 5-FU, e irinotecano. Este, por sua vez ¢ um
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analogo sintético da camptotecina, o qual atua como inibidor topoisomerase I, impedindo a

replicagdo e a transcri¢do do DNA (ZHUANG et al, 2010).

Mais recentemente, especialmente em se tratando da abordagem do CCR metastatico,
grandes avancos tém sido alcangados. Podemos apontar trés classes principais de drogas que
estdo sendo adicionadas aos esquemas classicos de tratamento do CCR: (1) inibidores do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) (bevacizumabe e aflibercept); (2) anticorpos
monoclonais, que inibem o receptor do fator de crescimento epidérmico (cetuximabe e
panitumumabe), utilizados em pacientes que ndo possuem tumores com mutagdes no gene de
RAS; (3) inibidores de quinases (regorafenib). Os dados mais robustos sobre sobrevida livre
de doenca tratam de pacientes com CCR metastatico, os quais beneficiam-se com um aumento

da sobrevida global em 5 anos em 30% (COIMBRA et al, 2011).

1.1.5 Biomarcadores

O marcador molecular ideal deve apresentar alta sensibilidade e especificidade; ser
seguro ¢ financeiramente acessivel; facil de medir; e consistentemente detectado
independentemente do género ou do grupo étnico (KUMAR, 2009; TANAKA et al, 2010).
Desde que Feron e Vogelstein (1990) formularam um modelo sequencial de eventos
moleculares envolvendo oncogenes e supressores tumorais, tem havido avancgos consideraveis
no entendimento da carcinogénese colorretal.

Atualmente, o marcador mais utilizado para o CCR ¢ o antigeno carcinoembriogénico
(CEA, do inglés: Carcinoembryonic Antigen). Trata-se de uma glicoproteina cuja concentracao
aumenta quando produzida por tumores de visceras ocas. Este marcador, porém, apresenta

relativa baixa especificidade (36%) e 87% de sensibilidade. Valores acima de 5 pg/l sdao
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considerados elevados e indicativos de presenca de lesdo tumoral. Além disto, o aumento da
sua concentracdo esta associado ao grau de desenvolvimento tumoral (ZHENG et al, 2001;
SWIDERSKA et al, 2014).

Os progressos na biologia molecular nas ultimas trés décadas ajudaram a elucidar
alguns dos mecanismos genéticos que levam a carcinogénese colorretal. Este processo resulta
em tumores geneticamente heterogéneos, o que ¢ necessario que se leve em conta quando se
desenvolve um novo método diagnodstico molecular, uma vez que ele devera refletir, na
verdade, as caracteristicas de um conjunto de células bastante variado. De qualquer forma, os
avangos no entendimento deste processo oferecem a oportunidade de identificar marcadores
moleculares além daqueles para diagndstico precoce, ou seja, aqueles que também permitam a
selecdo de estratégias terapéuticas personalizadas e, ainda, outros que refinem o progndstico
do cancer colorretal, com real potencial de melhorar os desfechos desta doenca.

Embora alguns dos testes de rastreamento do CCR disponiveis tenham se provado
efetivos na reducdo da incidéncia e da mortalidade, um teste altamente especifico e nao-
invasivo ainda nao foi descoberto. A American Cancer Society recomenda uma série de testes
de screening que vao de semi-invasivos (colonoscopia) a ndo-invasivos (exames de fezes)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Porém, a combinacdo de auséncia de sintomas,
métodos endoscopicos semi-invasivos € a acurdcia questionavel dos exames de fezes resulta
em diagndsticos tardios em um numero significativo de individuos (GONZALEZ-PONS e
CRUZ-CORREA, 2015). Os testes moleculares sdo esperados serem mais sensiveis e
especificos dos que os métodos atuais. Por isto, inimeros estudos para a identificagdo de
marcadores moleculares (DNA, RNA ou proteina) em tumores, sangue ou fezes estdo
recebendo muitos esforgos.

Atualmente, os marcadores moleculares utilizados para avalicio dos tumores

colorretais incluem a instabilidade de microssatélites e a analise de mutacdes em BRAF ¢
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KRAS. Mais recentemente, andlises de CIMP, expressdo variada de RNA mensageiros,
miroRNA e componentes da via EGRF (do inglés: epidermal growth fator receptor) fazem

parte de uma classe inovadora de marcadores em tumores colorretais.

(1) Instabilidade de Microssatélites: mutacdes genéticas e epigenéticas em genes da via de
reparo de malpareamento (MLH1, MSH2, MSH6 ¢ PMS2) resultam em alteragdes em
sequéncias de alta repeticdo. Um painel com 5 marcadores mononucleotideo (Bat-25, Bat26,
NR-21, NR-24 ¢ MONO-27) ¢ atualmente usado pela maioria dos laboratorios clinicos para
detectar a presenga de MSI. Muitas evidéncias sugerem que o uso da MSI nos tumores
colorretais esporadicos possa ser uma importante ferramenta diagndstica e preditiva da resposta
ao tratamento. Isto por que a presenca de MSI estd ligada a melhores desfechos clinicos, como
auséncia de linfonodos metastaticos e metastases a distancia (GRYFE et al, 2000; POPAT et
al, 2005). Além disto, outras evidéncias sugerem que a MSI prediz a resposta ao tratamento
com 5-FU, mostrando que, neste caso, os pacientes ndo seriam beneficiados (BENATTI et al,
2005; GUASTADISEGNTI et al, 2010). Porém, o uso da MSI como marcador prognostico

ainda nao foi implantado na pratica clinica.

(2) Mutacdes nos genes KRAS e NRAS: O proto-oncogene KRAS codifica uma pequena
proteina G (proteina ligante guanosina trifosfato/guanosina difosfato) downstream das vias
sinalizadoras PI3K/PTEN/AKT ¢ RAF/MEK/ERK. A deteccdo das mutagdes em KRAS ¢
atualmente o marcador preditivo mais utilizado para a resposta as terapias baseadas em
anticorpos, como ao anti-EGFR, cetuximabe e panitumumabe (CUNNINGHAM et al, 2004).
Entretanto, estudos recentes reportaram evidéncias interessantes de que em adi¢do ao KRAS,
as mutacdes em NRAS (do inglés: neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) predizem a

presenga de respostas refratdrias as terapias anti-EGFR (DOUILLARD et al, 2010; ROOCK et



37

al, 2013). Estes estudos suportam o uso da andlise mutacional de KRAS e NRAS como
preditores negativos para a terapia anti-EGFR no CCR metastatico (APRILE et al, 2013).
Aproximadamente 60-70% dos pacientes com CCR metastatico e KRAS selvagem apresentam
uma resposta limitada as terapias anti-EGFR, inclusive ja sendo um teste recomendado por
algumas agéncias internacionais antes de iniciar esta terapia (ALLEGRA et al, 2009). Todavia,
ainda nao foi estabelecido claramente se o pior progndstico associado as mutagdes em KRAS

sdo independentes do regime quimioterapico utilizado.

(3) Mutacdes no gene BRAF: BRAF ¢ um gene da familia das serina/treonina quinases RAF,
e o seu produto proteico atua como o efetor downstream imediato de KRAS na via
Ras/Raf/MAPK. Muta¢des em BRAF foram associadas com o desenvolvimento do CCR e
estdo presentes em 30-40% dos casos de CCR esporadicos com alta MSI (DAVIES et al, 2002).
A mutagdo mais observada ¢ a sem sentido que resulta na alteragdo de uma valina por 4cido
glutdmico (V600E) (IKENOUE et al, 2003). As mutacdes em KRAS e BRAF sdo geralmente
encontradas simultaneamente nos tumores colorretais (FRASEN et al, 2004). Estudos recentes
sugerem que as mutagdes em BRAF também possam ser utilizadas como marcadores preditivos
de resposta as terapias anti-EGFR (VAN CUTSEM et al, 2009; ROOCK et al, 2011). As
mutagdes em BRAF sdo associadas a um pior prognostico, porém ainda ndo se sabe se isto ¢

independente do tratamento.

(4) CIMP: Tumores colorretais com CIMP elevado sdo mais prevalentes em mulheres e sdo
associados com mutacdes em BRAF. Estes tumores apresentam caracteristicas distintas, que
incluem localizag¢do proximal, pouca diferenciagdo celular, histologia mucinosa, MSI e baixa

frequéncia de mutagdes em TP53 (ISSA, 2008). Atualmente ndo existe um consenso sobre 0
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painel de marcadores de metilagao para definir a presenga de CIMP, bem como sobre a técnica

que deve ser utilizada.

(6) microRNAs: miRNAs s3o associados com a transi¢do epitélio-mesenquimal durante o
processo carcinogénico. Estes miRNAs podem agir como marcadores prognosticos do CCR.
Em um estudo clinico de fase 3, Toiyama e colaboradores (2014) selecionaram miRNAs
associados com metastases através da analise de quatro membros da familia miR-200 no soro
de 12 pacientes em todos os estagios do CCR. Os miRNAs candidatos foram validados em 182
pacientes com CCR e 24 controles. Por fim, a expressdo destes miRNAs também foi avaliada
em 156 tumores e tecidos sauddveis pareados e em um outro grupo de CCR e suas
correspondentes metastases hepaticas, para se identificar a origem destes miRNAs. miR-200c
foi encontrado em maiores niveis nas metéstases hepaticas do que nos tumores primarios. Este
foi considerado o principal marcador para metdstase, com seus niveis de expressdo
significativamente maiores em CCR de estagios mais avancados. Ainda, miR-200c foi
considerado um marcador independente para linfonodos metastaticos e recorréncia. Diversos
outros miRNAs também foram descritos como potenciais biomarcadores progndsticos do
CCR, como miR-214, miR-182, miR-124, mas ainda necessitando mais estudos para a sua

validagdo na pratica clinica (LIU et al, 2013; WANG et al, 2013; CHEN et al, 2014).

(7) Via EGFR: No CCR em estagios Il e I11, o0 esquema FOLFOX ou XELOX sao consideradas
padrao (LABIANCA et al, 2013), enquanto para o CCR metastatico, FOLFOX ou FOLFIRI
sdo os esquemas de primeira escolha (DE GRAMONT et al, 2000; GROTHEY et al, 2004).
Com o maior entendimento da carcinogénese colorretal, terapias monoclonais como os
bloqueadores de EGFR (cetuximabe e panitumumabe) foram adicionados ao tratamento do

CCR, atuando através do bloqueio da ativagdo da transdugao de sinal nas vias que envolvem
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RAS e PI3K-AKT (AMADO et al, 2008). A efetividade destas terapias monoclonais foi
confirmada em estudos clinicos de fase II e III. Todavia, analises de subgrupos demonstraram
que pacientes com mutacdes em KRAS no éxon 2, cédons 12 oul3, ndo respondem a este tipo
de tratamento. O status desta mutagao, entdo, deveria ser determinado antes do tratamento com
anti-EGRF (LIEVRE et al, 2008; AMADO et al, 2008; ALLEGRA et al, 2009). Mutag¢des em
NRAS foram encontradas em 2,6% das amostras, a maioria no cddon 61. Estes tumores tiveram
uma resposta significativamente menor ao cetuximabe (TEJPAR et al, 2014; VAN CUTSEM

et al, 2015).
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1.2 SISTEMAS DE REPARO DO DNA

Durante o tempo necessario para ler esta frase, estima-se que o DNA do leitor ira sofrer
cerca de 10 trilhdes de lesdes (LINDHAL et al, 2000; NAGEL et al, 2014). O numero preciso
e o tipo de lesdes formadas variam entre os individuos, de acordo com as diferencas na
exposicdo e ao estilo de vida, assim como com o metabolismo individual e outros processos
celulares. Lesdes especificas ao DNA podem induzir mutagdes que causem outras doengas
além do cancer, assim como contribuem para o processo de envelhecimento. Diante deste
quadro, as células desenvolveram uma rede de mecanismos para remover diferentes tipos de
danos que o DNA venha a sofrer, sejam eles causados por agentes externos ou mesmo por
intermediarios do proprio metabolismo celular. Independentemente do tipo de lesdo e do
mecanismo a disposi¢ao para remové-lo, as células iniciam um processo em cascata altamente
coordenado — coletivamente conhecido como DDR (do inglés: DNA Damage Response) -, 0
qual reconhece o dano ao DNA, sinaliza a sua presenca e medeia seu reparo. Por exemplo, a
DDR pode transitoriamente parar o ciclo celular para permitir um reparo eficiente da lesao
antes da replicagdo ou da mitose (ZHOU e ELLEDGE, 2000; HOEIJMAKERS, 2009;
MENCK e MUNFORD, 2014), ou sinalizar as células para que ativem a apoptose quando sob
circunstancias de persisténcia ou irreparabilidade do dano (RICH et al, 2000; FRIEDBERG et
al, 2006).

O reparo dos danos ao DNA constitui um importante enfoque de estudo, visto que a sua
perpetuacdo em células tumorais faz parte do conjunto de eventos que determina a evolugao
do cancer, bem como sua resposta ao tratamento (ROOS et al, 2016). De modo geral, as vias
de reparo de DNA podem atuar através da reversdo direta do dano no DNA ou através da
excisdo completa dessa lesdao (Figura 4). Didaticamente, estas vias estdo divididas em: reparo

de malpareamento (MMR, do inglés: Mismatch Repair), reparo por excisdo de bases (BER, do
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inglés: Base Excision Repair) e nucleotideos (NER, do inglés: Nucleotide Excision Repair),
reparo por recombinagdo homologa (HR, do inglés: Homologous Recombination) e jungdo de
extremidades ndo-homologas (NHEJ, do inglés: Non-Homologous End Joining), além da via
translesdo ou mutagénica (TLS, do inglé€s: Translesion Synthesis). Embora estas vias sejam
apresentadas de forma individualizada, cada vez mais evidéncias apontam para o crosstalk e a
sobreposi¢do entre elas no processamento de lesdes ao DNA (FU et al, 2012; MALAQUIN et

al, 2015; HAYNES et al, 2016; MICHL et al, 2016; SIMONELLI et al, 2016).

ERO L Luz UV
Raios-X Erros de rgpllc_agao Hidrocarbonetos ‘ Raio.s-x
Agentes alquilantes Desamlnagao aromaticos policiclicos Radiagéo |9n|zant§
Reacdes espontaneas Tautomeria Agentes antitumorais Agentes antitumorais

Oxidagao
Insergao de uracil
Sitio abasico
Quebra simples

Emparelhamento A-G Adutos
Emparelhamento T-C Dimero de pirimidina

Insercéo Ligagdes intracadeia
Delegao

Quebras duplas
Ligagdes intercadeia

BER MMR NER HR
NHEJ

Figura 4: Esquema ilustrativo dos principais agentes endogenos e exdgenos com potencial de
danificar o DNA, exemplos das lesdes causadas e vias diretamente envolvidas com o seu reparo

(Adaptado de Hoeijimakers et al, 2001 e Iyama e Wilson 111, 2014).
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Como um preludio ao reparo do DNA danificado, ¢ preciso primeiramente levar em
consideracdo o conjunto dos tipos de danos. O DNA, assim como outras moléculas, esta sujeito
a reacdes quimicas, sejam elas desencadeadas tanto pela acdo de agentes intrinsecos como
extrinsecos. A forma mais simples de dano ao DNA ¢ a hidrélise espontanea (LINDHAL,
1993). A ponte N-glicosidica entre a base do DNA e a desoxirribose ¢ particularmente sujeita
a hidrolise catalisada por acidos. Estima-se que cerca de 10 mil sitios abasicos (ou sitios AP,
de apurinicos ou apirimidinicos) - que sdo produtos da perda hidrolitica de nucleotideos ou
mesmo da execug¢ao normal da via BER - ocorram por célula por dia (LINDHAL, 1993). Outra
reacdo comum envolvendo hidrolise ¢ a desaminacdo das bases do DNA que possuem grupos
amino exociclicos, como as lesdes na formagao da uracila oriunda da citosina, que ocorre numa
taxa estimada de 100-500 vezes por célula por dia (KROKAN et al, 2002; YONEKURA et al,
2009). Adenina e guanina também podem, espontaneamente, desaminar para formas
hipoxantina e xantina, respectivamente, embora em uma taxa muito mais baixa (KOW, 2002).

O DNA esta também suscetivel as modificagdes quimicas por moléculas reativas que
sdo criadas durante o metabolismo celular normal. Entre estas, as mais importantes sdo as
espécies reativas do oxigénio (ERO), que incluem O, ", H,O, e OH (MARNET, 2000; APEL
et al, 2004; SEDELNIKOVA et al, 2010). As ERO geram cerca de uma centena de diferentes
adutos oxidativos ao DNA, como modificagdes de bases, oxidacdo da desoxirribose, quebras
duplas ou simples e ligagdes DNA-proteina (STORR et al, 2013). Espécies reativas de
nitrogénio endogenas, majoritariamente 6xido nitrico e seus produtos, podem também produzir
adutos similares (WANG et al, 2008) A lesdo oxidativa ao DNA mais estudada ¢ a 8-
oxoguanina, a qual ¢ rotineiramente usada como medida analitica do dano oxidativo ao DNA
em sistemas biologicos (RAVANAT, 2005). Adicionalmente, outro tipo de moléculas
endogenas reativas que danificam o DNA sdo aquelas oriundas dos processos de alquilagao.

Os candidatos putativos dos agentes alquilantes incluem os doadores enddgenos de metil, como
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a S-adenosilmetionina (SAM), aminas nitrosadas e radicais metil gerados pela lipoperoxidagdo
(DE BONT et al, 2004). Os sitios primarios de alquilagdo sdo os atomos de O e N das
nucleobases.

O dano genomico enddgeno pode também surgir durante erros inevitaveis resultantes
de reacdes fisiologicas de processamento do DNA. Citam-se por exemplo os malpareamentos,
assim como as insercdes e delecdes, que sdo ocasionalmente introduzidas como resultado da
incorporacdo erronea pelas polimerases replicativas (MCCULLOTH et al, 2008; RAYNER et
al, 2016). Ao mesmo tempo, a incorporagdo erronea de precursores de nucleotideos
quimicamente alterados, como a 8-0xo-dGTP e dUTP, também representam uma fonte
significativa de danos ao DNA relacionados a replicagdo. Além disto, o processo de reparo do
DNA por si s6 as vezes pode também ser sujeito a erro e introduzir erros adicionais ao DNA
(BRIDGES, 2005; MCCULLOTH et al, 2008).

Além de todas estas fontes endogenas de danos ao DNA, esta molécula estd também
sob constante ataque de agentes exdgenos e ambientais que a danifique. Estes incluem o
estresse fisico, como a luz ultravioleta (UV), que primariamente causa dois tipos de lesdes ao
DNA, os dimeros de pirimidina e os 6-4 fotoprodutos, ambos consistindo de ligagdes covalente
atipicas entre pirimidinas adjacentes (RAVANAT et al, 2001; FRIEDBERG, 2006). Outra
fonte externa de dano ao DNA ¢ a radiag@o ionizante, que pode tanto ter origem natural
(radiacdo coésmica e gama) como artificial (raios-X e radioterapia). A radiagdo ionizante induz
uma grande variedade de lesdes ao DNA, sendo as mais toxicas aquelas que resultam em
quebras duplas (FRIEDBERG, 2006; KOBAYASHI et al, 2008).

Finalmente, o DNA celular pode ser danificado por agentes quimicos como, como os
agentes quimioterapéuticos. Nestes, incluem-se os agentes alquilantes, como metil-
metanossulfonato (MMS) e a temozolomida (TMZ), que induzem alquilagdes as bases do

DNA, assim como os agentes alquilantes bifuncionais ou seus mimetizadores, como as
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mostardas nitrogenadas e os compostos platinados, respectivamente, e a mitomicina C, que
causa ligagdes intra e intercadeia no DNA (NOLL et al, 2006; IRIGARAY et al, 2010). Os
agentes quimioterapéuticos como os inibidores de topoisomerase I e II (camptotecina ou
etoposido, respectivamente) geram quebras simples ou duplas através do sequestro ou inibi¢ado
covalente das respectivas topoisomerases. Outros agentes incluem as N-nitrosaminas, aminas
heterociclicas e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, os quais sdo comumente
encontrados na dieta, sendo o ultimo também produzido em emissdes gasosas como fumaca de
cigarro e exaustdo veicular, e ligam-se covalentemente a varios sitios do DNA formando adutos

volumosos (HENKLER et al, 2012).

1.2.1 Reparo direto

O reparo direto ¢ assim denominado por atuar através de uma unica enzima e durante
um unico passo, promovendo a remocao da lesdo no DNA, conhecida como base alquilada
(KAINA et al, 2007). Estes adutos s@o toxicos para as células, e estdo ligados tanto a processos
mutagénicos como a indu¢do da apoptose. Podemos exemplificar trés principais enzimas que
atuam nesta via, de acordo com o tipo de lesdo encontrada: (1) fotorreversdo de CPDs (do
inglés: Cyclobutane Pyrimidine Dimers) e 6-4 fotoprodutos pelas DNA fotoliases apds a
absor¢ao de fotons de luz azul; (2) remogdo de bases danificadas por agentes alquilantes pela
familia de enzimas AIkB; e (3) remogdo de grupos O%-metil de O°-metilguanina (O6MeG) pela
enzima metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) (NAY e CONNOR, 2013).

O gene MGMT (10g26) codifica uma enzima de reparo com o mesmo nome que ¢
responsavel por remover adutos de metil de O°-guanina. A enzima MGMT é responsavel pelo
reparo direto das lesdes através da transferéncia do grupo alquil do oxigénio da base danificada

para um residuo de cisteina no grupo catalitico da MGMT, restaurando a base nitrogenada e
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inativando a enzima, a qual sera degradada pelo sistema ubiquitina-proteossomo (XU-
WELLIVER e PEGG, 2002; ALTIERI et al, 2008).

A transcri¢do do gene MGMT ¢ regulada por mecanismos epigenéticos. A metilagdo
nos nucleotideos CpG na regido do promotor resulta em silenciamento génico, perda de
expressdo e inabilidade de remoc¢ao dos grupos alquil da guanina (BAYLIN e OHM, 2006).
Quando o grupo metil ndo ¢ removido, O°-methilguanina acaba sendo reconhecida como
adenina, tornando-se incapaz de parear com a timina durante a replicagdo do DNA. A
consequéncia ¢ a formagdo de um polimorfismo de nucleotideo simples do tipo transi¢cdo
(SVRCEK et al, 2010).

Enquanto protege as células normais da carcinogénese, a atividade de MGMT também
protege as células tumorais dos efeitos letais da quimioterapia com agentes alquilantes, como
a TMZ, amplamente utilizada para o tratamento de melanoma e glioblastoma. No glioblastoma,
de fato, a metilagdo de MGMT foi identificada como um fator progndstico relevante e um fator
preditivo independente do beneficio do tratamento com TMZ (HEGI et al, 2005;

REIFENBERGER et al, 2012).

1.2.2 Reparo de malpareamento (MMR)

O sistema MMR, reparo de malpareamento ou reparo de emparelhamento erroneo,
possui um papel essencial no reparo pos-replicativo dos loops de inser¢des e delegdes ou, ainda,
incorporagdes erroneas de nucleotideos que escaparam da atividade de revisao das polimerases
replicativas. O MMR ¢ uma via altamente conservada ao longo da evolugdo, de E.coli a
humanos. A sua significancia ¢ corroborada pelo fato de que células deficientes em MMR
apresentam fenotipos com elevado grau mutagénico, que € caracterizado invariavelmente pela

presenga de instabilidade de microssatélites. Mais importante ainda € o fato de que mutagdes
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em genes do MMR em células germinativas sdo predispostas a uma variedade de neoplasias,
incluindo o cancer colorretal hereditario ndo-polipoide, também conhecido como sindrome de
Lynch e outros tumores hereditarios e esporadicos. (LI, 2008; FUKUI, 2010). O papel principal
desta via, portanto, ¢ a retifica¢do dos erros de inser¢ao e delecdo durante a replicagdo do DNA
e a garantia da fidelidade da informacdo genética durante a recombinagdo ou, ainda,
participando do mecanismo que desencadeia a apoptose em células cujo DNA esteja danificado

(DA SILVA et al.; 2009).

