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“Todo guerreiro ja ficou com medo de entrar em

combate...

Todo guerreiro ja perdeu a fé no futuro.(]

Todo guerreiro ja trilhou um caminho que n&o era dele.[]

Todo guerreiro ja sofreu por bobagens.[]...[]

Todo guerreiro ja achou que n&o era guerreiro.[]

Todo guerreiro ja falhou em suas obrigagées.[]

Todo guerreiro j& disse "SIM" quando queria dizer "NAO".[

Todo guerreiro ja feriu alguém que amava.

Por isso é um guerreiro; porque passou por estes desafios, e ndo perdeu a
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esperanca de ser melhor do que era.’

Paulo Coelho
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RESUMO

Introdugdo: O estadiamento do cancer colorretal (CCR) apresenta
limitagdes em predizer acuradamente sua recorréncia. Painéis moleculares ja se
mostraram de grande auxilio para estratificagdo do prognéstico na pratica clinica.
Desequilibrios na via do reparo por excisdo de bases (BER) estdo associados
com aumento do dano ao DNA, redugao da capacidade de reparo e pior resposta
a quimioterapia, podendo atuar como promissoras ferramentas de refinamento
do estadiamento. Pacientes e métodos: Amostras, emblocadas de 72 pacientes

com idade média de 66.7 +12.4 anos, sem tratamento neoadjuvante foram

avaliadas quanto a expressdo de APC, MPG, PolB, XRCC1 e Fen1 por
imunohistoquimica. Foram realizados estudos de associacdo dos dados
moleculares com os dados clinicos e da escala TNM como preditores de
progndstico. Tabelas de contingéncia e associagbes foram analisadas com o
teste do qui-quadrado e teste exato de Fischer. Valores de p<0.05 foram
considerados significativos. Resultados: Baixa expressédo de MPG (36 casos),
PolB (42 casos) e XRCC1 (28 casos) foram associados com melhor desfecho
patolégico, representado por tumores que apresentaram melhor diferenciacéo
celular, baixos estadios TNM e auséncia de invasdes linfatica e perineural. Os
niveis de expressdao de Fen-1 n&do foram relacionados a nenhuma das
caracteristicas clinico-patoldgicas. Foi também encontrado um padrdo de
expressao associado, no qual quanto maior a expressdo de APC, menor foi a
expressao de Polf (-0.441; p=0.001), assim como uma co-expressao entre MPG
e Polp (0.384; p=0.001) e of Polf and Fen1 (0.257; p=0.03) . Conclusées:

Nossos resultados sugerem que aqueles pacientes que apresentaram menor



expressdo de MPG, Polf e XRCC1 eram mais propensos a evoluir para um
desfecho mais favoravel. Nés propomos um modelo que pode explicar este fato
em que o acumulo de intermediarios do BER levam a disfuncdo e morte
celulares. As proteinas do BER parecem ser candidatos adequados para refinar
o atual estadiamento TNM do cancer colorretal.

Palavras-chave: Cancer colorretal; reparo por excisdo de bases;

estadiamento TNM; progndstico.



ABSTRACT

Background: Colorectal cancer (CRC) pathological staging fails to
accurately predict recurrence. Molecular panel has proven reliable for prognosis
stratification in clinical practice. Imbalance in base excision repair (BER) proteins
expressions is associated with increase of DNA damage, poor capacity of repair
and poor response to chemotherapy and might be promisors as a tool for current
staging refinement. Patients and methods: Pre-treatment tumour samples from
72 patients with sporadic colorectal adenocarcinoma were assessed for APC,
MPG, PolB, XRCC1 and Fen1 expression by immunohistochemistry. The
associations of molecular data were analysed in relation to clinical features and
TNM staging as a prognosis predictor. Contingency tables and associations were
analysed with the chi-square (x2) test and Fisher’s exact test. P values <0.05
were considered statistically significant. Results: Low expression of MPG (36
cases), Polf (42 cases) and XRCC1 (28 cases) were associated with favourable
pathological outcome, represented by well-defined cellular differentiation, lower
TNM stages and absence of lymphatic and perineural invasions. Fen1 expression
levels were not related to any of the clinicopathological features. We also found
a coupled expression pattern, in which the higher is the expression of APC, the
lower is the expression of PolB (-0.441; p=0.001) and also a co-expression
between MPG and Polf (0.384; p=0.001) and between Polf and Fen1 (0.257;
p=0.03). Conclusions: Our results suggest that those patients presenting low
expression of MPG, Pol and XRCC1 are more likely to evolve to a better
outcome. We propose a model by which it may occur as consequence of the

accumulation of toxic BER intermediates that lead to cellular dysfunction and cell
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death. The BER proteins appear to be suitable candidates to refine the TNM

current staging of colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer; Base excision repair;, TNM staging;

Prognosis.
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REVISAO DA LITERATURA

1 Conceito e epidemiologia do Cancer Colorretal

De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)
e a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), o cancer é a principal causa de
mortes no mundo, respondendo por cerca de 13% de todos 6bitos. Mesmo com
o desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo e combate a esta
condigdo clinica, a mortalidade atribuida ela continua a crescer, com uma
estimativa de 13,1 milhdes de ébitos em 2030 (WHO, 2014) Os principais tipos
de neoplasias malignas do ser humano sao: pulmonar (1,37 milhdes de mortes),
estdmago (736.000), figado (695.000) e colorretal (608.000) (IARC, 2014).

O cancer do colon e do reto, ou cancer colorretal (CCR), é apresentado
com um conjunto de doencgas abordadas como cancer colorretal que, embora
unificadas didaticamente, diferem em relacdo a epidemiologia, etiologia, fatores
de risco e desenvolvimento. Desta forma, o CCR refere-se as neoplasias que
acometem o célon, a juncdo retossigmoide, o reto, o anus e o canal anal (BELOV
et al, 2011) . Por causa das diferengas quanto a localizacdo anatémica, ja que
se tratam de estruturas diferentes, diferentes modalidades de tratamentos
também serédo necessarias. Mesmo assim, embora haja estudos que sugiram
distintos fatores etiolégicos, os canceres do coélon e do reto permanecem
relacionados, sendo separados apenas para facilitar a abordagem clinica e
cirurgica (VASQUES et al, 2010).

O principal tipo histolégico de neoplasia colénica é o adenocarcinoma,

responsavel por cerca de 95% dos casos. Os demais tipos histologicos incluem
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0 adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de células escamosas e carcinomas
indiferenciados (ZAMPINO et al., 2009)

O CCR, configura-se, em termos de incidéncia, como a terceira causa
mais comum de cancer no mundo em ambos 0s sexos e a segunda causa em
paises desenvolvidos. Aproximadamente 9,4%, equivalendo a um milhdo de
casos novos, de todos os canceres séo de coélon e reto (JEMAL et al, 2011). Os
padrdes geograficos sdo bem similares entre homens e mulheres, porém
especificamente para o cancer de reto, sua incidéncia é cerca de 20% a 50%
maior em homens na maioria das populagdes. A sobrevida média global para
este tipo de cancer se encontra em torno de 59% em paises desenvolvidos e
42% em paises em desenvolvimento, podendo chegar a 90% se a doenca é

diagnosticada em estagio inicial (IARC, 2014).
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Figura 1: Incidéncia e mortalidade do cancer colorretal nas regiées do mundo.

Fonte: GLOBOCAN (IARC), 2012.
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Figura 2: Incidéncia de céancer colorretal em 2012 (amarelo) e o efeito
demografico previsto para 2015 no mundo (azul) por sexo. Fonte: GLOBOCAN

(IARC), 2012.

Nos Estados Unidos da América, o CCR é responde de forma significativa
como causa de morbidade e mortalidade, uma vez que pelo menos dois
individuos do sexo masculino para cada 18 e um do sexo feminino a cada 20
individuos estao sujeitos a desenvolverem este tipo de neoplasia (GELLAD et al,
2010). Na Europa, por sua vez, o CCR é a segunda principal causa de morte
considerando ambos os sexos. No mundo, estima-se que nos ultimos cinco anos
2,8 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com CCR (GELLAD et al, 2010).

Em se tratando de Brasil e desconsiderando os tumores de pele nao
melanoma, o CCR em homens é o segundo mais frequente na regido Sudeste
(22,67/ 100 mil) e terceiro nas regides Sul (20,43/ 100 mil) e Centro-Oeste (12,22/
100 mil). Na regiao Norte (4,48/ 100 mil), ocupa a quarta posi¢ao e, na regiao

Nordeste, (6,19/ 100 mil) a quinta. Para as mulheres, é o segundo mais frequente
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nas regides Sudeste (24,56/ 100 mil) e Sul (21,85/ 100 mil). O terceiro nas
regides Centro-Oeste (14,82/100 mil) e Nordeste (7,81/ 100 mil), enquanto, na
regiao Norte (5,30/ 100 mil), é o quarto mais frequente (INCA, 2014).

Os estados da regiao sul séo classificados como de elevada incidéncia
para CCR. Neste contexto, o Rio Grande do Sul ocupa lugar de destaque com
as maiores taxas de incidéncia bruta para entre homens (26/ 100.000 habitantes)
e mulheres (28/ 100.000 habitantes). Entre as capitais, Porto Alegre ocupa a
terceira e quarta posigdes em termos de incidéncia bruta respectivamente entre

homens e mulheres (DATASUS, 2014).

