UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE ONCOLOGIA CLINICA, CELULAS
TRONCO E TERAPIA CELULAR

FABIANNA PANSANI

Expressdo imunohistoquimica do Chk2 e associacdo com
caracteristicas clinico-patoldgicas e desfecho em

pacientes com cancer de colon metastatico

Ribeirdo Preto
2015



FABIANNA PANSANI

Expressao imunohistoquimica do Chk2 e associacéo com
caracteristicas clinico-patologicas e desfecho em

pacientes com cancer de colon metastatico

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo

para obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Diferenciacdo Celular

Normal e Neoplésica.

Orientadora: Prof?. Dr®. Fernanda Maris Peria

Ribeirdao Preto
2015



Autorizo a reproducéao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Pansani, Fabianna

Expressdo imunohistoquimica do Chk2 e associa¢cdo com caracteristicas
clinico-patoldgicas e desfecho em pacientes com cancer de célon metastatico.
Ribeirdo Preto, 2015.

90 p. :il.; 30cm

Dissertacdo de mestrado, apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/lUSP- Area de concentracdo: Diferenciagdo Celular Normal e
Neoplasica.

Orientador: Peria, Fernanda Maris

1. Checkpoint Quinase 2. Cancer Coloretal. 3. Imunohistoquimica




FOLHA DE APROVACAO

Nome: PANSANI, Fabianna

Titulo: Expressdo imunohistoquimica do Chk2 e associagdo com caracteristicas

clinico-patoldgicas e desfecho em pacientes com cancer de célon metastatico.

Dissertagcdo apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
para obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Diferenciacdo Celular

Normal e Neoplésica.

Aprovado em: / /2015

Banca Examinadora
Prof. Dr. Instituicado:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicdo:

Julgamento: Assinatura:




DEDICATORIA

Aos meus pais, Luis Antonio Pansani e Shirlei de Fatima Marques
Pansani que sempre me estimularam ao crescimento profissional e me ensinaram
os verdadeiros valores da vida.

As minhas irmas, Giovanna Pansani e Vivianne Pansani pelo
companheirismo e admiracado que sempre me demonstraram.

Esses estiveram comigo durante todos os momentos, de vitdrias e derrotas,
de alegrias e tristezas, sempre com uma palavra de conforto. Meu eterno

agradecimento a vocés.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me conduzir corretamente durante esta caminhada e por mais

esta bencéo alcancada.

A todos os Pacientes pela colaboracdo em participar deste estudo, a

contribuicdo de vocés foi imprescindivel.

A Prof2. Dr2. Daniela Tirapelli pela confianca em me receber e ceder espaco
e, além disso, pela amizade, incentivo e companheirismo e com isso contribuindo

para o0 meu crescimento profissional e pessoal.

Ao Prof°. Dr°. José César Rosa pela parceria de trabalhar no seu laboratério,
iniciativa e orientacdo; e a Erika Czernisz pela parceria na realizacdo dos resultados

do trabalho, eficiéncia e disposicao para ajudar sempre.

A Luana Antonio e Renata Sichieri (técnicas do laboratério de Biologia
Molecular) pelo carinho que me receberam, pela disponibilidade e ajuda de grande

valia.

A Leida Mara de Lima Almeida (Secretaria do Servigo de Oncologia Clinica

do HCFMRP-USP) pela sua simpatia, profissionalismo e a disposicdo em ajudar.

Ao Adriana Teles e Raquel Botelho (Secretarias de PoOs-Graduacdo do
Departamento de Oncologia Clinica, Terapia Celular e Células Tronco do
Hemocentro de Ribeirdo Preto-USP) pela ajuda, lembretes e orientagcées durante
este periodo da Pds-graduacao.



A toda Equipe do Centro de Endoscopia do HC, em especial a Dr2. Ana Luiza
Almeida e Dr° Paulo Henrique Pisi por todos os ensinamentos, pela amizade,

confiancga, apoio, incentivo e colaboragéo desde o inicio deste projeto.

Ao meu namorado, Tiago Mascia, que me apoiou quando mais precisei,

agradeco pelas palavras de forca e incentivo em continuar, sempre.

A Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio

Paulo por oferecer-me toda a estrutura e condi¢cdes para a realizacao deste estudo.

E a todos que contribuiram direta ou indiretamente.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Prof® Dr? Fernanda Maris Peria, pela confianca, motivacdo e incentivo
profissional, gue mesmo antes de ser sua aluna me era demonstrado, pelas palavras
de conforto e carinho nos momentos que mais precisei, pelo seu entusiasmo
contagiante e acima de tudo pelo seu profissionalismo, dedicacdo, sabedoria e
empenho para conclusdo deste estudo. A vocé, o meu eterno agradecimento e

admiragao.



RESUMO



RESUMO

PANSANI, F. Expressdo imunohistoquimica do Chk2 e associacdo com
caracteristicas clinico-patoldgicas e desfecho em pacientes com cancer de
colon metastatico. 2015. 90f. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2015.

INTRODUGCAO: O cancer de colon é a terceira neoplasia mais prevalente no pais,
com aumento progressivo da incidéncia associada ao envelhecimento populacional.
Os avancos nos tratamentos local e sistémico do cancer de célon metastatico tem
aumentado significativamente o tempo de sobrevida global. Entretanto, ainda nao
existem biomarcadores consolidados na literatura, capazes de predizer resposta a
estes tratamentos ou o prognostico. No processo da carcinogénese, uma das
importantes vias que se encontra alterada € a via de reparo do DNA. A Chk2 é uma
proteina quinase com atividade no reparo celular atuando de forma supressora no
processo da carcinogénese, sendo que alteracées em sua expressao e/ou funcao
tém sido associadas a progressdo tumoral em outras neoplasias como no cancer de
mama, pulmao, vulva, bexiga, célon, ovario, osteossarcoma e linfomas.

OBJETIVO: Avaliar a expressao imunohistoquimica do Chk2 no céancer de célon
metastatico e correlacionar sua expressao com caracteristicas clinico-patoldgicas e
sobrevida.

PACIENTES E METODOS: Foram incluidos 58 pacientes com diagnostico
confirmado de céncer de colon metastatico, tratados em primeira linha com
quimioterapia baseada em fluorouracila e oxaliplatina. O tempo minimo de
seguimento foram de 2 anos pds-diagnéstico. Para analise da expressao do Chk2
foram utilizadas as técnicas de tissue microarray e imunohistoquimica. Estes
resultados foram correlacionados com caracteristicas clinicas, patologicas e de
sobrevida. Para andlise estatistica, foi utilizado o programa SPSS17 e o valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS: A expressao de Chk2 foi positiva em 69% dos pacientes. Houve
associagao entre a expressédo de Chk2 e o status linfonodal (p = 0,012) e entre a
sobrevivéncia (p=0,034). A expressao negativa de Chk2 aumentaram as chances de
envolvimento linfonodal (OR:10,2, p=0,03). O tempo de sobrevida global de
pacientes Chk2 negativo foi maior (72 versus 59 meses, p=0,155), o0 mesmo foi
observado com o tempo sobrevida livre de progressdo (19 versus 13 meses,
p=0,293). As curvas de sobrevida foram diferentes de acordo com a expresséo do
Chk2 em pacientes com ou sem envolvimento linfonodal, sendo menor nos
pacientes com Chk2 positivo, p=0,028. Houveram mais Obitos em pacientes com
Chk2 positivo. Analise multivariada identificou o performance status segundo a
escala de ECOG (p=0,001); metastase sincrbnica (p=0,037); diferenciacdo das
células tumorais (p=0,029) e expressdo de Chk2 (p=0,020) como fatores
independentes para sobrevida global.

CONCLUSAO: A expressdo positiva do Chk2 no adenocarcinoma de célon
metastatico foi indicativa de maior agressividade e disseminagcdo tumoral,
impactando de forma negativa na sobrevida e desfecho dos pacientes.

Palavras-chave: 1. Checkpoint Quinase 2. Cancer Coloretal. 3. Imunohistoquimica
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ABSTRACT

PANSANI, F. Immunohistochemistry expression of Chk2 and its relation with
clinical-pathological features and patients outcome in metastatic colon cancer.
In 2015. 90f. Master's Dissertation-Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

INTRODUCTION: The DNA damage checkpoint pathway has been of interest to the
field of cancer biology, since checkpoint defects result in the accumulation of altered
genetic information, a central feature of carcinogenesis. Little is known about the role
of Chk2 in colorectal cancer tumorigenesis.

OBJECTIVE: The purpose of this study was to evaluate Chk2 expression in
metastatic colon cancer and correlate this with clinicopathological features and
patient survival.

PATIENTS AND METHODS: Tissues were obtained from 58 patients with confirmed
metastatic colon cancer diagnosis, treated with capecitabine and oxaliplatin
chemotherapy as standard doses. Patients included had, at least, 2 years post
diagnosis of clinical following. The tissue microarray immunohistochemistry was the
technic to evaluate Chk2 expression. Statistics analysis used SPSS 17. A p-value
<0,050 was considered to be statistically significant. Immunohistochemical
expression of Chk2 and its relationship with clinical and pathological characteristics
and survival data was reported.

RESULTS: The expression of Chk2 was positive in 69%. There was association
between expression of Chk2 and lymph node status (p=0.012) and between survival
(p=0.034). The negative expression of Chk2 enhanced the chances of linfonodal
involvement (OR:10,2, p=0.03). The global survival time of Chk2 negative patients
was higher (72 versus 59 months, p= 0.155); the same was observed with
progression-free survival time (19 versus 13 months, p=0.293). The survival curves
were different according to Chk2 expression in patients with or without lymph node
involvement, being lower in patients with Chk2 positive, p=0.028. There were more
deaths in patients with Chk2 positive. Multivariate regression analysis identified
performance status ECOG (p=0.001), synchronous metastasis (p=0.037), tumor cell
differentiation (p=0.029) and expression of Chk2 (p=0.020) as independent factors to
overall survival.

CONCLUSION: This study demonstrated that the Chk2 positive expression in colon
cancer indicates increased tumor spread and tumoral aggressiveness, impacting
negatively on survival and outcome of patients.

KEYWORDS: 1. Checkpoint Kinase 2. Colorectal Cancer. 3. Immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer Célon-Retal

O cancer € um desafio global, seus custos econémicos no mundo estdo
estimados em 572 bilhdes por ano (AHMEDINJEMAL et al., 2011). O namero de
novos casos de cancer a cada ano estd aumentando gradualmente: a taxa de
mortalidade no ano de 2008, foram de 7,6 milhdes e espera-se um aumento para
aproximadamente 17 milhdes para o ano de 2030 (FERLAY et al.,, 2010; BRAY et
al.,2013). Estes numeros devem repercutir no planejamento das politicas de saude
mundialmente, sendo que, 0s paises em desenvolvimento devem ser 0s mais
afetados, entre eles o Brasil (INCA, 2014).

O INCA estima cerca de 580 mil casos novos da doenga para 2014. De acordo
com a publicacéo, Estimativa 2014 — Incidéncia de Cancer no Brasil, os canceres
mais incidentes na populacdo brasileira no proximo ano serdo: pele ndo melanoma
(182 mil), prostata (69 mil); mama (57 mil); célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil) e
estbmago (20 mil). Ao todo estdo relacionados na publicagdo os 19 tipos de
canceres mais incidentes, sendo 14 na populacdo masculina e 17 na feminina
(INCA, 2014).

Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (FIGURA 1)

Localizacdo primaria €asos Novos Yo Localizacdo primaria Cas0s NoOVos o
ST T brestata 68.800 28% T Mama Feminina 57120 208% |
Homens Mulheres
Traqueia, Bronguio e Pulmio 16.400 5,4% Cdlon & Reto 17.530 6,4%
Cdlon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%
Estdmago 12.870 4,3% Tragueia, Bronquio € Pulmdc 10.930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tirzoide 8.050 2,9%
Esdfago 8.010 2,6% Estdmago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Qviario 5.680 2,1%
Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Sistema Mervoso Central 4,960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

* Nimeros amedondados para 10 ou mdltiples de 10

Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2014 por sexo, exceto pele ndo-melanoma. Fonte: INCA. Incidéncia de Cancer no Brasil.