O MMR candnico ¢ composto por dois complexos proteicos: (1) MutS, que incluem
MSH?2 (do inglés: MutS homolog 2), MSH3 (do inglés: MutS homolog 3) e MSH6 (do inglés:
MutS homolog 6); (2) MutL, que engloba MLH1 (do inglés: MutL homolog 1), PMS1 (do
inglés: Post Meiotic Segregation Increased 1), PMS2 (do inglés: Post Meiotic Segregation
Increased 2) e MLH3 (do inglés: MutL homolog 3). Para o funcionamento do sistema MMR ¢
necessario que o complexo proteico MutL se ligue a MutS-a. (MSH2 e MSH6) ou MutS-3
(MSH2 e MSH3). O MMR pode ser dividido em trés principais etapas (Figura 5): (1)
reconhecimento da base malpareada, feito pelos heterodimeros de MutS, MutSoa (MSH2-
MSH6) ou MutS (MSH2-MSH3); MutSa geralmente reconhece emparelhamentos erroneos e
dele¢des/insercdes pequenas (até 2 nucleotideos), enquanto MutS reconhece principalmente
bolhas formadas por dele¢des/inser¢des maiores; (2) excisdo da por¢ao da fita contendo o erro
(o que gera uma lacuna), a qual ¢ feita pelo heterodimero MutLa (principalmente MLHI-
PMS1), com a participacao das proteinas PCNA (do inglés: Proliferating Cell Nuclear
Antigen) e RFC (do inglés: Replication Factor C). O flap resultante da incisao ¢ removido pela
acdo das enzimas RPA e Exol; a DNA polimerase ¢ responsavel pela ressintese do DNA com
base na fita molde; (3) e religagcdo da extremidade recém-sintetizada e da fita original, feita por

uma DNA ligase (HSIEH e YAMANE, 2008).
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Mismatch e reconhecimento
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Figura 5: Representagdo esquemadtica das proteinas envolvidas em cada fase do
processamento de um malpareamento, desde o seu reconhecimento até¢ a religacdo do

fragmento recém-sintetizado a fita original (Adaptado de Helledey et al, 2014).
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A relevancia clinica de disfunc¢des nesta via paira sobre a Sindrome de Lynch, a qual é
determinada por mutag¢do germinativa nos genes hMSH2 e o hMLH1 em cerca de 90% dos
casos. Os restantes 10% sdo causados, na quase totalidade, por alteragdes nos genes MSHG6 e
PMS2 (LYNCH et al, 1998; UMAR et al, 2004). A sindrome de Lynch, ou HNPCC, ¢ uma ¢
uma doenga autossdomica dominante, cujos individuos afetados podem desenvolver adenomas
colénico com maior frequéncia do que a populagdo geral, e a penetrancia ao longo da vida
para o desenvolvimento do cancer colorretal ¢ de 50 a 80% (STOFFEL et al, 2009). A perda
de fun¢do de algum destes genes implica em inativagdo parcial ou total da via de MMR e a
formacao de microssatélites, resultando em instabilidade gendmica. Todavia, esta ndo ¢ uma
caracteristica exclusiva desta modalidade de CCR hereditario: através do silenciamento
epigenético (especialmente de MLH1), a MSI também ¢é encontrada em aproximadamente
15% dos tumores colorretais esporadicos (VOGELSTEIN et al, 1988; BOLAND e GOEL,

2010).

1.2.3 Reparo por excisao de bases (BER)

A via do BER foi por anos a menos estudada das vias de reparo do DNA, principalmente
se compararmos com a quantidade de dados disponiveis sobre MMR e NER, possivelmente
pela auséncia de sindromes humana causadas pela disfungdo ou auséncia completa de
componentes desta via. O reparo por excisdo de bases, como seu nome ja diz, ¢ o principal
mecanismo atuante no reparo de bases danificadas que, em contraste com as lesdes (como os
dimeros de pirimidina e os fotoprodutos) reparadas através da excisdo de nucleotideos, ndo
distorcem de forma significativa a estrutura do DNA (ZARDHOV, 2008). As lesdes resultantes
de oxidacdo, alquila¢do, desaminagdo e sitios AP culminam na incorporagdo de uma base

incorreta pelas DNA ou polimerases, levando a formagao de mutagdes durante os processos de
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replicacdo e transcri¢do que, embora ndo comprometam a estrutura fisica do DNA, induzem
paradas ou mesmo interrupg¢des completas na replicagao e transcricdo, mecanismos associados
a apoptose, senescéncia e, obviamente, mutagénese (PARSONS e DIANOV, 2013; DIANOV
e HUBSCHER, 2013). De uma maneira geral, o BER atua através do reconhecimento da leso
por uma DNA glicosilase especifica, clivagem da ligagdo N-glicosidica e remog¢do da base
danificada, gerando um sitio abasico (WALLACE et al, 2014).

O BER ¢ frequentemente descrito como uma via de reagdes enzimaticas consecutivas
altamente coordenadas. Todavia, sub-vias do BER também ocorrem, as quais sdo especificas
de acordo com o tipo de dano encontrado tanto no comego como durante o processo de excisdo
de bases. O BER pode ser dividido em duas vias: a via curta (SP-BER, do inglés short-patch
BER), responsavel pelo reparo de apenas uma base, ou a via longa (LP-BER, do inglés: long-
patch BER), que pode remover de duas a oito bases. Durante a via curta, uma polimerase
preenche a lacuna com a base correta utilizando a outra fita como molde e uma DNA ligase
restaura a integridade da fita. Ja na via longa, uma polimerase sintetiza um fragmento de DNA
mais longo, levando a formagao de uma estrutura em flap que € resolvida pela endonuclease
especifica (FEN1, do inglés: flap endonuclease 1), seguida da acdo da ligase (PARSONS e

DIANOV, 2013; DIANOV ¢ HUBSCHER, 2013).

Um conjunto de quatro categorias de proteinas garantem o modelo atual de
funcionamento do BER (Figura 6): DNA glicosilase, AP endonuclease (ou AP DNA liase),
DNA polimerase e DNA ligase. Esta via € tipicamente iniciada por uma DNA glicosilase lesao-
especifica, que remove a base danificada através da clivagem da ponte N-glicosidica que liga
a base a desoxirribose, levando a produ¢do de um sitio abasico (AP, que pode referir-se a
apurinico ou apirimidinico, dependendo da base removida). Pelo menos doze DNA glicosilases
j& foram identificadas até o momento, cada uma agindo sobre uma tnica, ou um pequeno

nimero de lesdes de bases (JACOBS e SCHAR, 2012). Cada glicosilase ¢ responsavel pelo



50

reconhecimento de algum dano especifico, mas ndo estritamente um Unico tipo de dano,
podendo, portanto, reconhecer mais de um tipo de lesdo. Da mesma forma, uma mesma lesao
pode ser reconhecida e processada por mais de uma glicosilase. Este fenomeno garante a
chamada redundancia no reparo dessas lesdoes (MAYNARD et al, 2009). A DNA glicosilase
OGG1 (8-oxoguanina DNA glicosilase), por exemplo, apresenta capacidade de
reconhecimento ndo apenas de 8-0xoG como de FapyG. Para fins de classificagdo, as
glicosilases podem ser separadas de acordo com suas lesdes-alvo, como bases
oxidadas/reduzidas (8-0xoG ou formamidopirimidinas), alquiladas (ou metiladas) ou
desaminadas (uracil), ou, ainda, pelo seu mecanismo de a¢do, em monofuncionais (possuem
somente atividade de glicosilase, como a uracil-DNA-glicosilase, UNG) ou bifuncionais
(possuem atividade de glicosilase e AP liase, como a OGG1) (JACOBS e SCHAR, 2012).
Apesar da sua diversidade estrutural, todas as DNA glicosilases utilizam um mecanismo de
“base-flipping” no qual a base alvo do reparo ¢ parcialmente removida para uma posi¢do extra
helical antes da sua excisdo total (YANG et al, 2009). O sitio AP resultante ¢ tanto um produto
intermediario como uma lesdo altamente prevalente no DNA, produzida por perda espontanea

de uma base (HITOMI et al, 2007).

Em ambos os casos referidos, os sitios AP serdo processados por uma AP endonuclease
como a APEI, a segunda enzima na via candnica do BER. APE1 ird hidrolisar o esqueleto
fosfodiéster em 5’ do sitio AP, criando uma quebra simples flanqueada por uma terminacao 3’-
OH e um grupamento 5’-desoxirribose fosfato (5'-dRP) (ABBOTS et al, 2010).
Alternativamente, algumas DNA glicosilases, como NEIL1 e NEIL2, possuem uma atividade
AP liase associada e sdo também capazes de clivarem o sitio AP através da reacdo de f-
eliminacdo para produzir 3’-fosfo-a, um aldeido B-insaturado, e 5’-fosfato nas margens da

quebra da fita (JACOBS e SCHAR, 2012).



51

Independentemente da lesdo que desencadeou e da glicosilase que iniciou o BER, a
incisdo da ponte fosfodiéster culmina em um intermedidrio do BER que abriga lesdes 3’ e 5°,
as quais bloqueiam a replicacdo e a transcricdo do DNA. Para permitir que este processo seja
completado, estes terminais devem ser restaurados aos convencionais 3’-OH e 5’-fosfato,
essenciais para que as reagdoes da DNA polimerase e da DNA ligase. Diferentes enzimas que
processam as extremidades da lesio no DNA processam estas extremidades anormais
dependendo de onde a clivagem ocorreu, se em 5’ ou 3’ do sitio AP. APE1, por exemplo, além
da sua atividade endonuclease principal, possui uma atividade 3’-fosfodiesterase intrinseca,
permitindo a restaurag¢do de 3’-OH. Ainda, a remocao dos grupamentos 5’-dRP ocorre durante
o preenchimento guiado por um molde que a DNA polimerase [ realiza juntamente com a sua

atividade dRP liase (HITOMI et al, 2007; KIM ¢ WILSON, 2012; WALLACE et al, 2014).

Os proximos estagios do BER envolvem o reparo da quebra simples através de sintese
de DNA e ligagdo. O passo de sintese/ligacdo ¢ dividido em duas subvias, como ja referido
anteriormente, SP-BER e LP-BER, cuja atividade ¢ baseada no reconhecimento de um ou
varios nucleotideos que precisam ser incorporados no local de quebra do DNA,
respectivamente (KIM e WILSON, 2012). Os mecanismos exatos que determinam a escolha
por uma ou outra via ainda ndo foram completamente elucidados, mas alguns estudos mostram
que essa determinagdo pode estar relacionada a disponibilidade de ATP na proximidade do
sitio AP, além do tipo de intermedidrio que ¢ gerado apds a incisdo que forma o sitio AP,
dependente do tipo de lesdo e da glicosilase que fez o reconhecimento e a excisdo

(PETERMANN et al, 2003; SUNG et al, 2006).

O modelo da SP-BER engloba o preenchimento de um tinico nucleotideo e remocgao do
grupamento 5’-dRP pela DNA polimerase B, € a sucessiva ligacdo das extremidades do DNA,

que pode ser feito tanto pela DNA ligase I como pelo complexo da DNA ligase III e XRCC1
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(do inglés: X-ray repair cross-complementing protein 1). A via curta do BER representa
aproximadamente 80-90% de todo o reparo por excisdo de bases. A via longa do BER, por sua
vez, ¢ normalmente iniciada apenas quando ha lesdes que bloqueiem 5’ e que sdo refratarias a
atividade liase da DNA polimerase B. Além disso, esta sub-via demanda varias proteinas
associadas com a replicagdo do DNA, incluindo as DNA polimerases ¢ e 5, PCNA RFC, FEN1
e DNA ligase 1. Especificamente, as DNA polimerases f3, € ou d, acompanhadas pelo PCNA,
alongam a extremidade 3’-OH na lacuna e deslocam a lesdo a 5’ como parte do fragmento de
DNA ou viram o oligonucleotideo. Esta estrutura em aba (ou flap) ¢ entdo removida pela FEN1,
e a DNA ligase I em seguida sela a lesdo que foi realocada downstream do sitio original de

lesdo do nucleotideo (FORTINI et al, 2007).

Além dos fatores acima mencionados, existem proteinas secundarias que sdo sabidas
pelo seu papel facilitador no BER. As mais notaveis sio XRCC1 e PARPI (do inglés: Poly
(ADP-ribose) Polymerase ). Sabe-se que XRCC1 ndo apresenta atividade enzimadtica
conhecida, mas em contrapartida funciona como um arcabougo molecular que orquestra a
montagem de varios componentes enzimaticos envolvidos na via do BER. Por exemplo, ja foi
demonstrado que XRCCI1 interage fisicamente com diversas proteinas do BER, incluindo
varias DNA glicosilases, DNA polimerase 3, APE1, ligase III, PNPK, Tdpl e APTX. Apesar
da auséncia de funcdo catalitica descrita para XRCCI, ja foi demonstrado que ela se liga
diretamente ao DNA previamente incisado através do seu dominio N-terminal (CALDECOTT,
2003; CALDECOTT, 2008). Adicionalmente, PARP1 também interage fisicamente com
XRCCI1. PARPI ¢ uma proteina nuclear abundante que age como sensor molecular de quebras
no DNA. PARPI catalisa a sua propria por¢do poli (ADP-ribosil) (PAR) através de um
processo denominado parilagdo (LE PAGE et al, 2003). Uma vez formada, esta modifica¢ao
permite o recrutamento de proteinas de reparo, como a propria XRCC1. Ao mesmo tempo, a

densa carga negativa de PAR resulta na liberacdo de PARP1 do DNA, o que permite acesso as
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Figura 6: Representagdo esquematica do reparo por excisdo de bases, seus principais efetores

e suas subvias, longa e curta. No topo da figura estdo as lesdes mais comuns que acionam este

mecanismo. (Adaptado de Helledey et al, 2014) SP-BER= via curta e LP-BER= via longa.
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Clinicamente, a deficiéncia constitutiva de uma glicosilase gera a Sindrome de polipose
associada ao MUTYH (PAM), uma sindrome autossOmica recessiva responsavel por
aproximadamente 0,5% a 1% dos casos de CCR (NIELSEN et al., 2009). Individuos com MAP
apresentam mutacdes bi-alélicas MUTYH, idade aproximada de 55 anos e multiplos adenomas
colorretais (entre 10 e 100) (POULSEN e BISGAARD, 2008; ROCHA e DUQUE, 2010). Esta
populacdo apresenta, ainda, risco duplicado de manifestacdes extracolonicas em relagdo a
populacdo em geral e 38% de risco de desenvolver estas manifestagdes ao longo da vida

(VOGT, 2009).

1.2.4 Reparo por excisao de nucleotideos (NER)

O NER ¢ a via responsavel por reparar danos que modifiquem a estrutura do DNA de
forma significativa, ou seja, promovendo sua distor¢cdo que impossibilite o pareamento correto
das fitas. Estas modificagdes, por sua magnitude, sdo enquadradas como danos mutagénicos e
citotoxicos. Classicamente, o NER esta envolvido com o reparo de fotoprodutos causados pela
luz UV (CPDs e 6,4-PPs), mas sua a¢do ¢ muito mais ampla, visto que se envolve no reparo de
adutos oriundos da agdo de varios agentes quimicos, desde fumaca de cigarro, passando pelas
aflatoxinas e, obviamente, quimioterapicos, especialmente aqueles derivados da platina e as
nitrosureias. O NER, ainda, pode estar envolvido no reparo de bases oxidadas e crosslinks,
embora estes mecanismos ainda ndo tenham sido completamente elucidados (CURTIN, 2012;

SPIVAK e GANESAN, 2014).

Em linhas gerais, o NER também ¢ um mecanismo que atua pela fungdo coordenada e
sequencial de cerca de 30 proteinas, incluindo helicases e endonucleases, as quais, assim como
no BER, reconhecem a lesdo, abrem a dupla hélice e removem o fragmento que contém o dano

e, finalmente, ressintetizam e religam a simples fita processada (STARESINCIC et al, 2009).
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A deficiéncia de uma destas proteinas esta vinculada a desordens genéticas bastante estudadas
como Xeroderma Pigmentosum, Sindrome de Cockayne e Tricotiodistrofia (CLEAVER e
REVET, 2008; CLEAVER et al, 2009; GREGG 2011).

O mecanismo de excisdo de nucleotideos apresenta uma subdivisdo da sua via de
acordo com a lesdo reconhecida e com as proteinas envolvidas no seu reparo (Figura 7). Aqui,
referimo-nos ao Reparo do Genoma Global (GGR, do inglés: Global Genome Repair) e ao
Reparo acoplado a Transcri¢do (TCR, do inglés: Transcription Coupled Repair) (VOLKER et
al, 2001; HANAWALT e SPIVAK, 2008; CLEAVER et al, 2009;).

O primeiro, GGR-NER, ¢ aquele restrito ao reparo de lesdes em regides ndo transcritas
do genoma, assim como nas fitas ndo transcritas dos genes ativos, sendo o reconhecimento
feito pelo complexo XPC (do inglés: Xeroderma Pigmentosum Complementation Group C),
hHR23B e centrin- 2. XPC liga-fortemente ao DNA danificado, sendo considerada, portanto,
o principal sensor de dano a esta molécula (KUPER e KISKER, 2012). O desencadeamento
desta sub-via ¢ dependente tanto da configuragcdo da cromatina como da propria atividade das
proteinas em reconhecer as lesdes, fatores estes que sao considerados limitantes da velocidade
com que o reparo nesta via ocorre (ALTIERI et al. 2008).

A segunda sub-via, TCR-NER, reconhece, por sua vez, danos que causam distor¢des
nas regides ativas da cromatina devido ao bloqueio da RNA polimerase II, reparando-as de
forma mais eficiente e envolve as proteinas CSA e CSB (do inglés: Cockayne Syndrome
Complementation Group A e B) (HANAWALT e SPIVAK, 2008; SCHARER, 2013). Desta
forma, o desencadeamento desta sub-via do NER depende apenas da parada da funcdo da RNA
polimerase. A proteina CSB — principal regulador da TCR-NER - interage fracamente com a
RNA polimerase e estimula a transcri¢do, ligacdo que se torna mais forte quando a transcri¢ao
¢ interrompida. Para sua estabilizacdo, CSB recruta entdo CSA para o interior da matriz nuclear

apds o dano no DNA. Juntas, elas recrutam as proteinas HMGNI1 (do inglés: High Mobility
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Group Nucleosome Binding Domain 1), XAB2 (do inglés: Xeroderma Pigmentosum
Complementation Group A Binding Protein 2) e TFIIS para o local do dano (HANAWALT e
SPIVAK, 2008; SPIVAK ¢ GANESAN, 2014).

Ap0s o reconhecimento da lesdo, GGR e TCR convergem para uma via em comum,
momento em que ocorrerd a montagem de um complexo para nova verificacao da presencga do
dano e preparo do local, .com o recrutamento dos fatores TFIIH, XPA, RPA e XPG/ERCCS.
XPA e RPA ndo apenas atuam no reconhecimento da lesdo, como também ajudam na prote¢ao
do fragmento da fita simples de DNA e na estabilizagdo do complexo como um todo.

As proteinas XPB/ERCC3 (helicase 3’-5° dependente de ATP) e XPD/ERCC2
(helicase 5°-3° dependente de ATP) (do inglés: Xeroderma Pigmentosum Complementation
Group B e D) sdo as helicases responsaveis pela abertura da dupla hélice ao redor da lesdo.
Quanto a XPB e XPD, ¢ importante salientar que a abertura da lesdo somente ocorre porque
elas atuam em sentido contrario, complementando sua fungdo mutuamente. (SCHARER,
2013).

A proxima etapa consiste na incisdo da cadeia através da acdo coordenada das
endonucleases XPG e XPF-ERCCI1, ambas responsaveis pelas incisdes 3’ e 5°,
respectivamente. XPF contém o dominio catalitico de nuclease, enquanto ERCC1 ¢ necessaria
para a interacdo com XPA e outras proteinas de NER. XPC, XPA e TFIIH sdo liberados do
complexo de reparo logo apods a incisdo a 5. Subsequentemente, ocorre o recrutamento das
proteinas RFC e PCNA na extremidade 3’, o que leva a liberacdo da nuclease e ao inicio da
replicagdo do novo fragmento de DNA (ou sintese de DNA poés-reparo), utilizando a fita intacta
como molde. A ressintese ocorrera pela agao das DNA polimerases (DNA Pol §, € e/ou «), apds
o que a ligacdo dos fragmentos deve ser realizada pelas DNA ligases I ou XRCC1-DNA ligase
I11. (TSODIKOV et al, 2007; HANAWALT e SPIVAK, 2008; SCHARER, 2013; MARTEIJIN

et al. 2014).
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Figura 7: Representacdo esquematica da via de reparo por excisdao de nucleotideos. A etapa de
reconhecimento da lesdo ¢ feita por uma das duas vias, GGR-NER ou TCR-NER. Em seguida,
estas vias unem-se através de componentes em comum, convergindo para uma Unica via até o
processo final de ressintese e religagdo do fragmento processado (Adaptado de Iyama e Wilson

I11, 2013).
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1.3 SISTEMA DE REPARO DO DNA E CANCER COLORRETAL

A significancia biologica dos mecanismos de reparo do DNA ¢ respaldada no fato de
que sua desregulagdo pode contribuir tanto para a iniciagdo como para a progressao do cancer.
Ao mesmo tempo, o reparo dos danos a essa molécula pode conferir resisténcia aos tratamentos
desta mesma doenca (i.e., quimioterapia e radiagdo), as quais baseiam-se na disfunc¢do
estrutural e metabdlica do DNA para induzir a morte das células neoplasicas. Desta forma,
inumeros estudos buscam novas abordagens terapéuticas partindo do principio de utilizar as
deficiéncias internas nos mecanismos de reparo do DNA, a favor do aumento da sensibilidade
celular aos agentes que geram lesdes. A capacidade das células neoplasicas (ou mesmo das
células-tronco neoplésicas) em reconhecer e iniciar o reparo do DNA ¢, portanto, o mecanismo
chave para superar a resisténcia terapéutica e a recorréncia da doenca.

No cancer colorretal, a relevancia cldssica das vias de reparo do DNA estd na atuagado
da via do reparo de malpareamento, cuja inativagdo ¢ atribuida a perda de pelo menos um de
dois dos seus principais componentes, MLH1 e/ou MSH2 (SARGENT et al, 2010), sendo
responsavel pelas versdes hereditarias do CCR. O epitélio coldnico possui uma alta taxa de
divisdo celular (ARAN et al, 2016), o que o torna mais suscetivel a mutagdes que podem levar
a perda da integridade gendmica e a carcinogénese colorretal. Entre outras coisas ja referidas
anteriormente, o sistema de MMR, parece estar envolvido na sinalizacdo de danos pos-
replicativos do DNA, fato que pode ajudar a explicar por que o processo de transformagao
relacionada com defeitos de MMR preferencialmente afeta as células de proliferacdo rapida,
tais como os tecidos do epitélio do célon (FEARON, 2011).

O epitélio coldnico ¢ um dos tecidos com uma das taxas de regeneracdo mais elevadas

no corpo humano, o que lhe confere maior vulnerabilidade tanto em razao dos seus processos
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metabolicos e de divisdo celular, como pela constante exposi¢do a compostos mutagénicos. A
maioria dos fatores que favorece o desenvolvimento do CCR envolve a produgdo de estresse
oxidativo e o desencadeamento de processos inflamatdrios. Neste sentido, a falha ou auséncia
no reparo destas lesdes passa a tratar-se ndo apenas da malignizagdo celular, mas também da
garantia de beneficios ao crescimento neopldsico, comportando uma maior vulnerabilidade ao
acumulo de danos ao DNA (SLYSKOVA et al., 2012).

Todavia, a relagdo entre o dano ao DNA e seu reparo ¢ muito mais complexa do que o
seu proprio conceito, pois nenhuma via individualmente é capaz de reparar todos os tipos de
lesdo eficientemente. Algumas lesdes sao substrato para mais de uma via, e existem evidéncias
da interacdo entre proteinas envolvidas em vias distintas (NAGEL et al, 2014). Esta interagdo
¢, provavelmente, a responsavel por gerar diferentes graus de malignidade e modular a resposta

aos agentes terapéuticos no CCR.

1.3.1 Influéncia sobre o diagnéstico e prognoéstico

Os sistemas de reparo do DNA claramente influenciam tanto a patogénese quanto os
graus de agressividade do CCR, embora a lacuna de estudos diagndsticos e progndsticos na
literatura ainda ndo permita o seu uso como biomarcadores moleculares para melhor
estratificacdo dos tipos desta doenga. A evidéncia mais sélida neste sentido € o quanto a
presenga de instabilidade de microssatélites, causada pela disfungdo da via de reparo de
malpareamento influencia tanto sobre o progndstico como sobre a resposta aos
quimioterdpicos.