Mulheres Homens

| EETE B 11422800
8,81 a17,35 \ 7,51 a 14,39
B ssacs ‘D 5,01a7,5

D 2:51a5,74 |:| 24225

Figura 3: Incidéncia do céncer colorretal nos estados brasileiros em relagéo aos

sexos em 2014. Fonte: DATASUS, 2014.

O recente aumento na incidéncia de CCR no Brasil € devido a maior
expectativa de vida, combinado com mudancgas no estilo de vida da populagéo,
especialmente relacionado com a dieta e o sedentarismo. De qualquer forma, é
notorio que o CCR é muito mais comum em individuos com mais de 50 anos,
com um aumento exponencial no numero de diagnodsticos a partir desta idade

(GUIMARAES et al, 2013),
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As diferencas regionais das taxas de mortalidade por cancer de célon/reto
tém sido cada vez mais apontadas, visto que atestam a contribuicdo de habitos
culturais e alimentares, bem como diferengcas socioeconémicas e de estilo de
vida para essa heterogeneidade. As regides Sul e Sudeste, em comparagédo com
as demais, apresentam, provavelmente, habitos de vida que poderiam levar a
maior risco de desenvolvimento de cancer de célon/reto, como o baixo consumo
de fibras e o alto teor de lipidios na dieta, ingestdo elevada de alcool e
prevaléncias mais altas de tabagismo (HABR-GAMA, 2005; CAPELLANI et al,

2013; INCA, 2014).
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1.2 Etiologia e aspectos patolégicos do Cancer Colorretal

A etiologia do CCR ¢é resultado da interacdo complexa e ainda nao
completamente elucidada de fatores genéticos e ambientais. O maior
conhecimento que se tem hoje trata do conceito de que o seu desenvolvimento
do é fruto do acumulo de uma série de mutagdes genéticas aleatdérias em um
determinado clone de células epiteliais somaticas ou germinativas do colon ou
reto, conferindo-lhe uma capacidade proliferativa superior. Mais
especificamente, as células intestinais perdem a capacidade de resposta aos
determinantes inter e intracelulares de divisdo, diferenciacdo e morte celular,
conforme proposto no primeiro modelo de evolugao molecular do CCR por
Fearon e Vogelstein (1990). Clinicamente, porém, é possivel identificar trés

principais etiologias distintas do CCR: a esporadica, a familial e a hereditaria.

A) Esporadica: acomete cerca de 70% de todos os CCR e é resultado do
acumulo de mutagdes génicas e/ou anomalias cromossOémicas (HISAMUDDIN
et al, 2006). Esta forma de CCR pode resultar da ativagdo de oncogenes como
K-ras e BRAF, a inativacao dos genes supressores tumorais como p53 e APC
(do inglés: adenomatous polyposis coli) ou dos genes de reparo, principalmente
mutL homolog 1 (MLH1) e mutS homolog 2 (MSHZ2) (TANAKA et al, 2006). Nao
possui associagdo com histéria familiar, sindrome genética ou doenga

inflamatoria intestinal.

B) Familial: E responsavel por cerca de 20% dos casos de CCR. Isto significa

dizer que eles ocorrem em individuos com histéria familiar de CCR, mas na



19

auséncia de qualquer forma de sindrome ou doenga intestinal especifica, como
a Doenca de Chron ou a retocolite ulcerativa. Em 4/5 dos casos estes pacientes
tém um parente de primeiro grau afetado, mas, mesmo assim, ndo sao
considerados hereditarios (BUTTERWORTH et al, 2006; JASPERSON et al,

2010)

C) Hereditaria: Responde pelos demais casos de CCR. E representada
pela polipose adenomatosa familiar (FAP, do inglés familial adenomatous
polyposis), que € a proliferacédo do epitélio do intestino grosso, sendo transmitida
como trago autossébmico dominante, e pelos casos de cancer de coélon
associados com sindromes n&o polipose, que incluem a sindrome Lynch. (GALA

et al, 2011).

De uma maneira geral, o CCR é resultado de um processo de
modificagdes moleculares e estruturais em cascata, no qual o epitélio colénico
normal se modifica, adquirindo a forma dos pélipos, que contém as altera¢des
celulares precursoras do CCR. Portanto, o desenvolvimento da neoplasia do
célon segue uma progressao clara, atribuida a transformacéo do epitélio normal
da mucosa do célon a pélipos adenomatosos e, por ultimo, ao cancer invasivo

(DE LA CHAPELLE et al, 2004; PALOZZA et al, 2009).

A maioria dos tumores colorretais origina-se de pélipos adenomatosos. O
adenoma ou poélipo adenomatoso tem papel fundamental no desenvolvimento do
cancer, sendo reconhecido como sua unica lesao precursora (BRASIL, 2011).
Inicialmente estes poélipos sdao neoplasias benignas, mas com o tempo podem

sofrer processo de malignizagao.
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Os polipos adenomatosos podem ser classificados de acordo com sua
vilosidade e tubularidade. O mais prevalente é o adenoma tubular, o qual possui
baixo risco de se tornar um carcinoma invasivo. Os adenomas vilosos, por sua
vez, apresentam maior risco de desenvolver displasias de alto grau, enquanto,
os adenomas tubulo-vilosos estdo em uma faixa de risco intermediaria
(NAKAGAWA et al, 2004). Além destas caracteristicas, o tamanho, o grau de
displasia e a estrutura das vilosidades também estdo associados com aumento
do risco de malignidade.

A mais forte evidéncia de que os polipos adenomatosos originam o cancer
colorretal provém do estudo do “National Polyp Study” (NPS), conduzido nos
Estados Unidos. Nesse estudo, 1418 pacientes foram submetidos a
colonoscopia e tiveram todos os poélipos encontrados removidos, tendo um total
de 3371 pdlipos ao todo analisados. Os pacientes foram acompanhados por um
periodo de seis anos, ao final do qual se observou uma reducao de 76 a 90% na
incidéncia do CCR em relacao a trés outras populacdes (O'BRIEN et al, 1990).

Além deste fator de risco, muitos outros ja foram relacionados a incidéncia
do CCR. Em relacdo a dieta, baixo consumo de fibras e elevado consumo de
carne vermelha estdo diretamente relacionados com maior incidéncia do CCR
(PARK et al, 2005; BORDONARO et al, 2008). Inatividade fisica e obesidade
(SAMAD et al, 2005 DONOHOER et al, 2010) também foram associados a um
aumento significativo no risco de CRC, e uma associacao mais fraca entre
tabagismo e cancer retal (DIERGAARDE et al, 2003). Elevada ingestao de alcool
também esta entre os fatores de risco estabelecidos para CCR (CHO et al, 2004).
Por outro lado, a utilizacdo de aspirina e de outros anti-inflamatérios n&o-

esteroidais (AINES) (BURN et al, 2008) bem como terapias de reposicéo
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hormonal foram qualificadas como protetores em estudos de base populacional
(BRANDSTEDT et al, 2014).

Os canceres de coélon e reto s&o geralmente combinados em estatisticas
de cancer, embora sejam entidades clinico-patologicas distintas (L/ E LAl, 2009).
A distribuicdio do CCR ao longo do intestino grosso apresenta uma
predominancia pelos segmentos distais (GOMEZ et al, 2004), apresentando
cerca de 40% de casos no colon proximal (ceco, ascendente e colon transverso),
30% no célon distal (descendente e sigmoide célon), e 30% no reto
(HOWLADER et al 2015).

Importante notar também que as células neoplasicas do CCR primario
apresentam potencial metastatico para 6rgaos distantes através do sangue ou
da circulacgao linfatica, sendo que o figado € o 6rgao-alvo preferencial para a
alocacgao destas células. Aproximadamente 20% dos pacientes tém metastase
hepatica detectavel no momento do diagndstico (metastase sincronica) e cerca
de 35% desenvolverdo metastase nos 5 anos seguintes apods a cirurgia do tumor

primario (metastase metacrénica). (ANWAR et al, 2011).
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1.3 Estadiamento e tratamento do cancer colorretal

Desde a proposi¢ao da sequéncia adenoma-carcinoma, a sua progressao
de eventos tem sido intensamente estudada no intuito de definir variaveis clinicas
e marcadores moleculares com valor ndo apenas diagnéstico, mas também
progndéstico e que possam permitir estratificar grupos de alto e baixo risco e,
entdo, determinar a terapia mais adequada para cada paciente (CHEN et al,
2012).

O estadiamento € um conjunto de normas sob a forma de escala ou
sistema usado para classificar o cancer de acordo preceitos universalmente
aceitos. O seu objetivo é o de identificar a extensao loco-regional da leséo
primaria e a sua extensao a distancia, para a escolha da melhor opcao de
tratamento (CORDEIRO et al, 2001).

Neste contexto, os sistemas de estadiamento do CCR n&o apenas
permitem delinear a abordagem terapéutica, como permitem avaliar seus
resultados e estimar o seu prognostico, levando em consideracéo, além das
informacgdes sobre a extensédo da doencga, os seus aspectos anatomopatoldgicos
(EDGE et al, 2010).