No Brasil, o investimento do Ministério da Salude na assisténcia aos pacientes
com cancer, foram de R$ 2,1 bilhdes no ano de 2013, demonstrando um
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crescimento de 26% em relacdo a 2010. A previsao € que, em 2014, o valor alocado
no fortalecimento do atendimento em oncologia chegue a R$ 4,5 bilhdes (INCA,
2014).

Em média, uma em cada trés pessoas tem chance de ter algum tipo de cancer
ao longo da vida e esta frequéncia devera aumentar com o envelhecimento
populacional global (QUAGLIA et al., 2005). A este fato, acrescenta-se a restricdo ao
amplo acesso da populacdo brasileira aos exames para deteccdo precoce do
cancer, contribuindo para o aumento no numero de mortes relacionadas ao cancer,
(WHO, 2008). Dentre as neoplasias mais prevalentes estao: os tumores malignos da
prostata, mama, pulmdo e o cancer colon-retal; correspondendo estes a
aproximadamente 50% do total de casos diagnosticados (INCA, 2014).

O cancer colon-retal (CCR) é um dos mais frequentes tumores sélidos em todo
o mundo considerando 0 numero absoluto de casos novos por ano
(SOERJIOMATARAM  ET AL.,, 2008; SIEGEL, 2012), representando
aproximadamente 10% de todos diagndésticos de cancer (FERLAY, 2010). Apesar
dos avancos nas técnicas cirargicas e no tratamento sistémico envolvendo
quimioterapia e drogas alvo-especificas, o CCR ainda causa aproximadamente
600.000 mortes por ano, representando mais da metade de todos os 6&bitos
causados por canceres localizados no trato gastrointestinal (SOREIDE et al., 2011,
NEDREBO et al., 2011; PERRY et al., 2012; CUNNINGHAM et al., 2010).

Na populacdo geral ocidental, segundo alguns autores, existe um risco
estimado de uma pessoa ter diagnéstico de CCR de aproximadamente 5-6%
(HERBST et al., 2012; BRETTAUHER, 2011). Este risco aumenta substancialmente
(15-30%) na presenca de algum antecedente familiar de primeiro grau com historia
de CCR, e, em grau muito elevado (> 80%) em algumas das sindromes hereditarias
relacionadas ao cancer (SOREIDE, 2007). Fatores associados a um maior risco
CCR incluem o consumo de alcool, obesidade, tabagismo e o consumo de carne
processada e condimentos. Alguns fatores que tém sido associados com uma
reducdo do risco de CCR incluem: o aumento da atividade fisica, reposi¢éo
hormonal na pdés-menopausa e o uso de medicamentos anti-inflamatorios né&o-
esteroidais. A colonoscopia como exame de triagem com inicio aos 50 anos de
idade tem sido preconizada em alguns guidelines para reduzir a incidéncia e

mortalidade do CCR, através da remocéao de polipos e lesdes suspeitas (NCI, 2013).
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Desde a Ultima década, tem havido especial interesse na busca de ferramentas
clinicas e moleculares para a triagem do CCR em suas fases mais precoces (PANT,
2002; NELSON, 2009; WINAWER et al., 1993). O teste do sangue oculto nas fezes
(FOBT) é o unico clinicamente aceito, quando se trata de exames sem
caracteristicas invasivas (KUIPERS et al.,, 2013). Este método, bem como a
retossigmoidoscopia, colonoscopia, colonoscopia virtual e radiografia contrastada
com bario, melhoram as taxas de deteccdo do CCR. No entanto, apresentam
limitagcbes quanto aos custos, riscos, acuracia (especialmente nos estagios iniciais e
inconvenientes para o paciente (STRUL, 2007).

Alguns autores propdem a analise de células que s@o continuamente expelidas
nas fezes, devido a uma elevada taxa proliferativa, de modo que o DNA mutado
possa ser detectado nas fezes destes pacientes (BOSCH et al., 2011). A mutacao
na APC, KRAS e gene p53, foram inicialmente investigadas em amostras de fezes
de pacientes de CCR, de acordo com o modelo de Volgenstein (BOSCH et al.,
2011), em busca de biomarcadores precoces da doenca que possam ser usados em
testes ndo-invasivos (urina e soro do sangue) (BONCHEVA et al., 2013).

Os estadios iniciais do CCR sédo geralmente assintomaticos e estima-se que
até 50% dos pacientes sejam diagnosticados com cancer localmente avancado ou
metastatico, limitando drasticamente as chances de cura destes pacientes
(WAGNER, 2012).

O diagnostico precoce, incluindo a deteccdo de adenomas benignos, €
considerado um aspecto fundamental para aumentar a sobrevida. Os biomarcadores
prognasticos e preditivos de resposta sdo considerados de grande importancia para
orientar a terapia do paciente ou de monitorizagcdo do tratamento eficacia. No
entanto, a transposicdo de um biomarcador de sua fase experimental até sua
aplicacao clinica requer tempo, e poucas sdo as moléculas que realmente chegam
para o uso rotineiro na pratica clinica. O USA Food and Drug Administration (FDA)
tem atualmente aprovados menos de 30 biomarcadores relacionados ao cancer,
sendo estes principalmente para monitorar resposta a terapia, apesar da extensa

gama de artigos cientificos relacionados publicados anualmente (WAGNER, 2012).
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1.2 Tratamento do cancer de célon

O tratamento do cancer de colon baseia-se fundamentalmente no estadiamento
cirdrgico, sendo o mais comumente usado aquele proposto pela American Joint
Committee on Cancer (EDGE et al., 2010). Esta classificacdo traz informacbes
quanto: a extensdo tumoral (T); a disseminac¢do tumoral para os ganglios linfaticos
de drenagem do coélon (N) e o acometimento de O0rgdos ou estruturas a distancia,
denominados metastases (M). As informacdes do T, N e M sdo combinados para
determinar a extensédo local e a distancia da doenca, estratificando-a nos estadios
de | a IV (DUKES, 1932; ASTLER, 1954). Pacientes com estadio | apresentam
sobrevida mediana em 05 anos aproximada de 90% a 95% apOs cirurgia de
resseccdo, com gradual reducdo das taxas de sobrevida a medida que se tem uma
progressao do estadiamento; de modo que pacientes com estadio IV possuem uma
sobrevida mediana em 05 anos de 5% a 10% (ETZIONI et al., 2003).

Aproximadamente 25% dos pacientes apresentam EC Il ao diagndstico
(ZHANG et al., 2004). Mais de 50% dos pacientes com cancer de colon localmente
avancado (estadio clinico Ill segundo TNM) irdo desenvolver recorréncia local e
metastases, e aproximadamente 30% dos pacientes em qualquer estadio irdo
desenvolver metastases. A taxa de falha no cenério da terapia sistémica adjuvante
(terapia com intencdo curativa buscando exterminar as células tumorais circulantes)
no cancer de colon é de 30% para os pacientes em estadio clinico Il de alto risco e
[Il (LANGAN et al., 2012).

O tratamento sistémico do cancer de colon avancado evoluiu muito nos altimos
anos, ainda assim, a taxa de resposta global é de aproximadamente 60% na doenca
com metastases a distancia (estadio IV do TNM) (LANGAN et al., 2012).

O 5FU (5-fluouracila) foi durante varios anos a principal medicagao disponivel,
utilizado em diversos esquemas associados ou ndo a outras drogas, promovendo
uma sobrevida meédia de 12 meses. A incorporacdo do irinotecano (uma
campotensina semissintética) e da oxaliplatina (uma platina de terceira geracao)
melhoraram os resultados até entdo obtidos quanto a sobrevida global (15 a 17
meses em média), paliacdo de sintomas e qualidade de vida (DE VITA et al., 2008;
NHI, 1990). Reacdes cruzadas entre a oxaliplatina e o irinotecano sao infrequentes,
aumentando a média de sobrevida para aproximadamente 18 a 24 meses com a

exposicao sequencial aos diferentes agentes. Dentre outras medicacdes também
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incorporadas ao tratamento do cancer colon-retal estdo: fluoropirimidinas orais
(antimetabdlicos) como a capecitabina e o tegafuor/uracila (UFT); os quais possuem
a vantagem da comodidade posologica da administracdo oral e apresentam
resultados semelhantes aos esquemas que utilizam 5FU de forma infusional (DE
VITA et al., 2008; NHI, 1990).

O desenvolvimento de terapias biolégicas, conhecidas como “driven target
therapy”, quando associadas a quimioterapia, tém se mostrado como uma
alternativa promissora, aumentando as taxas de respostas e o tempo médio de
sobrevida. Dentre essas novas terapias, destacam-se o cetuximabe (um anticorpo
monoclonal IgG1, quimérico humano-camundongo); o panitumumabe (anticorpo
monoclonal totalmente humanizado), ambos com alvo no receptor de fator de
crescimento de epidérmico (EGFR), frequentemente hiperexpresso no cancer de
colon-retal. Também o bevacizumabe e o aflibercept, ambos anticorpos anti-VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular circulante) e o regorafenib, um inibidor
multi-quinase, recentemente aprovado pelo FDA para paciente poli tratados (KELLY
et al., 2005; ALLEN et al., 2005; GROTHEY et al., 2013).

Essas medicacbes tém demonstrado sinergismo com as drogas
quimioterapicas citotoxicas usuais, promovendo taxas de resposta ainda maiores e
aumento na sobrevida dos pacientes portadores de algumas caracteristicas
genéticas especificas expressas pelo tecido tumoral. Como exemplo, destacam-se
0S pacientes que ndo expressam a mutacdo do oncogene KRAS (denominado
KRAS selvagem) no tecido tumoral analisado, os quais apresentam uma maior
probabilidade de resposta as terapias alvo anti-EGFR (WALDNER et al., 2010; NHI,
1990; ALLEN et al., 2005; ANDREYEV et al., 1998; MILANO et al., 2008; LIEVRE et
al., 2008).

Todas estas opcoes terapéuticas, apesar do acréscimo em sobrevida,
apresentam toxicidades inerentes, justificando a importancia de se identificar
critérios clinicos e moleculares cada vez mais precisos e confidveis para determinar
0s subgrupos de pacientes que realmente irdo se beneficiar destes tratamentos
combinados.

Os avancos tecnoldgicos para promover um maior conhecimento da biologia
molecular do CCR tém contribuido para uma maior compreensao dos mecanismos
carcinogénicos nas sindromes hereditarias e no CCR esporadico. A elucidacdo

destes mecanismos moleculares tem redefinido os fatores de risco para as
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recomendacdes clinicas de rastreamento desses tumores em populacdes de risco e
também contribuido para o entendimento das bases da carcinogénese do CCR,

auxiliando o desenvolvimento de drogas terapéuticas mais especificas e eficazes.

1.3. Carcinogénese do cancer colon-retal

Acumuladas mutacGes e aberracbes cromossdmicas, alteracbes em genes
supressores de tumores e protoncogenes sao caracteristicas marcantes do processo
da carcinogénese. As células cancerosas por serem instaveis, se perpetuam através
de geracOes celulares sucessivas em consequéncia a defeitos nos mecanismos de
reparo e de manutencao da integridade do genoma humano, como 0S mecanismos
de reparo do DNA pelas vias de sinalizacdo checkpoint do ciclo celular (BARTEK et
al.,, 2003). Neste processo, também sdo encontradas alteracbes no nivel de
metabolismo celular, alterando a sinalizagdo celular e impedindo o processo de
diferenciacdo (WARD et al., 2012).
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type Spontaneous base Endogenous  Exogenous Ultraviolet lonizing
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Figura 2 — Diferentes danos ao DNA ocasionando diferentes lesfes, desencadeando diferentes
respostas, podendo levar a: sobrevivéncia da célula e retomada normal do ciclo celular; morte
celular ou transformacédo maligna. O mecanismo e sinalizacédo celular que distingue se a célula
ird sobreviver conduzida & morte celular ndo esta totalmente elucidado. Fonte: Nature Reviews
Cancer, 2003. ATM and related protein kinases: safeguarding genome integrity

E compreendido que o CCR se desenvolve a partir da mucosa normal do colon,
em consequéncia a sucessivas alteragbes genéticas, iniciando-se com lesdes
precursoras como as neoplasias intra-epiteliais, clinicamente identificadas como
lesbes adenomatosas, as quais podem ou ndo progredir para 0 cancer invasivo
(LENGAUER et al., 1997; SHIH et al., 2001; KINZLER, 1996; VAN et al., 2002).