Entre todos os casos de CCR que se desenvolvem através da via de instabilidade
cromossomica, aproximadamente 15% sdo caracterizados pela presenga de MSI, que ¢ tratado

como um marcador molecular da presenca de inativagdo da via de reparo de malpareamento.
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A frequéncia de MSI varia de acordo com o estagio do tumor, sendo as mais altas quando em
estagios iniciais e decresce com a progressdo de locorregional a metastases a distancia (POPAT
et al, 2005).

A deteccao de MSI pode ser obtida através de ensaios baseados em reagdes de PCR a
partir de tecidos parafinados. Um painel de marcadores de microssatélites foi validado e ¢
recomendado como padrao-ouro. Neste sentido, os tumores colorretais podem ser
categorizados em trés grupos de acordo com o status dos microssatélites: (1) MSI alto: se dois
ou mais dos 5 marcadores de microssatélites mostram instabilidade (ou seja, possuem mutacdes
causadas por inser¢des ou delecdes); (2) MSI baixo: se apenas um dos cinco marcadores mostra
instabilidade; (3) MSI estavel: se nenhum dos cinco marcadores de microssatélites apresenta
instabilidade. A deficiéncia da via MMR depende da presenga de MSI em alta frequéncia,
enquanto a baixa frequéncia indica proficiéncia desta via (BOLAND e GOEL, 2010). Ainda, a
analise da expressdo das proteinas da via MMR por imunohistoquimica ¢ ensaio alternativo
amplamente disponivel e com a vantagem de ndo requerer técnicas de biologia molecular.
Desde que foi demonstrado que a perda da expressdo de proteinas da via MMR estd em
concordancia com o teste molecular (LINDOR et al, 2002), estes dois testes sao considerados
complementares.

Entre 12-15% de todos os casos de CCR deficientes em MMR, cerca de 60% sdo
esporadicos, sendo que a maioria desses tumores se desenvolve em um cenario de elevada
hipermetilacao de promotores (HUGHES et al, 2012). O silenciamento de MLH1 relacionado
a CIMP ¢ sabido por ser responsavel por 80% dos casos nos quais a expressao de MLH1/PMS2
¢ perdida. Aproximadamente metade dos casos de CCR esporadicos deficientes em MMR sdo

V600E

associados com mutacdes em BRAF , 0 que serve para distinguir estes casos daqueles por

sindrome de Lynch (TOL et al, 2009).
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Os pacientes com tumores deficientes em MMR apresentam caracteristicas clinicas e
patologicas distintas daqueles com proficiéncia nesta via como, a predominancia da lesdo no
colon proximal, pouca diferencia¢do celular e histologia mucinosa, além de aumento de
infiltragdo linfocitaria tumoral (BOLAND et al, 2010). Estes tumores sdo mais comuns em
estagio I, e sdo relativamente incomuns entre os casos de CCR metastatico (KOOPMAN et al,
2009). Mais ainda, os pacientes com CCR deficientes em MMR compartilham caracteristicas
clinicas com os pacientes com sindrome de Lynch, a exce¢do de que os casos esporadicos sdo
mais diagnosticados em pacientes de idade mais avangada e predominantemente no sexo
feminino (SINICROPE et al, 2006).

Evidéncias indicam que pacientes com tumores deficientes em MMR apresentam um
prognostico ajustado mais favoravel do que aqueles proficientes nesta via. Estes dados sao
oriundos de estudos clinicos retrospectivos sobre terapias adjuvantes (SINICROPE et al, 2006;
LANZA et al, 2006). Uma metandlise incluindo 32 estudos com 1277 casos de CCR com MSI
(de um total de 7642 casos) mostrou que a deficiéncia de MMR garante melhor progndstico
em relacdo aqueles proficientes (POPAT et al, 2005). Esta analise incluiu tanto pacientes sem
tratamento como com tratamento adjuvante baseado em S5-fluouracil — e o beneficio da
deficiéncia desta via foi mantido. Em geral, o impacto prognostico da deficiéncia do MMR
parece ser maior em tumores em estagios iniciais (I ou II) (LI et al 2009; KAWAKAMI et al,
2015).

Em relacdo ao reparo direto, a perda da atividade de MGMT na tumorigénese colorretal
¢ complexa e ainda ndo completamente caracterizada. A sua inativagdo através da
hipermetilacdo do promotor atua de forma importante na tumorigénese de diversos tipos
tumorais, incluindo o CCR (HIBI et al, 2009; MA et al, 2013; COPPEDE ¢t al, 2014). Baixos
niveis de metilacdo de MGMT ja foram detectados na mucosa intestinal saudavel e mesmo em

individuos sem CCR (AHLQUIST et al, 2006; NAGASAKA et al, 2008). Por outro lado, a
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metilagdo de MGMT tem sido frequentemente encontrada em adenomas colorretais em
comparagdo com seus tecidos normais, sugerindo que o status da metilacdo deste gene possa
ser um biomarcador molecular para deteccdo precoce e predicdo do progndstico do CCR.
Todavia, em uma metanalise recente (LI te al, 2015), que incluiu 14 estudos e cerca de 600
pacientes, inferiu-se que a incidéncia da metilagdo ¢ elevada em adenomas e tumores
colorretais quando comparada ao tecido normal, mas ndo ha diferenga entre os adenomas e os
CCR, o que sugere que a metilagdo exista no tecido normal como um evento inicial, precedendo
o adenoma e o CCR. Este fato ja foi referido por Shen e colaboradores (2005) como “field
defect”, mostrando que a metilacdo de MGMT na mucosa estd mais para um agente que
predispde ao cancer do que um biomarcador progndstico. Mais recentemente, foi sugerido que
a densidade da metilagdo de MGMT aumenta gradualmente em duas regides de promotores na
sequéncia adenoma-carcinoma (NAGASAKA et al, 2008).

A expressdo proteica de MGMT reflete a sua capacidade em reparar adutos que podem
atuar como desencadeadores do processo tumorigénico. Desta forma, a metilagdo ou perda de
MGMT tém sido associadas com prognosticos desfavoraveis em glioblastoma e linfomas de
células B (ESTELLER et al, 2002; HEGI et al, 2009). Entretanto, no CCR, existem muitos
resultados inconsistentes para associagdes com parametros clinicos e patologicos prognosticos,
provavelmente devido aos desenhos experimentais dos estudos, baixo poder estatistico ou
investigagdo erronea das regides metiladas. A reducao da expressdo de MGMT foi associada
com género de pacientes com CCR, sendo a metilagdo um evento mais frequente em individuos
do sexo feminino, o qual aumenta com a idade (MENIGATTT et al, 2009). Como resultado
mais encontrado tem-se que a modulacao da expressao de MGMT através da metilagdo parece
estar mais envolvida com a carcinogénese colorretal do que com os aspectos prognosticos da

doenga.
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O NER, por sua vez, ¢ um dos maiores atuantes na manuten¢do da integridade
gendmica, podendo modular ndo apenas a predisposi¢ao a diversos tipos de cancer como a sua
resposta frente aos tratamentos. Varias doencas ja foram associadas a auséncia de algum
componente desta via, como mencionado anteriormente, mas ha uma lacuna muito grande na
literatura no que tange aos efeitos desta disfuncdo sobre o prognéstico do CCR. Além disto,
como os tratamentos de primeira linha do CCR incluem agentes platinados, o NER cada vez
mais vem ganhando importancia como marcador de sensibilidade a estes quimioterapicos.

E possivel citar poucos estudos neste sentido, como, por exemplo, em 2008, Kobayashi
e colaboradores quantificaram os niveis de expressdo génica de ERCC1 em tumores colorretais
e demonstraram que o aumento destes niveis estava associado a presenca de metastases
hepéticas sincronicas, o que ¢ um indicativo de pior progndstico. Na sua maioria, € com base
em dados pré-clinicos, o papel prognostico do NER no CCR possui um foco que paira sobre o
estudo de polimorfismos de ERCC1. Além disto, todos esses estudos publicados foram gerados
no contexto metastatico e sob agdo de compostos derivados da platina, especialmente a
oxaliplatina. Esta influéncia serd discutida na proxima se¢ao.

Finalmente, em relagdo ao BER, e gracas a sua funcdo sobre o reparo de lesdes
oxidativas, ¢ possivel citar alguns estudos sobre alteragdes no cancer colorretal, embora dados
sobre sua relevancia progndstica ainda sejam escassos. Maiores niveis de Polf sdo associados
a linfonodos metastaticos, metastases a distancia e estagios TNM mais elevados em pacientes
com CCR (IWATSUKI et al, 2009). Menores niveis de expressdo génica de OGG1 no tecido
do coélico normal foram correlacionados com maior sobrevida, mas ndo foi encontrada
nenhuma associacdo em relacdo a expressao de PARP-1 (DZIAMAN et al, 2013). Outro
estudo, mostrou niveis de mRNA de OGG1 e APEI aumentados juntamente com aumento de
taxa de excisdo de 8 0xoG em pacientes com CCR (OBTULOWICZ et al, 2010). Ainda, ja foi

relatado um aumento na expressao génica de NEIL1, APEX1, OGG1 e PARPI1, porém nao
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relacionados com a capacidade de reparo do DNA nas células tumorais (SLYSKOVA et al,
2012). Em contrapartida, o estudo de Santos e colaboradores (2014) mostraram
downregulation de OGG1 e upregulation de XRCC1 em tecido tumoral colorretal.

Este mesmo estudo reportou que a reducdo da expressdo génica de APE1, OGGI1 e
PARPI correlaciona-se a localizagdo primaria do tumor (reto). Curiosamente, quando se leva
em conta o estagio do tumor, os pacientes com mais graus avancados (III e IV) apresentam
redu¢do de APE1, OGG1 e PARP1. A maioria dos tumores colorretais apresenta maiores
niveis de PARP1, sendo que a sua expressao proteica PARP1 estd associada com a localizagao
do tumor primario. Esses achados podem ter um significado clinico porque a avaliagdo da
PARP-1 expressdo em amostras de tumor pode melhorar a sele¢do de pacientes com CRC para
tratamento com inibidores da PARP (SULZYC-BIELICKA et al, 2012).

Em relagdo a influéncia sobre a quimioterapia, lembramos que o 5-fluoruracil continua
sendo o agente quimioterdpico mais comum usado no tratamento do CCR. Enquanto a
quimioterapia adjuvante ¢ opcional no CCR em estagio II, o 5-FU combinado com a
leucovorina, ou combinacdes destas drogas com oxaliplatina, sdo consideradas tratamento
padrdo no tratamento do CCR em estagio III. Modelos pré-clinicos tém sugerido que tumores
deficientes em MMR sao associados com resisténcia ao 5-FU (FISCHER et al, 2007; LI et al,
2009). Estas evidéncias também sugerem que terapias adjuvantes baseadas em 5-fluouracil sdo
ineficientes em pacientes com tumores deficientes em MMR (VILAR et al, 2010). Embora
alguns estudos anteriores ja tenham sugerido que em comparacdo a pacientes com tumores
proficientes em MMR, apresentam beneficio similar ou ainda maior dos tratamentos adjuvantes
baseados em 5-FU (SARGENT et al, 2010). Estes resultados conflitantes foram baseados em
estudos nos quais os pacientes ndo foram randomizados entre o tratamento com 5-FU e foram
observados apds ressec¢ao, além de terem um ntimero relativamente pequeno de pacientes com

tumores de colon deficientes em MMR.
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Ribic e colaboradores (2003), estudaram pacientes com CCR em estagios II e I1I. Neste
grupo, a deficiéncia do MMR foi associada a desfechos mais favoraveis, quando comparada
aos tumores proficientes nesta via. Além disso, a quimioterapia adjuvante baseada em 5-FU
pode atenuar a vantagem prognostica da deficiéncia. Ainda, estes dados sugeriram que
pacientes com tumores deficientes em MMR em estagio Il ndo deveriam receber 5-FU. Sargent
e colaboradores (2010) também investigaram pacientes com CCR em estagios Il e III e que
foram incluidos em cinco ensaios randomizados avaliando 5-FU associado a levamisol ou
leucovorina como terapia adjuvante versus nenhum tratamento pds-tratamento cirurgico. Nesta
analise, pacientes com tumores deficientes em MMR tiveram maior sobrevida do que aqueles
com tumores proficientes, embora a deficiéncia em MMR em ambos os estagios ndo tenha
garantido maior beneficio isoladamente ao tratamento com terapias baseadas em 5-FU. Estes
dados trazem a possibilidade da utilidade do status da via MMR em tumores colorretais como
um fator preditivo da eficicia do 5-FU, embora o mecanismo molecular que o respalde ainda
ndo tenha sido completamente elucidado.

Além do MMR, o BER também tem recebido cada vez mais atengao sobre o seu papel
na resposta celular ao 5-FU, uma vez que suas enzimas reconhecem e removem tanto uracil
como 0 5-FU do DNA (WYATT e WILSON, 2009). Dai a ideia central da maioria dos estudos
(em células e animais) em desabilitar o BER para aumentar a sensibilidade de 5-FU mesmo em
tumores ndo classicamente tratados com esta droga. As glicosilases UNG e SMUGI,
especificamente, sdo sabidas por remover, in vitro, as lesdes causadas por este agente.
Entretanto, os modelos experimentais até entdo relatados tém demonstrado resultados
conflitantes quanto ao seu papel na citotoxicidade do 5-FU (WELSH et al, 2003; AN et al,
2007; KUNZ et al, 2009; PETTERSEN et al, 2011; NAGARIA et al, 2012). Em contrapartida,
poucos estudos mostram o envolvimento dos componentes downstream do BER na

sensibilidade ao 5-FU em estudos clinicos.
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Em 2007, foi demonstrado que o dominio inibitério de APC interage fisicamente com
Polf} e FEN1, bloqueando a via longa do BER, impedindo a recoloca¢do do novo fragmento
recém-sintetizado e promovendo maior sensibilidade ao 5-FU em células de cancer colorretal
(JAISWAL etal, 2007; BALUSU et al, 2007). Desta forma, estes resultados apontam para uma
possivel predicao de sensibilidade as fluoropirimidinas em pacientes com tumores colorretais
com o produto do gene APC funcional (DAS et al, 2014).

Importante salientar, também, que células deficientes em MPG, XRCC1, APE1, Polf
sdo supersensiveis a agentes alquilantes em tumores variados (PAIK et al, 2005; HORTON et
al, 2008; TANG et al, 2011). Agentes alquilantes provocam lesdes que sdo reparadas,
principalmente pelo reparo direto, MMR e BER. Neste sentido, inibidores destes sistemas tém
surgido, mas eles tém como alvo principalmente as vias de reparo direto e de malpareamento
em tumores como glioblastoma (TRIVEDI et al, 2008). O bloqueio da via BER tem sido
negligenciado especialmente o que tange a superagao da resisténcia a temozolomida. Acontece,
que a temozolomida ndo ¢ utilizada na rotina terapéutica do CCR, embora, recentemente,
estudos de fase II e III com pacientes com CCR metastaticos tém ganhado certa relevancia
(Clinical  Trials  identifiers:  NCTO01781403;  NCTO00423150; NCTO01051596).
Interessantemente, a literatura mostra que tanto o knockdown como o aumento da expressao de
MPG sensibilizam as células a agentes alquilantes (RINNE et al, 2004; FISHEL et al, 2007).
Para evitar o dano induzido pela alquilacdo que sdo acumuladas pela auséncia de expressao de
MPQG, a sua superexpressao for¢ada parece ser uma estratégia e uma terapia génica viavel para
sensibilizar as células a temozolomida. Estes mecanismos ndo foram explorados no tratamento
do CCR até o momento.

Mais recentemente, através do uso de inibidores de PARP, os quais rompem a
funcionalidade do BER, tem-se visto que estas moléculas sensibilizam tanto as células

proficientes como as deficientes em MMR ao 5-FdUrd (5-fluorodeoxiridina), mas ndo ao 5-
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FU. Isto é particularmente importante porque os tumores colorretais deficientes em MMR
apresentam resposta terapéutica limitada ao 5-FU, e inibir PARP1 sensibiliza estes tipos
celulares ao 5-FdUrd. De forma similar, inibir PARP1 em tumores proficientes em MMR,
aumenta o poder terapéutico de 5-FdUrd (GENG et al, 2011).

Conquanto o estadiamento do CCR continue sendo a principal variavel progndstica e
possivelmente seja ainda a chave que efetivamente determine o manejo terapéutico do paciente,
uma série de outros fatores independentes destas escalas tém apresentado importantes
correlagcdes com desfechos clinicos. Portanto, delinear o perfil de expressdo e atividade dos
componentes do sistema de reparo do DNA, bem como sua influéncia mitua no CCR ¢
claramente uma forma atual de refinar o prognostico e planejar terapias mais certeiras.

Sao claros os esfor¢os da comunidade académica para o encontro de marcadores que
refinem o progndstico e que sirvam de marcadores de sensibilidade no tratamento do cancer.
Para muitos tipos de neoplasias, esta realidade ja ¢ mais palpavel, a exemplo do cancer de
mama. Todavia, em relagdo ao CCR, esta lacuna ainda necessita ser preenchida, ja que toda a
conduta terapéutica se respalda apenas no estadiamento patologico da doencga. Além disto,
levando em conta os aspectos fisioldgicos do tecido colorretal, bem como os seus fatores
etioldgicos, € também claro que o sistema de reparo do DNA exerce influéncia em ambos. Dai
a grande relevancia na busca por alteragdes significativas que possam apresentar correlacdes
com aspectos clinicos e patoldgicos, para que venham a endossar os critérios atuais de
estadiamento e provejam informagdes prognosticas e preditivas. Desta forma, a compreensao
da modulag¢ao do sistema de reparo do DNA no desenvolvimento dos tumores colorretais, abre
um caminho importante também para os esfor¢os no delineamento de terapias mais certeiras e

na redu¢do da mortalidade.

Portanto, uma vez que o tecido intestinal apresenta uma taxa de replicagdo elevada e

estd sujeito diversas injurias causadas por agentes endogenos e exodgenos, € totalmente



68

plausivel que os componentes do sistema de reparo do DNA estejam alterados, especialmente
aqueles ligados aos sistemas de excisdo. Mais do que isto, eles podem modular os graus de
agressividade tumoral e a resposta a quimioterapia neste tipo de tumor, fornecendo importantes
informagdes sobre o prognostico da doenca. Este trabalho propde, enfim, buscar marcadores
moleculares relacionados ao sistema de reparo do DNA capazes de refinar as ferramentas ja

consolidadas de estadiamento do cancer colorretal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia dos componentes das vias de reparo do DNA direto, de
malpareamento (MMR) e por excisdo de bases (BER) e nucleotideos (NER) sobre o

prognostico de pacientes com cancer colorretal.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar os niveis da expressao dos genes- e das proteinas-chave das vias de reparo direto
do DNA, MMR, BER e NER em adenocarcinomas colorretais com os tecidos adjacentes
saudaveis pareados;

e Correlacionar os dados moleculares de expressdo de genes e proteinas das vias de reparo
do DNA com dados clinicos € os critérios atuais de estadiamento;

e [n vitro, avaliar a influéncia da exposi¢ao ao 5-fluoracil e a temozolomida na indugdo de
citotoxicidade em células de CCR deficientes em MMR (HCT116) superexpressando MPG
ou XRCCI;

e [nvitro, avaliar o a influéncia do metabolismo energético na viabilidade de células de CCR

deficientes em MMR (HCT116) que superexpressando MPG ou XRCCI.
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CAPITULO1

Neste artigo original, aceito para publica¢do no periodico Oncotarget, abordamos a
expressdo génica e proteica das vias de reparo do DNA por via direta, malpareamento e
excisdo de bases em tumores colorretais e seus tecidos saudaveis pareados, correlacionando
os dados moleculares com os aspetos patologicos de estadiamento da doenga. Ao mesmo
tempo, em um modelo in vitro, apresentamos a influéncia da superexpressdo de duas
proteinas-chave na via de reparo por excisdo de base na resposta a dois agentes
quimioterdpicos: um classico (5-fluoruracil) e um ndo utilizado na rotina (temozolomida), bem
como exploramos o metabolismo energético envolvidos com morte e resisténcia celular
conferido pela modulagdo da expressdao génica. Finalmente, neste trabalho é proposto o uso
de marcadores moleculares para determinagdo do uso destas drogas em um perfil especifico

de pacientes portadores de cancer colorretal.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) treatment often involves surgery and genotoxic chemotherapy. DNA
repair mechanisms, such as base excision repair (BER) and mismatch repair (MMR), may not
only influence tumor characteristics and prognosis but also dictate chemotherapy response.
Defective MMR contributes to chemoresistance in colorectal cancer. Moreover, BER affects
cellular survival by repairing genotoxic base damage in a process that itself can disrupt
metabolism. We characterized BER and MMR gene expression in colorectal tumors and the
association between this repair profile with patients’ clinical and pathological features. We also
exploited the possible mechanisms underlying the association between altered DNA repair,
metabolism and response to chemotherapy. Seventy pairs of sporadic colorectal tumor samples
and adjacent non-tumor mucosal specimens were assessed for BER and MMR gene and protein
expression and their association with clinical features. MMR-deficient colon cancer cells
(HCT116) overexpressing MPG or XRCC1 were treated with 5-FU or TMZ and evaluated for
viability and metabolic intermediate levels. Increase in BER gene and protein expression is
associated with more aggressive tumor features and poor pathological outcomes in CRC.
Imbalancing BER by overexpression of MPG, but not XRCC1, sensitizes MMR-deficient colon

cancer cells to 5-FU and TMZ and leads to ATP depletion and lactate accumulation.
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Introduction

Colorectal carcinoma (CRC) is the third most common malignancy worldwide, and
over 1 million new cases of colorectal carcinoma are diagnosed each year [1]. Disease
prognosis and therapy selection for CRC largely depends on pathology-related staging
following the tumor-node-metastasis (TNM) classification and staging system. Despite widely
used, TNM staging seldom predicts the clinical outcome of CRC patients accurately.
Highlighting the limitations of the TNM classification system is the observation that 20-40%
of patients with relatively low-grade, stage II colorectal cancer rapidly worsen and die [2,3].
Moreover, despite significant advances in diagnosis and treatment, CRC-related mortality
remains unchanged for the past 20 years and patients with advanced disease derive limited if
any benefit from the recent advances in adjuvant therapy [4].

Therapy for CRC includes surgery, radiation and/or chemotherapeutic schemes, largely
based on the use of 5-fluorouracil (5-FU) and its prodrug capecitabine [5]. Treatment with 5-
FU results in thymidylate synthase (TS) inhibition, depletion of thymidine triphosphates
(TTPs) available for DNA synthesis, and misincorporation of FAUTP (5-FdUrd triphosphate)
into DNA, and/or of FUTP (5-fluorouridine triphosphate) into RNA [5]. Despite therapy,
cancer recurrence is common within the first few years following treatment completion,
indicating stem cells repopulation [6] and drug resistance [7].

Base excision repair (BER) and mismatch repair (MMR) both play a key role in
dictating cellular responses to 5-FU treatment, since BER recognizes and removes uracil and
5-FU from DNA [8] and MMR drives 5-FU-induced cytotoxicity [9]. Greater survival benefit
after 5-FU treatment is observed in patients whose tumors are MMR-proficient, while MMR-
deficiency, characterizing 15-20% of sporadic CRC cases, is not associated with survival
benefit after 5-FU treatment [10]. In the case of BER, evidence exists suggesting an association

between alteration of various BER proteins and increased tumor aggressiveness in CRC [for



74

review see 11]. However, how inappropriate BER affects tumor malignancy remains to be
determined since the few published studies on this subject often report conflicting results on
the expression of a relatively low number of BER genes [12, 13, 14]. Despite these limitations,
modulation of some BER proteins is under active investigation as a potential therapeutic
approach for chemotherapy sensitization [for review see 15].

BER is a multi-step repair pathway acting on damaged bases generated by alkylation,
oxidation or deamination and proceeds through a sequence of reactions depending on the initial
base lesion [11]. BER is initiated upon base removal by one of many substrate-specific DNA
glycosylases, such as N-methylpurine DNA glycosylase (MPG) and 8-oxo-guanine (OGGl1).
The enzymatic steps taking place once BER is initiated lead to the generation of toxic
intermediates such as apurinic/apyrimidinic (AP) sites and single strand breaks (SSB). Efficient
BER completion is coordinated by an important BER accessory factor, the chromatin
associated enzyme poly(ADP-ribose) polymerase or PARP. PARP is activated upon binding
to sites of SSB allowing for recruitment of downstream BER enzymes and completion of the
repair process [16].