Dois principais sistemas de classificacao diferentes sédo utilizados para
fornecer informagdes de prognostico e determinar estratégia de tratamento no
CRC. O sistema de classificagdo Dukes de 1932 (DUKES, 1932; GREEN et al,
2002) e a escala TNM (tumor, linfonodos, metastases), criada e mantida pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC). A escala de Dukes descreve trés

estadios: estadio A (tumor limitado & parede do intestino); estadio B
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(disseminagao do tumor por continuidade direta) e estadio C (envolvimento de
linfonodos). Esta classificagao foi posteriormente modificada por Astler-Coller,
que subdividiu os 24 estadios Dukes B e C, em trés partes.

Ja o estadiamento de acordo com a classificagdo TNM, leva em
consideracdo o tamanho do tumor (T), o envolvimento dos linfonodos (N) e a
presenca de metastases (M). O estadiamento pela escala TNM é usado em
muitos tumores sélidos e foi adaptado para CCR e atualmente encontra-se na 72
edicdo a partir do ano de 2010. Em linhas gerais, os trés parametros da escala
TNM devem ser avaliados através de exame fisico, diagndstico por imagem,
endoscopia e/ou exploracao cirurgica Os estagios sao descritos em numerais
romanos, como descrito na tabela1 (1, Il, Ill, IV) (SOBIN et al, 2002; COMPTON

et al, 2004; ALTERI et al, 2011)

T
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

Tumor Primario T0 Nao ha evidéncia de tumor primario

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

T1 Tumor que invade a submucosa

T2 Tumor que invade a muscular prépria

T3 Tumor que invade além da muscular préopria, alcangando a
subserosa ou os tecidos peri-célicos ou peri-retais, ndo peritonizados
T4 Tumor que invade diretamente outros érgédos ou estruturas e/ou
que perfura o periténio visceral

N

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Linfonodos NO Auséncia de metéstase em linfonodos regionais
Regionais N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais

N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais
M

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
Metastases a

Distancia MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia




24

Tabela 1: Classificagéo clinica dos carcinomas colorretais de acordo com a

escala TNM. Adaptado de Classificagdo de tumores malignos. INCA, 2014.

A avaliagcao histopatologica provera ainda dados sobre os graus de
diferenciacao celular e a presenca de invaséo linfatica e/ou perineural. A
presencga de invasao venosa e linfatica pelo tumor ja foi demonstrada como um
fator adverso independente no prognéstico do CCR (LANGLEY et al, 2007,
ZLOBEC et al, 2008). Além disto, ja foi demonstrado que a presenca de
infiltragdo linfatica relaciona-se com tumores com maior infiltragéo na parede e,

também, potencial metastatico (LONGATTO-FILHO et al, 2008).

GX O grau de diferenciacéo nao pode ser
avaliado

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

Tabela 3: Classificagédo histopatolégica do CCR. Adaptado de Classificagédo de

tumores malignos. INCA, 2014

A selecéo do tratamento devera ser adequada ao estadiamento clinico da
doenca, capacidade funcional, condi¢cdes clinicas e preferéncia do doente.
Quando diagnosticado precocemente, a possibilidade de curabilidade
terapéutica do CCR aumenta significativamente. Seu tratamento consiste,

basicamente, na cirurgia - envolvendo a ressecc¢ao cirurgica por via aberta do
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tumor primario e dos linfonodos regionais-, quimioterapia — em regimes
adjuvantes e neoadjuvante - e radioterapia (JASS et al, 2008).

A quimioterapia antineoplasica consiste no emprego de substancias
quimicas, isoladas ou combinadas, que atuam sob diferentes mecanismos de
acao: agredindo o DNA tumoral, inibindo processos metabdlicos essenciais,
impedindo a sua vascularizagdo, entre outros. Os esquemas aplicados podem
ocorrer de forma adjuvante (realizada posteriormente ao tratamento principal,
que pode ser cirurgico ou radioterapico) e; neoadjuvante (administrada

previamente ao tratamento principal). (BRASIL, 2011).

Os agentes quimioterapicos utilizados no tratamento de CRC induzem
diferentes tipos de danos tanto ao DNA como ao metabolismo celular. O 5-
Fluoracil (5-FU), base de todos os esquemas quimioterapicos utilizados no
tratamento do CCR, é um analogo de pirimidina cuja principal fun¢ao consiste
em inibir a atividade da enzima timidilato sintase, embora possa também ser
incorporado aos DNA, levando a inibicao da sua sintese e a formacéo de quebras
simples e duplas na sua estrutura (MATUO et al, 2010). A Oxaliplatina, por sua
vez, utilizada juntamente com o 5-FU e a leucovorina no esquema denominado
FOLFOX, € um agente platinado que forma liga¢des intra- e intercadeia com o
DNA que, também irdo induzir quebras simples e duplas (FAIVRE et al, 2003).
No esquema denominado FOLFIRI, que inclui 5-FU, oxaliplatina e irinotecano e
€ utilizado no tratamento do CCR avancado, este é classificado como um
analogo sintético da camptotecina, o qual atua como inibidor topoisomerase |,
impedindo a replicagédo e a transcrigao do DNA (ZHUANG et al, 2010; /ILLUM,

2011).
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Recomenda-se que o inicio do tratamento adjuvante deve ocorrer entre
4 e 6 semanas apos a cirurgia (BRASIL, 2011), sendo que a cada 4 semanas de
atraso, a sobrevida reduz em 14% (BIAGI et al, 2011). Ja a quimioterapia
neoadjuvante associada a radioterapia esta indicada principalmente para
pacientes com cancer de reto do estagio Il em diante. Utilizada principalmente
no cancer do reto, a irradiacéo na pelve pode ser usada antes da cirurgia para
diminuir o tamanho do tumor; apds a cirurgia, para prevenir a recidiva local ou,
ainda, no tratamento da recidiva pélvica (LATKAUSKAS et al, 2011).

Em casos de cancer colorretal recidivado inoperavel ou com doenga em
estagio IV ao diagnoéstico, é indicada a quimioterapia paliativa. Neste caso, os
esquemas irdo incluir, basicamente, o 5-FU, associado ou ndo a oxaliplatina,
além do irinotecano, mitomicina C, bevacizumabe, cetuximabe ou
panitumumabe (BRASIL, 2011). Estes dois ultimos, bloqueadores de EGRF
(receptor do crescimento epidérmico), séo limitados aos pacientes com que
apresentem expressédo do gene KRAS ndo mutado, ja que aqueles pacientes
que apresentam mutacdo neste gene KRAS n&o apresentam melhores

desfechos apos esta terapia (PETRELLI et al, 2011).
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1.4 Aspectos histologicos e seu valor prognéstico no cancer colorretal

O fator prognéstico € uma caracteristica (clinica ou histoldégica) ou ainda
um marcador (proteico ou molecular) que pode racionalizar a predicdo sobre a
evolugdo de doencga. InUmeras sdo as variaveis consideradas na avaliagcéo
prognéstica dos adenocarcinomas colorretais. Diversos estudos demonstraram
varios fatores que estdo associados a um melhor ou pior prognostico do CCR,
considerando principalmente a sobrevida global e a sobrevida livre de doenca

dos pacientes.

Estudos (CLODOALDO et al, 2004; ANTIE et al, 2008) ja relataram que a
profundidade da invaséo das lesdes na parede intestinal, a ocorréncia de invasao
linfatica da cadeia regional do célon, o grau de diferenciacao celular do tumor e
a presencga de invasao de vasos sanguineos por células neoplasicas sao fatores
determinantes no prognéstico do CCR. Sua presenca esta fortemente

relacionada com reducéo da sobrevida em 5 anos.

Outros autores (SHEN et al, 2009) consideraram ainda que esta reducéo
da sobrevida esta associada ao tamanho do segmento ressecado, a idade dos
pacientes e a localizacado do tumor embora para o primeiro destes parametros
haja controvérsias (MATSUDA et al, 2009). Ainda, desde 1982 ha estudos que
vém analisando quais determinantes clinico-patolégicos mais significativos no
resultado do tratamento destas neoplasias sdo aqueles vistos no estadiamento
patoldgico, ou seja, o grau de penetragdo na parede intestinal e a ocorréncia de
metastases linfaticas. (EISENBERG et al, 1982; STEINBERG et al, 1986; WEITZ

et al, 2005).
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No que diz respeito a localizagao da les&o primaria, a literatura mostra um
resultado conflitante. Existem diversos relatos de que o carcinoma do reto
apresenta um pior prognostico quando comparado aos tumores de colon (WEITZ
et al, 2005). Se tratados como entidades patoldgicas distintas, pode-se inferir
que os tumores de reto realmente trazem maior dificuldade na obtencéo de
margens mais amplas e confiaveis, seja pelas diferengas bioldgicas, seja pelas
condigdes complexas de intervencgao cirurgica na pelve (ANDEREGGEN et al,
2006).