O processo da carcinogénese do CCR inclui ativacdo de mutacbes em
oncogenes e inativacdo de mutacdes em genes supressores de tumor. O evento
genético inicial mais comum envolve a inativacdo do gene supressor de tumor APC,
que conduz a uma estabilizacdo e a translocacdo nuclear de [B-catenina (SAIF,
2010). Por muitos anos, este evento inicial foi pensado por ocorrer principalmente,
se nao exclusivamente, em células-tronco de criptas no célon (BARKER et al.,
2009).

O modelo proposto por Fearon e Vogelstein, denominado “Sequéncia
Adenoma-Carcinoma”, apresenta de forma detalhada os multiplos passos da
carcinogénese no CCR (FEARON et al. 2012). Este modelo preconiza que as
mutagbes nos genes supressores de tumor e oncogenes promovem o surgimento e
o desenvolvimento do CCR através de uma sequéncia de eventos (muta¢do no gene
APC, hipometilagdo, mutacdo no gene KRAS, mutacdo do gene DCC e mutacao do
gene p53). A primeira alteragéo, na maioria dos casos, é a inativagao do gene APC,
introduzindo um codon de parada na tradugdo protéica, o que resulta em uma
proteina APC truncada, ou a perda de um alelo. A proteina APC funciona como
regulador da proteina p-catenina na via canodnica de sinalizacdo Wnt. As alteracbes
no gene APC sao detectadas em aproximadamente 75% dos casos de CCR
esporadico, levando a um crescimento celular anormal, promovendo a formacgéo de
um epitélio hiperproliferativo (ROY et al., 2012).

Entretanto, apenas a mutacdo da APC ndo é suficiente para permitir a
progressdo dos adenomas para 0 cancer invasivo, sendo necessario que ocorram
mutacdes em outros genes. Assim, mutagfes somaticas, como a mutacdo do KRAS
e do p53, colaboram para a inativagdo do APC promovendo a progressao de uma
lesdo adenomatosa para o cancer de colon (ROY et al., 2012).


http://www.nature.com/nrc/journal/v3/n3/full/nrc1011.html
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Figura 3 - Sequéncia de mutacBes génicas envolvidas no processo de carcinogénese
segundo a seqiéncia adenoma-carcinoma dos tumores coélon-retais. Fonte: N Engl J Med
2009. Molecular basis of colorectal cancer

Pacientes com doengas inflamatorias intestinais (DIl), colite ulcerativa e doenca
de Crohn tém maior risco de desenvolver CCR em consequéncia a0 processo
inflamatorio crénico da mucosa gastrointestinal (ULLMAN, 2011).

O entendimento do processo da carcinogénese no CCR segundo a teoria do
adenoma-carcinoma teve grande impacto na pratica clinica, possibilitando o
rastreamento deste tipo de cancer, pois na maioria dos casos, as lesdes invasivas
se desenvolvem a partir de uma lesdo precursora displasica, apresentando
progressao lenta e sua resseccéao, através da polipectomia endoscoépica, atua como
forma efetiva de prevencéo da doenca (PIGNONE et al., 2002).

No caso do CCR esporadico, assim como em outras neoplasias malignas,
aventa-se também a presenca de células tronco-tumorais envolvidas no processo da
carcinogénese (LANGAN et al., 2012)

Ja pacientes com DIl, desenvolvem lesdes displasicas que podem ser
polipdides, planas, localizadas ou multifocais, decorrentes do estimulo inflamatério
continuo do cdlon, e apresentam risco maior de transformacdo neoplésica, sendo
necessaria intervencao cirdrgica para a remocao de parte ou mesmo todo o célon e
reto (ULLMAN, 2011).
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A OMS também relata que a porcentagem de novos diagnésticos de cancer
vem aumentando anualmente em paises de baixa e média renda e esta é atribuida a
uma grande variedade de comportamento, como risco genético e fatores ambientais.
(THUN et al., 2010). Apesar das medidas para diagnosticar o cancer colon-retal em
seus estadios iniciais, 7% a 29% dos pacientes com CCR primario apresentam
sintomas agudos obstrutivos, caracterizando uma doenca em estadio localmente
avancado. (PHILLPS et al.,, 1985; UMPLEBY et al., 1984; MELLA et al.,, 1997,
SERPELL et al., 1989; KIM et al., 2009; TROMPETAS, 2008).

1.4. Reparo Celular

O DNA, anteriormente considerado uma molécula altamente estavel, teve seu
conceito remodelado, com a identificagdo de constantes alteracdes e lesdes que
esta sujeita, além da descoberta de processos quimicos que auxiliam na
estabilidade do genoma, descritos como reparo celular (CRICK, 1974).

Qualguer dano que ocorra com o DNA, pode ocasionar prejuizos ao
metabolismo celular, desencadeando um mau funcionamento dos mecanismos de
reparo celular, resultando em acumulo de alteracfes, conduzindo a morte celular ou
as sucessivas mutacdes e instabilidade genética. Estes processos de dano ao DNA
estdo diretamente associados ao envelhecimento (senescéncia celular) fisiolégico e
ao processo patoldgico da carcinogénese (FERREIRA, 2011).

Devido a instabilidade das ligacdes quimicas especificas dos nucleotideos sob
condic0es fisiologicas de temperatura e pH na célula, ocorrem lesdes espontaneas;
e as lesbes ambientais resultam de interac6es da molécula de DNA por diferentes
agentes fisicos (radiacdo ultravioleta e radiagfes ionizantes) e compostos quimicos
(poluentes e quimio-terapicos), considerados agentes genotoxicos capazes de
romper a fita dupla do DNA (FERREIRA, 2011).

A molécula de DNA é tida como uma grande molécula dentro da celular, assim
uma simples modificacdo quimica na base resulta na formagdo de lesBes
espontaneas, entre as alteracbes mais comuns estdo: as mudancas tautoméricas

das bases; des-aminacdes e perda das bases (FRIEDBERG et al., 2006).
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Figura 4 - O ciclo do envelhecimento e da instabilidade gendmica, onde as mutacdes espontaneas e
rearranjos acumulam-se com o tempo, conduzindo & desregulagdo da transcricdo, resposta
prejudicada ao estresse e perda da funcéo de genes de reparo do DNA. Fonte: Nucleic Acids Res,
2007. Changes in DNA repair during aging.

Quando a molécula de oxigénio € reduzida para agua, que acontece durante a
respiragcdo mitocondrial, podem ocorrer escapes de espécies reativas de oxigénio,
as quais reagem com outras moléculas biolégicas na célula e, entre elas, a molécula
de DNA, gerando lesdes de bases. Logo, as enzimas como superoxido dismutases,
catalase e glutationa peroxidase, sdo as primeiras barreiras que protegem a célula,
porém, mesmo com essas enzimas protetoras, as espécies reativas de oxigénio
ainda podem interagir com o DNA, resultando em lesdes oxidativas de base que
podem bloquear ou emparelhar-se com erros durante a duplicacdo do DNA
(FRIEDBERG et al., 2006).

Alteracbes causadas no DNA por agentes quimioterapicos podem interferir em
sua sintese, resultando na parada da replicacéo celular que se dividem rapidamente,
como as células malignas, explicando a especificidade dos farmacos utilizados na
terapia destes tumores, podendo causar diferentes lesées na molécula de DNA,
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entre elas as ligacdes quimicas entre as fitas, conhecidas como liga¢des cruzadas
(crosslinks) (FRIEDBERG et al., 2006).

Erros durante o metabolismo do DNA nos processos de duplicacdo e
recombinacdo, ocasionam alteracbes na sequéncia de nucleotideos,
emparelhnamento errdbneo das bases nitrogenadas nas duas fitas de DNA
(mismatch), implicando na instabilidade genética e mutacdes (FRIEDBERG et al.,
2006).

Os principais mecanismos de reparo estdo divididos em 4 classes principais:
reversdo da lesdo (quando uma Unica enzima reconhece e reverte a lesdo); excisdo
da lesdo (removem bases alteradas e substituem por sequéncias de nucleotideos
nao alteradas); recombinacdo homodloga (trocam informacdes genéticas entre
sequéncia alélicas durante a meiose e mitose, fazendo o reparo da fita com quebra,
forquilhas de replicacdo quebradas ou bloqueadas, ligagdo covalente cruzada e
teldbmeros replicados de forma incompleta); e por ultimo, juncdo de extremidades
(quando duas terminacdes da molécula de DNA ndo compativeis, sdo processadas
e ligadas diretamente) (FRIEDBERG et al., 2006; WETERINGS et al., 2008).

DNA ndo Iesado'—Uiju-crU-Uu—’
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Figura 5 — Na primeira etapa (a), consiste no reconhecimento da alteragdo estrutural; (b) na incisdo
da cadeia polinucleotidica situada nas proximidades da lesdo; (c) etapa mediada por uma enzima
denominada endonuclease dimero-especifica; (d) ocorre a remocdo do fragmento da cadeia que
contém a lesdo e a ressintese do segmento removido; (e) restauracdo por excisao finalizada pela
ligacdo do segmento neossintetizado a extremidade da cadeia preexistente, onde restabelece o
posicionamento do segmento, medida pela enzima polinucleotideo-ligase. Fonte: Genética Molecular,
2011. Reparo celular



37

Quando é detectado a quebra da fita dupla, a quinase serina/treonina ATM,
inicialmente associada as regides de cromatina mais relaxadas que flanqueiam a
lesdo. Esta proteina ATM, membro da familia das quinases, da qual também faz
parte ATR, um de seus alvos, é a quinase Chk2, importante transdutor das

respostas desencadeadas por essa via de sinalizacado (FERREIRA, 2011).

1.4.1. Quinases: Chk1/Chk2

Dentre as vias de sinalizacéo celular, os chekpoints, sdo ativados em resposta
a qualquer tipo de dano ao DNA ou erros genéticos em eventos do ciclo celular, tais
como estresse oxidativo, replicacdo do DNA e separacdo cromossdmica, danos
induzidos por fatores ambientais como radiacdo ionizantes ou por drogas
genotodxicas. As células, durante o processo de divisdo, também estdo propensas
aos erros durante as fases de replicacdo do DNA e da mitose. Assim as vias de
sinalizacdo, conhecidas como Chkl e Chk2, tem funcdo de reparar o dano
provocado no DNA e eliminar este dano as outras células, induzindo-as a apoptose.
Esta sinalizacdo ocorre através do downstream intra e intercelular de proteinas
quinases efetoras, com o objetivo de manter a estabilidade gendmica, pois sao
capazes de transduzir o sinal para seus substratos, ativando assim a resposta aos
danos no DNA (BARTEK, 2003; BARTEK et al., 2001; MOTOYAMA, 2004;
PARRILLA et al., 2004; XU et al., 2002).

As quinases Chk2/Chkl sdo um grupo de enzimas da mesma familia
multifuncional, cuja funcéo central é a inducao da parada do ciclo celular e indugéo a
apoptose em resposta ao dano do DNA na célula. Seu funcionamento, através da
sua estrutura em dominios, é ativado através de processos de fosforilagdo. A
relacdo da Chk2 com o processo da carcinogénese em humanos apontam sua
atividade como sendo um gene supressor de tumor (AHN et al., 2004).