BER modulation may affect cellular outcomes to chemotherapy depending on the step
in the pathway that is modulated. Loss of DNA glycosylase activity, such as MPG, can prevent
BER initiation and consequently the accumulation of cytotoxic BER intermediates [17]. In
contrast, once BER has initiated, PARP1 inhibition can lead to cell death due to the
accumulation of unrepaired SSBs and double-strand breaks (DSBs) [18]. An imbalance in the
pathway due to MPG overexpression has also been reported to sensitize cancer cells to the
alkylating agent temozolomide (TMZ) [19]. TMZ cytotoxicity, similarly to 5-FU, is mediated
through functional BER and MMR pathways [20]. In this context, a better understanding of a
tumor-specific BER signature may aid the development of new tailored therapeutic approaches

especially designed to bypass the chemoresistance observed in MMR deficient tumors.
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The mechanisms that contribute to the enhanced cell death observed upon PARP
inhibition may be explained through the link between BER initiation, PARP activation and
cellular bioenergetic metabolites. PARP activation upon binding to unrepaired SSB
intermediates of BER initiation results in the NAD -dependent synthesis of the polyADP-
ribose polymer (or PAR). PAR has been recently shown to directly inhibit the enzyme
hexokinase, therefore inhibiting glycolysis, causing energy depletion and cell death [21, 22,
23]. Because cancer cells remarkably depend on enhanced aerobic glycolysis for energy
production [24, 25], disruption of energy metabolism through BER modulation coupled to
chemotherapy may represent a powerful approach in cancer treatment [26].

In this study, we profiled BER and MMR gene expression in sporadic colorectal tumors
and matched non-tumor tissues, and related the expression of these DNA repair genes with
clinical tumor features and pathological staging. We find that high BER gene expression is
associated with poor clinical outcomes. In addition, we overexpressed the BER proteins MPG
and XRCC1 in MMR-defective HCT116 cells and assessed how increased levels of these
proteins affected cell survival and metabolic intermediates after 5-FU and TMZ treatments.
We find that MPG overexpression, but not XRCC1 overexpression, results in increased 5-FU
and TMZ sensitivity, ATP depletion and lactate accumulation. Our results suggest that BER
modulation can alter both tumor metabolism and response to DNA damage, making it an

attractive therapeutic target for colorectal cancer.
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Results

BER imbalance and reduction in MGMT expression characterize colorectal cancer tissues

The mRNA levels for MGMT (direct repair); MLH1 and MSH2 (MMR); and OGG1,
MPG, APE1, PARPI, Polp and XRCC1 (BER) were first quantified using qPCR in 70 pairs of
primary sporadic colorectal tumors and adjacent healthy mucosal tissues. MGMT mRNA
levels were reduced in tumor samples in comparison to healthy mucosal tissues (Fig. 1A), and
this reduction was seen in 73% of patients (Fig. 1B). MGMT promoter methylation and
consequent decreased expression is observed in 27-40% of chemo resistant metastatic
colorectal tumors and is a frequent event in colorectal carcinogenesis [27]. However, since
MGMT loss has been also identified in healthy colorectal tissue, this event has been referred
as a “field defect”, which means it is neither necessary nor sufficient to cancer progression
[28].

Differently from direct repair, BER is multi-step repair process that requires
coordinated expression of several proteins to prevent accumulation of cytotoxic repair
intermediates. With the exception of Polf, where we observed no significant differences in
gene expression levels between tumor and healthy tissues, all other BER genes examined were
found to be overexpressed in tumor colorectal tissues if compared to healthy tissue (Fig. 1A).
However, it is important to note that a consistent upregulation for the entire group of BER
genes was only observed in approximately 7% of our patient cohort (5 out of 70 patients). This
means that a majority of sporadic CRC cases present an imbalance in this pathway, with some
BER genes overexpressed without compensatory changes in downstream BER steps (Fig.1B).

Regarding MMR, we found no difference in expression with respect to MLH1 and
MSH2 mRNA levels between tissue specimens (Fig. 1A); however, 31% of all patients showed

MLHI1 downregulation in tumor tissue in comparison to healthy tissue, and 24% displayed
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reduced expression of both MMR genes in neoplastic tissue (Fig. 1B). It is well established
that a functioning MMR pathway is necessary for the triggering of apoptosis in response to
mispairing base damage. [29]. MLH1 inactivation (i.e. MMR deficiency) occurs in 15-20% of
colorectal tumors [26], and in the absence of MMR, the repair of base damage will require the
BER pathway. For this reason, we assessed the relationship between base excision repair gene
expression profiles and MMR status (Figure 2). This analysis showed that deficiency in MMR
(characterized by low MLHI and MSH?2 gene expression simultaneously) is associated with
lower expression of MPG, OGG1 and PARP1, but not other BER proteins.

Next, we verified the qPCR results by assessing protein expression levels for the same
genes. Protein expression levels for MLH1, MPG, FENI1, Polff and XRCC1 was assessed by
immunohistochemistry in tumor specimens and healthy tissue (Fig. 1C and Supplementary
Figure 1). Upregulation of MLH1, MPG, Polf and XRCC1 was found, respectively, in 79%,

59%, 56% and 57% of all cases (Supplementary Table 1).
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Table 1: Clinicopathological features of CRC patients included in this study (n=70). The

numbers in parentheses indicate the percentage of cases with a specific clinical or pathological

characteristic.

Variable n (%)
Total cases 70
Age(meanz SD) 67.7+ 11
Agey

<65 30 (43)

>65 40 (57)
Gender

Male 38 (54)

Female 32 (46)
Tumour location

Colon 42 (60)

Rectum 28 (40)
Histology

Adenocarcinoma 60 (85)

Mucinous 10 (15)
Cellular differentiation

Well or moderately differentiated 30 (43)

Poorly differentiated 40 (57)
Tumour invasive depth

T1-T2 20 (29)

T3-T4 50 (71)
Lymph node status

NO (=0) 19 (27)

N1 (<3) 26 (37)

N2 (>3) 15 (21)
Lymphatic invasion

No 38 (54)

Yes 32 (46)
Perineural invasion

No 44 (63)

Yes 26 (37)
Preoperative CEA, ng/mL

<5 42 (60)

>5 28 (40)

AJCC/TNM stage
[-11 41 (59)
11 29 (41)
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Figure 1: Sporadic colorectal tumors present imbalance of BER genes in comparison to
healthy adjacent mucosa. A, Gene expression was quantified for a panel of DNA repair genes

by real-time qPCR analysis in neoplastic and normal mucosal tissues from 70 patients with
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sporadic colorectal cancer. The following genes were examined: MGMT, MLH1, MSH2,
MPG, OGG1, APEI1, PARPI1, Polp and XRCCI1. Gene expression data are shown as scatter
diagrams. B, Heat map of individual gene expression changes in sporadic colorectal cancer.
Fold changes were calculated for neoplastic tissue vs. adjacent normal tissue. Blue indicates
decreased relative gene expression, red indicates increased relative gene expression and white
indicates no change in gene expression. C, Representative photomicrographs showing
immunohistochemical staining in colorectal tumor specimens for MLH1, MPG, Fenl, Polf and

XRCC1; N: normal tissue; T: tumor tissue. Images were taken at x100 magnification.
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Figure 2: MMR repair deficiency is associated with low expression of glycosylases (MPG
and OGG1) and PARP1. MMR status (simultaneous low or high expression of MLH1 and
MSH2) and its correlation with MPG, MGMT, Fenl, Polf and XRCC1 fold change

(tumour/normal tissue).
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Supplementary Table 1: Clinicopathological findings and correlation with MLH1, MPG, Fenl, Pol and XRCC1 expression in colorectal tumour
tissues. The “*” symbol denotes statistical significance. The numbers in parentheses indicate the percentage of tumours with a specific clinical or

pathological feature for a protein expression subtype.

Variable MLH1 MPG Fen1 Polp XRCC1
High Low p value High Low p value High Low p value High Low p value High Low p value
Total cases 70 55 (79) 15 (21) 41 (59) 29 (41) 31 (44) 39 (56) 39 (56) 31 (44) 40 (57) 30 (43)
Age, years
<65 30 (43) 23 (77) 7 (23) 0.737 23 (77) 7 (23) 0.834 15 (50) 15 (50) 0.405 17 (47) 13 (43) 0.891 22 (73) 8 (27) 0.676
>65 40 (57) 32 (80) 8 (20) 18 (45) 22 (55) 16 (40) 24 (60) 22 (55) 18 (45) 18 (45) 22 (55)
Tumour location
Colon 42 (60) 32 (76) 10 (34) 0.002* 23 19 0.014 18 (43) 24 (57) 0.768 23 (55) 19 (45) 0.844 23 (55) 19 (45) 0.622
Rectum 28 (40) 23 (82) 5(18) 7 21 13 (46) 15 (54) 16 (57) 12 (43) 17 (61) 11 (39)
Histology
Adenocarcinoma 60 (85) 47 (78) 13 (22) 34 (57) 26 (43) 27 (45) 33 (55) 35 (59) 25 (41) 0.281 34 (57) 26 (43)
Mucinous 10 (15) 8 (80) 2(2) 0-905 7 (70) 3(3) 0-428 4 (40) 6 (60) 0.768 4 (40) 6 (60) 6 (60) 4 (40) 0.844
Cellular differentiation
Well or moderately differentiated 30 (43) 23 (78) 7 (22) 0.355 16 (53) 14 (47) 0.441 7 (23) 23 (77) 0.728 22 (73) 8 (27) 0.891 14 (46) 16 (55) 0.05*
Poorly differentiated 40 (57) 22 (55) 8 (45) 25 (62) 15 (38) 24 (60) 16 (40) 17 (42) 23 (58) 26 (65) 14 (35)
Tumour invasive depth
T1-T2 20 (29) 19 (95) 1(5) 0.045* 16 (90) 4 (20) 0.021* 10 (50) 10 (50) 0.543 10 (50) 10 (50) 0.543 12 (60) 8 (40) 0.760
T3-T4 50 (71) 36 (72) 14 (28) 25 (50) 25 (50) 21 (42) 29 (58) 29 (58) 21 (42) 28 (56) 22 (44)
Lymph node status
NO-N1 55 (79) 44 (80) 11 (20) 0.577 35 (67) 20 (33) 0.100 26 (47) 29 (53) 0.335 31 (56) 24 (44) 0.834 30 (54) 25 (46) 0.400
N2 15 (21) 11 (73) 4(27) 6 (40) 9 (60) 5(33) 10 (67) 8 (53) 7 (47) 10 (67) 5(33)
Lymphatic invasion
No 38 (54) 30 (79) 8 (21) 0.933 27 (71) 11 (29) 0.021* 17 (45) 21 (55) 0.934 20 (53) 18 (47) 0.572 18 (47) 20 (53) 0.042*
Yes 32 (46) 25 (78) 7(22) 14 (44) 18 (56) 14 (44) 18 (56) 19 (59) 13 (41) 22 (68) 10 (32)
Perineural invasion
No 44 (63) 34 (77) 10 (23) 0.731 28 (64) 16 (36) 0.263 18 (41) 26 (59) 0.459 19 (43) 25 (57) 0.006* 25 (57) 19 (43) 0.943
Yes 26 (37) 21 (80) 5(20) 13 (50) 13 (50) 13 (50) 13 (50) 20 (77) 6 (23) 15 (57) 11 (43)
Preoperative CEA, ng/mL
<5 42 (60) 33 (78) 9(22) 1.000 26 (62) 16 (38) 0.488 19 (45) 23 (55) 0.844 22 (52) 20 (48) 0.492 25 (60) 17 (40) 0.622
>5 28 (40) 22 (78) 6 (22) 15 (53) 13 (47) 12 (43) 16 (57) 17 (61) 11 (39) 15 (53) 13 (47)
AJCC/TNM stage
I-1l 41 (59) 33 (80) 8 (20) 0.642 30 (73) 11 (27) 0.003* 19 (47) 22 (53) 0.681 11 (27) 30(63) 0.008* 23 (56) 18 (44) 0.843
1l 29 (41) 22 (76) 7(24) 11 (38) 18 (62) 12 (41) 17 (59) 28 (97) 1(3) 17 (59) 12 (41)
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MPG

Supplementary Figure 1 (S1): Immunohistochemistry images representative of the scores
calculated for MLH1, MPG, Fenl, Polf} and XRCCI1 protein expression in colorectal tumour

tissue specimens. Magnification is x100.
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Changes in BER gene and protein expression have prognostic value in patients with
colorectal cancer

Using regression-correlation analysis, we next assessed whether the expression levels
for the above proteins acting in the three distinct DNA repair pathways (namely, direct repair,
MMR and BER) were associated with clinical and pathological features currently used for
staging and prognosis determination in colorectal cancer patients (Table 2 and Figure 3). We
find that, primary tumors located in rectum are associated with lower MLHI1 expression
(p=0.014) and higher MSH2 expression (p=0.015). Our analysis also showed that mucinous
histological subtypes are associated with higher levels of MGMT (p=0.027) and lower levels
of MPG (p=0.031) expression. Poorly differentiated tumors were associated with reduced MPG
(p=0.033) and increased XRCC1 (p=0.042) expression. Presence of lymphatic and/or
perineural invasion is associated with overexpression of MPG (p=0.044) and PARP1 (p=0.016
and 0.043, respectively), but also with reduction of Polf} gene expression (p=0.024 and 0.003,
respectively). Finally, we found association between TNM stage III-IV and overexpression of

APE1 (p=0.018) and low expression of Polf (p=0.001).

Table 2: Correlations between gene expression and clinical features.

MGMT MLH1 MSH2 MPG OGG1 APE1 PARP1 PolB XRCC1
Age 0.518 0.147 0.585 0.441 0.226 0.888 0.377 0.522 0.819
Tumour location 0.369 0.014 0.015 0.276 0.601 0.502 0.915 0.298 0.745
Histology 0.027 0.666 0.678 0.031 0.816 0.862 0.495 0.201 0.042
Cellular differentiation 0.176 0.233 0.949 0.033 0.042 0.302 0.444 0.321 0.031
Tumour invasive depth 0.812 0.020 0.743 0.832 0.302 0.704 0.709 0.733 0.317
Lymph node status 0.125 0.848 0.537 0.164 0.983 0.188 0.439 0.003 0.345
Lymphatic invasion 0.884 0.766 0.687 0.044 0.889 0.847 0.016 0.024 0.451
Perineural invasion 0.555 0.062 0.852 0.459 0.395 0.406 0.043 0.003 0.389
Preoperative CEA 0.472 0.103 0.033 0.253 0.704 0.392 0.652 0.247 0.892

TNM stage 0.198 0.732 0.953 0.131 0.920 0.018 0.329 0.001 0.576
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Figure 3: Expression changes in direct repair, MMR and BER genes are associated with
specific clinical and pathological outcomes in CRC patients. Box plots showing fold change
in gene expression between tumor tissue and normal adjacent mucosa (y axis). Horizontal lines
represent the median; the bottom and top of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,

respectively; and the vertical bars represent the range of data.

We also verified the associations between clinical and pathological characteristics and
protein expression (Supplementary Table 1). Overexpression of MLHI is associated with
tumor location (p=0.002) and tumor invasive depth (p=0.045); high expression of MPG is
associated with tumor location (p=0.014), lymphatic invasion (p=0.006) and TNM stage
(p=0.008); overexpression of Polf is associated with perineural invasion (p=0.043); XRCCl1
overexpression is associated with histology (p=0.044) and presence of lymphatic invasion
(p=0.005); while FEN1 protein expression did not present any significant association with

clinical data.

Overexpression of MPG, but not XRCCI, sensitizes colon cancer cells to 5-FU and
temozolomide

Since we found that colorectal tumors that present increased MPG and XRCC1 mRNA
and protein levels are more prone to unfavorable pathological outcomes, we decided to
investigate in vitro the potential impact of modulating the levels of these two key BER
components on cellular viability after exposure to 5-FU and TMZ. Human cells overexpressing
MPG are more sensitive to alkylation-induced damage in a Polf-dependent manner [19], but
no evidence was yet reported for MPG and Polf levels affecting the cellular response to 5-FU.
While 5-FU is a classic first line chemotherapeutic drug in CRC treatment, TMZ is an

alkylating agent inducing BER substrates, presently under investigation for metastatic CRC
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patients heavily pre-treated but non-responders (Clinical Trials identifiers: NCT01051596,
NCT02414009).

We treated colorectal tumor HCT116 cells overexpressing MPG or XRCCl1 (Fig 4A,
4B and 4C) with 5-FU (2.5uM and 5uM) (Fig. 4D and 4E) and with TMZ (10uM and 20uM)
for 24h and 48h (Fig. 3F and 3G). The above-mentioned doses correspond to the ICy and ICso,
respectively, for each drug (Supplementary Figure 2). The MPG overexpressing colon cancer
cells were more sensitive to both 5-FU doses after 24h and 48h in comparison to XRCCl1-
overexpressed cells (p<0.001). XRCC1 overexpression did not significantly affect cell viability
to 5-FU, while MPG overexpression led to a significant reduction in cellular viability after 5-
FU treatment (p<0.01), with viability reduced to 31% or 21% 24h or 48h after treatment,
respectively. The same scenario was observed after the TMZ ICsy treatment: the
overexpression of MPG, but not of XRCC1, promoted an increase in cellular sensitivity to
TMZ in both time points, and viability was reduced to 28% or 15% 24h or 48h after treatment,

respectively (p<0.01 for both time points).
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Supplementary Figure 2 (S2): Dose-response curves for ICy and ICsy calculation of 5-FU

and TMZ treatments used in viability and metabolic assays.
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Figure 4: Overexpression of MPG, but not of XRCCl1, sensitizes colon cancer cells to 5-
FU and TMZ. A, representative photomicrographs of viable HCT116 cells displaying normal
cellular morphology and exhibiting green GFP fluorescence 48h after transfection. B, Western

blot analysis of MPG and XRCCI protein levels in HCT116 cells 48 hours after transfection.
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GFP-MPG protein: 64kD; B-Actin: 42kD; MPG: 37kD; GFP-XRCCI1: 112kD; XRCCI1: 85kD;
Lamin-B1: 66kD. C, GFP fluorescence intensity 48h after transfection with the different GFP
expressing vector constructs. D and E, Viability assessment of cells overexpressing GFP alone,
GFP-MPG fusion protein and GFP-XRCCI fusion protein 24h (D) and 48h (E) after treatment
with 5-FU. F and G, Viability assessment of cells overexpressing GFP alone, GFP-MPG fusion
protein and GFP-XRCCI1 fusion protein 24h (F) and 48h (G) after treatment with TMZ.
Symbols above the error bars represent statistically significant difference (p<0.05) between

cells overexpressing GFP alone and cells overexpressing the GFP-fusion proteins.

The increased basal cytosolic ATP levels following MPG overexpression dramatically
drops after TMZ treatment in colon cancer cells

In order to understand the mechanisms underlying the increased sensitivity to cytotoxic
drugs that MPG - but not XRCCI1 - overexpression promotes in colon cancer cells, we
considered the possibility that misbalancing BER by MPG overexpression could induce
metabolic dysfunctions, such as ATP loss and lactate accumulation. Surprisingly, MPG-
overexpressed cells presented a 2-fold increase in cytosolic ATP basal levels (48h after the
transfection) in comparison to control (p<0.001) and to the XRCCl-overexpressed cells

(p<0.01), but no basal changes in lactate secretion (Supplementary Figure 3).
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Supplementary Figure 3 (S3): Basal cytosolic ATP and extracellular lactate levels 48h after

transfection of HCT116 cells with empty, MPG- or XRCC1-expression vectors. *p<0.01.

We then treated cells with 5-FU and TMZ and assessed these parameters one and four
hours after treatment (Fig. 5). The treatment with 5-FU (2.5uM) induced a significant reduction
in ATP levels in colon cancer cells overexpressing MPG after 1h, but still maintaining the rates
greater than control. However, after 4h, a higher reduction in ATP levels occurred with both
doses, but with SuM these levels were equal to the controls (Fig. SA). Similarly, TMZ treatment
led to even greater changes in ATP levels in MPG-overexpressing cells (Fig. 5C). While after
1h of treatment, these cells presented increasing ATP levels with both doses, after 4h, the ATP
levels dramatically dropped, becoming even lower than the control cells (transfected with the
empty plasmid). In counterpart, we did not observe any changes in ATP levels following 5-FU
and TMZ treatments in cells overexpressing XRCC1 (Fig. 5B and 5D).

While 5-FU treatment did not affect lactate secretion levels in either genotype (Fig. SF
and 5Q), the lactate levels were altered by TMZ treatment. We observed a substantial time and
dose-dependent increase in lactate accumulation in cells overexpressing MPG (Fig. 5G) and a

modest one in the XRCC1-overexpressed cells after 4h (Fig. SH).
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Figure 5: ATP levels are modulated by MPG overexpression and 5-FU and TMZ
treatments. A and B, Cytosolic ATP levels in MPG and XRCCI1- overexpressing cells treated
with 5-FU; C and D, Cytosolic ATP levels in MPG and XRCC1- overexpressed cells treated
with TMZ; E and F, lactate secretion levels in MPG and XRCCI1- overexpressed cells treated
with 5-FU; G and H, lactate secretion levels in MPG and XRCC1- overexpressed cells treated
with 5-TMZ. Symbols above the error bars represent statistically significant differences
(p<0.01) in comparison to the cells transfected with the same plasmid that did not receive
treatment. (#) Represents statistically significant differences (p<0.01) comparing two time
points after treatment. NT: non-treated cells. Comparisons between two data sets (empty

plasmid vs. plasmid for overexpression) are indicated individually (*p<0.01).

Discussion

We investigated if alterations in BER, MMR and direct repair pathways are associated
with a particular clinical outcome in CRC and therefore have prognostic value. Here, we report
that BER genes are upregulated in a majority of sporadic CRC, represented by increases in
MPG, OGGI, APE1, PARPI and XRCCl1 gene and protein expression. We also report the
association between these individual repair gene expression levels and poor outcome features
in colorectal tumors. However, when we analyzed the entire BER pathway as a whole for each
individual CRC case, we noticed that there were no consistent levels of co-expression for the

BER proteins, indicating an imbalance or deregulation in this repair mechanism.

The classical relevance of DNA repair in sporadic CRC carcinogenesis is attributed to
the inactivation of MMR, by MLH1 and MSH2 loss or silencing [30], which occurs in 15-20%

of the patients. While this characteristic is considered to promote better overall survival rate
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and modulate the response to 5-FU [31], individual patients with advanced tumor staging still
present poor overall response rates (20-30%) [2]. However, nowadays, DNA repair in CRC
emerges as a promising strategy for personalized treatment. The DNA damage induced by 5-
FU can be repaired by both MMR and BER, and it has been suggested that a crosstalk between
these DNA repair pathways modulates cytotoxicity and resistance [32], which turns the DNA
repair response to 5-FU both puzzling and promising for CRC therapy tailoring. Thus, a
potential approach to enhance the DNA-based mechanisms of 5-FU-mediated cell death is to

identify how BER alterations can contribute to evade resistance.

While coordinated BER pathway avoids excessive toxic intermediate formation, such
as AP sites and SSBs, and contributes to tumor resistance and lethal outcomes for the patient
[11], imbalances in different steps of this pathway (e.g., caused by overexpression, loss or
inhibition) are responsible for a wide range of cellular fates. We found that individual
overexpression of all studied BER components were associated with clinical features that
indicate tumor aggressiveness, such as poorly cellular differentiation, presence of lymphatic
and perineural invasions and advanced tumor stage. However, by analyzing the entire BER
components set, we can infer that the imbalance (which means that at least three of six BER
genes are abnormally modulated) is probably leading to increased tumor aggressiveness.
Indeed, the modulation of individual BER enzymes levels implicates in several different
phenotypes both in vivo and in vitro. For example, DNA glycosylase inhibition jeopardizes
BER initiation and results in accumulation of cytotoxic and mutagenic base lesions [33]; on
the other hand, while overexpression of Polf increases spontaneous mutagenesis in mammalian
cells [34], Polp downregulation leads to hypersensitivity to alkylation-induced DNA damage
[35]. Yet, XRCC1-deficient mammalian cells do not repair SSBs properly, due to inefficient

DNA termini clean up and nick ligation [36].
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Preclinical and clinical evidence show that MMR deficiency is also associated with
poor therapeutic response to a wide range of cytotoxic drugs, such as 5-FU and TMZ, in cell
lines and patients [37]. For this reason, we analyzed the patients individually, and 24% of them
presented low expression of MLH1 and MSH2 simultaneously, which is known inactivate
MMR. In our study, CRC patients expressing low levels of MMR proteins also presented lower
expression for MPG, OGG1 and PARP1. 5-FU DNA-mediated toxicity requires MMR, but it
also demands BER AP endonucleases, confirming that the crosstalk between these pathways
is essential for 5-FU cytotoxicity [38]. Since imbalanced BER can arise either by increased
DNA glycosylase activity, or by a decrease in any downstream BER steps [39], we decided to
evaluate the effects of this imbalance in cellular viability and chemotherapeutic response. For
this, we modulated in vitro the levels of two proteins of this pathway that represent upstream
(MPG) and downstream (XRCC1) effectors in damaged base repair.