Considerando o grau de diferenciacéo histologica, a literatura demonstra
claramente a sua importancia prognostica. O grau de diferenciacao histolégica
foi relacionado a presenca de invasédo linfatica, a profundidade da invasao
tumoral na parede intestinal, a fixacdo a estruturas adjacentes e ao numero de
linfonodos envolvidos (YING et al, 2009) Um estudo com 136 pacientes
portadores de CCR, demonstrou que o grau de diferenciagdo celular
apresentava importante relagdo com a chance de metastase linfonodal
(DERWING et al, 2008) Outro estudo Shen e colaboradores (2009)
correlacionaram o numero de Obitos com tumores pouco diferenciados.
Provavelmente, o grau de diferenciacéo histolégica seja uma das variaveis com
maior influéncia na sobrevida em cinco anos dos pacientes com CCR. Neste
contexto de avaliagdo histoldégica, os tumores mucinosos também sao
considerados de pior prognéstico (CONSORTI et al, 2000).

A ocorréncia de invasao vascular, principalmente invasdo venosa, foi
amplamente demonstrada em tumores malignos de coélon e reto e

frequentemente correlacionada com pior prognostico através da reducéo da



29

sobrevida global e da presenga de metastases e recidivas neoplasicas
(ISHIBASHI et al, 2007; SHEN et al, 2009).

A ocorréncia de metastases hepaticas como desfecho de pior prognéstico
também esta relacionada com a presenca de invas&o vascular adjacentes ao
tumor primario. Além disto, pacientes que apresentaram maior profundidade na
invasdo vascular estiveram associados a prognosticos ainda mais desfavoraveis
(ISHIBASHI et al, 2007; DERWING et al, 2008). Ainda, ha relatos de um aumento
na recidiva e no surgimento de metastases hepaticas em pacientes que
apresentavam invasao vascular peritumoral, o que reflete um potencial impacto
desfavoravel na sobrevida dos pacientes (SHIROUZU et al, 1991; ISHIBASHI et

al, 2007; LEGOLVAN et al, 2010).
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1.5 Etiologia molecular do Cancer Colorretal

A carcinogénese, de um modo geral, € um processo composto por
multiplas etapas, envolvendo fatores genéticos e epigenéticos adquiridos ou
herdados, bem como alteracbes celulares e morfolégicas. Didaticamente, o
processo carcinogénico pode ser dividido em trés fases: iniciacdo, promocéo e
progressao (HANAHAN E WEINBERG, 2011). A genética molecular dos
carcinomas colorretais € a melhor compreendida dentre as neoplasias humanas.

No caso dos tumores colorretais, 95% s&o adenocarcinomas (ou seja, de
origem e caracteristicas glandulares e epiteliais). Estes tumores partem
inicialmente de um adenoma formado a partir de pdlipos, que sao lesbes
benignas que podem crescer na parede interna do intestino grosso (HANAHAN
E WEINBERG, 2000). Normalmente, para o epitélio colorretal normal sofrendo
mudancgas moleculares evoluir para carcinoma demanda um periodo entre 10 e

20 anos (TANAKA et al, 2010).

Os mecanismos moleculares que estao por tras do desenvolvimento das
neoplasias colorretais sao clinicamente importantes porque eles estéo
relacionados com o progndstico e resposta aos tratamentos (SADANANDAM et

al, 2013).

O CCR esporadico origina-se através de multiplas interagdes moleculares
consecutivas, as quais alteram o gendtipo e o fendétipo de uma célula normal até
sua transformacédo em uma célula neoplasica (PEREA et al, 2011). O modelo
de sequéncia adenoma-carcinoma, proposto por Fearon & Vogelstein em 1990

(FEARON, 2011), ainda &€ amplamente aceito como a provavel sequéncia de
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eventos do desenvolvimento do cancer colorretal esporadico, a qual apresenta
alteracdes fenotipicas identificaveis, iniciando-se por proliferacao epitelial com a
formacao de adenomas, os quais passam a apresentar alteracées cada vez mais
atipicas até o surgimento de células ou clones celulares neoplasicos (KINZLER
& VOGELSTEIN, 1996).

A sequéncia de eventos moleculares que ocorre desde uma célula normal
da mucosa colorretal até surgimento do carcinoma pode ocorrer através de dois
modelos: (1) a via do APC/ Bcatenina e (2) a via da instabilidade de
microssatélites (MSI) (FEARON & VOGELSTEIN 1990; KNUDSON, 2001;
PEREA et al, 2011).

A via Wnt/ B-catenina foi a primeira associada com o desenvolvimento do
CCR, sendo encontrada permanentemente ativada em pacientes com polipose
adenomatosa familiar, mas também surgindo da mesma forma em CCR
esporadicos, sendo que nestes esta via apresentara mutagdes em pelo menos
um de seus componentes em cerca de 90% dos casos (MORAN et al,
2010) Essa ativagado é considerada o evento inicial para a carcinogénese
colorretal, fazendo com que as células do epitélio intestinal ganhem capacidade
proliferativa acima do normal, resultando nos pélipos adenomatosos.

Segundo este 0 modelo, os genes que sao mutados nos estagios iniciais
do céncer de colon sao o APC (gene da adenomatose poliposa do célon),
durante a transigao epitélio normal para adenoma; o KRAS (do inglés: Kirsten
Rat Sarcoma viral oncogene homologue), e genes supressores de tumor nos
cromossomos 18q (DCC, SMAD2, SMAD4) e 17q (p53) na fase de adenomas e
carcinoma (LESLIE et al, 2003; NAMBIAR et al, 2010). No entanto, como o

numero de modificagdes tanto em oncogenes e genes supressores tumorais é
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muito elevado, acredita-se na possibilidade de combinagdo destes eventos
moleculares.

Além disto, os tumores gerados através desta via sao caracterizados por
apresentarem instabilidade cromossémica (CIN) com frequentes anomalias

citogenéticas e perdas alélicas.

D Suppressor pathway
_,| Eary ’_, wm’ _,- _>® B Metastasis
adenoma adenoma
T T T T T

APC Chromosome K-ras 18q LOH, p53 mutation, Other
mutation 5q LOH mutation DCC mutation 17p LOH alterations

Micro
adenoma

Normal
epithelium

Figura: Alteragbes moleculares na via supressora tumoral e sequéncia
adenoma-carcinoma no epitélio colorretal. (LOH: Perda de heterozigosidade, do

ingés: loss of heterozigosity) (Adaptado de MORAN et al, 2010)

Por outro lado, a via da instabilidade de microssatélites é caracterizada
por mutagdes ou modificagcbes epigenéticas em genes do reparo de
malpareamento (Mismatch repair — MMR) e esta envolvida em cerca de 10% a
15% dos casos esporadicos de adenocarcinoma colorretal, a maioria das
mutacdes envolvendo os genes MSH2 e MLH1 (GRADY, 2004; PEREA et al.
2011). A caracteristica desta via é a instabilidade de microssatélites (IMS)
difundida pelo genoma.

Estudos dos 15% dos CCR esporadicos com instabilidade de
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microssatélites atestam que estes tumores séo fruto da inativagédo somatica de
genes da via do MMR. Isto significa dizer que embora mutagdes somaticas
ocasionais de hMSH2 e hMLH1 possam ocorrer, 0 mecanismo predominante
que inativa esta via é o silenciamento epigenético do promotor de hMLH1

(ISHIKUBO et al., 2004).

As diferengas moleculares resultantes da inativagdo do MMR geram
tumores com caracteristicas clinicas diferenciadas. Tumores com alta
instabilidade de microssatélites, sdo mais prevalentes no colon proximal, sao
menos diferenciados, mucinosos e com infiltracdo linfocitaria, diferentemente
dos tumores com baixa instabilidade de microssatélites, conferindo aos
pacientes pior prognostico e menor sobrevida. (revisado em RAUT et al, 2004;

BUCKOVITZ et al, 2005; GREENSON et al, 2009).

1.5.1 Via APC/ Bcatenina

A via de sinalizacao Wnt participa da regulacédo de uma grande variedade
de processos fisioldégicos em diferentes espécies de animais, tendo um papel
crucial no desenvolvimento embrionario (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008). Nos
seres humanos, existem 19 membros conhecidos dessa familia, os quais
desempenham papéis essenciais na diferenciagao, proliferagdo e sobrevivéncia
celular (GILES et al, 2003; MacDONALD et al, 2009). Ela pode ser classificada
em dois tipos: candnica (dependente de B-catenina) e n&o canbnica
(independente da B-catenina). A via canbnica é mais relacionada com o

desenvolvimento do CCR (NAJDI et al, 2011)

Mutagbes no gene APC sao responsaveis pela PAF (Polipose

adenomatosa familiar) e pela maioria dos CCR esporadicos. Tanto APC como



34

a B-catenina s&o considerados os primeiros alvos de mutagao relacionados com
a carcinogénese colorretal. A disfungdo na qualidade final destas proteinas é
capaz de induzir a desorganizagao do citoesqueleto, apoptose, perda do controle
do ciclo celular e da adeséo celular (TANAKA et al, 2011).

Normalmente, cada individuo tem duas cépias funcionais do APC em
todas as células. Assim, a perda de fungéo do gene APC nas células epiteliais
do colon, pela mutacédo germinativa de um alelo do gene seguida pela perda do
outro por mutacdo somatica, € uma etapa genética precoce e critica no
desenvolvimento da neoplasia colorretal (PITERS et al., 2008).