Chk2/Chkl sdo proteinas quinases serina/treonina ativadas, estruturalmente
diferentes, mas funcionalmente semelhantes, cuja funcéo principal esté relacionada
a sinalizacao inicial da via de chekpoints da familia fosfotidilinositol 3-quinase (PI3K),
particularmente a ATM, ATR e ATX (RIBEIRO et al.,, 2006). A escolha dos
transdutores de sinais ao dano celular reflete o tipo de estimulo que provoca o dano
ao DNA celular. O substrato Chk1l geralmente esta envolvido no eixo de ativacao

ATR-Chkl e a Chk2 no eixo ATM-Chk2, embora exista uma sobreposicdo entre
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esses dois eixos (STAWINSKA et al., 2008). A proteina ATM foi identificada como
produto do gene que esta mutado (perdida ou inativado), reside predominantemente
no nucleo de células em divisdo, envolvida com a autofosforilacao, trabalha com o
reparo das quebras duplas do DNA, onde a quinase Chk2, € um de seus alvos e um
transdutor importante das repostas desencadeadas por essa via de sinalizagédo. A
quinase ATR é essencial para a viabilidade das células replicativas, ativada durante
a fase S regulando a iniciacdo das origens de replicacdo, reparar forquilhas de
replicacdo bloqueadas e prevenir a mitose prematura, e com a ATR o substrato mais
estudado € a quinase Chkl, importante transdutor de sinal por essa via de
sinalizacdo (FERREIRA, 2011).

A Chk2 é uma proteina estavel expressa ao longo do ciclo celular e parece
estar inativa na auséncia de dano ao DNA celular. E ativada logo que o dano celular
€ detectado, apos estimulo externo de radiacao ultravioleta ionizante e de drogas
inibidoras de replicacdo celular utilizadas em tratamento de doencas como, por
exemplo, os quimioterapicos contra o cancer. A ativacdo da molécula Chk2 se da
através de mecanismos de fosforilacdo pelo eixo da ATM em resposta a quebra da
dupla fita de DNA através da dimerizacdo e autofosforilacdo de sua molécula pelos
eixos da ATR e outros ATM-independentes (RIBEIRO et al., 2006; BARTEK, 2003).

A proteina Chk2 contém 3 dominios distintos funcionais: dominio SQ/TQ
(SCD), dominio forkhead associated (FHA) e um dominio quinase Ser/Thr. O
primeiro dominio contém 5 regibes SQ e duas TQ, as quais interagem com
substratos primarios do eixo ATM quinase (ataxia-telangectasia mutated). O dominio
FHA se trata de um aminoacido fosfopeptideo, formando estruturas com varias
voltas (loopings) conferindo diversidade em seu reconhecimento (STAWINSKA et al.,
2008). ATM fosforila Chk2 no dominio Thr68, assim promove a oligomerizagdo do
Chk2 ao criar um sitio especifico de ligacdo para o dominio FHA de uma outra
molécula Chk2. A homodimerizagcdo da Chk2 também facilita a transfosforilagédo do
dominio quinase C-terminal (Thr383, Thr387) para sua completa ativacdo (BARTEK,
2003).

A distribuicdo da molécula Chk2 ativada inicialmente acontece nos sitios de
danos a molécula de DNA subnuclear e ao se ligar aos seus substratos, como
Cdc25A, Cdc25C e p53, proteinas altamente sollveis, se redistribuem rapidamente
para toda a regido do nucleo celular. Essa caracteristica também é observada na
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molécula de Chkl, por isso sdo denominadas de proteinas propagadoras de
sinalizacao (RIBEIRO et al., 2006).

A Chkl é essencial também para o desenvolvimento embrionario, onde sugere
que sua funcdo ndo esteja somente ligada no momento de absorver genotoxicos,
mas também em condi¢Bes fisiologicas normais. A Chkl foi detectada para ser
fosforilada na auséncia de agentes genotoxicos exdgenos, possivelmente devido a
sinais gerados por forcas de replicacdo inativas, que ocorrem em cada ciclo celular
(CHEN, 2004; KALOGEROPQULUS et al., 2004).
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Figura 6 - Resposta ao dano celular no DNA: quebra de cadeia simples e duplas sinalizam sensores
(MRN e 9-1-1) mostrados em roxo; mediadores em azul (H2AX, BRCA1, MDC1, 53BP1); transducgéo
de sinal das quinases em amarelo (ATM, ATR); quinases efetoras em rosa (Chk2, Chk1) e proteinas
efetoras em verde (E2F1, p53, Cdc25), que conduzem a: transcricdo de genes; apoptose, e parada
do ciclo celular. As proteinas fosforiladas pela ATM, ATR, e / ou DNA-PK estdo marcadas por um
grupo fosfato amarelo e proteinas que sdo fosforiladas pela Chk2 e / ou de Chkl sdo marcadas por
um grupo fosfato rosa. Fonte: Cell Communication and Signaling 2010. Phosphatases in the cellular
response to DNA damage.

A Chkl também sofre fosforilagdo na auséncia de agentes genotdxicos
externos, possivelmente devido a sinais de estabilizacdo celular gerados durante o

ciclo celular normal através do eixo ATR e nado necessita de dimerizacdo e
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autofosforilacdo para exercer sua funcdo (RIBEIRO et al., 2006; BARTEK, 2003).
Chk1 sofre fosforilacdo no seu residuo Ser317 em resposta a hidroxiuréia e radiacao
ultravioleta; e no residuo Ser345 em resposta a hidroxiuréia, radiacao ultravioleta e
radiacdo ionizante, através do eixo ATM/ATR. Dois complexos protéicos sao
necessarios para ativacdo Chkl, Radl7/fator de replicacdo (RFC) e Rad9/sensivel
hidroxiuréial (Husl)/Radl (9-1-1) (BARTEK, 2003).

Embora a estrutura do dominio quinase externo da Chkl seja diferente da
molécula da Chk2, ambas proteinas podem fosforilar um subgrupo semelhante de
substratos. Ambas quinases fosforilam e inativam a Cdc25 (cell division cycle)
fosfatase, através da degradacdo mediada por proteassoma e ubiquitinizacdo
(BARTEK, 2003). A supressdao da Cdc25A promove a inibicdo da fosforilacdo e
ativacdo da ciclina E/Cdk2 (ciclina dependente quinase) e da ciclina A/Cdk2 quinase
as quais sdo necessarias para as células progredirem no ciclo celular e entrar para a
fase S. Ao passo que, a fosforilagcdo da Cdc25C leva a inativagdo dessa fosfatase
direta ou indiretamente através da criacdo de um sitio de ligacdo protéico. Essa
interacdo resulta em uma localizacdo citoplasmatica persistente da Cdc25C desse
modo prevenindo a transicdo G2/M uma vez que o complexo B/Cdkl ndo pode ser
ativado. Existem algumas proteinas com dominio BRCT, incluindo as 53BP1,
BRCAL (breast cancer susceptibility gene 1) e MDC1, que fazem o papel de
mediadoras da resposta das chekpoints, modulando diversos eventos, incluindo a
ativacdo de Chkl e Chk2 e promocéao de outras formas de fosforilacdo ndo mediada
pela ATM através de interacdo proteina-proteina. Outras proteinas efetoras também
estdo envolvidas no downstream da sinalizacdo, tais como TLquinases, proteina
PML, PLK3 quinases e fator de transcricdo E2F1 (cell cycle) (RIBEIRO et al., 2006).

E rara associacdo de alteracdes do gene Chkl com processo da
carcinogénese, sendo, até 0 momento, relacionados estritamente aos carcinomas de
estdbmago, endométrio e colon, os quais apresentam instabilidade de microssatélites
gerados por mutacOes frameshifts devido insercdo ou delecdo de uma adenina na
sequéncia génica do Chkl, resultando em uma proteina Chk1 truncada defeituosa. A
inativacdo mutacional do gene Chkl raramente ocorre em canceres do trato
gastrointestinal. Sua deficiéncia em células embrionarias de camundongos resulta
em letalidade precoce, ao passo que a deficiéncia de Chkl em células com mutacao
do p53 resulta em crescimento celular aceitavel em alguns tumores. Assim, é

possivel que as mutacbes do Chkl e defeitos do Chk2 que ocorrem durante a
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progressdo do cancer num estadio em que as células sdo menos propensas a
apoptose (tais como aquelas com mutacao p53) possam contribuir para aumento da
instabilidade génica em alguns tumores (RIBEIRO et al., 2006; BARTEK, 2003).

Os defeitos de Chkl e Chk2 s&o sugeridos como contribuintes para o
desenvolvimento de canceres hereditarios e esporadicos (BERTONI et al., 1999;
MENOYO et al.,, 2001; REDDY et al., 2002; SHIGEISHI et al., 2002; TORT et al.,
2002; VAHTERISCO et al., 2001; VAHTERISCO et al., 2002; KILPIVAARA et al.,
2003; CYBULSKI et al., 2004; WEISHER et al, 2006). Varios estudos analisaram o
estado mutacional de Chkl e Chk2 em neoplasias (BERTONI et al., 1999; MENOYO
et al., 2001; TORT et al., 2002; VAHTERISCO et al., 2001; VAHTERISCO et al.,
2002; KILPIVAARA et al., 2003; CYBULSKI et al., 2004). No entanto, a informacao
sobre a expressdo da proteina em diferentes tipos de canceres € muito limitada
(REDDY et al., 2002; SHIGEISHI et al., 2002; TORT et al., 2002; LUKAS et al., 2001;
MATSUOKA et al., 2001).

Mutacbes somaticas do Chk2, por sua vez, sdo encontradas em subgrupos de
alguns tipos de tumores esporadicos humanos, incluindo os carcinomas de mama,
pulm&o, vulva, bexiga, coélon, ovério, osteossarcoma e linfomas. A maioria dessas
mutacBes sdo missenses ou truncadas distribuidas nos trés dominios do Chk2: no
dominio regulatorio SQ/TQ N-terminal, dominio FHA de interacdo proteina-proteina
ou dominio catalitico C-terminal. Algumas muta¢des no dominio FHA (por exemplo,
R145W) ou no dominio quinase (por exemplo, D311Val, 1100delC) produzem
proteinas instaveis que sao alvos facilmente degradaveis pelo processo mediado por
proteassoma, e como consequéncia, essas proteinas sdo expressas em niveis muito
menores do que as proteinas Chk2 selvagem. Mutac¢des dentro do dominio catalitico
levam a perda ou menor atividade quinase, enquanto que aquelas no dominio FHA
sdo geralmente mutacdes que levam a um defeito no reconhecimento de seus
substratos, tais como Cdc25A, p53 ou BRCAL, e que apresentam um efeito negativo
dominante quando co-expresso com Chk2 selvagem. As outras mutagcbes que
geram proteinas instaveis sdo incapazes de interferir de maneira efetiva na atividade
remanescente do Chk2 selvagem e, dessa forma, representam mutacdes classicas
de perda de funcdo, gerando tumores pela perda da heterozigosidade do alelo.
Nesses tumores observa-se reducao significativa ou perda da expressao do padréao
de marcacao da Chk2 por analise imunohistoquimica (RIBEIRO et al., 2006).



42

Existe uma mutacdo germinativa rara no gene Chk2 em um subgrupo de
membros da familia com sindrome de Li Fraumeni (sindrome genética familiar de
predisposicdo ao cancer associada a mutacdo no gene p53, caracterizada pelo
aparecimento em idade precoce de tumores como de mama e sarcomas),
produzindo uma proteina mutada truncada 1100delC. Nesses casos, 0s membros
desse subgrupo com p53 selvagem (sem a mutagcédo no gene p53), mas com essa
mutacdo no gene Chk2, tém a mesma predisposicdo de desenvolver os tumores da
sindrome de Li Fraumeni (RIBEIRO et al., 2006).

Em familias com mutagdo nos genes BRCAl1 e BRCA2 (genes de
susceptibilidade ao cancer de mama), o Chk2 1100delC, alelo de baixa penetrancia,
nao confere um aumento no risco para cancer de mama. Ao nivel molecular, a
proteina truncada 1100delC elimina o dominio quinase e a atividade da Chk2. O
alelo restante selvagem (wild-type) gera uma proteina instavel e geralmente perde
sua funcdo no tumor, o que resulta numa perda completa da fungcdo do Chk2 e
reducdo nos niveis da proteina Chk2; um fenbmeno que facilita a deteccdo de
tumores com a proteina Chk2 1100delC por imunohistoquimica. Uma outra variante
Chk2 1157T, de baixa penetrancia, originalmente detectada em familias da Sindrome
Li Fraumeni, pode contribuir na populacdo da Finlandia, para um aumento no risco
de cancer de mama através de seu efeito negativo dominante sobre o alelo
remanescente selvagem. Desse modo a proteina Chk2 1157T estavel é deficiente
em reconhecer seus substratos p53, Cdc25A e BRCAL, prejudicando a funcédo do
Chk2 selvagem quando expresso nas mesmas células, resultando em defeitos no
processo de reparacdo do DNA induzidos pela radiacdo ionizante, predispondo a
susceptibilidade aos portadores dessas variantes aos tumores de mama e de célon.
Dessa forma, caracteriza-se o0 gene Chk2 como um gene supressor de tumor
(RIBEIRO et al., 2006).