The expression status of a full panel of BER genes had not been previously evaluated
in CRC patients, and it is presently unclear to what magnitude MMR and BER collectively
contribute to 5-FU and TMZ cellular sensitivity. Using colon cancer HCT116 cells, which are
MMR-deficient (WMLHI™" and hMSH3™) and wild type for TP53, we were able to show that
MPG overexpression results in increased sensitization to 5-FU in colon cancer cells. MPG
overexpression was previously reported in some types of neoplasias, including CRC [40, 41],
however, to our knowledge, MPG-dependent sensitization to 5-FU in colon cancer cells has
not been previously reported. On the other hand, few studies have looked at the involvement
of BER components downstream of the DNA glycosylases with regards to 5-FU sensitivity. In
agreement with our results, previous reports showed that disrupting BER by XRCC1 depletion
did not sensitize cells to 5-FU [41]. That XRCC1 modulation does not affect response to 5-
FU is striking given its prominent role in later steps of BER. One possible explanation might

be altered sub-pathway choice depending on the cell type examined. For example, long-patch
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BER may complete the steps downstream of APE1-mediated incision, during which Pold/e
performs nucleotide synthesis, flap endonuclease (Fenl) removes the nucleotide overhang, and
DNA ligase I seals the nick. Further investigation is necessary to assess whether 5-FU-induced
damage is repaired by long—patch BER, making short-patch dispensable.

Interestingly, MPG, but not XRCCI1, overexpression resulted in an even greater
sensitivity to TMZ in colon cancer cells. The occurrence of chemorefractory disease poses a
major therapeutic challenge, especially in advanced CRC. MPG expression does predict
temozolomide sensitivity in glioblastoma and ovarian cancer cell lines [16]. However, TMZ
has been investigated in clinical trials for CRC [42] supported by the same principle resulted
from the association between MGMT loss and increased responsiveness to temozolomide in
glioblastoma patients [43]. Indeed, MGMT methylation in CpG islands and low MGMT gene
and protein expression appear to be early events in CRC patients [44], which is consistent with
our clinical results. In addition, an even better response to TMZ seems to be granted by
concomitant downregulation of both MGMT and MPG [45]. However, and in agreement with
our results, high levels of MPG were shown to sensitize cells to treatment: studies involving
breast, glioma, and ovarian cancer cell lines, reported that MPG overexpression conferred
sensitivity to alkylating agents, such as TMZ [19, 40]. In this case, if higher MPG levels lead
to BER imbalance and a better response to TMZ, we suggest TMZ treatment would potentially
benefit CRC patients and BER imbalance could be used as a new potential biomarker for this
emerging CRC therapy.

The increased sensitivity to chemotherapy resulting from MPG overexpression led us
to propose energy metabolism alterations may explain this scenario. We therefore decided to
measure basal cytosolic ATP levels in both transfected cells types and we found a basal 2-fold
increase in cells overexpressing MPG, suggesting that MPG overexpression can lead to higher

ATP levels even in the absence of DNA damage induction. Interestingly, Mpg knockout mouse
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embryonic fibroblasts show a significant decrease in basal ATP levels if compared to wild type
(Alhumaydhi and Meira, personal communication).

Subsequently, we observed that both 5-FU and TMZ have sensitized MPG-
overexpressing cells followed by ATP depletion and lactate accumulation, pointing out to an
energy metabolism disruption that might be underlying this response. Remarkably, while 5-FU
treatment reduced the basal ATP levels to normal but had no effect in lactate basal
accumulation, TMZ treatment led to a dramatic drop in ATP levels associated with significant
increase in lactate secretion to medium, which is compatible to lactic acidosis. The same
metabolic scenario was already reported in several physiologically significant outcomes, such
as ischemia and diabetes, which have the hypoxic context in common [46, 47]. Since BER
failure triggers NAD" reduction, ATP-depletion mediated cell death has become critical player
in tissue injury [20]. Moreover, in a streptozotocin-induced diabetes model, it was clear that
cell death is also dependent on MPG activity-mediated energy imbalance [47], explaining the
increased sensitivity mediated by metabolism disruption that we found in MPG, but not
XRCCI1, overexpressed cells. In addition, lactate accumulation within tumor tissue is chiefly
due to the increased glycolytic rate of cancer cells, and it also correlates with metastasis and
poor disease-free and overall survival [48]. Despite, cell death can also be mediated by
glycolytic genes repression as a cellular response to lactate accumulation, which is associated
with significantly increased patient survival rates [49]. This indicates that colon cancer cells
response to TMZ treatment via ATP depletion and high lactate may in fact influence patient
outcomes.

Our data suggest that BER imbalance characterizes sporadic CRC and affects tumor
aggressiveness and patient outcome. However, the identification of the exact point of
imbalance in the pathway is crucial to the better tailoring of chemotherapeutic approaches. This

is made clear by our results in MMR-deficient colon cancer cells overexpressing either MPG
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or XRCC1; we only observed increased sensitivity to 5-FU and TMZ in MPG-overexpressed
cells. In addition, alkylation treatment was more cytotoxic than 5-FU, since it also leads to
more pronounced metabolism disruption. We believe that assessing MPG expression levels
and the identification of MPG overexpressing tumors could represent a therapeutic advantage
for MMR-deficient sporadic CRC, since this subtype of colon cancer presents poor response
to 5-FU and reduced patient overall survival, but the BER imbalance by MPG upregulation
may be the key for resistance evasion.

We therefore propose a model to depict how detecting extreme imbalances in early
(such as MPG) or late (such as XRCC1) BER steps can be used as a therapeutic advantage to
non-responder tumors (Fig. 6). Our model proposes that the metabolic characteristics of tumor
cells contribute to tumor aggressiveness but can also be exploited to improve chemotherapeutic
response. BER imbalance in initial steps (such as through MPG overexpression), leads to
increased sensitivity to 5-FU and TMZ treatments and energy metabolism disruption. On the
other hand, imbalancing BER at later steps (e.g. XRCC1 overexpression) would not
significantly alter tumor response to 5-FU or TMZ, since no increase in energy metabolism
disruption was observed in XRCC1 overexpressing cells upon 5-FU or TMZ treatment.

In light of our results, we propose TMZ is an attractive candidate for a new
chemotherapy approach in CRC. TMZ may be especially effective in MMR-deficient MPG-
overexpressing colon cancer cells, concomitantly inducing DNA damage and disrupting

metabolism, potentially leading to higher therapeutic efficiency for this subset of CRC patients.
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Figure 6: Model depicting the potential therapeutic value of BER status assessment in colorectal cancer. BER pathway imbalance can be
therapeutically exploited to benefit MMR-deficient colorectal cancer patients. MMR-deficient sporadic CRC patients derive little benefit from

chemotherapy, Modulation of early BER steps (i.e. MPG overexpression) results in enhanced sensitivity to DNA damage and energy metabolism

disruption, representing therefore an attractive therapeutic target for this subset of CRC patients.
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Conclusions

Our clinical and experimental observations revealed sporadic colorectal tumors display
altered BER gene and protein expression, indicative of BER imbalance, which is associated
with poor prognosis markers. Using a colorectal cancer model tumor cell line, we find that
overexpression of a BER upstream component (MPG), but not downstream (XRCC1), leads to
higher sensitivity to 5-FU and TMZ, ATP depletion and lactate accumulation. Our results
suggest that evaluation of the BER status in colorectal tumors can help predict therapy
effectiveness and raise the interesting possibility that TMZ would be an effective therapeutic

approach for CRC.
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Material and Methods
Patients

A total of 70 surgically resected fresh tissue specimens comprising of tumor tissues
(percentage of tumor cells >70%) and adjacent normal tumor-free regions (non tumor healthy
mucosa at >10 cm distance from the tumor) of primary sporadic CRC were collected between
2013 and 2015. Only cases with a primary diagnosis of colorectal cancer undergoing upfront
surgery were selected for the purpose of this study. We excluded patients who had received
pre-operative treatment in the form of radiation or chemotherapy. We also excluded patients
with family history of Familiar Adenomatous Polyposis (FAP) and Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer (HNPCC). Histopathological grades and clinical staging were evaluated
according to the standard criteria described in the sixth edition of AJCC/UICC Classification
by pathologists blinded for the study purposes. Ethical committees of participating institutions
approved the study, and written informed consent was obtained from patients before study
enrolment. The study was carried out in accordance with the principles of the Helsinki

Declaration.

Quantitative reverse transcription PCR

We evaluated the differential gene expression in colorectal tumors and healthy paired
tissues in duplicate by RT2 Profiler™ PCR Array (SABiosciences/Qiagen). The selected genes
composing the arrays were: MPG, OGGI, APEXI, PARPI, POLS and XRCC1 from the BER
pathway; MLHI and MSH?2 from the MMR pathway; and the direct repair gene MGMT.

Regions of high tumor cellularity (minimum of 80%) were selected for RNA extraction.
RNA was extracted and purified from 30 mg of both fresh tumors and adjacent mucosa samples
using an RNeasy mini kit (SABiosciences/Qiagen) according to the manufacturer’s

instructions. cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA using the RT?
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PCR Array First Strand Kit (SABiosciences/Qiagen) according to supplier's
recommendations. Reaction was prepared using RT2 SYBR-Green/Rox PCR Master Mix
(SABiosciences/Qiagen). Data analysis was based on the AACT method with normalization of

the raw data to two housekeeping genes (EIF2B and PPIA).

Immunohistochemistry

MLH1, MPG, FEN1, Polf and XRCCI expression in primary tumors was examined
from formalin-fixed paraffin-embedded samples. Tissues were sectioned at 4-um and mounted
on silanized slides, which were stored at 4°C. After deparaffinization and rehydration, the
sections were quenched with 3% H,0, in methanol to block endogenous peroxidase. Bovine
serum albumin at 5% (BSA) was then applied to prevent non-specific binding. The sections
were incubated with anti-MPG (dilution 1:100, Abcam, mouse, EPR10959(B)), anti-Polf
(dilution 1:500, Abcam, rabbit, ab26343), anti-FEN1 (dilution 1:800, Abcam, rabbit, ab17993),
anti-XRCC1 (dilution 1:50, Abcam, mouse, ab1838) and anti-MLH1 (dilution 1:100, Abcam,
ab92312) antibodies, and then incubated with appropriate secondary antibodies (DAKO).
Diaminobenzidine (DAB) was used as chromogen and the sections were counterstained with
haematoxylin. Omission of the primary antibody was used as a negative control. Protein
expression was evaluated using Quick Score (QS) (by assessing both staining intensity and the
percentage of the stained area with a given intensity) and dichotomized in low (score between
0 and 4) and high expression (score between 5 and 12). Only stained nuclei of malignant cells
were assessed.

After immunostaining, two observers scored all samples independently. The few cases
with discrepant scoring were re-evaluated jointly on a second occasion, and agreement was
reached in all cases. Non-representative samples or samples with only a few tumor cells (<100)

were excluded from the analysis. Five hot spot fields containing at least 200 cells were captured
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and the positive cells were counted using ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Protein expression levels was estimated through a scoring system, which took
into account the intensity of the color reaction and the percentage of positive cells within the
five microscope fields at the magnification of 100x. According to the number of positive
staining cells, the staining density was expressed semi-quantitatively as follows: 0, less than
5%; 1, 5 to 25%; 2, 25 to 50%; 3, 50% to 75%; or 4, more than 75%. We also evaluated the
staining intensity as follows: 0-negative staining; 1-weak staining; 2-moderate staining and 3-
strong staining. Both values were multiplied together, and the staining score was stratified as
weak (score range, 0—4) or strong (score range, 5—12) according to the proportion and intensity

of positively stained cancer cells. In Figure S1, we present representative images for each score.

Cell culture and transfection

The human colorectal cancer cell line HCT116 (ATCC® CCL-247™). was obtained
from the American Type Culture Collection. This cell line was originally obtained from ATCC,
which performs cell line characterizations, prior to February 2015. The authors did not
authenticate this cell line. HCT116 was cultured in McCoy’s SA Medium (Gibco) containing
10% FBS (Sigma), penicillin (10’ U/L) and streptomycin (10 mg/L), maintained at 37°C in a
humidified 5% CO; incubator. The plasmid allowing for the overexpression of a GFP-MPG
fusion protein was a kind gift from Clara F. Charlier in the Meira lab, while the GFP-XRCC1
fusion construct was a kind gift from Dr Akira Yasui. For transient transfections, cells were
seeded into 96-well plates (at 1x10* cells per well) at 70% to 80% confluence. After 24 hours,
cells were transfected with Lipofectamine 2000 following the manufacturer's protocol
(Invitrogen), with 1ug plasmid DNA. After 5 hours of incubation at 37°C, the transfection

medium was replaced with complete medium. All experiments were performed in triplicate
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and 48h after the transfection. Basal values correspond to the 48h post-transfection time point

but without intervention.

Cytotoxic drugs treatment

5-FU and TMZ were purchased from Sigma-Aldrich and reconstituted in DMSO,
aliquoted and maintained at -20°C. 48h after transfection, chemotherapeutic agents at the
desired concentrations were added into each well and plates were incubated for 24h and 48h
(for viability assays) or for 1h and 4h (for metabolic measurements) in an incubator with 5%

CO, at 37°C.

Cell viability assay

Viability was assessed with the CellTiter-Aqueous MTS reagent (Promega), 24 and 48
h post-treatment. Briefly, MTS reagent was added into each well and incubated for 3h with 5%
CO;, at 37°C. MTS absorbance was then measured at 490nm. Results are reported as the

percentage of treated cells relative to the cells without treatment (% Control).

Western Blot

Cell lysates were obtained with mammalian cell lysis buffer M-PER (PIERCE)
containing protease inhibitors (Sigma). Protein content was determined with the BCA Protein
Assay according to manufacturer’s instructions (Pierce, Thermo Fisher Scientific). Twenty
micrograms of protein lysate was loaded onto a SDS-PAGE gel (Bio-Rad) and transferred
eletrophoretically onto a polyvinylidene fluoride membrane. The membranes were blocked
overnight with PBS containing 0.1% Tween 20 in 5% skim milk at 4°C and subsequently
probed using the following primary antibodies: anti-MPG (1:250, Sigma, HPA006531), anti-

XRCC1 (1:500, Abcam, ab1838), anti-B-Actin (1:2000, Abcam, mouse ab6276 and rabbit
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ab52614) and anti-Lamin-B1 (1:2000, mouse ab8983 and rabbit ab133741). Detection
followed by incubation with IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG or IRDye 680RD Goat
anti-Mouse IgG (both from LI-COR). Membranes were scanned using an Odyssey CLx

infrared imaging system (LI-COR Biosciences).

ATP and lactate measurements

For lactate measurements, medium was sampled from cells 1h and 4h after treatment
and deproteinized with Amicon centrifugal filters (Merck Millipore) for lactate dehydrogenase
removal. Colorimetric method was performed with lactate assay kit (Sigma-Aldrich) following
the manufacturer’s instructions. Absorbance was read at 570 nm.

For ATP measurements, cells were lysed with digitonin-based buffer (Cayman).
Intracellular ATP was determined by a luciferin/luciferase method using an ATP
bioluminescent assay kit (Sigma-Aldrich). Luminescence was measured using a 96-well plate
luminometer. Cytosolic ATP content was calculated by an ATP standard curve and normalized

to cellular protein content/well.

Statistical Analysis

Clinical data was analyzed using SPSS version 22.0 (SPSS Inc.). Qualitative variables
were compared using the x2 Test and Fisher’s exact test; and quantitative variables were
analyzed by the # test. Univariate analysis of clinical factors including age, sex, TNM stage,
tumor invasion, lymph node metastases, cellular differentiation, location and tumor size was
assessed by the log-rank test. Experimental data was analyzed with GraphPad Prism 6 software
(GraphPad) and statistical analysis carried out by two-way ANOVA and Tukey’s post-hoc.

The results were considered statistically significant when p-value was less than 0.05.
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CAPITULO II

Neste artigo original a ser submetido, analisamos a expressdo génica e proteica de
componentes da via do reparo do DNA por excisdo de nucleotideos em tumores colorretais e
tecidos saudaveis e sua associa¢do com aspectos prognosticos conferidos pelas ferramentas
atuais de estadiamento da doenga, bem como com os diferentes perfis da via de reparo de mal

pareamento.
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Abstract

Background: Colorectal cancer (CRC) pathological staging still fails to accurately predict
prognosis, recurrence and chemosensitivity. Nevertheless, no molecular panel has proven
reliable for better stratification in clinical practice. Alterations in nucleotide excision repair
(NER) expression levels caused by loss, inhibition or overexpression are associated with poor
outcomes and resistance to chemotherapy in various cancer types and might be promisor as a

tool for current staging refinement in CRC patients.

Methods: Pre-treatment tumor samples from 70 patients with sporadic colorectal
adenocarcinoma were assessed for 6 NER gene and protein expression by qPCR and
immunohistochemistry, respectively. MLH1 gene and protein expression were used to
determine the mismatch repair status (proficient or deficient) of each patient. The molecular

data were analyzed in relation to clinical features and TNM staging as a prognosis predictor.

Results: All NER studied components were found to be altered in colorectal tumors in
comparison to healthy intestinal tissues. The reduction of CSB and XPG were associated with
poor pathological outcomes (poorly differentiated tumors, advanced TNM stages and more
invasive tumors). On the other hand, higher levels of ERCC1 and XPF were associated with
unfavorable pathological outcomes, such as tumor poorly differentiated and mucinous, as well
as the presence of lymphatic invasion. Gene and protein expression of ERCC1, XPD and XPG
were strongly correlated. No associations were found between XPA mRNA levels and
pathological features. Moreover, there is no difference in NER profile expression in different

MMR patients’ profiles (proficient or deficient).

Conclusions: Our findings indicate that specially deficiencies in NER pathway could play a
role in the aggressiveness of colorectal cancer, since there are many associations with clinical
features of tumor aggressiveness, such as presence of lymphatic and perineural invasion and
advanced TNM stages. Thus, the NER proteins appear to be suitable candidates to refine the
TNM current staging of colorectal cancer. Nevertheless, to propose these proteins as prognostic
biomarkers, it is imperative to understand if they are part of colorectal cancer’s etiology or a

side effect of its development.

Keywords: Colorectal cancer; nucleotide excision repair; mismatch repair; prognosis.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the fourth leading cause of cancer-related death worldwide,
resulting in over 690 000 deaths annually (1). Recently, decreasing CRC mortality rates have
been recorded in developed countries, most likely due to larger efforts in cancer screening and
improved treatments (2). Currently, the primary method for assessing prognostic differences
among patients is the tumor-node-metastasis (TNM) staging system, developed by the
American Joint Committee on Cancer (AJCC) and the International Union Against Cancer
(UICC) (3). While stage I disease usually can be cured by surgery alone, patients with high-
risk stage II, IIT or IV disease are recommended for chemotherapy in the adjuvant or palliative
setting (3). CRC is recognized as a multifactorial, heterogeneous disease based on the fact that
even histologically similar tumors present significant variation in outcome of patients within
the same tumor stage (4, 5). With the exception of KRAS mutational status for selection of
biologic therapy, no predictive or prognostic biomarker has yet been validated (6, 7).

While in the etiopathogenesis of inherited CRC forms the influence of particular genetic
features predominates, sporadic forms (around 80% of all cases) show a multifactorial pattern,
which are determined by an interaction of numerous genetic, environmental and lifestyle
elements (reviewed in 8). Colon epithelium is one of the most continuously regenerated tissues
in the body. It consequently has increased susceptibility to a wide range of mutagens present
both in the bowel contents or in the blood. Cigarette smoking, alcohol, red meat, or processed
saturated fat have been established CRC risk factors through the production of strong DNA-
reactive compounds (9). Thus, keeping in mind the significance of DNA repair in the disease
progress and the influence over the effectiveness of anticancer therapy, it seems realistic to

consider a classification of tumors based on DNA repair features.
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In this context, mismatch repair (MMR) pathway comprises the classical relevance in
CRC pathogenesis, since the microsatellite instability (MSI) subgroup accounts for 15 % of
early-stage and 3 % of metastatic CRCs, and are a result of pathogenic mutations or epigenetic
changes in MMR proteins, primarily MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 (10). MMR is
responsible for correcting replication errors such as base-base mismatches and polymerase
slippage products (i.e. insertion/deletion loops) at nucleotide repeat sequences. CRC patients
with deficient MMR tumor have distinct clinical and pathologic features, such as proximal
colon predominance, poor differentiation and mucinous histology, with increased numbers of
tumor-infiltrating lymphocytes (11). In vitro studies indicate resistance of MSI-high tumors to
various chemotherapeutic agents, such as 5-Fluorouracil (5-FU) and cisplatin (reviewed in 12).

Another DNA repair pathway, the nucleotide excision repair (NER), repairs a great
variety of DNA lesions, for example pyrimidine dimers, bulky DNA adducts and intrastrand
DNA cross-links, which all distort the DNA double helix. The classic NER pathway involves
roughly thirty proteins operating in a coordinated manner. NER proceeds through a series of
steps, starting with damage recognition, DNA uncoiling, incision and removal of the DNA-
strand around the damage and lastly DNA synthesis and ligation (12). In addition to functioning
in global genome repair (GG-NER), NER maintains a specialized pathway, termed
transcription-coupled NER (TC-NER), which specifically deals with lesions on the transcribed
strand of DNA that block RNA polymerase progression. These two NER pathways are thought
to differ only at the lesion recognition step, but utilize common machinery to execute the final
steps of the repair response (13).

No study has to date reported any defect in NER in any form of CRC or its association
with MMR status. However, a number of studies have examined whether there is a correlation
between NER gene polymorphisms and colorectal cancer risk (14, 15). The results, though,

remain unconvincing and do not offer any clear way regarding their participation in the
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malignant transformation, but rather might contribute to chemoresistance and growth
advantage of tumor cells. Hence, since oxaliplatin is one of the main agents used in the
treatment of CRC for patients diagnosed with TNM stage III and IV and provokes bulky DNA
adducts classically thought to be repaired by the NER pathway (reviewed in 16), some studies
have been exploring NER components gene and protein expression in CRC tumor tissue as a
prognostic marker for therapy outcome (17, 18).

Bearing in mind that division of colorectal cancers into molecular subsets yields
important consequences for prognosis and therapeutic response, it seems quite reasonable to
consider a categorization of tumors based on DNA repair characteristics. The aim of the present
study was to compare NER gene and protein expression profiles in colorectal adenocarcinomas
matched with adjacent healthy mucosa from 70 newly diagnosed patients with CRC and to
investigate if possible alterations in this pathway have associations with classic prognostic

factors and MMR status.
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Material and Methods

Study patients and collection of biologic specimen

The study included seventy patients with sporadic CRC who underwent surgical
resection between 2013 and 2015. Fresh tissue specimens comprising of tumor tissues
(percentage of tumor cells >70%) and adjacent normal tumor-free regions (non tumor healthy
mucosa at >10 cm distance from the tumor) of primary sporadic CRC were collected. All
patients signed informed consent. Ethics approval was granted by the appropriate committees
(no. 34145614.9.0000.5335 and 09761613.4.0000.5345). Only cases with a primary diagnosis
of colorectal cancer undergoing surgery were selected for the purpose of this study. Patients
were excluded if at least one of the follow criteria was identified: suspicion or register of
hereditary colorectal cancer (familial adenomatous polyposis and hereditary non-polypoid
colorectal cancer); presence of colorectal cancer associated with inflammatory bowel disease;
realization of neoadjuvant chemoradiation therapy. Histopathological grades and clinical
staging were evaluated according to the standard criteria described in the sixth edition of

AJCC/UICC Classification by pathologists blinded for the study purposes.

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR)

We evaluated the differential gene expression in colorectal tumors and healthy paired
tissues in duplicate by RT2 Profiler™ PCR Array (SABiosciences/Qiagen). The selected genes
composing the arrays were: XPA, XPD, XPF, CSB, ERCC] from the NER pathway and MLH1
and MSH? from the MMR pathway.