A proteina APC é o principal fator de sinalizagdo da via Wnt, a qual regula
a ligacdo e a degradacéo da [(B-catenina pelo proteassoma. Ela desempenha
funcdes que englobam adesdo e migragao celular, bem como participa na
supressao tumoral uma vez que esta presente em processos fisiologicos desde
o crescimento celular a apoptose. Por sua vez, a B-catenina, normalmente
conjugada com a e-caderina, € uma proteina que faz parte de um complexo de
adesao intercelular e em altas concentrag¢des, ativa o programa de proliferagéo

celular, pois se liga a fatores de crescimento tumoral (BARKER et al, 2008).

Fisiologicamente, a proteina APC liga-se ao complexo axina/-B-
catenina/GSK3B (Do inglés: Glycogen Synthase Kinase 3-Beta) que leva a
fosforilagéo da B-catenina e promove a degradacao do proteossoma que contém
a B -catenina fosforilada, prevenindo assim a sua migragdo para o nucleo.
Porém, em condi¢bes patolbgicas, a ativacado da via sinalizadora Wnt ird ocorrer
quando o gene da APC ou o codificador da B-catenina (CTNBB1) estiverem
mutados. Diante da impossibilidade de degradagdo B-catenina através da

formacdo do complexo multiproteico e de seu acumulo no citoplasma, a APC
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transloca-se para o nucleo e se liga ao promotor TCF-LEF (do inglés, T-cell
specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor-1) ativando a
transcricdo de diversos genes incluindo o c-myc, um proto-oncogene, e a ciclina
D1, promotora da proliferagao celular (FODDE et al, 2001). Desta forma, APC &
considerada como um regulador negativo de B-catenina e a via Wnt. (KUMAR,

et al, 2010; JUHN & KHACHEMOUNE, 2010).
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Figura: Via Wnt candnica ou classica. Na auséncia da sinalizacdao Wnt, a
proteina APC auxilia na fosforilagdo da B-catenina que seguira a via de
degradacgao pelo proteassoma. Porém, diante da mutagcdo em APC, a B-catenina
se acumula no citoplasma e conjuga-se com o fator de transcricdo TCF no

nucleo, favorecendo a proliferacao celular. (KRAUSOVA et al, 2014)
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1.6 Sistema de reparo do DNA

Apesar de consideravel estabilidade quimica da molécula de DNA, sabe-
se que a dinamicidade da molécula sofre com a exposi¢céo constante a diversos
agentes, podendo adquirir uma variedade de lesbes na sua estrutura
(FRIEDBERG, 2006). Estas lesbes podem afetar mecanismos celulares
essenciais como a replicagdo do DNA e sua transcrigdo em RNA. Como o DNA
€ o0 maior alvo de agentes genotoxicos, estas alteragdes podem resultar em
disfungdes celulares, como instabilidade genética, mutagénese ou morte celular

(apoptose ou necrose). (HELLEDEY et al, 2008; MORAES et al, 2012).

Agentes mutagénicos exdgenos e enddgenos tém a capacidade de
interferir nos genomas de todas as células vivas, resultando na produg¢ao danos
as bases do DNA (COLLINS et al, 2012). Estas bases danificadas — que podem
ser citotdxicas e/ou levarem a codificagcao errbnea- s&o sabidas serem grande
fonte de intermediarios na carcinogénese (HELLEDAY et al, 2008) Além disto,
durante o metabolismo normal da molécula de DNA podem ocorrer alteracdes
espontaneas na sua estrutura que comprometam o seu bom funcionamento,

como por exemplo, desemparelhamento de bases.

Especificamente, as lesbes espontaneas s&o fruto da instabilidade
intrinseca das ligagdes quimicas dos nucleotideos e sua suscetibilidade as
variagdes do microambiente ao seu redor, como os produtos do metabolismo
celular, como as espécies reativas de oxigénio na sua quase totalidade. Neste
contexto, ainda existem as lesdes ambientais, que sado aquelas que resultam da
interacdo entre o DNA com diferente agentes fisicos e quimicos inseridos de

forma exdgena (CURTIN, 2012).
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Uma vez alterado o DNA, as células acionam um complexo mecanismo
de reparo que garante a integridade do genoma através de diversos
mecanismos, especificos para cada tipo de leséo reconhecida. O objetivo final
deste sistema, composto por centenas de genes e proteinas diferentes é o de
manter a integridade da dupla fita do DNA e impedir a transmiss&o do dano as

células filhas, ap6s a replicagdo do material genético.

AGENTES LESIVOS

\/ \/ \/ \/

Raio-X Luz UV Raio-X

. . . s a . . Errosde replicacdo
Espéciesreativasde 0Xigénio  Hidrocarbonetos Agentes anti-tumorais e re s

Agentesalquilantes aromiaticos [cis-Pt; MMC)
Alteracbesespontineas policiclicos
L/ L/
/ C
T
O
Uracil (6-4)PP Ligacdes cruzadas A-G "mismatch”
Sitios abasicos Adutos entre asfitas T-C "mismatch”
8-oxoguanina CPD Quebrasnaduplafita Inserc3o
Quebrasnasimplesfita Delecio
DANOS FORMADOS

Figura 4: Esquema dos principais agentes que podem danificar o DNA e os tipos
de lesdes induzidas. Abreviagbes: cis-Pt (cisplatina); MMC (mitomicina-C); 6-
4(PP) (6-4 fotoprodutos); CPD (dimeros de pirimidina). Adaptada de

(HOEIUMAKERS, 2001).

Existem diversas vias de reparo de DNA, com diferentes enzimas que

atuam em distintos tipos de lesdes, basicamente com o intuito de reconhecer a
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lesdo, processa-la e restabelecer a estrutura do DNA. Apesar da protecédo que
estes mecanismos oferecem, alguns danos escapam ao reparo e causam erros
tanto na replicacdo e transcricdo, promovendo mutagénese, morte celular,
envelhecimento e, obviamente, cancer.

Os mecanismos de reparo do DNA sao divididos em diretos e indiretos. O
primeiro caracteriza um processo de reparagao catalisado por uma unica
enzima, que reconhece e reverte o0 dano em um Unico passo, representado pela
a metilguanina-metiltransferase (MGMT), que repara alquilagbes endoégenas ou
induzidas por agentes externos e, finalmente, o reparo de dimeros de pirimidina,
catalisados pela fotoliase (MICHAILDI et al, 2012). MGMT possui uma atencgéo
especial pelo seu potencial envolvimento na resisténcia de tumores a
quimioterapicos (KAINA et al., 2010).

Esta proteina atua transferindo um grupamento alquil do oxigénio do DNA
para o residuo de cisteina no seu nucleo catalitico, gerando a sua propria
inativacdo. Funciona de forma estequiométrica, ou seja, cada molécula da
proteina remove apenas um grupo alquil e logo perde sua fungdo. Em seguida a
inativagao, ela é ubiquitinada e degradada pelo proteassoma (CHRISTMANN et

al., 2011).

Por outro lado, no caso do reparo indireto, sao utilizadas diversas
proteinas com fungdes de reconhecimento da lesdo, incisdo na fita de DNA,
remocao da lesao, sintese do novo segmento e restauragédo da integridade do
DNA. Estas proteinas atuam de forma sequencial. Os mecanismos indiretos sao
divididos em trés grandes grupos: o reparo por excisao, que inclui as vias de
reparo por excisao de bases (BER), o reparo por exciséo de nucleotideos (NER),

e 0 reparo recombinacional, incluindo o reparo por recombinagdo homoéloga (HR)
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e o reparo por jungdes nao-homologas (NHEJ) (FRIEDBERG et al., 2006).
Existe ainda a possibilidade que um dano persista no genoma, sendo tolerado
por mecanismos nos quais a maquinaria de replicagédo é capaz de utilizar o DNA
lesado como molde (sintese translesao) (SALE et al, 2012), assim como a via de
Fanconi (FA, do inglés: Fanconi Anemia Pathway) que atua em processos de
sinalizacao e reparagédo de danos no DNA, especialmente danos do tipo pontes
intercadeias no DNA (ICL, do inglés interstrand crosslinks) (KIM & D'ANDREA,

2012).

O reparo por excisao de nucleotideos (NER) (do inglés: Nucleotide
Excision Repair) € um dos mais importantes processos no reparo de lesées no
DNA. Sua principal fungédo é reparar lesbes que causam distorcdo na dupla-
hélice do DNA geradas, principalmente, por agentes exégenos. Dimeros de
pirimidina ciclo butano (CPD) e 6-4 fotoprodutos (6-4 PP) sdo lesdes mais
frequentes induzidas por luz UV. Adutos de DNA, como os gerados pela
formacao de ligagdes covalentes entre as bases de DNA e hidrocarbonetos
benzopireno), também pode ser reparados por essa via (BENHAMOU &

SARASIN, 2000).