Sem haver mutacdo génica reconhecida, existe uma fosforilagéo constitutiva da
atividade Thr68 do Chk2 em subgrupos de carcinomas de célon e de mama nao
submetidos a estimulo de dano ao DNA celular pelo tratamento com radioterapia ou
quimioterapia, particularmente naqueles em que ha a mutacdo do p53.
Independentemente da ativacdo, a via ATM-Chk2 encontra-se persistentemente
estimulada devido essa fosforilagéo constitutiva (RIBEIRO et al., 2006).

Bartkova et al. se propuseram avaliar se o Chk2 era ativado em lesdes e

tumores pré-malignos, para tal compararam lesfes superficiais com estadios iniciais
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invasivos e estadios mais avancados de cancer na bexiga (BARTKOVA et al., 2005).
Através da técnica de imunohistoquimica, demostrou-se coloragdo heterogénea
positiva nas lesdes superficiais em estadios iniciais, enquanto carcinomas primarios
mais avancados apresentaram coloracdo um pouco menor. Os autores concluiram
que a ativacdo constitutiva da via ATM-Chk2 geralmente ocorre em fases pré-
neoplasicas nos tumores de mama, colon, bexiga e pulméo.

Outro trabalho analisando cancer de vulva, ndo houve associacdo com a perda
da expressdo de Chk2 no mRNA ou em nivel da proteina e, em carcinomas
gastricos, a expressdo da proteina Chk2 esteve aumentada (REDDY et al., 2002;
SHIGEISHI et al., 2002). Shigeishi et al. sugeriram que a expressdo da proteina
Chk2 aumenta em tumores gastricos com p53 mutado (SHIGEISHI et al., 2002). No
entanto, Tort et al. indicou que pode ocorrer alteracdo de expressdo da proteina
Chk2 independentemente do estado do p53 em outros tumores como linfomas
(TORT et al., 2002).

Bartkova et al. demonstrou que a cascata de ATM-Chk2-p53 é ativada em
tumores de bexiga antes da ocorréncia de mutacdes do p53 (BARTKOVA et al.,
2005).

Stawinska et al. avaliou o nivel das proteinas Chkl e Chk2 nas formas
fosforiladas e néo fosforiladas em tumores malignos de colon esporadicos com o
intuito de determinar a sua contribuicdo para o processo da carcinogénese utilizando
a técnica Western-blot e ELISA (STAWINSKA et al.,, 2008; BARTEK, 2003).
Observou-se que houve um decréscimo dos niveis de pChk2 (forma fosforilada) de
forma significativa em estadios iniciais de neoplasia e na auséncia de envolvimento
linfonodal; sendo também identificado um aumento da expressdo de pChk2 de forma
significativa nos tumores avangcados com envolvimento linfonodal, permitindo
associar a expressao de pChk2 com estadios mais avancados da doenca e a um
comportamento biolégico mais agressivo (BARTEK, 2003). Este trabalho teve
importante contribuicdo para o entendimento da participacdo das quinases Chkl e
Chk2 no envolvimento no processo da carcinogénese. Enquanto a expressao
reduzida de Chk2 e de pChk2 podem ser um importante mecanismo de inativacao,
contribuindo para o desenvolvimento de neoplasias colorretais; o aumento da
expressao parece estar correlacionada com o grau de malignidade.

Em relagdo & mucosa normal, a expresséo de Chkl esta aumentada em cerca

de 50%, porém nao de forma significativa, e a sua forma ativada pChkl esta
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diminuida em cerca de 50%, porém também n&o de forma significativa. Uma das
possibilidades aventadas é que isto ocorra porque o Chkl € uma proteina essencial
da embriogénese, sendo necessaria em alguns processos fisioldgicos. Pouco ainda
€ conhecido sobre as atividades da Chkl no cancer colon-retal ou o seu papel na
sinalizacao intracelular (BARTEK, 2003). A informacdo sobre a expresséao proteica
do Chkl e Chk2 através de analise por imunohistoquimica em tecidos tumorais

humanos ainda é bastante limitada.
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2. JUSTIFICATIVA

O CCR é uma das neoplasias mais prevalentes mundialmente e no Brasil o
namero de casos novos tende a subir em consequéncia do envelhecimento
populacional global. Sobretudo nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
onde existe dificuldade de acesso aos exames para diagndstico precoce,
aproximadamente metade dos pacientes diagnosticados com CCR apresenta-se
com tumores ja em estadios avancados, reduzindo substancialmente as taxas de
resposta e possibilidades de cura (BOSCH et al., 2011).

Buscando identificar biomarcadores que auxiliem no diagnéstico precoce ou
que estratifiguem o comportamento biolégico do tumor, permitindo uma
individualizacdo do tratamento, existem na literatura grupos de pesquisa voltados
para biomarcadores génicos (AGESEN et al., 2012; HAN et al., 2008; MAAK et al.,
2013; MARSHALL et al.,, 2010; SALAZAR et al.,, 2011; YIP et al., 2010);
biomarcadores protéicos (BUNGER et al., 2011; SHIMWELL et al., 2010; TAO et al.,
2012; WILD et al., 2010); marcadores metabdlicos (RITCHIE et al., 2010); pesquisa
do DNA tumoral nas fezes (AHLQUIST et al., 2012) e marcadores de metilacdo do
DNA como a septina 9 (MSEPT9) (GRUTZMANN et al., 2008; AHLQUIST et al.,
2012).

No decorrer do processo da carcinogénese, o funcionamento inadequado da
via de reparo celular tem grande importadncia na propagacdo das células
neoplasicas, onde as quinases tem atividade fundamental no desfecho para o reparo
da célula, a apoptose ou a continuidade do processo de transcrigdo. A expressao
génica e protéica das quinases tém sido estudadas em diversos tumores, incluindo
tumores de mama, pulméo, ovario e colon. Entretanto ndo ha estudos que avaliam
associacOes da expressdo das quinases com caracteristicas e o comportamento
clinico do CCR.

Neste trabalho, serd avaliada a expressao imunohistoquimica da Chk2 e sua
associacdo com caracteristicas clinicas e sobrevida dos pacientes com cancer de
c6lon metastatico, buscando identificar um subgrupo de pacientes com doenca mais

agressiva, para 0s quais haveria, entdo, possivelmente, um maior beneficio de
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planejar o tratamento sistémico envolvendo combinacdes de quimioterapicos e
terapias-alvo, buscando alcancar no tratamento de primeira linha a maxima resposta

possivel.
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3. HIPOTESES

A proteina Chk2 permanece estavel durante o ciclo celular, ativada apenas
guando um dano no DNA for detectado. Esta quinase ja foi estudada em carcinomas
de mama, pulmao, vulva, bexiga urinaria, célon, ovario, osteossarcoma e linfomas.

Considerando que a expresséo reduzida de Chk2 e de pChk2 contribuem para
o desenvolvimento de neoplasias colon-retais, 0 aumento da expressao parece
correlacionar-se com o grau de malignidade (STAWINSKA et al., 2008).

Com este estudo, espera-se identificar uma maior positividade na expressao
imunohistoquimica da Chk2 tumores de coOlon metastaticos com comportamento

biol6gico mais agressivo, doenca mais extensa e aqueles com menor sobrevida.
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4. OBJETIVOS

Este estudo tem por objetivos:

4.1. Caracterizar a expressao protéica da Chk2 no adenocarcinoma de colon
metastatico, através da técnica de imunohistoquimica;

4.2. Associar a expressdo da Chk2 com caracteristicas clinico-patolégicas e

sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma de colon metastatico.
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5. CASUISTICA E METODOS

O protocolo utilizado neste estudo esteve em conformidade com a diretriz
ética de 1975 da Declaracdo de Helsinki e foi aprovado pelo Comité de Etica Local
(Processo HCRP n° 14277/2011).

3.1. Local do estudo

Este estudo foi realizado no HCFMRP-USP, na unidade do Campus
Universitario. O HCFMRP-USP é caracterizado como um hospital universitario
integrado ao Sistema Unico de Saude (SUS) que apresenta como natureza de
organizacdo uma autarquia, sendo a esfera administrativa e a gestdo de ambito
estadual.

A assisténcia clinica aos pacientes oncolégicos desta instituicdo é realizada
através do Servico de Oncologia Clinica, composto por ambulatério, enfermaria,
farmacia e central de quimioterapia. Como recursos humanos esta equipe €
composta por médicos, enfermeiros, farmacéuticos, técnicos de enfermagem e
equipe multiprofissional (psicéloga, terapeuta ocupacional, assistente social,
nutricionista, dentre outros), tendo como objetivo proporcionar atendimento integral
ao paciente. As consultas médicas e orientacdo da enfermagem quanto a exames,
retorno as consultas, tratamento quimioterapico, dentre outros, séo realizadas
diariamente no Ambulatério de Oncologia Clinica.

O processamento das amostras e as técnicas para montagem dos blocos de
TMA (Tissue Micro-Array) e analises imunohistoquimicas foram realizadas no
Laboratério do Departamento de Patologia e Medicina Legal da FMRP-USP em

colaboragédo com o médico patologista Professor Doutor Alfredo Ribeiro Silva.

3.2. Casuistica

Foram incluidas amostras de tecido tumoral parafinados de 58 pacientes com

diagnéstico de adenocarcinoma esporadico de colon metastatico, de ambos os



54

hY

sexos; com idade maior ou igual a 18 anos, submetidos a resseccao do tumor

primario pela equipe do Servico de Proctologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP). Esses pacientes foram

acompanhados e tratados pelo Servico de Oncologia Clinica do HCFMRP-USP, no
periodo de 2003 a 2013.

3.3. Amostragem

3.3.1. Coleta de informacgdes clinicas, patolégicas e de sobrevida

Foram coletadas, de forma retrospectiva, informacdes provenientes de dados

clinicos, contidos em prontuario médico do paciente a respeito das caracteristicas

clinicas, histopatolégicas e desfecho clinico.

As caracteristicas clinicas e histopatoldgicas incluidas para a analise foram:

sexo (masculino e feminino);

idade em média e mediana;

idosos (>65 anos e <65 anos);

performance status segundo a classificacdo de ECOG,;

presenca de abdome agudo obstrutivo/perfurativo;

grau de diferenciacdo da célula tumoral (bem a moderadamente
diferenciado e pouco diferenciado);

subtipo histolégico da neoplasia de colon (adenocarcinoma e
adenocarcinoma com componente mucinoso);

profundidade de comprometimento tumoral (T2, T3 e T4);

envolvimento linfonodal (presente e ausente),

estadio clinico ao diagnastico inicial (Il e IlI);

metastase sincronica e metacrénica (ausente e presente).

Definiu-se metastase sincronica como lesdo metastatica detectada a distancia

ao tempo de diagndstico da neoplasia priméaria de célon ou por até 6 meses de seu

aparecimento e metastase metacronica como lesdo metastatica a distancia

detectada ap6s 6 meses da data de diagndstico da neoplasia primaria de célon.
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Os carcinomas foram estadiados de acordo com tamanho, comprometimento
axilar e presenca de metastases segundo os critérios definidos pelo American Joint
Committee on Cancer (AJCC, 72 edi¢do, 2010).

Quanto ao desfecho clinico, foram analisados:

= tempo de sobrevida global,

= tempo livre de progressao;

= gitios de metastases (pulmdo e figado) encontrados ao final do
seguimento do paciente até analise dos dados.