Regions of high tumor cellularity (minimum of 80%) were selected for RNA extraction.
RNA was extracted and purified from 30 mg of both fresh tumors and adjacent mucosa samples

using an RNeasy mini kit (SABiosciences/Qiagen) according to the manufacturer’s
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instructions. cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA using the RT> PCR Array First
Strand Kit (SABiosciences/Qiagen) according to supplier's recommendations. Reaction was
prepared using RT2 SYBR-Green/Rox PCR Master Mix (SABiosciences/Qiagen). Data
analysis was based on the AACT method with normalization of the raw data to two

housekeeping genes (EIF2B and PPIA).

Immunohistochemistry

Mihl1, Xpd, Xpg and Erccl proteins expression in primary tumors were examined from
formalin-fixed paraffin-embedded samples. Tissues were sectioned at 4-um and mounted on
silanized slides, which were stored at 4°C. After deparaffinization and rehydration, the sections
were quenched with 3% H,0, in methanol to block endogenous peroxidase. Bovine serum
albumin at 5% (BSA) was then applied to prevent non-specific binding. The sections were
incubated with anti-Xpd (dilution 1:200, Abcam, rabbit, EPR9675, ab167418), anti-Xpg
(dilution 1:200, Abcam, rabbit, ab189317), Erccl (dilution 1:200, Spring Bioscience, rabbit,
SP68) and anti-Mlhl (dilution 1:100, Abcam, EPR3894, ab92312) antibodies, and then
incubated with appropriate secondary antibodies (DAKO). Diaminobenzidine (DAB) was
used as chromogen and the sections were counterstained with haematoxylin. Omission of the
primary antibody was used as a negative control. Protein expression was evaluated using Quick
Score (QS) (by assessing both staining intensity and the percentage of the stained area with a
given intensity) and dichotomized in low (score between 0 and 4) and high expression (score
between 5 and 12). Only stained nuclei of malignant cells were assessed.

After immunostaining, two observers scored all samples independently. The few cases
with discrepant scoring were re-evaluated jointly on a second occasion, and agreement was
reached in all cases. Non-representative samples or samples with only few tumor cells (<100)

were excluded from the analysis. Five hot spot fields containing at least 200 cells were captured
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and the positive cells were counted using ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Protein expression levels was estimated through a scoring system, which took
into account the intensity of the color reaction and the percentage of positive cells within the
five microscope fields at the magnification of 100x. According to the number of positive
staining cells, the staining density was expressed semi-quantitatively as follows: 0, less than
5%; 1, 5 to 25%; 2, 25 to 50%; 3, 50% to 75%; or 4, more than 75%. We also evaluated the
staining intensity as follows: 0-negative staining; 1-weak staining; 2-moderate staining and 3-
strong staining. Both values were multiplied together, and the staining score was stratified as
weak (score range, 0—4) or strong (score range, 5—12) according to the proportion and intensity

of positively stained cancer cells.

Statistical Analysis

Statistical ~analysis was performed wusing SPSS software version 22.0.
Immunohistochemistry and clinical features correlations were analyzed through contingency
tables, chi-square (y2) test and Fisher’s exact test. Quantitative variables were analyzed by the
t or Mann-Whitney tests. Univariate analysis of clinical factors including age, sex, TNM stage,
tumor invasion, lymph node metastases, cellular differentiation, location and tumor size was
assessed by the log-rank test. All statistical tests were two sided and p<0.05 was considered

significant.

Availability of data and materials

Any supplementary supporting data relating details of clinical and pathological analysis
are available upon request from the corresponding author and can be found in the electronic
medical record system of the “Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Hospital”.
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Results

Changes in NER gene and protein expression levels have prognostic value in sporadic

colorectal cancer

The group of patients (showed in Table 1) included 38 (54%) men and 32 (26%) women
with a mean age of 67,7 years old (+11). The clinical stage of patients at diagnosis was
classified according to the tumor—node—metastasis (TNM) system, 41 patients were diagnosed
with pathologic stage I or II (59%), 29 as stage III or IV (41%). The histology indicates 60
(85%) patients with adenocarcinoma and 10 (15%) patients with mucinous tumors. 42 patients
had tumor localized in the colon (60%) and 28 in the rectum (40%). In 30 patients (43%),
tumors were of well-or moderately differentiated grade, and in 40 patients (57%) poorly
differentiated.

The mRNA levels for CSB, XPA, XPD, XPG, XPF and ERCCI were quantified using
qPCR in 70 pairs of primary sporadic colorectal tumors and adjacent healthy mucosal tissues.
CSB mRNA levels were reduced (-3.87; p<0.0001) in the mucosal tissue in comparison to
tumors, as shown in Fig 1B. On the scatterplot (fig.1 A), by analyzing the patients individually,
we found difference in XP4 mRNA levels between tumor and normal tissue (p<0.001).
However, in the fold change, on average, we can infer that XPA is downregulated is neoplastic
tissues (-0.994; p<0.0001). On average there was no significant overexpression of XPD in the
tumor tissue as shown in the fold change (Fig. 1B), however this overexpression can be seen
in the scatterplot (Fig. 1A) in the individual analysis. XPG mRNA levels (-3.35; p<0.0001)
were reduced (Fig 1C) in the tumors. We found overexpression of XPF (2.12; p<0.01) and

ERCCI (3.6; p<0.001) in the neoplastic tissue.
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Table 1: Clinicopathological profile of patients with colorectal adenocarcinoma (n=70). CEA:

carcinoembryonic antigen.

Variable n (%)
Total cases 70
Age(meant SD) 67.7+ 11
Agey

<65 30 (43)

>65 40 (57)
Gender

Male 38 (54)

Female 32 (46)
Tumour location

Colon 42 (60)

Rectum 28 (40)
Histology

Adenocarcinoma 60 (85)

Mucinous 10 (15)
Cellular differentiation

Well or moderately differentiated 30 (43)

Poorly differentiated 40 (57)
Tumour invasive depth

T1-T2 20 (29)

T3-T4 50 (71)
Lymph node status

NO (=0) 19 (27)

N1 (<3) 26 (37)

N2 >3) 15 (21)
Lymphatic invasion

No 38 (54)

Yes 32 (46)
Perineural invasion

No 44 (63)

Yes 26 (37)
Preoperative CEA, ng/mL

<5 42 (60)

>5 28 (40)

AJCC/TNM stage
-1l 41 (59)
1l 29 (41)
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Figure 1: NER genes are differentially expressed between sporadic colorectal tumors and

healthy adjacent mucosa and correlate with pathological features of tumor

aggressiveness. A, Gene expression was quantified for a panel of DNA repair genes by real-

time qPCR analysis in neoplastic and normal mucosal tissues from 70 patients with sporadic

colorectal cancer. The following genes were examined: CSB, XPA, XPD, XPG, XPF and

ERCCI.

(neoplastic/normal tissue). *p<0.05; **p<0.0001

Gene expression data are shown as scatter diagrams. B and C, Fold change
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The distribution of intensities of NER proteins Erccl, Xpd and Xpg and MMR protein
Mih1 staining and the correlation with clinical features are shown in table 2 and, in figure 3,
we show the representative images of immunohistochemistry positive staining for ERCCI1 (Fig
3A), XPD (Fig 3B) and XPG (Fig 3C). ERCCI1 overexpression was found in 47% of the cases
and presented very consistent associations with clinical features of tumor aggressiveness, such
as tumor location (p= 0.045), cellular differentiation (p=0.041) and lymphatic invasion
(p=0.026). However, differently from ERCC1 gene expression correlation, there was no
association between ERCC1 protein levels and histological tumor type (p=0.739). Regarding
XPD, 60% of the cases shown low expression of this protein in tumor tissue. However, high
levels of XPD protein content were associated with low preoperative CEA (p=0.038). Finally,
80% of all cases presented low contents of XPG in the colorectal tumors and it was associated
with stage III tumors (p=0.038) and tumor invasive depth (p=0.028). None of these associations
for XPD and XPG were found for gene expression levels, although the gene and protein
expression of these three NER components were found strongly correlated (ERCC1: 0.944;
p<0.0001; XPD: 0.292; p=0.014; XPG: 0.429; p<0.0001). MMR repair protein MLH1 were
underexpressed in only 15% of the cases and presented association with colon tumor location

(p=0.002) and smaller tumor invasive depth (p=0.045).
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Figure 2: Representative immunohistochemical staining of NER proteins in colorectal cancer

tissues. A: ERCC1; B: XPD; C: XPG. Original magnification: 100x (left) and 200x (right).
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Table 2: Different levels of NER proteins are associated with clinical features of tumor aggressiveness in sporadic colorectal tumors.

Associations were analyzed with the chi-square (y2) test and Fisher’s exact test.

Variable MLH1 ERCC1 XPD XPG
High Low  pvalue High Low  pvalue| High Low  pvalue High Low  pvalue

Total cases 70 55(79) 15 (21) 33 (47) 37 (53) 28 (40) 42 (60) 14 (20) 56 (80)
Age, years

<65 30 (43) 23 (77) 7 (23) 0.737 15 (50) 15 (50) 0.810 11 (37) 19 (63) 0.806 5017) 25@83) 0.764

>65 40 (57) 32 (80) 8 (20) ' 18 (45) 22 (55) ' 17 (43) 23 (57) ' 9(23) 31(77)
Tumour location

Colon 42 (60) 32 (76) 10 (34) 0.002 23 (549) 19 (46) 0.045 15 (36) 27 (64) 0.457 6 (14) 36 (86) 0.222

Rectum 28 (40) 23 (82) 5(18) 10 (36) 18 (64) 13 (46) 15 (54) 8(29) 20 (71)
Histology

Adenocarcinoma 60 (85) 47 (78) 13 (22) 0.905 29 (48) 31(52) 0.739 23 (38) 37 (62) 0.506 12 (20) 48 (80) 1

Mucinous 10 (15) 8 (80) 2(2) ' 4 (40) 6 (60) ' 5(50) 5(50) ' 8 (50) 8 (50)
Cellular differentiation

Well or moderately differentiated 30 (43) 23 (78) 7(22) 0.355 28 (93) 2(7) 0.041 9 (30) 21 (70) 0217 9 (30) 31(70) 0.764

Poorly differentiated 40 (57) 22 (55) 8 (45) ’ 5(12) 35(88) ) 19 (48) 21 (52) ' 51(13) 25 (87)
Tumour invasive depth

T1-T2 20 (29) 19 (95) 105 0.045 9 (45) 11 (55) ; 9 (45) 11 (55) 0.601 6 (30) 14(70) 0.028

T3-T4 50 (71) 36 (72) 14 (28) 24 (48) 26 (52) 19 (38) 21 (62) ' 6 (12) 44 (88)
Lymph node status

NO-N1 55(79) 44 (80) 11 (20) 0.577 26 (47) 29 (53) ; 21 (38) 34 (62) 0.567 12 (22) 43(78) 0.718

N2 15 (21) 11 (73) 4(27) ’ 7 (47) 8 (43) 7 (45) 8 (55) ' 2 (13) 13 (87)
Lymphatic invasion

No 38 (54) 30 (79) 8(21) 0.933 10 (26) 28 (74) 0.026 14 (37) 24 (63) 0.628 9(24) 29 (74) 0.551

Yes 32 (46) 25 (78) 7(22) ’ 23 (72) 9 (28) 14 (44) 18 (56) ' 5(16) 27 (84)
Perineural invasion

No 44 (63) 34(77) 10 (23) 0.731 18 (41) 26 (59) 0.219 15 (34) 29 (66) 0215 8 (18) 36(82) 0.759

Yes 26 (37) 21 (80) 5(20) ' 15 (58) 11 (42) ' 13 (50) 13 (50) ' 6 (23) 20 (77)
Preoperative CEA, ng/mL

<5 41 (60) 33 (78) 9(22) 1,000 20 (49) 21 (51) 0.81 26 (63) 15(37) 0.038 9(22) 32(88) 0.765

>5 29 (40) 22 (78) 6(22) ' 13 (79) 16 (21) ’ 2(6) 27 (94) 5(17) 24 (83)
AJCC/TNM stage

I-I 41 (59) 33 (80) 8 (20) 0.642 19 (46) 22 (54) / 16 (39) 25 (61) ; 12 29) 29(71)  0.038

11 29 (41) 22 (76) 7(24) ] 14 (48) 15 (52) 12 (41) 17 (59) 2(7) 27 (93)
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Variations in NER gene expression are associated with poor prognosis clinicopathological

characteristics

Using univariate analysis, we next assessed whether the expression levels for the key
NER repair pathway genes to see if they were associated with pathological features currently
used for staging and prognosis determination in colorectal cancer patients (Table 3). Higher
levels of XPF were associated with older patients (p=0.049). The tumor site was associated
with lower levels of CSB (p=0.040) and higher levels of ERCC1 (p=0.046). Higher levels of
ERCCI (p=0.034) and XPD (p=0.045) were associated with tumor invasive depth. Poorly
differentiated tumors were associated with reduced XPG (p=0.036) and increased ERCCl1
(p=0.038) expression levels. Presence of perineural invasion is associated with overexpression
of XPF (p=0.048). Finally, we found association between TNM stage III and low expression
XPG (p=0.044). No associations were found between XPA mRNA levels in neoplastic tissue

and pathological features.

Table 3: Univariate analysis of NER genes expression levels in neoplastic tissues and

clinicopathological features. Significant p values are highlighted in bold font.

ERCC1 XPA XPD XPF XPG CSB

Age 0.304 0.493 0.850 0.049 0.827 0.791

Tumor location 0.046 0.876 0.489 0.966 0.527 0.048
Histology 0.047 0.459 0.940 0.881 0.566 0.382
Cellular differentiation 0.038 0.872 0.805 0.737 0.036 0.805
Tumour invasive depth 0.034 0.269 0.045 0.812 0.787 0.032
Lymph node status 0.863 0.826 0.635 0.661 0.169 0.605
Lymphatic invasion 0.037 0.451 0.608 0.049 0.907 0.049
Perineural invasion 0.818 0.496 0.162 0.048 0.683 0.372
Preoperative CEA 0.233 0.405 0.230 0.047 0.351 0.394

TNM stage 0.300 0.128 0.398 0.176 0.044 0.404
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Patients with values above the median were considered to present overexpression of the
studied genes. We found 43% of all cases that presented 2 or less NER genes overexpressed
and 57% that had 3 or more NER genes overexpressed. Only five patients had shown all studied
genes consistently downregulated. In general, it is possible to infer the presence of a
heterogeneous pattern of expression between the patients (Supplementary Figure 1 and
Supplementary Table 1). There was no correlation between these two profiles and the clinical

variables (data not shown).
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Supplementary Figure 1: The mRNA expression ratios (T(tumor)/N(normal)) of initiation
genes in 70 tumors and adjacent control tissues. Patients with values above the median were

considered to present overexpression of the studied genes.
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Supplementary Table 1: Fold change (neoplastic/normal tissue) individual values and
stratification for over (highlighted in red) and underexpression (highlighted in blue). Definition
of expression level followed the median criteria. Median for each studied gene is indicated in

the last row.

Patient ERCCI1 XPA XPD XPF XPG CSB
1 1.49 295 6.25 ST -1.18 -1.83
2 -2.56 -4.27 374 0.75 0.55 119
3 4.17 -0.92 3.65 -2.54 -7.58 -7.44
4 6.55 -6.58 -1.80 1.65 -4.67 -5.42
5 8.17 3.48 495 5.81 -1.55 -0.48
6 4.70 2.90 831 0.31 -1.17 -4.51
7 7.70 041 542 7.92 =10.00 -0.28
8 3.16 -1.61 5.90 231 0.12 -7.04
9 -1.29 -2.28 2.89 5.24 -12.64 -4.67
10 -4.18 -2.39 5.63 -5.24 -5.49 -10.53
11 -1.52 -0.76 0.51 5.16 2.56 -0.31
12 0.55 -4.13 5.49 355 0.10 -7.26
13 4.02 -1.84 6.53 11.02 -0.21 -0.28
14 432 -1.68 1.01 11.72 1.48 -2.12
15 7.85 -2.61 7.02 -1.97 -0.73 -0.73
16 2.68 0.37 3.63 6.59 0.11 -7.20
17 3.70 -4.17 5.29 -1.36 -4.25 -7.85
18 2.04 -0.52 7.00 7.75 -1.42 -7.35
19 6.20 1.09 6.15 0.98 -6.71 0.08
20 -2.54 -0.25 8.76 -2.52 -2.54 -2.01
21 5.18 2.03 8.91 0.50 -5.48 535
22 2.06 0.28 6.42 5.96 -0.36 -3.92
23 4.14 231 6.57 4.46 -6.07 -13.94
24 5.98 5.21 4.01 -1.87 -0.01 -3.51
25 -0.16 459 TS 226 259 -7.80
26 -1.14 1.40 6.37 -3.17 -2.53 -3.35
27 -3.69 1.54 5.00 -0.67 -1.28 -7.31
28 220 118 0.50 0.04 -1.98 -0.70
29 8.79 0.94 0.00 -4.77 -5.12 -6.08
30 5.09 2.56 1.79 -2.07 -3.05 -2.74
31 -1.07 -1.21 -3.82 -1.10 1.03 -7.40
32 T -1.80 0.69 -0.28 -1.79 -1.37
33 5.65 223 -0.93 1.44 -7.59 -7.24
34 -1.44 -0.07 2.00 0.81 -5.47 -1.18
35 0.40 -0.64 -0.22 457 1.03 2.72
36 9.49 -5.30 115 333 -7.29 -0.36
37 Tl 0.67 1.26 3.27 -8.98 -6.11
38 -1.21 -0.23 3.26 297 0.34 -4.67
39 -0.08 -3.18 =591 -1.09 -1.81 -1.25
40 1.88 -1.28 -3.83 -2.06 -6.23 -8.50
41 7.29 -1.80 -1.06 -2.55 -1.14 -7.88
42 226 -3.28 -13.27 -0.32 -2.25 -6.80
43 439 -4.55 -4.03 5.99 -6.49 -5.05
44 -1.06 1.46 -1.51 1.74 -5.91 -3.29
45 10.60 -4.17 -1.76 3.15 1.58 -0.73
46 9.03 -4.30 1.39 4.16 0.00 3.03
47 542 0.02 3.29 0.23 -4.17 -3.86
48 6.48 -3.99 -1.50 -1.39 272 -8.96
49 217 -5.92 -0.27 6.23 1.50 -4.23
50 -0.20 -5.23 299 -3.19 -3.71 -6.75
51 543 -0.44 -1.90 -0.85 -3.69 -2.17
52 13.02 0.89 3.96 -3.64 -1.28 -5.61
53 4.65 -1.07 0.11 742 -6.25 <1.77
54 347 -6.40 -7.14 6.59 4.17 051
55 425 -3.24 1.47 7.27 -9.03 -7.60
56 143 -3.26 -4.41 -1.93 -9.33 -8.49
57 3.58 -3.65 -8.17 6.63 -4.44 0.55
58 6.18 0.87 1.77 -0.39 -6.60 -8.26
59 231 2.05 2155 207 -2.80 1ISH
60 8.03 -0.42 1.02 2.39 -5.39 -9.96
61 942 -1.87 1.65 14.79 -0.56 7.69
62 -3.26 -3.11 118 3.23 -3.05 -0.47
63 8.21 2.02 0.93 9.15 =7.17 -2.91
64 4.04 -3.06 -5.18 -6.37 -6.24 -9.57
65 443 -2.52 -1.24 258 -1.72 458
66 3.58 -3.65 -4.41 -0.85 -9.03 -1.77
67 6.18 0.87 -8.17 -3.64 -9.33 0.51
68 231 2.05 1.77 742 -4.44 =7.60
69 8.03 -0.42 25 6.59 -6.60 -8.49
70 942 -1.87 1.02 7.27 -2.80 0.55
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Finally, to assess whether NER gene expression were associated with each other, the

Spearman’s rank correlation coefficient (p; rho) was determined (Table 4). It was possible to

infer that XPF and ERCCI1 are co-expressed (0.437; p=0.009), and XPF is also co-expressed

with XPA (0.2167; p=0.042) and XPG (0.2521; p=0.035).

Table 4: Spearman rank correlation matrix of NER gene expression. p< 0.05. Significant p

values are highlighted in bold font.

ERCC1 XPA XPD XPF XPG CSB
ERCC1 1
-0.1841
XPA 1
(p=0.127)
0.1288 -0.1484
XPD 1
(p=0.288) (p=0.220)
0.437 0.2167 -0.0132
XPF 1
(p=0.009) (p=0.042) (p=0.914)
-0.1761 0.1874 0.0231 0.2521
XPG 1
(p=1.145) (p=0.120) (p=0.849) (p=0.035)
CSB 0.0002 0.0268 -0.0402 -0.0472 0.0551 1
(p=0.999) (p=0.826) (p=0.741) (p=0.698) p=(0.651)
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Mismatch repair status and NER gene expression levels are not associated in sporadic

colorectal tumors

The patients’ MMR status (i.e. proficient or deficient) was evaluated through
assessment of gene expression by RT-qPCR of MLH1 and MSH2 and protein expression by
immunohistochemistry of MLHI1. There was no difference in gene expression between
mucosal and tumors tissues for both MLH1 (p=0.704) and MSH2 (p=0.2544) (Fig.2A).
Representative immunostaining profiles of MLHI1 are shown in figure 2B. We found no
association between the MMR status and the NER genes studied, as it follows: ERCCI1
(p=0.2482), XPA (p=0.4282), XPD (p=0.5448), XPF (p=0.5203), XPG (p=0.5573) and
ERCCI1 (p=0.3623).

To date, previous studies have established that immunohistochemistry is a consistent
method for MMR gene analysis (19, 20). The method has been shown to be cost effective,
stable and with a high sensitivity and specificity (21), which means that the
immunohistochemical method has been recommended as the chosen technique for MMR gene

mutation analysis.
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Figure 3: MMR status is not associated with NER gene expression levels in sporadic
colorectal tumors. A, Gene expression of MMR repair genes MLH1 and MSH2 by RT-qPCR
analysis in neoplastic and normal mucosal tissues from 70 patients with sporadic colorectal
cancer. B, Representative immunohistochemical staining of NER proteins in colorectal cancer
tissues. A: ERCC1; B: XPD; C: XPG. Original magnification: 100x. C, MMR status
(simultaneous low or high expression of MLH1 and MSH2) and its correlation with ERCCI,

XPA, XPD, XPF, XPG, CSB.
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Discussion

In this study, we analyzed the gene expression and the immunohistochemical staining
of MMR (MLH1, MSH2) and NER (ERCC1, XPA, XPD, XPF, XPG and CSB) pathways key
components in pre-treatment tumors and adjacent healthy paired tissues from CRC patients.
We also explored if there were associations with a particular pathological outcome in CRC and
therefore have prognostic value. Here, we report that NER genes are differentially expressed,
which means that while TC-NER is downregulated (represented by the reduction of CSB
levels), the common pathway is mainly upregulated (represented by overexpression of ERCCI
and XPF, but not XPG) in a majority of sporadic CRC. We also report the association between
these individual repair gene expression levels and various poor outcome features in colorectal
tumors. However, when we analyzed the individual expression of each NER gene in different
MMR status (i.e. proficient or deficient), we noticed that there were no associations.

Colon cancer cells are known for their rapid division and have a high metabolic rate,
which has been found as a potential factor that may be responsible for increased oxidation of
DNA (22). It is believed that intestinal mucosa is constantly confronted with diet- and bacterial-
derived oxidants and carcinogens. Moreover, as DNA is the primary cellular target for both
chemotherapy- and radiation-induced damage, modulation of DNA repair competence could
be both related with tumor aggressiveness and with regulation of therapeutic response.
Numerous polymorphisms of NER genes have been identified and individually or in
combination may adversely affect NER fidelity, which could contribute to the risk of colorectal
cancer. An expressive number of studies have assessed whether there is an association between
NER gene polymorphisms and colorectal cancer risk and prognosis. The results to date,
nevertheless, still remain unconvincing and do not deliver any clear direction regarding their

participation in CRC risk or prognosis (23-27).
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Classically, the repair and removal of DNA containing oxidized bases in vivo is
regulated by DNA glycosylases, mainly through the base excision repair (BER), even though
MMR can also play a role in this this type of repair (28). Nevertheless, a large body of evidence
additionally suggests that several proteins primarily involved in NER also play a role in BER,
especially if the type and structure of the lesion present has oxidative origins, then NER
proteins will involve either the NER or the BER pathway (29, 30). Transcription-coupled repair
of oxidative DNA lesions requires functional CSA and CSB, and the CSB protein a rate
limiting step of TC-NER (31). Thus, the absence or insufficiency in either of these proteins
will result in a flawed TC-NER.