Esta via envolve cerca de 30 proteinas que atuam em um processo
sequencial da seguinte forma: reconhecendo da les&o; abrindo a dupla hélice;
incisando nos pontos extremos da lesdo; sintetizando a nova fita de DNA
utilizando como molde a fita ndo danificada; e finalizando o processo através da
ligacdo da porcao 5’ da nova fita sintetizada a sequéncia original (DE BOER &
HOEIJMAKERS, 2000). Além disto, ela apresenta duas sub-vias: o reparo por
excisdo de nucleotideos genbémico global (GGR, do inglés: Global Genome

Repair) e o reparo por excisao de nucleotideos acoplado a transcricdo (TCR, do
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inglés: Transcription Coupled Repair). A diferenca entre as sub-vias se da
apenas no passo em que o dano é reconhecido. Porém, o TCR é o mais
demandado e o que ocorre em uma velocidade maior, ja que acontece em genes

que estéo sendo ativamente transcritos (BENHAMOU & SARASIN, 2000).

A via BER - que sera tratada com maiores detalhes adiante — atua sobre
lesbes como bases oxidadas ou reduzidas, pequenos adutos e lesdes
produzidas por agentes alquilantes. A base danificada &€ removida por enzimas
DNA glicosilases base-especificas, como a enzima OGG1, que remove a
guanina modificada 8-oxoG, causada por espécies reativas de oxigénio. A
remocao da base danificada gera um sitio abasico, que ira ser restaurado por
endonuclease. Ap6s, uma polimerase fara a sintese do DNA usando a outra fita

como molde e a fita sera ligada por DNA ligase (DALHUS et al, 2009).

O reparo por malpareamento (MMR, do inglés: Mismatch Repair) corrige
alcas de insercao/delecao (IDLs, do inglés: Insertion/Deletion Loops) de
nucleotideos e erros de pareamento de bases advindos, especialmente, de erros
da replicacéo. (WU et al, 2004). Em humanos, esta via € a mais em estudada
no que tange ao CCR, visto que a deficiéncia em MMR através de mutacdes e
inativacdes epigenéticas estd associada a cancer colorretal hereditario. Os
genes envolvidos nesta via incluem MLH1, MSH2, PMS2 e MSH6 (DALHUS et
al, 2009). MLH1 e MSH2 s&o as principais proteinas envolvidas no processo de
reparo do DNA (AL-SUKHNI et al, 2008). A MLH1 forma um complexo com a
PMS2. O complexo formado por MSH2 e MSH3 reconhece e realinha insercées
e deleg¢des de dois a oito nucleotideos. Ainda, compondo esta via, ha a MSH6,
sobre a qual se acredita que a proteina MSHG6 seja a subunidade responsavel

por reconhecer os erros (DA SILVA et al.; 2009).
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Existem dois caminhos envolvidos no reparo por recombinacéo,
especializado em quebras duplas: recombinagdo homologa (HR) (do inglés:
Homologous Recombination), que assegura um reparo bastante preciso; e
juncao de extremidades ndao homodlogas (NHEJ) (do inglés: Non-Homologous
End-Joining), sujeito a erro (KOBAYASHI et al, 2008). Estas vias sé&o
especializadas em reparar quebras duplas (DSBs, do inglés: Double Strand
Breaks) geradas por varios processos celulares fisioldégicos - como erros de
replicagéo - ou por agentes exdgenos, como a irradiagao ionizante. inibidores de

topoisomerases e bleomicina (LITMAN et al, 2008).

As quebras duplas correspondem ao tipo de lesao mais toxico para o DNA
e quando nao reparadas sao as responsaveis por dele¢des, translocagoes, e
fusbes entre os cromossomos, levando a aberracbes e a instabilidade
cromossOmica. Diante de uma quebra dupla, é o estagio do ciclo celular que ira
determinar o mecanismo de reparo escolhido. Células na fase G1 do ciclo celular
reparam as DSBs principalmente por NHEJ , enquanto HR é mais propensa a
ocorrer durante as fases S e G2 (GREENBERG, 2008). Tanto a HR como a
NHEJ sdo processos s&o regulados por muitos passos que apresentam

intersecgbes com as demais vias de reparo do DNA (BURMA et al, 2006).

A HR promove o reparo de DSBs através extensdes da fita homdloga
como molde para reparar as quebras, sendo considerado, portanto, livre de
erros. Os genes centrais na HR s&o os genes da familia RAD52 (RAD50, RAD51,
RAD52, RAD54, RDH54/TIDI, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 e XRS2). Poder
ter uma fita molde a disposicdo obviamente favorece a HR, e por isso ela é
autorregulada durante as fases S e G2 do ciclo celular, gracas a presenca de

cromatides-irmas.
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Por outro lado, a NHEJ apenas liga as extremidades de uma DSB, sendo,
portanto, considerada uma via sujeita a erros, ja que pode ocasionar
principalmente inser¢cbes e dele¢gdes que certamente comprometem a
integridade do genoma (Chen et al., 2006). O processo € iniciado através do
dimero Ku70 e Ku80, que se liga a lesdo, sendo precedido, através da
sinalizagao pelas DNA-PKcs, pela ligagdo do complexo XRCC4-ligase IV. (FELL

et al, 2015).

Porém, em alguns momentos como durante a parada da replicagdo do
DNA, nao existe um mecanismo especifico para fazer o reparo. Neste momento,
se a célula ndo pode reparar uma base ou um nucleotideo danificado, mal
pareado ou mal inserido, existem mecanismos que atuam conferindo tolerancia
ao dano ou reparagédo poés-replicativa. A sintese translesédo (TLS, do inglés:
translesion synthesis) € um processo no qual o dano nao € diretamente reparado
mas, através de um bypass da lesdo, a replicacdo prossegue. Neste contexto
atuam as polimerases translesao, as quais, diferentemente das polimerases
replicativas - altamente eficazes e precisas, porém bloqueadas por lesbes que
distorcem a dupla hélice — atuam através das lesdes, mas com o 6nus da maior

taxa de erros (STALLONS et al, 2010; LIVNEH et al, 2010).
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1.6.1 Reparo por excisado de bases

Modificagdes de bases no DNA podem ser causadas por fatores
exdgenos ou endoégenos. Sabe-se que processos celulares fisiologicos geram
danos no DNA, da mesma natureza, ainda que em maior frequéncia do que
aqueles gerados por fatores ambientais (ALMEIDA et al, 2007).

A maioria destas lesdes consiste em desaminagdes, hidrélises
espontaneas das ligagcdes N-glicosidicas (que geram sitios abasicos), metilacdes
e danos causados por espécies reativas do oxigénio e produtos de peroxidacéo
de lipideos. Importante notar que, os intermediarios do BER, como os sitios
abasicos, e geram quebras simples sdo também subsequentemente reparados
pelos componentes do BER (CALDECOTT, 2008). Outras, ainda, sdo oriundas
de erros no metabolismo do proprio DNA, também levando a formagéo de SSBs
e DSBs, sendo estas as lesdes mais tdxicas que podem haver para as células

(TUDEK et al., 2006; OLINSKI et al., 2007).

O mecanismo do BER foi primeiramente descrito em E. coli (Revisado em
FRIEDBERG et al., 2006), e em seguida outros estudos mostraram que essa via
€ altamente conservada nos eucariotos, incluindo os mamiferos (HEGDE et al.,
2008). Embora esta via seja responsavel por reparar a maioria dos danos no
DNA celular, o seu real papel na etiologia de uma série de doengas ainda nao

foi descrita (HEGDE et al., 2008).

Neste contexto, a via do BER atua como um dos processos mais ativos
de reparo do DNA tdo exposto aos danos endogenos, permitindo o
reconhecimento especifico da lesdo e a excisao de apenas uma base danificada

no DNA. Em leveduras e mamiferos, BER € a principal via de remoc¢ao de danos
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gerados pelo metabolismo normal das células (WALLACE, 2014), sendo também
responsavel pela remocédo de bases danificadas geradas pela exposicdo a
agentes exdgenos, como agentes alquilantes, radiacao ionizante e luz UV
(CHRISTMANN et al, 2003).

O BER €& normalmente definido como uma via de reparo iniciada por
proteinas denominadas DNA glicosilases e continuada por uma das duas vias: a
via curta (do inglés: short-patch BER), mecanismo mais comum, em que apenas
1 nucleotideo é substituido, ou a via longa (do inglés: long-patch BER), na qual
entre 2 a 13 nucleotideos s&o substituidos (PARSONS et al, 2013).

A via curta ira envolver inicialmente o reconhecimento da les&o através de
uma glicosilase especializada. Em seguida, se procedera a remogéo desta base
que apresenta lesdo ou mesmo malpareamento. Quando esta base é removida,
é criado um sitio abasico (AP ou apurinico/apirimidinico), deixando a estrutura
do DNA instavel e sujeita a quebras. Neste momento, o sitio AP sofre hidrélise
por uma AP endonuclease (APE1), que ira deixar um residuo terminal 3'-OH e
um grupo desoxirribose-fosfato na outra extremidade (5-dRP). A DNA
polimerase B (POLB), através de sua atividade liasica, remove o grupamento
dRP e insere um unico nucleotideo no gap formado, preparando a fita para a
ligacdo por uma DNA ligase (Lig | ou Lig IA/XRCC1) (PARSONS et al, 2013).

A deciséao para prosseguir com o mecanismo da via longa ou curta do BER
ainda é pouco compreendida, mas sendo cogitada a hipétese de que pode ser
determinada pelo intermediario 5-dRP produzido pela atividade da AP
endonuclease (WALLACE, 2014) Outro fator que pode determinar esta escolha
€ a concentracao de ATP proximo ao sitio AP, o que é aparentemente modulado

por LIG3 e XRCC1, ja que se sabe que a via longa do BER esta mais propensa
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a ser recrutada em baixas concentragcdes de ATP (PETERMANN et al., 2003).
Neste caso, as polimerases B ou 0/e, associadas a PCNA e varias outras
proteinas (como FEN1, PARP1, Ligl), realizam a sintese de DNA para o
preenchimento do gap, resultando em deslocamento de um flap, ou seja, 2 a 13
bases da fita anterior. Este fragmento sera clivado por uma flap endonuclease

(FEN1) e a fita sera entéo religada.
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Figura: Representacao das vias curta e longa do BER, iniciadas por uma DNA
glicosilase, seguida pela inciséo da fita por APE1. O processamento do terminal
5’ e o preenchimento do gap séo feitos pela POL na via curta. A quebra é selada
pelo complexo XRCC1/Ligllla. Na via longa, incorporacgéo de nucleotideos ¢ feita
por POLB ou POL&ye, acompanhada por flap, removido através de FEN1
(Adaptado de PARSONS et al, 2013).

Como dito anteriormente, a via BER sempre sera iniciada através de uma
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DNA glicosilase, que ira reconhecer a lesdo ou a modificagao da base de forma
especializada. Cada glicosilase é especifica para um numero limitado de bases
modificadas. As glicosilases podem ser de dois tipos: (1) monofuncionais, que
removem apenas a base modificada deixando um sitio AP; (2) bifuncionais, que
além da sua atividade de glicosilase, vao exercer a atividade liase. Outra fungéo
das DNA (dlicosilase €& participar do processo que define qual via sera
processada. Por exemplo, 8-oxo-guanina (8-OxoG) e timina glicol sdo removidas
pela via curta, enquanto que uracila e hipoxantina s&do removidas tanto pela via

curta como pela via longa (FORTINI e DOGLIOTTI, 2007).

A POLB é uma polimerase dependente de molde e esta envolvida nas
etapas de liase e polimerase do BER, pertencendo a familia X das DNA
polimerases. Sua atividade envolve a remog¢ao do grupamento dRP (acdo de
liase) e insercdo de uma base através de seu subdominio de nucleotidil
transferase (agdo de polimerase). A POLP de mamiferos € descrita como mesma
€ mutagénica, uma vez que por apresenta erros de substituicdo de bases, ja que
nao possui atividade endonucleasica — diferentemente das polimerases
replicativas. A atividade da POLB é essencial para progressdo do BER,
principalmente da via curta. Considera-se que a POLP como a principal efetora
da etapa de liase no BER (DIANOV et al, 2003; ROBERTSON et al, 2009).

A FEN1, por sua vez, é uma proteina que participa apenas da via longa
de BER, retirando uma sequéncia entre 2-10 nucleotideos que contenha a base
danificada, para que ela possa ser ressintetizada. (ZHARKQOV, 2008).

A XRCC1 é uma proteina que se liga a regides de quebra, apds a retirada
de um sitio AP pela APE1. Esta proteina forma um complexo com a polimerase

B e a ativa a ligase Il (Zharkov, 2008). XRCC1 também liga-se diretamente ao
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DNA clivado e ao DNA clivado ligado a polB, conferindo-lhe um papel extra de
reconhecimento do dano no DNA (ROBERTSON et al, 2009). Além disso,
interage com a PARP-1 (poli ADP-ribose polimerase), com a DNA ligase Ill e
com a APE1. Logo, vé-se que a XRCC1 interage com todos os componentes
que atuam sobre o DNA abaixo da glicosilase na via BER, tendo uma acéo
central na coordenacgao da atividade das outras proteinas desta via (HORTON
et al, 2000).

Sua versatilidade € tanta que além de recrutar outras enzimas que farao
o reparo da lesao, ainda colabora na remog¢édo de pequenos adutos de cadeia
simples resultantes da ac&o de agentes alquilantes e também aqueles induzidos
pela acdo da cisplatina, auxiliando na via NHEJ (HORTON et al, 2008). Desta
forma, as células que apresentam variagbes no gene XRCC1 acabam
respondendo de forma diferente, geralmente apresentando maior sensibilidade
a radiagdo ionizante e ultravioleta, assim como a agentes oxidantes, metilantes

e alquilantes. (FU et al, 2012).
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1.6.2 Reparo por excisdo de bases e cancer colorretal

A habilidade de manter a integridade do DNA é essencial para evitar o
processo neoplasico. Todas as vias de reparo do DNA ja foram alvo de estudo
no CCR, sendo relacionadas com diversos fatores clinicos e moleculares. porém,
sua caracterizagao - principalmente dentro de um painel molecular -ainda é muito

escassa.

A principal fonte de danos ao DNA col6nico vem do metabolismo oxidativo
e da respiracao celular, os quais geram produtos que podem atuar tanto na
modificagdo de bases quanto induzindo quebras simples e duplas na cadeia do
DNA (SLUPPHAUG et al., 2003). Portanto, a superprodugdo de espécies
reativas do oxigénio combinada com a insuficiéncia de mecanismos de defesa
aos danos oxidativo € um dos maiores contribuintes para a carcinogénese

colorretal (TUDEK et al, 2012).

Além disto, é possivel que entre 50.000 a 200.000 sitios AP surjam
espontaneamente diariamente em cada uma das células intestinais (SOBOL et
al, 2002). Considerando ainda que os principais fatores etiolégicos do CCR -
elevado consumo de carne vermelha e baixo consumo de fibras, tabagismo e
elevado consumo de alcool — sdo sabidos por estimular ndo apenas os
processos oxidativo como a lipoperoxidac¢ao, vé-se o quanto uma via que remova
os danos causados € essencial para a estabilidade destas células (SIMONELI et

al, 2012).

De acordo com Tudek e colaboradores (2012), pacientes com CCR

apresentam maior estresse oxidativo tanto em leucécitos como na urina, assim
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como deplecdo de vitaminas antioxidantes (acido ascérbico, alfa-tocoferol e
retinol, por exemplo) em relacdo aos pacientes sem esta forma de neoplasia.
Além disso, como a deplegao destas vitaminas no sangue é gradual e conforme
a progressao da doencga, sugere-se que o estresse oxidativo aumenta

diretamente conforme a sequéncia adenoma- carcinoma progride.

Uma enzima de reparo dos danos oxidativos ao DNA é a OGG1. As
8oxoG (dlicosilase é responsavel por reconhecer e remover o produto da
oxidagdo da guanina (8-o0xo0G), considerado um dos mais estaveis. Esta
alteracdo transforma a guanina em uma base de estrutura idéntica a timina,
fazendo com que o pareamento com citosina seja substituido por aquele com a
adenina. Alguns estudos demonstram um claro aumento dos niveis desta les&o
nas ceélulas epiteliais e inflamatérias em modelos em animais de
desenvolvimento de carcinomas mucinosos do colon (LIAO et em, 2008) e
pacientes, neste caso incluindo o estudo de leucécitos e de bidpsias de

adenocarcinomas colorretais (TUDEK & SPEINA, 2012).

Este fato & suportado ainda pelo aumento da dglicosilase OGG1,
responsavel pela remocéo de 8-oxoGua na urina. Mais do que isto, foi também
observado que os niveis de mMRNA de OGG1 e APE1 estdo elevados nos
leucécitos de pacientes com CCR. Isto nos leva a crer que a inducao das
enzimas de reparo do BER fazem parte de um programa celular carcinogénico,
que pode estar protegendo as células tumorais através da manutencéo da sua

estabilidade genémica e reducao da apoptose.

Outra glicosilase essencial € a N-metil purina DNA glicosilase (MPG). Ela

atua sobre diversos tipos de substratos, excisando desde lesbes indcuas, como
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a 7-metiladenina, a lesdes toxicas que sao citotoxicas e bloqueiam a replicagéo,
como a 3-metiladenina (CALVO et al, 2013). Poucos trabalhos relacionam esta
glicosilase com o CCR, porém parece haver uma associagao sobre o aumento
da sua expressao no epitélio colénico que se apresenta inflamado, denotando
como esta enzima contribui para a instabilidade de microssatélites em pacientes
com colite ulcerativa (HOFSETH et al, 2003). Em um modelo animal de
inflamacéo crénica induzida, os animais nocaute para MPG apresentaram lesées

mais graves que séo precursoras de neoplasia (MEIRA et al, 2008).

Nos ultimos 10 anos estudos que envolvem a expressé&o génica ou do
produto proteico da polimerase beta tém demonstrado frequentemente um
aumento nos tumores em comparacgéo ao tecido adjacente saudavel (YU et al,
2006). Este aumento da sua expressdo fez com que ela fosse, inclusive,
considerada como um gene de resisténcia aos agentes platinados como a
oxaliplatina, tendo, portanto, um papel prognéstico no CCR. Iwatsuki e
colaboradores (2009), avaliaram 97 pares de tumores colorretais e tecido normal
e viram, além de aumento da expressao por imunohistoquimica nos tumores,
correlacdo com presencga de linfonodos metastaticos, metastases a distancia e
estadio TNM mais elevado. Neste mesmo estudo foi demonstrado que a
supressdo de Polf em células de cancer colorretal, aumentam sua a

suscetibilidade a oxaliplatina.

Recentemente, Tiong e colaboradores (2014) consideraram que o par
MSH2 (via do MMR) e PolB sao dois alvos moleculares que podem induzir morte
celular a partir do principio da letalidade sintética em modelos celulares. Ja foi
relatado também que o bloqueio da PolB com um agente quimico, potencializa

a acao da temozolomida tanto em células de CCR MMR proficientes e deficientes
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(JAISWAL et al, 2011).

Donigan e colaboradores (2010) afirmaram que a Pol esta mutada em
pelo menos 30% dos tumores de um modo geral e em 40% dos tumores de célon
e reto, concluindo que a via do BER deve conduzir o processo tumorigénico
neste caso. PolB interage com varias as proteinas da via do BER, incluindo
XRCC1, PARP1 e APE1. Quando PolB esta inativa através de mutagdes génicas
que geram um produto truncado, ela ndo tem capacidade de preencher o gap no
sitio AP. Porém, diferentemente do esperado, o recrutamento de XRCC1 e a sua
ligagéo ao sitio AP é ainda mais forte, sugerindo que XRCC1 esta diretamente
envolvida com a atividade negativa exercida pela PolB truncada — e que isto
contribua para a instabilidade gendémica (BHATTACHRYYA & BANERJEE,

2001).

A expresséo de XRCC1 em tumores colorretais vem sendo alvo de estudo
como marcador de quimiossensibilidade as terapias de primeira linha que
incluem 5-FU e oxaliplatina em pacientes com CCR em estagio Ill, porém sem
sucesso (HUANG et al, 2013). XRCC1 é muito estudada em termos de
polimorfismos, uma vez que a substituicdo de aminoacidos nas proteinas do
reparo do DNA influenciam na sua capacidade de resposta ao dano. Alguns
SNPs (do inglés: single nucleotide polymorphisms) do gene XRCC1 ja foram
reportados resultados muito contraditérios, entre eles aumento do risco de
desenvolvimento do CCR ou nenhuma associagdo, mas que ndo sido passiveis
de reproducao entre as diferentes popula¢des (ABDEL-RAHMAN et al, 2000;

MORT et al, 2003; SKJEKBRED et al, 2006; NISSAR et al, 2013).

Neste contexto, € de suma importancia assinalar também que atividade e
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expressao de proteinas do BER sao moduladas por duas moléculas de classicas
e frequentemente mutadas na carcinogénese colorretal, que sdo os produtos do
gene APC e do gene TP53. Assim, mutacdes nestes genes afetam a taxa de
reparo do DNA oxidado, e favorece eventos pro-mutagénicos nas das células

epiteliais do colon (TUDEK et al, 2012).

As mutagdes no gene APC, como ja diescrito anteriormente, sédo eventos
precoces na carcinogénese colorretal, e sdo encontrados em cerca de 80% dos
adenomas e carcinomas do célon. Os resultados de mutagcéo mais frequente sé&o
uma proteina truncada na sua parte C-terminal. Quando funcional, a APC
interage diretamente com a DNA polimerase, a FEN1 e com APE1 (JAISWAL et
al 2006; JAISWAL et al 2011) , inibindo a ligagao e a atividade das proteinas
BER no DNA danificado. Em estudos in vitro com células LoVo, células de
adenocarcinoma colorretal que expressam proteina APC truncada, foi observado
um maior recrutamento das proteinas do BER, bem como o aumento da

atividade de APE1, FEN1 e DNA polimerase (JAISWAL et al 2011).

A ativacdo de APE1 também pode ocorrer como consequéncia de
mutacbes do gene TP53 que, embora tardias, sao frequentes no
desenvolvimento do CCR, estando presentes em cerca de 50% deles. Foi
demonstrado que a proteina TP53 participa da downregulation da transcricéo de
APE1 em células tratadas com agentes que lesam o DNA (ZAKY et al, 2008).
Além disto, células tratadas com inibidores de TP53 apresentam menor
degradacdo de APE1, ja que esta envolvido com a sua ubiquitinacéo [123],
demonstrando que quanto menor a expressao de TP53, maior sera a quantidade
de APE1 nas células tumorais. Ainda, o aumento de APE1 também pode acelerar

a taxa de excisao das DNA glicosilases. Especialmente a OGG1 foi demonstrada
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ser muito suscetivel a inducao pela APE1, uma vez que ambas se ligam aos
sitios AP, e a APE1 aumenta o turnover destas enzimas no DNA danificado (HILL

et al, 2001; TUDEK, 2007), levando a um desequilibrio da via do BER.

Recentemente, porém, sabe-se que pacientes com CCR que apresentam
mutacbes em APC nao sdo beneficiados das terapias a base de 5-FU. APC
interage fisicamente com PolB e FEN1, bloqueando a via longa do BER via
‘reparo inibitério do DNA” in vitro. Ou seja, a resisténcia ao 5-FU esta
diretamente ligada a capacidade de APC, através da presenga ou auséncia do
seu dominio inibitério do reparo em bloquear ou ndo a via longa do BER (DAS et

al, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A identificagdo de parametros que refletem o comportamento bioldgico
dos tumores, correlacionado com a gravidade e grau de evolugéo, € um
importante determinante do prognéstico e melhora na terapia do cancer. Cada
vez mais se estuda a viabilidade de novos marcadores diagnésticos e
prognésticos para o CCR. Todavia, at¢ o momento, as conclusdes se
apresentam pouco sélidas, seja pela variabilidade de técnicas que sao utilizadas
para deteccéo, seja porque a maioria destes apresenta populagdées pequenas ou
sao estudos de subgrupos.

Como dito anteriormente, a caracterizacdo anatomopatolégica do CCR
através do sistema TNM ¢é a base mais utilizada para estabelecer o prognostico
e decidir o tipo de tratamento a ser destinado para o paciente. Embora individuos
em estado inicial do CCR sejam excluidos de quimioterapia adjuvante através
da resseccao cirurgica potencialmente curativa do tumor, 20 a 30% apresentam
recorréncia da doencga, sugerindo que o estadiamento atual ndo garanta de
forma realmente acurada o prognéstico do paciente (RESNICK et al, 2004).

Apesar de o prognéstico para estes pacientes ser considerado de
moderado a bom, cerca de metade deles ira pacientes desenvolver metastases.
Atualmente, todos os esquemas de tratamento do CCR esporadico e das suas
complicagdes neoplasicas utilizam-se de esquemas que utilizam como base o
antimetabolito 5-fluoracil, o derivado do acido fdlico, leucovorin, e o agente
platinado, oxaliplatina. Mesmo com os investimentos nas terapias bioldgicas
pouco se nota em termos de diferencga real sobrevida dos pacientes (RODEL et

al., 2012).
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Além disto, apesar dos também relevantes avancos nas técnicas
tradicionais de cirurgia (ressecg¢des classicas, ampliadas e laparoscépicas) e
radioterapia e suas combinacdes terapéuticas, todas as abordagens ainda sao
consideradas de eficiéncia limitada Portanto, a pesquisa de marcadores
moleculares € uma importante ferramenta a ser explorada ndao apenas para o
refinamento do prognostico, como também para a alocagao de individuos em
protocolos apropriados de tratamento (COLLINS et al, 2012), aumentando a
eficacia dos tratamentos disponiveis.

E embora cada vez mais se busque marcadores prognosticos para o CCR
individualmente, ainda n&o foi possivel encontrar algo que compile os
parametros clinicos, morfolégicos e moleculares de progndéstico neste tipo de
tumor. Além disto, sdo utilizadas diferentes técnicas para identificacdo destes
marcadores, dificultando a comparacéo entre os resultados. Finalmente, o ideal
repousa sobre a criagdo de um painel de marcadores ou de uma assinatura
molecular para direcionar melhor o tratamento e acompanhamento de pacientes

com cancer colorretal.

O diagnostico, estadiamento e o tratamento do CCR néo sdo baseados
na eficiéncia da maquinaria de reparo do DNA nas células tumorais, embora os
estudos in vitro apontem constantemente para as alteragdes moleculares neste
sistema. Desta forma, as proteinas do BER surgem como um alvo potencial para
nortear a intervencéo quimioterapéutica e elucidar também os mecanismos de
insucesso quimioterapico, além de poderem agregar grande valor as

ferramentas atuais de estadiamento.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar relacdo da expressdo da proteina Adenomatous poliposis coli
(APC) com o padrao de expressao das proteinas-chaves do reparo por exciséo

de bases em pacientes com adenocarcinomas colorretais submetidos a cirurgia.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo imunohistoquimica de APC em tumores
colorretais esporadicos;

e Avaliar a expressao imunohistoquimica de MPG, XRCC1, Fen-1 e Pol-
B, de forma a caracterizar a via do reparo do DNA por excisdo de bases
(BER);

e Relacionar a expressao de APC com a expressao dos genes do BER;

e Avaliar a relagdo prognostica da a expressdao dos genes do BER
estratificado por estagio do tumor no momento do tratamento cirurgico;

e Relacionar dados demais dados clinicos com os moleculares.
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