Definiu-se tempo de sobrevida global como tempo decorrido da data do
diagnostico até a data de 6bito por qualquer causa e tempo livre de progressao
como tempo decorrido da data do diagndéstico até a data de progressao de doenca
(recidiva local, aparecimento de metastases e progressdo para outros O0rgaos a

distancia) ou 6bito por qualquer causa.

3.3.2. Técnicas Utilizadas

Selecionou-se apenas uma bidpsia por paciente e, para cada caso, foram
revisadas todas as laminas coradas com H&E (hematoxilina-eosina) para confirmar o
diagnoéstico de adenocarcinoma de colon e selecionar o bloco de parafina mais
representativo para confeccédo dos microarranjos teciduais (TMA).

Apenas foram selecionados blocos cujos tecidos ndo apresentavam artefatos

de autodlise ou sinais de processamento inadequados.

3.3.2.1 Método de confeccdo do Tissue Micro-Array (TMA) -

Microarranjos teciduais

Para a confeccdo dos blocos de TMA, usou-se caneta metélica da marca
Hystopathology Ltda, Hungria para retirada de fragmento de area representativa e
central do tumor em formato cilindrico. Cada bloco do TMA continha 4 linhas e 6
colunas, sendo a posicao 1,1 representativa do ponto de referéncia para leitura das
demais posig¢oes (linha, coluna). Os fragmentos retirados foram colocados no bloco
receptor, contendo 24 posicdes e levado para estufa a 60°C por 20 minutos; seguido
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de resfriamento em temperatura ambiente por 20 minutos, e levado ao freezer a -
8°C por 1 minuto.

A partir de cada bloco de TMA pronto, foram feitos cortes histolégicos de 3 um
de espessura em micrétomo rotativo convencional (Microm HM315, Walldorf,
Alemanha), utilizando o paraffin tape-transfer system (Instrumedics, Saint Louis,
USA). Um corte foi reservado para coloragcdo com HE no intuito de confirmar a
presenca de tumor no cilindro do TMA e, em seguida, os cortes histolégicos foram
colocados em laminas de vidro embebidas pela poli-lisina a 8% para a realizacdo do
método imunohistoquimico. Para os cilindros com menos de 50% do cilindro total,

repetiu-se novo corte de TMA.

3.3.2.2. Método imunohistoquimico

Todas as amostras teciduais foram fixadas em formalina e embebidas em
parafina. Utilizou-se o bloqueio de peroxidase enddégena para o protocolo de reacéo
imunohistoquimica, que foi feito utilizando-se o kit do polimero REVEAL (Spring,
BIOGEN — Hamburg, Germany). Foi utilizado o anticorpo Checkpoint quinase 2
(Chk2), clone DCS 270.1, Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK, na diluicdo 1:50.

As laminas foram deixadas em estufa para a retirada da parafina. Em seguidas
foram desparafinizadas em concentracdes decrescentes de xilol e hidratadas,
passando-se em concentracdes decrescentes de alcool absoluto e agua destilada. A
atividade da peroxidase endogena foi bloqueada em uma solucéo contendo 0,3% de
solucdo de peroxido de hidrogénio, promovendo a recuperagdo antigénica em
panela a vapor (steamer), utilizando-se tampéao citrato de sodio 0,001M, pH 6,0 no
recipiente. Em seguida, as laminas foram resfriadas em temperatura ambiente e
secadas. Iniciou-se a incubacdo do anticorpo primario por 1 hora, seguida do
anticorpo secundario universal biotinilado (kit REVEAL BIOGEN) por 10 minutos;
aplicado conjugado polimero HRP (Horseradish peroxidase) por 15 minutos e em
seguida lavado com solucéo salina tamponada TBS (Tris buffer saline). A reacgéao foi
revelada, corando-se com substrato cromégeno para peroxidase diaminobenzidina
(DAB) e, em seguida, lavado com &gua. Nesta etapa final, as laminas foram
contracoradas com hematoxilina, lavadas em &gua corrente, 4gua amoniacal,

desidratadas por uma série de alcodis, passadas em concentracao de xilol, seladas
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com laminula e coladas com Permount (Fisher Scientific, Fairlawn, NJ). As laminas
foram analisadas em microscoépio de luz convenciona, em aumento de 40x (Axiostar
Plus, Zeiss, Goéttingen, Alemanha).

O controle negativo foi preparado suprimindo-se o anticorpo primario da
reacdo e o controle positivo foi realizado utilizando-se a reacdo imunohistoquimica
em tecido glandular sadio de mama. Para andlise imunohistoquimica foi considerada
“positiva” toda célula neoplasica com nucleo corado em marrom escuro e
considerado Chk2 positivo se o cilindro de TMA apresentasse pelo menos 60% das
células neoplasicas com expressdo nuclear de moderada a intensa

imunorreatividade (Figura 7).

Vi3

Figura 7 - (A) Cilindro de TMA com corte de material contendo adenocarcinoma de cdélon,
considerado positivo (mais de 60% de imunomarcagao nuclear positiva, aumento 5x). (B) Células
neoplasicas do colon mostrando imunorreatividade para Chk2 (coloragéo nuclear, imunohistoquimica,
400x).

3.4. Andlise Estatistica

A andlise descritiva das varidveis continuas foi apresentada em média,
mediana, valores minimo e maximo, frequéncia absoluta e percentual. A andlise
estatistica foi realizada utilizando-se o software SPSS 17.0 para regressao de Cox e
analises de associacdo, e o software SAS® 9, através da PROC LOGISTIC
(HOSMER et al., 2000; SAS, 1999), para regressao logistica.
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A associagcdo das variaveis qualitativas categoricas foi analisada através do
teste qui-quadrado (x?) - para trés ou mais variaveis categoricas - e teste exato de
Fisher - para duas variaveis categoricas. Analises de associacao foram feitas entre a
expressao imunohistoquimica de Chk2 (negativo ou positivo) e as variaveis: sexo
(masculino; feminino), idoso (>65 anos; <65 anos), histologia (adenocarcinoma;
mucinoso), estadio T (T2; T3; T4), estadio N (NO; N1; N2), estadio clinico (ECII,
ECIIl, ECIV), abdome agudo obstrutivo/perfurativo (presente; ausente), metastase
(sincrbnica; metacrbnica), comprometimento linfonodal (presente; ausente),
sobrevida (vivo, morto), recorréncia (presente; ausente), metastase pulmonar
(presente; ausente), metastase hepética (presente; ausente), grau de diferenciacéo
celular (grau I+1l; grau 1ll), ECOG (0+1; 2+3).

Os dados de sobrevida foram avaliados através do método ndo paramétrico de
Kaplan-Meier e usado teste long-rank para comparar as curvas de sobrevida entre
0s grupos (Chk2 positiva versus negativa). A perda de seguimento ou a auséncia da
informacédo foi considerada como dado censurado. O tipo de censura usado neste
estudo foi censura tipo I, na qual os pacientes eram incluidos em tempos diferentes
durante o periodo de acompanhamento, de modo que os tempos de sobrevivéncia
sdo maiores que o tempo final do experimento. Os dados foram trabalhados como
dados de censura aleatéria, ja que o estudo foi interrompido apds um periodo de
tempo de observacao pré-estabelecido.

Para verificar o efeito de interacdo entre a expressao imunohistoquimica Chk2
e as variaveis de interesse, foi utilizado o modelo de regressao logistica, para
estimar a probabilidade de um evento ocorrer em fungdo de uma variavel
categorica/binaria, obtendo-se assim o valor de Odds Ratio (OR), da variavel binaria
com o desfecho (SG/SLP/ocorréncia de metastases hepatica/pulmonar e
comprometimento linfonodal), verificando a medida de associacdo (Hosmer e
Lemeshow, 2000). Os resultados foram obtidos com auxilio do software SAS® 9,
através da PROC LOGISTIC (HOSMER et al., 2000; SAS, 1999).

A interacdo entre a expressdo imunohistoquimica Chk2 sobre tempo de
sobrevida global, tempo livre de progressao, risco de envolvimento linfonodal e
desenvolvimento de metastases pulmonares e hepaticas, foi utilizado modelo de
riscos proporcionais de Cox, obtendo-se valor de Hazard Ratio (HR), pelo software
SPSS 17.0, permitindo identificar valor progndstico de cada variavel sobre o

desfecho. Este modelo ndo paramétrico que tem como principio que o risco da
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ocorréncia de um evento € sempre uma constante nos dois grupos de comparagao
durante o periodo de observacgédo, analise o risco de um evento (SG/SLP/ocorréncia
de metastases hepéatica/pulmonar e comprometimento linfonodal) ocorrer em um
grupo em relacéo ao outro (grupo exemplo: Chk2 negativo versus Chk2 positivo).

O menor valor de a (nivel de significancia) escolhido para rejeitar a hipétese
nula foi 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise descritiva

Da amostra analisada, 40 (69%) pacientes apresentaram expressao
imunohistoquimica positiva para Chk2 e 18 (31%) expressao negativa. Vinte e seis
(44,8%) pacientes eram do sexo feminino e 32 (55,2%) do sexo masculino. A idade
dos pacientes variou de 24 a 89 anos, sendo a média e mediana, respectivamente,
57,28 anos e 54 anos; sendo 19 (32,7%) pacientes acima de 65 anos e 39 (67,3%)
abaixo de 65 anos. Mais de 90% dos pacientes apresentavam boa condicdo clinica,
sendo 54 (93%) pacientes classificados com ECOG 0/1 (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das caracteristicas clinicas e histopatol6gicas da amostra
geral dos pacientes com carcinoma de cdlon

Caracteristicas clinicas Total: 58 Caracteristicas Total: 58
histopatolégicas

Masculino/feminino 32/26 Adenocarcinoma/mucinoso 50/8

Idosos/ndo idosos 19/39 Bem a moderadamente 53/5

diferenciados/pouco
diferenciados

ECOG 0-1/2 54/4 T2/T3/T4 5/38/15
AAOP N+/NO 42/16
presente/ausente 16/42

Metastastases 36/22 ECII/ECHI/ECIV 8/14/36

Sincronica/Metacronica

Legenda: ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG O0: fully active, able to carry on all pre-disease
performance without restriction, ECOG 1: restricted in physically strenuous activity but ambulatory and able to
carry out work of a light or sedentary nature, ECOG 2: ambulatory and capable of all self care but unable to carry
out any work activities, up and about more than 50% of waking hours. AAOP: abdome agudo
obstrutivo/perfurativo, T: nivel de comprometimento tumoral, N: nivel de comprometimento linfonodal, N+:
comprometimento linfonodal presente, NO: comprometimento linfonodal ausente, EC: estadio clinico.

Quanto as caracteristicas histopatoldégicas do tumor priméario, 50 (86%)
pacientes tinham diagndstico de adenocarcinoma e 53 (91%) pacientes

apresentavam tumores bem ou moderadamente diferenciados. Dezesseis (27,6%)
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pacientes foram submetidos a cirurgia de urgéncia, devido abdome agudo obstrutivo
ou perfurativo.

Segundo o estadiamento TNM, 5 (8,6%) pacientes apresentavam ao
diagnostico tumores estagio T2; 38 (65,5%) estadio T3 e 15 (25,9%) estadio T4; 42
(72,4%) pacientes com linfonodos comprometidos (N positivo) e 16 (27,6%)
pacientes sem comprometimento linfonodal (NO). Ao diagnéstico, 8 (13,8%)
pacientes foram classificados como estadio Il e 14 (24%) como estadio Il
Metastases sincrénicas ocorreram em 36 (62%) pacientes e metacrbnicas em 22
(38%) pacientes (tabela 1). O tempo médio e mediano para a progressao de doenca
foi de 14,6 meses (10,8 a 18,4 meses) e 11 meses (8 a 13), respectivamente.