We found downregulation of CSB in colorectal tumors in comparison to normal healthy
tissues and it was associated with advanced age, tumor location and tumor depth, all indicatives
of poor outcomes. In humans, CSB has a regulatory effect on OGG1 expression for preserving
OGG1 enzyme levels and function. Deficiency in CSB leads to incomplete transcription of the
OGG1 gene and, subsequently, to deficient repair of 8-oxoguanine in DNA (32, 33). In
addition, the CSB protein has been shown to physically interact with poly-ADP ribose-
polymerase 1 (PARP1), a nuclear enzyme that binds with high affinity to and is activated by
the presence of DNA single-strand breaks (SSBs) (34). In fact, the analysis of base excision
repair pathway in these patients (Leguisamo et al., submitted) presented a pathway imbalance,
characterized by the presence of at least three components (such as MPG, OGGI, PARPI,
APEI and XRCC1) up or downregulated. This feature was also associated with several features
of tumor aggressiveness. In case of decrease or absence of CSB, it could imbalance the repair
of oxidative lesions by BER, allowing the formation of SSBs and other toxic intermediates,
consequently leading to an accumulation of mutations and a more aggressive cellular profile.

Moreover, previous studies had shown that CSB also plays a role in the evasion of the p53-
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independent apoptosis (35), suggesting that overexpression of CSB may remain essential to
escape apoptosis even later, when cells have eventually inactivated the p53 pathway.

Still exploring the NER role in the repair of oxidative lesions, it has been suggested a
possible function for XPG has also been suggested in transcription-coupled repair of oxidative
lesions (36). The underlying mechanism could be the interaction with CSB and TFIIH to ensure
the recruitment of XPG. XPG is a critical component of the rate-limiting damage
recognition/excision step of NER and is expressed at lower cellular protein levels than other
NER factors (37). We also found reduction in both gene and protein expression levels of XPG
and it was correlated with poorly differentiated tumors and higher TNM stages. Despite little
is known about the putative role of XPG in oxidative DNA damage response, it has been
demonstrated to stimulate the initial step of BER although BER activity is intact (38). This
indicates that, similar to other repair enzymes such as CSB, XPG might also have purposes
outside of NER.

While cells with deficiencies in GG-NER-specific factors, such as XPC, display normal
resistance to cisplatin, cells with deficiencies in TC-NER specific ones (CSA, CSB) or
common pathway proteins (XPA, XPD, ERCC1/XPF, XPQG) are markedly hypersensitive to
cisplatin. The complex XPF/ERCCI1 is the main candidate of all NER components to become
a predictive biomarker. ERCC1 has been implicated in resistance to platinum based
chemotherapy in a variety of cancer types and there is currently considerable interest in using
ERCCI status as a predictive marker for chemotherapeutic outcome (39-41). In consonance to
our results (ERCC1 and XPF gene and protein overexpression and correlation with rectal,
poorly differentiated and more invasive tumors and presence of perineural invasion) high
ERCCI1/XPF mRNA and protein levels seem to correlate with unfavorable prognosis (42). In
addition, many studies in different types of cancer also show that high ERCC1/XPF levels in

cancer patients can be counterproductive in a chemotherapy scheme, often leading to
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chemoresistance to cisplatin-derived agents. In counterpart, the relationship of XPA and XPD
expression to cisplatin resistance and clinical prognosis of patients treated with platinum-based
chemotherapy is still controversial according to previous reports (43-45).

Finally, since MMR status seems to be determinant in both survival and response to
chemotherapy in CCR and has been associated with cisplatin resistance, we evaluated the NER
components expression profile in MMR deficient and proficient patients. Despite we did not
find any correlation, the literature shows that the absence CSB and XPA results in a significant
increase in the sensitivity of cells to cisplatin-induced cell death, although it is independent of
MMR status (46). This clearly makes TC-NER an appealing target for combined cancer
therapy.

Our study provides evidence on alterations of NER pathway among sporadic CRC
tumors and healthy intestinal tissues, and because of the correlation with pathological features,
it may indicate the role of NER in this disease’s prognosis. While enhancing NER may enhance
protection against the accumulation of DNA lesions and preserves genome integrity,
decreasing the NER level may be advantageous for cancer patients experiencing chemotherapy
to guarantee the efficient action of DNA damage-inducing medications. In addition, the
alterations in the ability to repair DNA damage may increase the risk of colorectal cancer by

allowing more somatic DNA mutations or alterations to occur.

Conclusions

The colorectal tumors present a heterogeneous pattern of NER expression and because
of the individual associations between the pathway components and the clinical features, our
findings indicate that specially the deficiencies in this pathway could play a role in the

aggressiveness of colorectal cancer. We believe that the reduction in NER activity is related to
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the detrimental repair of oxidative lesions, leading to an accumulation of mutagenic
intermediates in colorectal tissue. In addition, the lower levels of NER protein content may be
also interfering with its regulatory activity over BER key components, leading to an
insufficiency of this pathway and an even more mutagenic environment. Nevertheless, to
propose these proteins as prognostic biomarkers, it is imperative to understand if they are part

of colorectal cancer’s etiology or a side effect of its development.
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5. DISCUSSAO GERAL

O cancer colorretal ¢ o terceiro tumor em frequéncia e o segundo em mortalidade nos
paises desenvolvidos. Sua etiologia ¢ multifatorial e complexa, visto que se origina da interacao
entre fatores ambientais e genéticos (MALEKZADEH et al., 2009), e sua evolugdo entre a
primeira mutacdo e a deteccao clinica pode levar cerca de 10 anos (BARDHAN e LIU, 2013).
No Brasil, de acordo com o INCA, foram registradas 15.415, e o mesmo instituto prevé, ainda,
34.280 novos casos da doenca em 2016. As estimativas de 2016 sdo que as regides Sul e
Sudeste continuem apresentando as maiores incidéncias da doenga tanto para homens quanto
para mulheres (INCA, 2016). O esquema de tratamento do CCR parte da localizacdo da lesdo
primaria. Todavia, a cirurgia sempre ¢ o seu tratamento primordial, na qual se procede a
ressec¢do da porcdo afetada do intestino, bem como da cadeia linfonodal desta regido.
Juntamente, o paciente ¢ submetido, seja em neoadjuvancia ou adjuvancia, a quimioterapia

associada ou ndo a radioterapia (RODEL et al., 2015; XYNOS et al, 2016).

A literatura estd repleta de estudos sobre os diversos fatores clinicos, patoldgicos e
moleculares que afetam o progndstico do CCR. Alguns fatores sdo prognosticamente
independentes, enquanto varios sdo interdependentes. Um marcador prognostico identifica
pacientes com elevado risco de recorréncia, independentemente do tratamento, e sdo uteis para
selecionar pacientes que deveriam receber tratamento adjuvante (KERR e MIDGLEY, 2010).
Enquanto o estagio tumoral permanece o fator prognodstico mais importante, cada vez mais tem
sido reconhecido que o CCR ndo ¢ uma doen¢a homogénea para que possa ser respaldada em
apenas um critério histopatologico. A isto deve-se ao fato de que pacientes individuais
apresentando o mesmo estdgio tumoral acabam por apresentar diferentes progndsticos e

resposta a quimioterapia em longo termo. Além disto, algumas varidveis progndsticas também
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ndo possuem a mesma relevancia para a determinaciao do progndstico, o que leva a uma série
de estudos, por exemplo, para a identificagdo de pacientes que possuem maior risco de

desenvolverem desfechos desfavoraveis ou se beneficiarem de terapias mais agressivas.

Atualmente, os fatores prognosticos para o CCR podem ser classificados em: (1)
clinicos (CEA elevado, presenca de doenca metastatica, tumores obstrutivos, perfuracao
intestinal, entre outros); (2) patologicos (por exemplo, presenga de linfonodos metastaticos,
graus de invasividade e diferenciagdo celular, invasao linfatica e perineural, status cirargico da
ressec¢do das margens, variantes histologicas, infiltracdo linfocitaria); (3) marcadores
moleculares (ativacdo mutacional de KRAS, presenca de MSI, mutagdo em BRAF, presenga
de CIMP, perda de heterozigosidade); e (4) impacto das terapias neoadjuvantes e adjuvantes
(grau de obten¢ao de resposta). (MARZOUK e SCHOFIELD, 2011). Embora o estadiamento
feito através dos fatores progndsticos clinicos e patoldgicos ainda sejam os mais reconhecidos
para guiar a estratégia terapéutica do CCR, ¢ inegavel que os fatores moleculares abrem uma
nova frente para a estratificacdo dos tipos moleculares desta doenga e, portanto, para a

personalizagdo do seu tratamento.

Neste sentido, a instabilidade de microssatélites vem sendo um grande assunto de
interesse nas duas ultimas décadas. Embora a maior parte do CCR se desenvolva através de
uma via marcada pela instabilidade cromossOmica, uma minoria importante (15%) ¢
caracterizada pela deficiéncia na via de reparo de malpareamento (DE LA CHAPELLE, 2003).
Classicamente, isto tem sido demonstrado pela presenca de MSI ou pela perda de proteinas
envolvidas nesta via (confirmado por imunohistoquimica), como MLH1, MSH2 e PMS2
(LANZA et al, 2006; YUAN et al, 2015). Tumores colorretais deficientes em MMR acumulam
mutagdes no DNA em uma taxa muito mais alta do que os seus pares proficientes o fazem,

resultando em um fendtipo mutante. Além disto, tumores com esta caracteristica tendem
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frequentemente a apresentar caracteristicas histopatologicas associadas com um melhor
prognostico (presenca de infiltragdo linfocitaria, auséncia de linfonodos metastaticos, elevado
grau de diferenciacdo celular), bem como uma resposta diferenciada a quimioterapia
convencional (POPAT et al, 2005; SINICROPE et al, 2011). Estudos pré-clinicos e clinicos
demonstram que a deficiéncia de MMR traz resisténcia ao tratamento com 5-FU e maiores
sensibilidades a oxaliplatina e ao irinotecano, pilares dos esquemas quimioterapicos de
primeira linha no tratamento do CCR nos esquemas FOLFOX e FOLFIRI (RIBIC et al, 2003;

JOVER et al, 2009; SARGENT et al, 2010; ZAANAN et al, 2011; LI et al, 2013).

Conquanto a relevancia classica do envolvimento do sistema de reparo do DNA na
patogénese e no prognodstico do CCR recaia quase que exclusivamente sobre o MMR, sdo
inegaveis as evidéncias do envolvimento de outras vias, como a do reparo por excisdo de bases.
O BER ¢ uma via que remove a maioria dos danos enddgenos ao DNA, incluindo uma série de
danos oxidativos, aos quais o epitélio colorretal esta constantemente exposto (OBTULOWICZ
et al, 2010; WALLACE, 2014). Além disto, esta via ¢ também responsavel, juntamente com o
MMR, pelo reparo das lesdes causadas por 5-FU (WYATT E WILSON, 2009), o que nos leva
a crer que a existéncia de um crosstalk entre elas pode ser capaz de delinear um perfil molecular

tumoral mais acurado e ajudar a definir um esquema terapéutico no cancer colorretal.

Nossos resultados - apresentados no capitulo I - demonstram que a via do BER de forma
alguma pode ser considerada sob um aspecto Unico de sua expressdo, uma vez que, a exce¢ao
de Polf3, todos os demais componentes desta via (MPG, OGG1, APEI, Fenl, PARP1, XRCC1)
apresentaram alteragdes no tecido tumoral, porém nunca simultaneamente em um mesmo
paciente. Nossa coorte contém apenas 5 pacientes (7%) que apresentaram um aumento
consistente da expressao de todos os genes, o que nos levou a concluir que a via do BER, na

verdade, apresenta-se desequilibrada nos tumores colorretais. Além disto, a superexpressao
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individual dos seus componentes foi associada a diversas varidveis que indicam pior
prognostico, como presenca de invasao linfatica e perineural, baixo grau de diferenciacio
celular, tumores localizados no reto, niveis elevados de CEA, maior invasividade tumoral e

estagios TNM mais avancados.

Enquanto a funcionalidade completa da via do BER impede a formagdo excessiva de
intermediarios toxicos (i.e., bases alquiladas ndo processadas, sitios abasicos, quebras simples,
lesdes contendo grupamentos 5°-dRP), contribuindo para a agressividade tumoral e, portanto,
para desfechos clinicos desfavoraveis (MAYNARD et al, 2009), o desequilibrio nesta via,
dependendo do ponto em que ela ocorre, leva as células a diferentes destinos, ao permitir o
acumulo tanto de lesdes citotdoxicas como mutagénicas (SOBOL et al, 2002; PAIK et al, 2005),
as ultimas contribuindo para a disfuncao celular. Por exemplo, enquanto a inibi¢do de uma
DNA glicosilase (componente upstream) prejudica o inicio da via do BER e resulta em
acumulo de lesdes, a superexpressao de Polf} (componente intermediario) aumenta os niveis de
mutagénese espontanea (TANG et al, 2010). Na auséncia de XRCCI1 (componente
downstream), por sua vez, as células ficam impedidas de reparar quebras simples
adequadamente, pois ndo conseguem realizar a limpeza final do local e a ligagdo (HORTON
et al, 2008). Diante disto, entendemos o desequilibrio nos tumores colorretais como um fator
de pior progndstico, visto que o acimulo destes intermedidrios ndo reparados sdo altamente
mutagénicos (SIMONELLI et al, 2005; FU et al, 2012). Desta forma, ¢ na compreensao dos
mecanismos ¢ do ponto especifico de manipulagdo desta via que reside o potencial de
desequilibrar desde reparo das lesdes até o processo de apoptose, de modo a desfavorecer o

destino das células tumorais.

Partindo deste conceito, nossos resultados obtidos em tumores colorretais oriundos de

pacientes foram mimetizados em um modelo in vitro de cancer colorretal. Para tanto, dois
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componentes-chave da via do BER, MPG e XRCC1, foram modulados de modo a desequilibrar
a via no seu inicio ou no seu fim, e avaliou-se, em um modelo deficiente na via de reparo de
malpareamento, os possiveis efeitos desta modulacio sobre a citotoxicidade de 5-FU (pilar do
tratamento quimioterapico do CCR) e temozolomida (anova abordagem terapéutica).
Conforme dados apresentados no capitulo I, células que superexpressam MPG s3o mais
sensiveis 5-FU, mas mais suscetiveis ainda a acdo da TMZ, fato que ndo ocorre durante a

superexpressdao de XRCCI.

Para o reparo de danos gerados por alquilagdo, por sua vez, como aqueles induzidos
pela TMZ, os genes MPG, APEI, Polf e XRCC1 foram até o momento considerados
essenciais, com poucas evidéncias de uma capacidade reparatéria complementar efetiva
(ALMEIDA e SOBOL, 2007). Isto, em tese, sugere que a inibi¢do ou a deficiéncia em uma
destas proteinas essenciais do BER levariam a formacao de intermedidrios toxicos em niveis
excessivos, a ponto de induzirem a morte celular. Corroborando este fato, pequenas moléculas
para a inibi¢ao do BER (através do bloqueio de Polf3, por exemplo) t€ém surgido como formas
atraentes de aumentar a alquilag@o induzida pela TMZ através do acimulo de intermediarios
toxicos (TRIVEDI et al, 2008; TANG et al, 2010). Alternativamente, bloquear o sitio abasico
formado durante a execu¢do do BER também aumenta a sensibilidade celular a alquilagao
independentemente da lesdo de 06-metilguanina (TAVERNA et al, 2001; FISCHEL et al,
2007). Ou seja, a estratégia de focar no BER pode aumentar a eficacia dos agentes alquilantes

independentemente da funcionalidade de MGMT ou do status da via MMR.

Acontece que, tanto o knockdown de MPG (PAIK et al, 2005) como o aumento da sua
expressao (FISCHEL et al, 2007; TRIVEDI et al, 2008) foram considerados responséaveis por
sensibilizar diversos tipos celulares aos agentes alquilantes. Assim, para que se evite mutacdes

induzidas por estes agentes na auséncia da expressdo de MPG, a superexpressao forcada pode
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ser uma estratégia para sensibilizar as células aos efeitos da TMZ.

O desequilibrio do BER leva ao processamento incompleto das lesdes, o que fomenta
o acumulo de intermediarios toxicos. Todavia, este acimulo, em um certo nivel age como uma
agente mutagénico, transformando uma célula normal em neopldsica e, provavelmente,
garantindo-lhe vantagens para sua replicacdo. Ao identificar este desequilibrio e agir através
da adi¢do de quimioterapicos que o extrapolem (ao induzir a superexpressdo de um componente
ou inibindo outro, por exemplo), imaginamos que os niveis de dano conferidos a célula tumoral
seriam inviaveis de serem reparados, bloqueando a via do BER por completo e induzindo a
morte celular. Dai o ponto crucial para superar a resisténcia ao 5-FU, por exemplo, ser
identificar a presenca do desequilibrio e o ponto em que ele ocorre (i.e., se em etapas iniciais

ou finais da via) para, entdo, maneja-lo em favor do paciente.

Tendo em mente que o microambiente de tumores solidos ¢ um meio complexo para o
crescimento e sobrevivéncia das células tumorais, sendo metabolicamente caracterizado por
apresentar baixo pH, niveis de nutrientes escassos, fatores de crescimento e oscilagdes nos
niveis de oxigénio, espera-se uma reprogramacao metabolica das células para que sobrevivam
(LUNT et al., 2009; WARD E THOMPSON, 2012). Portanto, os tumores com estas
propriedades, como o colorretal, por evoluirem em um ambiente metabolicamente hostil,

tendem a apresentar resisténcia ao tratamento quimioterapico.

Para averiguar o mecanismo envolvido com a maior sensibilidade das células de cancer
colorretal que superexpressavam MPG, mas ndo XRCCl1, ao 5-FU e a TMZ, decidiu-se
investigar as possiveis alteragdes no metabolismo energético. E notério e bem estabelecido o
conceito de que as células tumorais apresentam uma capacidade glicolitica aumentada através
da dominancia da glicolise em relagdo a fosforilagao oxidativa, convertendo glicose em lactato,

mesmo na presenca de altas concentragdes de O, (WARBURG, 1956; ZHOU et al., 2010). As
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células tumorais geram ATP em condigdes aerdbicas (efeito Warburg) através do uso da
glicolise em vez da fosforilagdo oxidativa mitocondrial para oxidar glicose. Este mecanismo
permite que elas produzam ATP aproximadamente 100 vezes mais rapido do que pela
fosforilacdo oxidativa, atendendo assim, a sua demanda, ja que se proliferam em passo
acelerado (GATENBY e GILLIES, 2004; HSU e SABATINI, 2008; WARD E THOMPSON,
2012). Aliado a isto, sabe-se que o consumo de glicose pelas células tumorais € superior aos
tecidos normais (FERREIRA, 2010), conferindo vantagens adaptativas diante do ambiente
acido e ndo raramente em condi¢des de hipoxia (RESENDES-ANTONIO et al., 2010). Este
cenario € tdo importante para o triunfo das células neoplésicas, que o bloqueio da glicolise
anaerdbica serve como ferramenta para a terapia antineopldsica na chamada terapia metabolica
(MORENO-SANCHEZ et al., 2007; SEYFRIED et al, 2014).

Ao medir o conteudo basal de ATP citosolicos das células transfectadas, foi observado
que as células que superexpressavam MPG tinham o dobro do contetido de ATP do que as
células ndo transfectadas — as quais, por sua vez, eram iguais as que expressavam XRCC1. Em
seguida, foi notado também que as células que superexpressavam MPG quando tratadas com
5-FU e TMZ tinham uma deple¢do importante dos contetidos de ATP juntamente com um
acumulo de lactato, quadro este compativel com acidose latica, visto em situacdes de hipoxia,
como diabetes, isquemia ¢ mesmo em tecidos colorretais durante a transicdo adenoma-
carcinoma (SIMIANTONAKI et al, 2008; ROBBINS et al, 2014).

A modulagdo da expressdo génica através da hipoxia ja foi descrita anteriormente e
pode alterar dramaticamente a expressao génica individual (HARDING et al, 2000; CAMPS
et al, 2014). Tanto a expressao de proteinas da via do BER como a sua funcionalidade parecem
estar suprimidas em quadros de hipoxia no CCR, embora os niveis de mRNA estejam intactos
(CHAN et al, 2014). O MMR também mostrou estar prejudicado ou inibido sob condi¢des de

hipoxia (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al, 2008; SCANLON E GLAZER, 2015), assim como a
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recombina¢do homodloga (BINDRA et al, 2004; SCANLON E GLAZER, 2015) e, como dito
anteriormente, também o BER, todos envolvidos no risco e na progressao do CCR. Todavia, o
efeito da hipoxia na supressdo das proteinas do BER ndo ¢ tdo pronunciado como aquele
demonstrado na recombinacdo homologa e no MMR. Isto deve-se ao fato de que as proteinas
do BER apresentam uma meia-vida relativamente mais longa do que as proteinas destas outras
vias (CHAN et al, 2014).

Em contrapartida, considerando-se a disrup¢do metabdlica como consequéncia da
faléncia do BER (causada por desequilibrio por perda, inibi¢do ou superexpressao de um dos
seus componentes), ja se sabe que uma das principais respostas ¢ a deplecao energética e, a
partir da redu¢io de NAD", a morte celular mediada pela deplegio de ATP torna-se um evento-
chave na injuria dos tecidos neoplasicos (TANG et al, 2010). Porém, de acordo com nossos
resultados, apenas o desequilibrio da via causado pela superexpressdo de um componente
upstream aliado ao tratamento seria capaz de desencadear este evento. Além disto o acumulo
de lactato nas células de CCR ocorre principalmente em razao do aumento da taxa glicolitica
caracteristica das células neoplésicas, o que também estd relacionado clinicamente com a
presenga de metastases e menores sobrevida livre de doencga e sobrevida global (KENNEDY
et al, 2013). Apesar disto, a morte celular pode também ser mediada pela repressao de genes
envolvidos com a glicolise como uma resposta celular ao acimulo de lactato (CHEN et al,
2008).

Importante neste quadro ¢ também considerar a funcdo de MGMT, visto que 73% dos
nossos pacientes apresentaram reduc¢do na expressao deste gene no tecido tumoral e sua
atividade estd intrinsecamente ligada 8 modulagao da citotoxicidade de TMZ. A temozolomida
exerce sua atividade citotdxica através da metilagdo do DNA na posicdo N3 da adenina e nas
posicdes N7 e O6 da guanina, o que leva a formacdo de quebras simples e a subsequente

inibicao da replicacdo celular e apoptose. Um dos mecanismos responséaveis pela resisténcia a
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TMZ esté relacionado a expressdao de MGMT. A metilagdo do promotor de MGMT ¢é um evento
frequente e relevante na carcinogénese colorretal, na qual a baixa expressaio de MGMT em
consequéncia ao silenciamento génico ¢ observada em 27-40% dos canceres colorretais
metastaticos e quimiorrefratarios (ESTELLER E HERMAN, 2004). Todavia, ja foi
demonstrado também que a perda de MGMT também ocorre no tecido intestinal saudével,
sugerindo que o silenciamento do gene MGMT ¢ apenas um dos varios passos necessarios para
o acimulo de danos ao DNA e para o processo de malignizacdo celular. A perda de MGMT
tem sido, portanto, definida como “field deffect’, ou seja, ndo € completamente necessaria nem
suficiente para a progressao do cancer, representando um dos varios passos (provavelmente
inicial) que levam a carcinogénese. De fato, um segundo nivel de defesa contra os danos ao
DNA ¢ representado pela via MMR, a qual leva a célula a apoptose na presenca de alteracdes
genomicas sérias (ALLAN et al, 2005). A perda da expressdo de MGMT ¢ mais frequente no
CCR com instabilidade de microssatélites, sugerindo que a metilagdo do promotor do gene
MGMT seleciona clones com deficiéncia em MMR (SVRCEK et al, 2010).