Os pacientes foram acompanhados pela equipe do Servico de Oncologia
Clinica do HCFMRP-USP por 34 a 60 meses, sendo que ao final deste periodo, 47
(81%) pacientes apresentavam metédstases hepéticas e 27 (46,5%) pacientes
apresentavam metastases pulmonares. Apenas 15,5% (9 pacientes) néao
apresentaram recorréncia ou progressao da doenca tumoral e 63,8% (37 pacientes)
permaneceram vivos até o final do seguimento e analise dos dados. O tempo médio
e mediano do tempo de sobrevida global foi de 63 (46-69) meses e 47 (34-60)
meses, respectivamente. O tempo livre de progressdo médio e mediano foi de 14,5
(10,8-18) meses e 11 (8-13) meses na amostra geral.

4.2. Analise de associacao

Encontrou-se associacdo significativa entre a expressdo de Chk2 com o
status de acometimento linfonodal (presente ou ausente), p=0,012; e com a
sobrevida (vivo ou morto), p=0,034; sendo mais frequente Chk2 negativa em
pacientes vivos ao final do seguimento e 10 vezes mais chance de haver
acometimento linfonodal, em relacdo aqueles com Chk2 positivo (OR:10,2, 1C95%
1,23 — 84,62, p=0,03). Andlise pelo software SPSS 17.0. Os dados estdo descritos
na Tabela 2.

Tabela 2 - Andlise de associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a
expressdo imunohistoquimica (negativa e positiva) de Chk2 no adenocarcinoma de
colon.



Feature Chk2 negative Chk2 positive (40) p-value
(18)

Idoso 0,367
>65 anos 4 15
<65 anos 14 25

Estagio T 0,302
T2 3 2
T3 10 28
T4 5 10

Estadio Clinico (EC) 0,051
ECII 0 8
ECIII 7 7
ECIV 11 25

Metéastases 1,0
Sincrénica 11 25
Metacronica 7 15

Obito 0,044
Sim 3 18
Nao 15 22

Metéstase hepatica 0,474
Presente 16 31
Ausente 2 9

Grau de diferenciagéo 0,641
celular tumoral

63



64

Grau I+l 16 37
Grau Il 2 3
ECOG 1,0
ECOG 0+1 17 37
ECOG 2 1 3

Legenda: estadio T (TNM), T2: tumor invade muscular prépria, T3: tumor invade além da muscular
propria em direcdo ao tecido pericélico; T4 tumor invade o peritdnio visceral ou adere as estruturas
elou orgdos adjacentes; estadio N (TNM), NO: sem acometimento de metastases linfonodais, N1:
metastases em 1 a 3 linfonodos regionais, N2: metastases em 4 ou mais linfonodos regionais, ECOG:
Eastern Cooperative Oncology Group; grau de diferenciacéo celular: Grau I: bem diferenciado, grau Il
moderadamente diferenciado, grau lll: pouco diferenciado.

4.3. Analise de sobrevida Kaplan-Meier

O tempo de sobrevida global dos pacientes Chk2 negativa até o término do
periodo de seguimento foi, em média, 72,17 meses (IC95% 48-96 meses), ndo
sendo estatisticamente diferente (p=0,115) daqueles pacientes Chk2 positiva (59,5
meses 1C95% 41-78 meses) (Grafico 1).

As curvas de sobrevida global foram estatisticamente diferentes entre os
pacientes Chk2 negativa versus positiva quando a analise foi realizada ajustando-se
os dados de acordo com a presenc¢a ou nao de comprometimento linfonodal (positivo
ou negativo) (p=0,028), ocorrendo maior nimero de Obitos entre os pacientes Chk2
positiva. O mesmo ocorreu, quando os dados de sobrevida global foram ajustados
para o status de metastases hepéticas (presente ou ausente), observando-se um
maior nimero de Obitos para os pacientes Chk2 positiva em relagdo aos pacientes
Chk2 negativa, (p=0,05).

Quanto a sobrevida livre de progresséo, também ndo houve diferenca entre
0s grupos Chk2 negativa (19,27 meses, com 1C95% 8,8-29,8 meses) e Chk2 positiva
(13,33 meses IC95% 9,7-17 meses); p=0,293 (Grafico 2).
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Survival Functions
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Graéfico 1 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida global de acordo com a expressdo imunohistoquimica
de Chk2 (negativa versus positiva) nos pacientes com adenocarcinoma de célon.

Nos pacientes Chk2 negativa, a curva de sobrevida global foi maior, tanto
para pacientes com metastases metacrbnicas quanto sincrénicas. A sobrevida
meédia dos pacientes com metastases sincroénicas foi 28,18 meses (IC95% 23,42-33)
e com metastases metacronicas foi 81,46 meses (IC95% 06,15-102,8), p=0,05. O
subgrupo de pacientes Chk2 negativa apresentou um tempo de sobrevida maior,
35,4 meses (IC95% 25,93-44,86), em comparacédo ao Chk2 positivo, 25,12 meses
(IC95% 20,6-19,64), no grupo com metastases sincrbnicas. O subgrupo de
pacientes Chk2 negativa apresentou um tempo de sobrevida maior, 89 meses
(IC95%: 73,75-104,24), em comparacdo ao Chk2 positiva, 78 meses (IC95%: 53-
102,96), no grupo de metastases metacronicas, p=0,05.
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Survival Functions
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Grafico 2 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida livre de progressdo de acordo com a expressao
imunohistoguimica de Chk2 (negativa versus positiva) nos pacientes com adenocarcinoma de célon.

4.4. Regresséo Logistica

Obtendo-se o valor de Odds Ratio (OR), da variavel binaria com o desfecho,
estimando a probabilidade de um evento ocorrer em funcdo de uma variavel
categorica/binéria, este modelo foi utilizado para verificar o efeito de interagdo entre
a expressao imunohistoquimica Chk2 e as variaveis de interesse, analisando assim
a medida de associacdo (Hosmer e Lemeshow, 2000). Os resultados foram obtidos
com auxilio do software SAS® 9, através da PROC LOGISTIC (HOSMER et al.,
2000; SAS, 1999).

Foram identificados como fatores prognosticos independentes para uma
menor sobrevida global: metastases sincrénicas (OR: 5,34, IC95% 1,1-25,88,
p=0,037), ECOG avancado (OR: 77,5, 1C95% 7,83-167, p=0,001), grau de
diferenciacdo celular tumoral menor (OR: 9,02, 1IC95% 1,25-64,44, p=0,029) e
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expressao positiva por imunohistoquimica de Chk2 (OR: 11,76, 1C95%: 1,46-94,23,
p=0,020).

Para a sobrevida livre de progressao, foram fatores prognosticos o ECOG
(OR: 6,62, IC95% 1,46-21,6, p=0,012) e o grau de diferenciacao celular tumoral (OR:
8,8, 1C95% 2,43-31,74, p=0,001). Os dados estao descritos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Fatores prognosticos independentes analisados por regressao

logistica para a sobrevida global

Variable OR 95% CI p-value
CHK2 expression 11,76 1,46 - 94,23 0,020
Performance status 77,51 7,83 -767 0,001
Synchronous metastasis 5,34 1,10 - 25,88 0,037
Tumor cell differentiation 9,02 1,25 - 64,66 0,029
Lymph node involvement 0,24 0,05-1,01 0,053
Gender 0,347 0,093-1,292 0,115
Idoso (>65 anos) 0,437 0,126-1,518 0,193
Histology 1,036 0,214-5,016 0,965
AAO 3,813 0,924-15,742 0,064
Metastase hepatica 0,333 0,061-1,807 0,203
Metastase pulmonar 0,832 0,280-2,476 0,741

Tabela 4 - Fatores progndsticos independentes analisados por regresséo logistica
para a sobrevida livre de progressao

Variable OR 95% ClI p-value
CHK2 expression 1,34 0,608-2,973 0,465
Gender 1,8 0,805-4,055 0,152
ldoso 1,103 0,501-2,428 0,808
Histology 0,57 0,213-1,532 0,266
AAO 0,857 0,409-1,794 0,682
Performance status 5,62 1,463-21,59 0,012

Tumor cell differentiation 8,79 2,434-31,74 0,001




Lymph node involvement

0,95

0,421-2,148

0,903
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5. DISCUSSAO

Na amostra de pacientes estudada, todos os pacientes até o momento da
inclusdo no estudo j4 apresentavam metastases em algum 6rgéo a distancia (figado
e pulméo).

Ao diagnéstico, apenas 22 (37,8%) pacientes apresentavam ECII ou ECIII,
pois 0 objetivo do trabalho enfocou a analise da expressdo imunohistoquimica da
Chk2 no cenario de doenca metastatica. A andlise da expressdo por
imunohistoquimica foi realizada a partir de material do tumor primério obtido do
célon e ndo foram analisados tecidos tumorais provenientes de metastases.

Chkl e Chk2 tem grande importancia na via de reparo celular, direcionando
se a célula alterada ir4 para apoptose, mantera o processo de transcricdo ou sera
reparada. (GARRETT et al., 2011).
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DNA breaks replication forks cross-links DNA breaks
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TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 8 - Atividade das Chkl e Chk2 em resposta aos danos no DNA. Fonte: Trends
Pharmacol Sci, 2011. Anticancer therapy with checkpoint inhibitors: what, where and when?
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A molécula da Chk2 é uma proteina celular denominada como “chekpoint”
quinase, atuando como proteina supressora de tumor devido a sua importante
funcdo de reparo e regulacdo na via de sinalizacéo celular em resposta ao dano do
DNA celular por agentes diversos (RIBEIRO et al., 2006; BARTEK, 2003; AHN et al.,
2004; WILLIANS et al, 2006).

A resposta a danos no DNA ocorre em diversas etapas sequenciais, como a
parada do ciclo celular e reparagcdo do DNA danificado (JACKSON et al., 2009).
Considerando o contexto do DNA danificado, os genes da Ataxia Telangiectasia
Mutada (ATM) e a Ataxia Telangiectasia Relacionada (ATR), agem como
reguladores principais em resposta aos danos no DNA, ativando a Chkl e Chk2,
desencadeando a parada do ciclo celular através da via do gene p53 e 0o DNA
danificado sendo, entédo, reparado (YAJIMA et al., 2014). Quando os danos ao DNA
ndo sdo corrigidos ou a célula em questdo ndo entra em apoptose, ocorre 0
processo de transcri¢cdo da célula com o DNA alterado, contribuindo para a formacéo
e progressao dos tumores malignos (OKA et al., 2010; TAKABAYASHI et al., 2013).

Em contrapartida, quando as repostas aos danos ocorrem de forma adequada
e suficiente, mesmo no contexto das células neoplasicas, estas permanecem
estaveis geneticamente. No entanto, quando as moléculas envolvidas nas respostas
aos danos sao afetadas, as células neoplasicas se tornam ainda mais instaveis
contribuindo para a progressdo destas para um genoétipo e fenétipo ainda mais
agressivos e com potencial de invasdo e metastase (BARTKOVA et al., 2005).

Em resposta a quebra da fita dupla ou estresse oxidativo, a ATM mutada é
ativada, induzindo a fosforilagdo do Chk2-Thr68, ativando assim a Chk2 e
desencadeando a ativacdo da cascata Chk2-ATM que estabilizam a p53 (fator de
transcricdo) atraves da fosforilagdo. Com a p53 estabilizada, este, induz a parada do
ciclo celular (incluindo a senescéncia) ou a apoptose atraves da regulacdo da
expressao de varias proteinas, entre elas a p21 (inibidor de Cdk) ou as proteinas
BAX e PUMA (pro-apoptéticas). Esta via tem importancia ndo apenas interrompendo
o ciclo celular na fase G1-S, mas também funcionando como supressora tumoral
(HIDEMASA et al., 2012)

A expressdo e atividade da Chk2, considerando sua relevancia no reparo
celular, tem sido estudada em diversos tumores. No cancer de pulmao, a expressao
de Chk2 analisada por western blot foi menor, em relacdo a tecido pulmonar normal,

ocasionando uma menor inativacdo e reparo aos danos do DNA celular e
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contribuindo para o desenvolvimento tumoral. Essa menor expressédo é atribuida a
alteracfes epigenéticas, como a metilagdo do gene promotor do Chk2, prevenindo a
ligacdo do fator transcricional, levando a um silenciamento da transcricdo do gene
Chk2. Como a funcéo da quinase Chk2 é participar na via de sinalizacdo do reparo
ao DNA celular, a menor expressdao de Chk2 nas neoplasias de pulm&o pode
explicar em parte a quimiorresisténcia e radiorresisténcia (ZHANG et al., 2004).

A funcdo da Chk2 na tumorigénese mamaria também ainda é pouco
conhecida, mas ja foi descrita a associacdo entre uma menor expressao
imounohistoquimica desta quinase nos tumores mais avancados. Entretanto, nao
foram identificadas associacdes entre a expressao de Chk2 (positiva ou negativa) e
o status linfonodal; idade da paciente; grau de diferenciacdo da célula tumoral e
dados de sobrevida (SG e SLP) (RIBEIRO et al., 2006; SULLIVAN et al., 2002;
VAHTERISCO et al., 2002; DUNNE et al., 2003).

Em tumores germinativos de testiculo observou-se reducgéo e até auséncia da
expressao proteica da Chk2 em subgrupos de neoplasias invasivas comparadas as
células germinativas normais e lesGes pré-malignas, sugerindo que a diminuicdo da
expressao proteica de Chk2 possa estar envolvida no desenvolvimento e progresséo
dessa neoplasia (BARTKOVA et al., 2001).

A deteccdo de mutacdes génicas germinativas do gene Chkl e do Chk2 em
um subgrupo de familias diagnosticadas com sindrome de Li Fraumeni sugere que
estas possam ser atuar como genes supressores tumorais em tumores esporadicos.
Esta afirmacdo foi demonstrada através de uma sub-populagdo da familia
portadores da sindrome de Li Fraumeni apresentando o gene p53 selvagem, mas,
com Chk2 mutado, sugerindo que mutacdes germinativas no Chk2 participem da
inativagdo do p53. O alelo Chk2 contendo a mutagdo 1100delC codifica uma
proteina truncada C-terminal dentro do dominio quinase e confere um aumento no
risco de cancer de mama independente de mutacéo associada ao loci BRCA, o qual
confere susceptibilidade ao cancer de mama. As mutagées missenses em todos 0s
trés dominios funcionais acontecem em varios tipos de tumores. O impacto funcional
da mutacdo Chk2 geralmente reflete sua localizacdo. Mutagdes no dominio quinase
levam a ativacao defeituosa apdés uma radiacdo ionizante, enquanto que mutacdes
no dominio FHA podem acelerar a degradagédo da Chk2 ou podem induzir mudancas
estruturais conferindo defeitos de interacdo proteina-proteina (AHN et al., 2004,
WILLIANS et al, 2006).
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Interessantemente, os carcinomas de vulva ndo exibem perda de expresséo
de Chk2 ao nivel de mRNA e em nivel protéico, enquanto que em carcinomas
gastricos com mutacdo do p53 ha aumento da sua expressao (REDDY et al., 2002;
SHIGEISHI et al., 2002).

A ativacao constitutiva da via ATM-Chk2 é um evento comumente ocorrido em
estadios pré-invasivos da maioria dos tumores humanos. O padrdo de expressao
imunohistoquimica de Chk2 em lesdes pré-malignas, lesbes precoces e lesbes
superficiais invasivas e mais avancadas em tumores de bexiga é diferente. Ha uma
marcacado positiva heterogénea nas lesbes superficiais precoces e nas lesdes
iniciais invasivas, enquanto que nas lesdes mais avancadas da neoplasia primaria o
padrdo de marcacao € menor (WILLIANS et al, 2006; BARTKOVA et al., 2005).

Estudos demonstram resultados discrepantes quanto ao efeito da deficiéncia
de Chk2 sobre o fenétipo de células de camundongos a radiacdo ionizante,
demonstrando serem mais resistentes ao dano celular, a altera¢des funcionais do
p53 e a apoptose. Células HCT-15 de carcinoma de colon deficientes em Chk2
foram estudadas para avaliar o efeito dessa deficiéncia na fase S do ciclo celular,
confirmando o mau funcionamento da via de sinaliza¢cdo dos chekpoints, levando a
sintese de DNA parcialmente resistente a radiacdo (BARTEK, 2003).

Neste trabalho, a expressdo imunohistoquimica da Chk2 foi associada ao
status de comprometimento linfonodal, de modo que a expressdo negativa
aumentou as chances de comprometimento linfonodal. O tempo de sobrevida livre
de progressao foi menor em pacientes sem a expressao de Chk2 no tumor primario,
podendo sugerir que a ndo expressdo de Chk2 possa facilitar o processo de
metastatizacdo a distancia. Alguns autores ja descreveram que baixos niveis
citoplasmaticos da forma fosforilada de Chk2 estdo associados a condicdo de
disseminagdo e invasdo de véarias neoplasias (STAWINSKA et al., 2008;
MATSUOKA et al., 2001).

Em analise de regressdo multivariada, demonstrou-se o0 impacto negativo
sobre a sobrevida dos pacientes que expressavam padrao positivo de Chk2 por
imunohistoquimica no tumor primario de colon, acompanhado das metastases
sincrénicas, pior condicéo clinica (avaliada pela escala de ECOG) e menor grau de
diferenciacdo celular, de forma estatisticamente significativa. Ndo h& estudo prévio
descrito na literatura que analise a expressao imunohistoquimica Chk2 com o tempo

de sobrevida em pacientes com cancer de célon metastatico.
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O que j& foi descrito na literatura a respeito de Chk2 e neoplasia de colon é
que o aumento da expressédo da forma fosforilada da proteina Chk2 esta relacionada
a maior grau de malignidade. Sabe-se que o grau de malignidade da neoplasia
implica em um comportamento mais agressivo da doenca e impacta negativamente
na sobrevida desses pacientes (RIBEIRO et al., 2006). Dessa forma, € de se esperar
que a expressdo positiva por imunohistoquimica, que avalia uma forma de
expressao protéica, tenha um valor progndstico negativo na sobrevida.

Este estudo apresenta algumas limitacbes com relacdo a quantidade de
pacientes envolvidos e por tratar-se de uma andlise retrospectiva dos dados de
sobrevida através de consulta as informacg6es descritas em prontuério médico. Ainda
assim, alguns dados foram relevantes nesta série de pacientes, demonstrando-se 0
valor prognéstico do Chk2 e a sua associacdo com o processo de disseminacédo do
tumor através do comprometimento linfonodal. Estas informag6es vém no sentido de
instigar estudos laboratoriais funcionais e ensaios clinicos prospectivos avaliando a
molécula Chk2 na neoplasia de célon.

A via da Chk2 pode direcionar potenciais alvos para o desenvolvimento de
drogas-alvo. A combinacdo de inibidores de Chk2 e agentes quimioterapicos que
levam a quebra e perda da fungdo do DNA é uma possibilidade a ser considerada.
Varias pequenas moléculas inibidoras de Chk1/2 ja estdo em testes pré-clinicos
(CHIR124) e em estudos fase | (XL844, PF-00477736, AZD7762) (GARRITY et al.,
2004). Caracterizar os pacientes oncolégicos de acordo com a expressao de
moléculas envolvidas no processo da carcinogénese de significado progndstico
possibilita buscar o desenvolvimento de terapias anti-neoplasicas personalizadas e
mais eficazes, no intuito de modificar o curso natural da doenca neoplasica no

individuo.
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CONCLUSAO



6. CONCLUSAO

A expressao positiva do Chk2 no adenocarcinoma de célon metastatico foi
indicativa de maior agressividade e disseminac&o tumoral, impactando de forma

negativa na sobrevida e desfecho dos pacientes.
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ANEXO A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Protocolo de Pesquisa: “Estudo da associacdo entre o gene KRAS e células
tronco tumorais com caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida no cancer

de célon metastatico”

Pesquisadores:P6s Graduanda: Dra Karen Bento Ribeiro
Biomédica Fabianna Pansani

Profa Dra Fernanda Maris Peria — pesquisador responsavel

O(A) SI(Q).  coeeeeeiieer e estd sendo acompanhado no
Servigco de Oncologia Clinica deste hospital para tratamento/ seguimento de uma
neoplasia (tumor) localizada inicialmente no intestino grosso (célon-reto). Quando o
senhor fez a biopsia ou cirurgia da les@o no intestino para confirmar o diagnostico de
tumor, este material foi armazenado pelo Servico de Patologia deste hospital. Neste
momento, gostariamos de convidar o Sr (a) a estar participando deste estudo onde
nao modificaremos em nada o tratamento e 0 seguimento do senhor. Trata-se de um
estudo onde utilizaremos parte deste tecido tumoral armazenado para realizar
estudos envolvendo moléculas capazes de ajudar a identificar a agressividade do
tumor e a possivel chance de ter uma boa resposta ao tratamento com
quimioterapia. Também faz parte deste estudo analisar informagbes clinicas
anotadas em seu prontudrio medico e laudos dos exames que o Sr (a) realizou
antes, durante e apds o termino do seu tratamento.

Gostariamos de informar que estes resultados podem ajudar outros pacientes e
a propria equipe medica a entender de forma mais precisa qual paciente que
realmente tera uma boa resposta com redugdo do tumor usando este tipo de
tratamento com quimioterapias.

Informamos também que nao sera realizada nenhuma outra coleta de material
bioldgico (sangue ou tecido tumoral), que ndo serd administrado nenhuma outra
medicacdo, ou seja, que ndo haverd qualquer intervengcdo com o Sr (a) ou seu

tratamento.
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A sua participacdo em nosso estudo € voluntaria e informamos que esta
pesquisa ndo promovera nenhum risco adicional ao Sr (a) ou ao seu tratamento. E
importante lembrar que este € apenas um convite e se o Sr (a) ndo aceitar participar
de nosso estudo ndo havera prejuizo nenhum para o Sr (a) ou qualquer diferenca
em seu tratamento. Em aceitando participar do evento, informamos que o Sr (a)
podera desistir do estudo a qualguer momento, sem que isto interfira com o
atendimento ou tratamento que o Sr (a) esta recebendo.

Destacamos que manteremos a confidencialidade de qualquer informacgéo que
possa comprometer o sigilo ou a identificagdo dos participantes do estudo. Todas as
informacgdes obtidas seréo utilizadas exclusivamente para o presente estudo.

Informamos também que a participacédo do Sr (a) no estudo ndo implicard em
custo nenhum e que também ndo haverd recebimento de nenhum tipo de
remuneracao.

Desde ja, agradecemos sua participa¢cdo em nosso estudo.

Eu, , anos,

Reg HC N° aceito participar de forma livre e

esclarecida do estudo “Estudo da associacdo entre o gene KRAS e células
tronco tumorais com caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida no cancer

de colon metastatico” estando de acordo com as condicées do mesmo.

Nome do participante

Assinatura do participante:

Nome do Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Ribeirao Preto, de de




ANEXO B

, g
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA : :
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO 1 10 ‘W

RIBEIRAD PRETO

Ribeiréo Preto, 08 de fevereiro de 2012
Oficio n°® 435/2012
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “CORRELACAO DO “STATUS” DO
GENE K-ras (MUTADO OU SELVAGEM) E SUAS MUTACOES ESPECIFICAS
COM A ANGIOGENESE, CELULAS TRONCO TUMORAIS E CRITERIOS
CLINICOS NO ADENOCARCINOMA COLON-RETAL METASTATICO”, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 339° Reunido Ordinaria
realizada em 06/02/2012, e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP
n® 14277/2011.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
caso, deverG rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na tdltima do referido Termo; o
pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na
ultima pagina do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional
de Harmonizacao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugao n°
196/96 CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a_este CEP, o
Relatério Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

ﬁ%ﬁ}é% VILLANOVA

Coordenadora do Comité de Etica
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimas Senhoras

PROF*®. DR". FERNANDA MARIS PERIA
KAREN BENTO RIBEIRO

Depto. de Clinica Médica - Divisao de Oncologia

Comité de Etica em Pesquisa HCRP ¢ FMRP-USP
FWA-00002733;IRB-00002186 e Registro SISNEP/CONEP n 4
(16) 3602-2228

cep@hcrp.usp.br

Campus Universitario - Monte Alegre
14048-900  Ribeirdo Preto  SP

www.herp.usp.br
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