A TMZ mostrou, in vitro, ter atividade contra diversas neoplasias humanas, incluindo
o CCR. Estudos clinicos (KHAN et al, 2008; SCHACHAM-SCHMUELI et al, 2011;
HOCCHAUSER et al, 2013) tém demonstrado que h4 uma evidéncia crescente de que o status
da metilagdo de MGMT ou mesmo seu nivel de expressdo génica possa servir como marcador
preditivo de resposta ao uso de TMZ em pacientes com CCR, especialmente se metastatico.
Além disto, a combinagdo de TMZ com fluoropirimidina estd baseada em um so6lido racional,
assim como o uso da combinacio de TMZ com irinotecano (REYNES et al, 2014),
demonstrando como a TMZ pode compor a base dos esquemas terapéuticos para o CCR.
Atualmente, outros estudos clinicos que testem o valor terapéutico da TMZ no CCR estdo em
andamento, especialmente para investigar o papel desta droga como agente Uinico e os

biomarcadores preditores em pacientes com tumores colorretais e MGMT metilado.
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Outra droga frequentemente usada no tratamento do CCR em combinag¢do com o 5-FU
¢ a oxaliplatina, especialmente em tumores em estdgios III ou IV (HALLER et al, 2011).
Estudos pré-clinicos demonstraram que células tumorais deficientes em MMR, apesar de
resistentes ao 5-FU, sdo suscetiveis a oxaliplatina. Na verdade, os dados sobre o impacto
preditivo do tratamento com oxaliplatina de acordo com o status de MMR ¢ extremamente
limitado (DES GUETZ et al, 2010; ZAANAN et al, 2010). Em um estudo retrospectivo com
pacientes com CCR em estagio III que receberam como quimioterapia adjuvante o esquema
FOLFOX, o status da via MMR foi um fator prognostico que conferiu maior sobrevida livre
de doenca para aqueles pacientes deficientes nesta via (ZAANAN et al, 2011). Outro estudo
(GAVIN et al, 2013), com pacientes com CCR em estagios II e III, reportou que a deficiéncia
da via MMR foi associada a melhor progndstico para recorréncia naqueles pacientes tratados
também com FOLFOX. Juntos, estes dados sugerem um potencial beneficio do uso da
oxaliplatina em pacientes com tumores colorretais deficientes em MMR, mas ainda ndo sdo
suficientes para respaldar mudangas nas diretrizes de tratamento atuais.

Entretanto, como os adutos formados por agente platinados sdo reparados pela via do
NER, vérios estudos tém se voltado para determinagdo da influéncia de polimorfismos de um
unico nucleotideo de genes envolvidos nesta via, especialmente o ERCC1 (YIN et al, 2011), o
qual pode prever o resultado clinico em pacientes que recebem quimioterapia baseada em
oxaliplatina durante o tratamento do CCR. Chua e colaboradores (2009) reportaram que uma
muta¢do no cédon 118 de ERCC1 embora tivesse associacdo com uma pior progressao livre
de doenca, ndo tinha associagdo alguma com a toxicidade de FOLFOX. Em um estudo Huang
e colaboradores (2013), ndo apenas o valor preditivo de ERCC1 como de ERCC2 (XPD) foi
avaliado em pacientes com estagio III de CCR que tinham recebido FOLFOX em regime de
adjuvancia. A superexpressdo de ERCCI1 foi considerada um importante preditor de faléncia

precoce do tratamento com FOLFOX, e foi considerado um biomarcador de sensibilidade ao
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esquema. Em contrapartida, Baba e colaboradores (2012) relataram, embora em apenas 21
pacientes, o aumento da expressdo génica e proteica de ERCC1 em pacientes com CCR apds
o tratamento com FOLFOX, demonstrando o aumento da atividade de NER nos tumores. Por
ultimo, o trabalho mais recente sobre o assunto (KIM et al, 2015) mostrou que a expressdo de
ERCCI nio esta correlacionada com sobrevida livre de doenga em 5 anos de pacientes com
CCR em estagios que haviam sido tratados com FOLFOX.

Como mencionado anteriormente, os adutos induzidos pela oxaliplatina ndo sao
reconhecidos pelo MMR, mas sdo reparados majoritariamente pela via do NER (ZAANAN et
al, 2011). Um aumento da eficiéncia do reparo do DNA nestas vias pode contribuir para uma
resisténcia a diversos quimioterdpicos a base de platina. Nos resultados apresentados no
capitulo II, descreve-se a presenca de redug¢do do reparo acoplado a transcricdo através da
reducdo da expressao génica de CSB, o que estd também associado a um pior prognostico. Em
contrapartida, a superexpressao de componentes da via comum (ERCC1 e XPF) também atua
como indicativo de desfechos patoldgicos desfavoraveis.

O valor prognostico do NER € muito pouco estudado em comparacao ao valor preditivo
desta via no cancer colorretal. De qualquer forma, sabe-se que um papel do NER ao menos na
carcinogénese colorretal ¢ totalmente plausivel, visto que seus principais fatores de risco
exdgenos (tabagismo, etilismo, consumo elevado de carne vermelha processada e de gordura
saturada) geram uma série de compostos que reagem com o DNA, alterando a sua estrutura.
J& foi relatado que hd um aumento na capacidade de reparo do DNA NER-especifica em
tumores colorretais em comparacdo ao tecido normal (HERRERA et al, 2009; SLYSKOVA et
al, 2012), o que aponta para uma reducdo na quantidade de danos nestes tecidos (JONSSON et
al, 2010). Até o momento, nenhum estudo encontrou evidéncias de deficiéncia desta via no
CCR, o que pode indicar que o NER ndo ¢ um fator que contribua para a transformacgao

maligna, mas que garanta alguma vantagem de crescimento no tumor existente, reduzindo a
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sua vulnerabilidade ao acimulo de danos ao DNA que precede a morte celular. Neste sentido,
¢ possivel que a estabilidade genética tumoral dada pelo aumento da atividade de efetores do
reparo do DNA esteja associada com o processo metastatico (SARASIN e KAUFFMANN,
2008), dai a superexpressdo de ERCC1 e XPF que encontramos estar relacionada a um pior
prognostico. Outro aspecto € a redugdo dos niveis de CSB e a sua associagdo a caracteristicas
de pior prognoéstico (idade mais avangada, localizagdo do tumor no reto e maior grau de
invasividade). Embora tenhamos encontrado reducdo na expressao génica de CSB, esta ja foi
relatada como superexpressa em diversos tipos de canceres (CAPUTO et al, 2013). Em
contrapartida, como a supressdo de CSB esta ligada ao controle da atividade de p53 antes de
que as células tumorais adquiram mutagdes que permanentemente inativem a via supressora
tumoral (FRONTINI et al, 2012), é possivel que o pior progndstico associado a esta
caracteristica seja decorrente de um estagio mais inicial do desenvolvimento tumoral.

Outro papel importante desta via a se considerar ¢ a sua capacidade de reparar lesdes
oxidativas, tdo frequentes no tecido colorretal. Por exemplo, as proteinas CSA e CSB possuem
um papel regulatorio no BER, especialmente através do seu efeito direto sobre OGG1 e PARP1
(DIANOV et al, 1998; DIANOV et al, 1999; THORSLUND et al, 2005; MELIS et al, 2013).
XPG, por sua vez, também parece ter um papel no reparo de lesdes oxidativas acoplado a
transcri¢do: ela funciona como um cofator ligando-se a glicosilases que atuam na remogao de
lesdes causadas por radicais livres (e possivelmente outras glicosilases) (MELIS et al, 2013).
Em relagdo ao GG-NER, XPC atua no reconhecimento de lesdes oxidativas que distorcem a
dupla hélice, e a sua deficiéncia deixa lesdes na fita ndo transcrita, aumentando a
suscetibilidade ao cancer. Finalmente, XPC também interage também com varias glicosilases,

estando envolvida nas duas subvias do BER (MELIS et al, 2013).

Embora tenha sido encontrado, na média, uma maior expressdo da maioria dos

componentes das vias BER e NER e que isto esteja associado a caracteristicas de pior
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prognostico, ¢ inegavel que o panorama geral demonstra um desequilibrio destas vias nos
tumores colorretais. Este dado aponta, de fato, para o estudo individualizado dos pacientes,
pois, especialmente como foi demonstrado no Capitulo I, esta informa¢ao pode determinar o
destino das células tumorais e, portanto, influenciar os desfechos clinicos. Outro ponto
importante a se considerar, ¢ que as vias de excisdo, como discutido anteriormente, se
sobrepdem e se intercomunicam, especialmente no que tange ao reparo de lesoes oxidativas e
seus desdobramentos, como as quebras simples. Tanto BER como NER sdo consideradas vias
livres de erro, ou seja, durante o seu processo de reparo de uma lesdo, utilizam-se da fita integra
como molde, o que garante fidedignidade e manuten¢do da informacao genética. Em um certo
nivel, o aumento da capacidade de reparo garantido pelo aumento da expressao de alguns de
seus componentes, pode atuar, paradoxalmente, na manutencao da estabilidade genomica da
célula tumoral, garantindo a perpetuagdo das mutagdes que lhe conferem o status neoplésico.
Uma forma de usar esta caracteristica a favor do paciente, seria provocar um desequilibrio
tamanho (seja pelo uso de agentes quimioterapicos, como os alquilantes, ou da terapia génica),
que se tornasse insuportavel para a célula, obrigando-a a desencadear a apoptose. Um dos
mecanismos envolvidos neste fim seria a perturbagdo do metabolismo, através da deplecao

brusca dos intermediarios energéticos, por exemplo (Figura 8).
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Figura 8: Modelo hipotético da influéncia das vias de reparo por excisdo sobre a agressividade

tumoral colorretal.

Em vista do exposto, almejou-se com este trabalho, encontrar caracteristicas dentro das

vias de reparo direto, por excisdo de bases e nucleotideos que pudessem refinar o estadiamento

do cancer colorretal. Apesar de algumas associagdes entre a expressdo de componentes do NER

e caracteristicas clinicas, os resultados mais promissores encontrados apontam para um papel

mais palpavel em termos preditivos e prognosticos do BER, especialmente se o status da via

MMR for conhecido antes de iniciar o tratamento desta doenga. Assim, reconhecer o ponto

especifico de desequilibrio da via do BER nos tumores colorretais ¢ uma forma de contornar a

resisténcia ao 5-FU e que a TMZ, neste mesmo cendrio, o que lhe cria maiores chances de se

dispensar um tratamento deveras efetivo para este subgrupo de pacientes. Este trabalho,
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obviamente, apresenta algumas limitagdes, especialmente em termos de acompanhamento da
coorte para avaliagdo completa dos tratamentos utilizados, bem como de recidivas, metastases
e sobrevida. Portanto, faz-se necessario um estudo diagndstico, com andlise de subgrupos e
com tempo adequado de follow up para confirmar os resultados apresentados e efetivamente
propor os componentes do BER — especialmente a expressdo de MPG e XRCCI1 - como
biomarcadores de quimiossensibilidade. Nao menos importantes, os estudos mecanisticos
também devem ser continuados na busca por estratégias inovadoras que contornem a

refratariedade & quimioterapia que impede a redu¢do da mortalidade do cancer colorretal.
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6. CONCLUSOES

6.1 Conclusao Geral

Alteragdes nos niveis dos genes e das proteinas-chave das vias de reparo por excisao
de bases (MPG, OGGI1, APEI1, PARPI, Polf e XRCC1) e nucleotideos (CSB, XPA, XPD,
XPG, XPF e ERCC1) no tecido tumoral colorretal apresentam associagdes com diferentes
aspectos clinicos e patoldgicos que compdem o estadiamento do cancer colorretal, como
presenca de invasdes linfatica e perineural, pouca diferenciagdo celular e invasividade.
Enquanto h4 um perfil especifico de expressdo do BER — através da maior expressao OGGI,
MPG e PARP1 — em pacientes com deficiéncia de MMR, ndo ha diferencas quanto a expressao
dos componentes do NER. A mimetizacdo do desequilibrio da via BER em células de cancer
colorretal deficientes na via MMR - através da superexpressao de um componente up- (AAG)
e outro downstream (XRCCI1) da via - modula os niveis basais de ATP e lactato ¢ a

citotoxicidade do 5-fluoracil e da temozolomida, através do desequilibrio do metabolismo.

6.2 Conclusoes Especificas

e A excegio de Polp, todos os demais componentes da via do reparo por excisdo de bases
(AAG, OGGl1, APEL, Fenl, PARP1, XRCC1) estdo alterados nos tumores colorretais
em relagdo ao tecido saudavel normal pareado. Todavia, como apenas 7% dos pacientes
estudados apresentam superexpressdo de todos os componentes desta via
simultaneamente, o quadro geral encontrado ¢ o de desequilibrio da via. Além disto, a
sua superexpressao estd associada a caracteristicas consideradas como indicativos de
pior prognostico, como tumores localizados no reto, estdgio TNM mais avangado,

pouca diferenciacdo celular e presenca de invasdes linfatica e perineural.
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Em relagdo ao reparo por excisdo de nucleotideos, observa-se redugdo do reparo
acoplado a transcrigcdo através da reducdao da expressdo de CSB, o que estd também
associado a um pior prognostico. Em contrapartida, a superexpressdo de componentes
da via comum (ERCC1 e XPF) também atua como indicativo de desfechos patoldgicos
desfavoraveis.

Ao estratificar os pacientes de acordo com a proficiéncia da via de reparo de
malpareamento, ¢ possivel concluir que ha um perfil especifico de expressao do BER
(através da maior expressdo OGG1, MPG e PARP1), mas isto ndo ocorre para o NER.
A superexpressdo de MPG confere as células de CCR maior sensibilidade tanto ao 5-
FU como a TMZ, fato que ocorre através da redugdo drasticas dos niveis citosolicos de
ATP e do acumulo de lactato.

A superexpressdo de XRCCI1, ndo aumenta a citotoxidade a TMZ, e a citotoxidade ao

5-FU s6 aumenta em doses mais elevadas, sem ocasionar desequilibrio do metabolismo.
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7. PERSPECTIVAS

Avaliar a presenca de microssatélites em tumores de cancer colorretal para definir o
status (proficiente ou deficiente) da via MMR;

Avaliar a expressao génica dos demais componentes das vias de reparo por excisao de
bases (por exemplo, UDG, Fenl, PCNA, pol 6 and pol €) para caracterizar as duas
subvias, longa e curta, em tumores e tecido intestinal normal de pacientes portadores
de cancer colorretal;

V600E .
e KRAS nos tumores colorretais e

Avaliar o status mutacional de BRAF
correlacionar com o perfil de expressdo das vias BER;

Correlacionar os dados moleculares com dados sobre resposta & quimioterapia e
construir curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenga de acordo com os
dados moleculares encontrados.

Através da superexpressdo de MPG e XRCC1 em células de cancer colorretal HT29
(proficientes em MMR), avaliar a sensibilidade ao 5-FU e a TMZ, bem como os
mecanismos envolvidos com morte celular, através do estudo de ciclo celular;
Modular a expressdo de componentes do NER em células de cancer colorretal
deficientes e proficientes em MMR para avaliar sua resposta a agentes platinados como
a oxaliplatina;

Buscar estabelecer um possivel modelo do mecanismo de acdo sob o ponto de vista do

funcionamento integrado das vias MMR e BER.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinagao do Perfil de Reparo do DNA em Pacientes Portadores de Céancer
Colorretal

Pesquisador: JENIFER SAFFI

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 6
CAAE: 09761613.4.0000.5345
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 511.724
Data da Relatoria: 16/01/2014

Apresentacéao do Projeto:
Projeto previamente aprovado por este CEP. Pesquisador encaminha emenda de modo a inserir
documentos para a andlise da instituicdo co-participe ISCMPA.

Objetivo da Pesquisa:

Projeto previamente aprovado por este CEP. Pesquisador encaminha emenda de modo a inserir
documentos para a analise da instituicdo co-participe ISCMPA.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Projeto previamente aprovado por este CEP. Pesquisador encaminha emenda de modo a inserir
documentos para a analise da instituicdo co-participe ISCMPA.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Projeto previamente aprovado por este CEP. Pesquisador encaminha emenda de modo a inserir
documentos para a analise da instituicdo co-participe ISCMPA.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Adequados

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep®@ufcspa.edu.br
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Situacao do Parecer:
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Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Consideracées Finais a critério do CEP:

Projeto previamente aprovado por este CEP. Pesquisador encaminha emenda de modo a inserir
documentos para a anélise da instituicdo co-participe ISCMPA.

PORTO ALEGRE, 17 de Janeiro de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda

(Coordenador)
Endereco: Rua Sarmento Leite ,245
Bairro: CEP: 90.050-170
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ANEXO II — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da ISCMPA

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO W“@
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao do perfil de reparo do DNA em pacientes portadores de Céancer Colorretal

Pesquisador: JENIFER SAFFI

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 34145614.9.0000.5335

Instituicdo Proponente: ISCMPA

Patrocinador Principal: Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 833.555
Data da Relatoria: 16/09/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional e transversal. O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor em
frequéncia e o segundo em mortalidade nos paises desenvolvidos. O céncer colorretal (CCR) é o terceiro
tumor em frequéncia e o segundo em mortalidade nos paises desenvolvidos. No Brasil, o0 CCR esta entre as
seis neoplasias malignas mais encontradas e é a terceira em mortalidade. Dentre todos os casos de CCR,
cerca de 85% sé&o esporadicos. A avaliacdo prognoéstica majoritariamente baseia-se em parametros clinico-
patologicos e morfolégicos, uma vez que o valor de marcadores moleculares para o prognostico ainda
precisa de melhor esclarecimento.Mutagdes em genes de reparo de malpareamento de DNA (MMR) estéo
associadas principalmente com CCR hereditario, em especial na Sindrome do Cancer Colorretal Hereditario
N&o-Polipomatoso (HNPCC), porém, uma vez também presentes em alguns casos de CCR esporadico
denota o envolvimento do sistema de reparo do DNA no desenvolvimento desta patologia. O sistema de
reparo do DNA garantiria a estabilidade genémica, permitindo a célula a manutencéo da sua informagéo
genética. AlteracOes nestas vias estio classicamente envolvidas com a progressdo do cancer. No entanto,
como o sistema de reparo do DNA se comporta neste caso especial de tumorigénese, e se apresentam
papel prognostico, ainda ndo esta esclarecido.
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Continuagéo do Parecer: 833.555

PACIENTES E METODOS: Amostras de carcinomas colorretais ressecadas apés cirurgia de remocéo do
tumor de pacientes provenientes do

Servigo de Cirurgia Oncolégica do Hospital Santa Rita da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre seréo
submetidas a extragdo de RNA,conversdo de RNA a cDNA e quantificagdo do expressdo génica dos genes
envolvidos com as vias de Reparo do DNA através de RT-PCR Array.

Genes com padrdes de expresséo alterados de modo superior ou inferior serdo avaliados qualitativamente
através da sua expresséo proteica, medida por imunohistoquimica. A analise estatistica sera realizada no
programa SPSS 16.0 de acordo com a variavel em questéo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o perfil de expressao dos genes e das proteinas envolvidas nos processos de resposta a danos no
DNA em amostras tumorais de adenocarcinomas colorretais primarios ressecados durante o procedimento
cirargico desta patologia.

Objetivo Secundario:

-Analisar padrbes de expressdo de genes envolvidos nas diferentes vias de reparo deDNA, entre elas
BER,NER e RH, NHEJ;

-Avaliar qualitativamente os padrées de expressdo de proteinas envolvidas nos processos de resposta a
danos no DNA;

-Correlacionar os dados moleculares obtidos com os dados clinicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:N&o ha riscos envolvidos no desenvolvimento desta pesquisa que possam ser adicionados aqueles
ja previstos pela conduta cirtrgica prevista.

Beneficios:

Os beneficios desta pesquisa serdo obtidos em longo prazo. A partir deste trabalho, serdo propostos
possiveis marcadores moleculares para prognostico e sensibilidade ao tratamento quimioterapico.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Havera retengé@o de amostras para armazenamento em banco.

Justificativa:

A aliquota removida da amostra tumoral sera utilizada em parte. O restante sera armazenado sob

Endereco: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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PORTO ALEGRE, 16 de Outubro de 2014

Assinado por:
Claudio Teloken
(Coordenador)

Endereco: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br

Péagina 04 de 04



201

ANEXO III — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Rua Prof. Annes Dias, 295 « Telefone: (51) 3214.8080 « Fax: (51) 3214.8585
CEP: 90020-090 * Porto Alegre * Rio Grande do Sul * Brasil
Site: www.santacasa.org.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O cancer colorretal ¢ uma doenga caracterizada pela presenga de tumores malignos em qualquer parte do intestino
ou do reto. Cada vez mais pessoas, sejam homens ou mulheres, apresentam esta doenga e precisam de tratamentos adequados
para trata-la. Os motivos pelos quais ela acontece, embora muito estudados, ainda ndo estdo totalmente claros. De uma forma
geral, toda a mutagdo no DNA deveria ser corrigida por um sistema de reparo. Porém, nestas células tumorais, este sistema
ndo funciona adequadamente. Entender como as células malignas se comportam e porque elas ndo conseguem reparar o seu
DNA ¢ importante para buscar tratamentos cada vez mais certeiros e que permitam a cura de cada vez mais pessoas.

Esta pesquisa consiste em fazer uma analise molecular de genes que fazem o reparo do DNA na busca por mutagdes
que possam estar envolvidas com o processo de geragdo e evolugdo do cancer colorretal. Compreender estes mecanismos
podera ser uma forma de obter diagnosticos e tratamentos mais precisos ¢ mais eficazes aos portadores desta doenga. Portanto,
ajudara a termos um melhor entendimento da doenga.

Sendo assim, vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada “Avaliacdo do Perfil de Reparo do
DNA em pacientes portadores de Cincer Colorretal”, cujo objetivo ¢ analisar a expressdo de genes envolvidos com o reparo
do DNA em tumores colorretais. Como muitas pessoas sdo acometidas por esta doenga no nosso Pais, pesquisadores como
nods que estudam as células defeituosas para melhor compreendé-las e buscar tratamentos cada vez melhores.

Para isto, sera necessario ter acesso a uma pequena parte tumor que sera removido durante a sua cirurgia e também
a uma parte saudavel da mucosa que reveste o seu intestino, mas que ¢ retirada juntamente com o tumor. Quando o seu tumor
for retirado pelo cirurgido, vamos remover uma pequena parte tanto do tumor como do intestino que foi retirado junto e para
estudarmos as células. Nos vamos comparar as células malignas com as saudaveis para ver como cada uma delas se comporta
e quais modificagdes levaram a formagdo do tumor. Este material seré utilizado em técnicas de laboratério (biologia molecular
e histologia).

Nenhum dano a vocé pode ser gerado por esta pesquisa, pois a necessidade da sua cirurgia (com a retirada do tumor)
sera indicada por seu médico e os resultados da nossa coleta ndo interferirdo na conduta médica. A sua participagdo no estudo
também ndo acarretard custos, j4 que todas as andlises laboratoriais relacionadas a pesquisa sdo financiadas pelos
pesquisadores e por 6rgdos do governo que apoiam este trabalho.

Vocé estd sendo convidado a participar desta pesquisa como um voluntario do estudo. Caso aceite participar,
pediremos a sua assinatura ao final deste termo, no qual solicitamos a sua autorizagdo para a coleta de parte do material do
tumor que sera removido ¢ da mucosa intestinal, bem como para termos acessos aos seus exames realizados neste hospital.
Portanto, a assinatura deste termo assegurara que poderemos coletar seu material bioldgico (parte do tumor e da mucosa
intestinal que serdo retirados durante a cirurgia) e leva-lo ao Laboratoério de Genética Toxicologica da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre para realizarmos a pesquisa.

Vocé sera esclarecido sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé ¢é livre para recusar-se a participar,
retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participagdo ¢ totalmente voluntaria e a
recusa em participar nio ira acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios, assim como ndo ira interferir no seu

tratamento neste hospital.
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Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados dos seus exames
serdo acessados por nos, mas sempre permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo
sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Uma

copia deste consentimento informado sera arquivada por nds e outra sera enviada a vocé.

Eu, fui informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara

e detalhada e esclareci minhas dtividas. Minha participacdo ¢ voluntaria e néo terei custos por fazer parte do estudo. Sei que
em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes ¢ modificar minha decisdo se assim o desejar. Os pesquisadores
que entraram em contato comigo certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de duvidas poderei chamar os pesquisadores Jenifer Saffi (51. 99977252) Antonio Kalil (51.99810098),
Gustavo Laporte (51. 84013305) e Natalia Leguisamo Meirelles (51.81780053) ou o Comité de Etica em Pesquisa da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre — sob coordenag@o do Dr. Claudio Teloken, telefone 3214.8571 — para questdes sobre a
pesquisa e sobre os direitos dos pacientes envolvidos ou sobre problemas decorrentes da pesquisa.

Ao assinar abaixo, vocé confirma que leu as afirmagdes contidas neste termo de consentimento, que foram explicados
os procedimentos do estudo, que teve a oportunidade de fazer perguntas, que esta satisfeito com as explica¢des fornecidas e
que decidiu participar voluntariamente deste estudo. Uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido sera entregue

a voceé e outra copia serd arquivada pelo investigador principal.

Nome do sujeito de pesquisa:

Assinatura do sujeito de pesquisa:

Data:

Nome do representante legal:

Assinatura do representante legal:

Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura do Pesquisador:

Data:




