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RESUMO







O adenocarcinoma do célon e reto € um grave problema de satde publica. E a
terceira malignidade mais comum e a quarta mais mortal, a nivel mundial e a segunda
causa de morte por malignidade a nivel nacional, em ambos os sexos. Esta neoplasia &
mais comum das regidbes desenvolvidas, reflexo do crescimento populacional,
envelhecimento e também do aumento da adog&o de um estilo de vida de risco.

N&o obstante o facto de ser um dos tipos de neoplasia em que podem ser
aplicadas medidas preventivas, a aplicacdo de medidas mais eficazes de rastreio e
diagndstico nem sempre e exequivel o que implica ainda estarmos longe do impacto
positivo desejado.

O objetivo principal deste trabalho foi compreender a base molecular de
suscetibilidade individual a carcinogénese célon-retal e determinar como esta pode
influenciar a capacidade de resposta ou resisténcia a agentes anti-tumorais através do
estudo de 61 SNPs associados aos genes COX-2, HPGD, SLCO2A1, ABCC4, IL-10,
EGFR, TNF, CCND1, NAT2 e IGF-1.

Foi desenvolvido um estudo coorte retrospetivo envolvendo 167 participantes
diagnosticados com CCR recrutados pelo departamento de Cirurgia do Centro
Hospitalar do Porto (CHP). Os polimorfismos escolhidos foram caracterizados
recorrendo a espectrofotometria de massa (Sequenom) pelo Servico de Genética do
Instituto Gulbenkian de Ciéncia.

Os nossos resultados indicam que quatro polimorfismos genéticos estao
implicados na sobrevida livre de doenca e na possibilidade de recidiva: rs9821091,
rs9834412 e rs7340717 no gene SLCO2A1 e o rs8002180 no gene ABCC4. Doentes
com genotipo AA (OR: 4,32 p < 0,01) do rs9821091 e gendtipo AA (OR: 7,65 p < 0,01)
do rs9834412 tém um risco de recidiva, quatro e sete vezes superior, respetivamente,
para além do facto de se apresentarem como os individuos mais comprometidos a nivel
da sobrevida livre de doencga (p = 0,001 e p = 0,039, respetivamente).

Individuos com gendétipo GG do rs7340717 (p = 0,039) encontram-se
comprometidos a nivel da sobrevida livre de doenca. Apesar de ndo ser uma associagéo
estatisticamente significativa, existe uma tendéncia para que doentes com genotipo GG
(OR: 2,27 p = 0,056) apresentem um risco de recidiva superior. individuos com genoétipo
TC do rs8002180 também tém uma sobrevida livre de doenca comprometida em relagéo
aos restantes genotipos (p = 0,030).

Estas associacdes verificam-se em doentes que aguardaram entre o inicio da
terapia neoadjuvante e a data de cirurgia, um periodo inferior a 3 meses.

Estes resultados reforcam a importancia da via da PGE: na carcinogénese

cOlon-retal mostrando que ainda € necessaria uma melhor compreensao
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farmacocinética em relacdo aos transportadores de farmacos em humanos e mais
estudos que elucidem a funcgéo biol6gica destes SNPs que ndo ainda ndo se encontram
descritos na literatura.

O estabelecimento de SNPs como biomarcadores € importante tanto para
estratégias de rastreio como para a caracterizagao de subgrupos de individuos em risco
de desenvolver a doenca e que poderdo beneficiar de estratégias

neoadjuvantes traduzindo assim o seu efeito bioldgico para o uso na prética clinica.

Palavras-chave: CCR, SNPs, cirurgia, terapia neoadjuvante

XXXiV






ABSTRACT







Adenocarcinoma of the colon and rectum is a serious public health issue. It is the
third most common malignancy and fourth most deadly, worldwide and the second
leading cause of death from malignancy nationwide, in both sexes. It is more common in
developed regions, reflecting population growth, aging and also increasing adoption of a
risky lifestyle.

Notwithstanding the fact that it is one kind of malignancy in which preventive
measures can be applied, the screening and diagnosis is not always enforceable what
implies that we are still far away from desired positive impact.

The main objective of this study was to understand the molecular basis of
individual susceptibility to colorectal carcinogenesis and to determine how this may affect
the responsiveness or resistance to anti-tumor agents by studying 61 SNPs associated
with COX-2, HPGD, SLCO2A1, ABCC4, IL-10, EGFR, TNF, CCND1, NAT2 and IGF-1
genes.

This study was designed as a retrospective cohort involving 167 participants
diagnosed with CRC recruited from the department of surgery of the Centro Hospitalar
do Porto (CHP). Polymorphisms were characterized using mass spectrometry
(Sequenom) by the Genetics Department at the Gulbenkian Institute of Science.

Our results indicate that four genetic polymorphisms are implicated in disease-

free survival and the possibility of relapse: rs9821091, rs9834412 and rs7340717 in
SLCO2A1 gene and rs8002180 in ABCC4 gene. Patients with AA genotype (OR: 4.32 p
<0.01) of the rs9821091 and AA genotype (OR: 7.65 p <0.01) of the rs9834412 have a
risk of recurrence, four and seven times higher, respectively, besides the fact that they
present themselves as the most committed individuals in terms of disease-free survival
(p = 0.001 and p = 0.039, respectively).
Individuals with GG genotype of the rs7340717 (p = 0.039) are committed in terms of
disease-free survival. Although not a statistically significant association, there is a
tendency for patients with GG genotype (OR: 2.27 p = 0.056) presenting a risk of relapse.
Individuals with CT genotype of the rs8002180 also have a disease-free survival
committed in comparison to the remaining genotypes (p = 0.030).

These associations occur in patients who waited a period inferior to 3 months
between the start of neoadjuvant therapy and surgery date.

Our results reinforce the importance of the PGE. pathway in colorectal
carcinogenesis showing that a better understanding of pharmacokinetics is still needed
in relation to drug carriers in humans and further studies are required to elucidate the
biological function of these SNPs that have not yet been described in literature.

Establishing SNPs as biomarkers is important for both screening strategies as

well as to characterize subgroups of individuals at risk of developing the disease and
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may benefit from neoadjuvant strategies thus highlighting its biological effect for use in

clinical practice.

Key words: CRC, SNP’s, surgery, neoadjuvant therapy
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1. INTRODUCAO







1.1 Introducao

O adenocarcinoma do colon e reto é um grave problema de salde e um desafio para
a pesquisa e estudo dos mecanismos moleculares envolvidos no seu desenvolvimento
[2]. Para o desenvolvimento desta neoplasia sdo conhecidos fatores de risco
hereditarios e ambientais. Os factores hereditarios sdo decisivos nas seguintes

entidades:

e Polipose adenomatosa familiar (FAP) — 1% dos casos;
e Carcinoma do colén e reto hereditario ndo associado a polipose (HNPCC) — 3 a
5% dos casos;

e Cancro familiar/hereditario ainda sem genes identificados — 30 a 40% dos casos;

Os casos mais relacionados com factores ambientais s&o designados por

esporadicos - 50 a 60% dos casos.

O processo de cancerizagdo do colon e reto desenvolve-se através de etapas
definidas que vao desde lesdes adenomatosas a neoplasia maligna (Figura 1). Foi
estabelecido que os fatores hereditarios e ambientais contribuem para o
desenvolvimento da doenga, conforme indicado pela acumulagéo de mutagdes — o grau
em que ocorrem é definido pelo aumento de agentes enddgenos e da predisposicao

genética, em genes presentes em diversas vias de sinalizagdo [3].

- -
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Figura 1 - Carcinogénese em Colon e Reto (adaptado de: Kutz H et al. 2004)[4]
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1.2 Patologia do adenocarcinoma do célon e do reto

No célon e reto existem as seguintes neoplasias: adenocarcinoma, carcinoides,
tumores do estroma gastrointestinal (GIST), linfomas e, muito mais raramente outras
neoplasias de acordo com os tecidos existentes [5]. O adenocarcinoma €, contudo e de
longe o mais comum. Por issso, quando se aborda cancro do colon e do reto, estamos

a referir-nos, concretamente, ao adenocarcinoma.

Tabela 1 - Classificagdo histoldgica dos tumores do cdlon e do reto, sequndo a OMS1[5]

Tumores epiteliais Tumores ndo epiteliais
Adenoma Tubular Lipoma
Viloso Leiomioma
Tubulo viloso Tumores do estroma gastrointestinal
(GIST)
Serrado Leiomiosarcoma
Neoplasia intra- Neoplasia intraepitelial? Angiosarcoma
epitelial (displasia) glandular de baixo grau
associada a doencga Neoplasia intraepitelial Sarcoma de Kaposi
inflamatdria crénica glandular de alto grau
Carcinoma Adenocarcinoma Melanoma maligno
Adenocarcinoma mucinoso Outros
Carcinoma de células em Linfomas Linfoma de células B de zona
anel de sinete malignos marginal tipo MALT
Carcinoma de pequenas Linfoma de células do manto
células
Carcinoma de células Linfoma difuso de grandes células B
escamosas
Carcinoma adenoescamoso Linfoma de Burkitt
Carcinoma medular Linfoma de Burkitt atipico
Carcinoma indiferenciado Outros
Carcinoide (neoplasia  Neoplasma de células Tumores -
enddcrina bem enterocromafins produtoras  secundéarios
diferenciada) de seretonina
Tumor de células L produtor = Pdlipos Hiperplasicos
de péptidos PP/PYY
Outros Sindrome de Peutz-Jeghers
Misto carcinoide- - Juvenil

adenocarcinoma

Outros

1 Esta classificacéo foi modificada a partir da classificacéo histolégica de tumores prévia da OMS (845)
tendo em conta as mudangas na compreensdo destas lesdes. No caso das neoplasias do sistema
enddcrino, é baseada na classificagcao recente da OMS (1784), mas foi simplificada para ser mais intuitiva
na classificacdo morfoldgica.

2 Codigo de Morfologia da Classificagdo Internacional de Doengas Oncoldgicas (ICD-O) (542) e
Nomenclatura Sistematizada da Medicina (http://snomed.org). O comportamento esta codificado em /0 para
tumores benignos, /3 para tumores malignos , /2 em carcinomas in situ e neoplasia intra-epitelial de grau llI
e /1 para o comportamento ndo especificado, borderline ou incerto. Neoplasia ndo intra-epitelial ndo tem
um codigo genérico na ICD-O. Cédigos ICD-O estao disponiveis apenas para a lesdes classificadas como
neoplasia intra-epitelial glandular de grau lll (8148/2) e adenocarcinoma in situ (8140/2).
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1.2.1 Adenomas

Os adenomas do cdélon, planos ou pediculados, podem ser tubulares e vilosos e sédo
neoplasias nao invasivas, que precedem no tempo a formacéo dos adenocarcinomas.
O seu reconhecimento e diagndstico é importante porque permitem tratar os doentes
em fases curativas e, sobretudo, permitem identificar individuos como maior ou menor
risco de desenvolvimento de adenocarcinomas. Daqui a importancia cada vez maior que
se d& ao rastreio endoscopico que permite identificar os adenomas e, portanto, a sua

exerese [6].

1.2.2 Adenocarcinoma do coélon e reto

O adenocarcinoma é o tipo histolégico mais comum de neoplasia célon-retal
(98%) [7]. Para além das alteracdes cito-arquiteturais, a principal caracteristica de
malignidade local é a identificacdo de invasdo da parede, com extensdo da neoplasia a
submucosa (T1), a camada muscular prépria (T2), ao tecido subperitoneal (T3) ou a
orgdos vizinhos (T4) [5]. O risco de metastizacdo é tanto maior quanto maior for a
profundidade de invasdo. No adenocarcinoma do célon e reto, ao contrario do que
acontece no estbmago, o risco de metastizacao € praticamente inexistente nos tumores
que invadem apenas a lamina propria e € muito baixo nos que invadem a submucosa
(T1) [5]. O figado e os pulmbes sdo 6rgdos de metastizagdo mais comuns do
adenocarcinoma do colo e reto, o que se relaciona com o modelo de circulagdo venosa
do colon para esses 6rgaos.

Macroscopicamente, os adenocarcinomas podem ser do tipo polipoide, ulcerado
ou infiltrativo. Quando avancados podem apresentar mais do que um destes aspectos,
ditos mistos (por exe.: ulcero-infiltrativo, ulcero-vegetante, polipéide e ulcerativo) [8].

Microscopicamente (Figura 2) o padrao histolégico do adenocarcinoma do célon
varia entre os que formam formam glandulas e adquirem arranjo intestinal com maior ou
menor secre¢cdo de muco e 0s que se apresentam com padrdo soélido, quase sem
glandulas. Entre ambos o0s extremos existe um padréo intermediario com aspecto
glandular em algumas areas e sélido noutras. Denominam-se de adenocarcinomas bem
diferenciados (grau 1), os que tém arranjo glandular em mais de 80% da sua extensao;
de grau intermédio (grau 2), os que que se apresentam com glandulas em 20 a 70% da
sua extensdo e com padrdo soélido no resto; pouco diferenciados ou indiferenciados

(grau 3) os que praticamente ndo formam glandulas [5].
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O adenocarcinoma do célon e reto apresenta-se, muitas vezes, metastizado.
Quando tal acontece, o conhecimento da origem da neoplasia é necessério para o
tratamento. O recurso a imunocitoquimia € Gtil porque o adenocarcinoma do cdélon tem
padrdes de expressdo imunocitoquimica relativamente caracteristicos, ao contrario do
gue acontece no carcinoma do pancreas e das vias biliares. A principal caracteristica
imunofentipica do adenocarcinoma do célon e reto é a negatividade para citoqueratina
7 (CK7) e a positividade para citoqueratina 20 (CK20) (Figura 3) [9].

Figura 3 - CK20 com positividade difusa em células tumorais (adaptado de: Wong et al.,2012)[9]

Para além do tipo convencional mais comum do adenocarcinoma célon-retal
descrito, existem variantes que costumam ser individualizadas nas varias classificacdes
histolégicas propostas:

O adenocarcinoma mucinoso, que é diagnosticado quando mais do que 50% da
lesdo é composta de lagos de muco extracelular que contém epitélio maligno como
estruturas acinares, aglomerados de células ou células individuais [5]. Muitos
carcinomas com instabilidade microssatélite (MSI-H) sao deste tipo histopatolégico [10].
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O adenocarcinoma de células isoladas, com células em anel de sinete ou néo, é
outra variante que se deve considerar pela raridade e agressividade com que se
apresenta [11].

O carcinoma adenoescamoso caracteriza-se pela coexisténcia de um componente
glandular ao lado de um componente de células escamosas com queratinizacdo mais
ou menos acentuada [12].

1.3 Epidemiologia e Etiologia

O cancro do célon e reto é o terceiro tipo mais comum em homens (746.000 casos,
10% do total) e 0 segundo em mulheres (614 mil casos, 9,2% do total) em todo 0 mundo,
segundo dados da Globocan [13, 14].

Cerca de 55% dos casos ocorrem nas regidoes desenvolvidas. A mortalidade € baixa,
e atinge o maior indice nas regibes menos desenvolvidas do mundo, refletindo uma
sobrevivéncia pobre das mesmas. Existe uma grande variagdo geogréfica na incidéncia
mundial e os padrées sdo muito semelhantes entre homens e mulheres [13].

Emigrantes de paises cujo risco para CCR é baixo que transitem para paises de alto

risco tendem a sofrer um aumento de risco tipico do novo pais hospedeiro [15].

Homem Mulher

Sul da Asia

Regiées sub desém‘oh'itjlas

40 5‘0

M Incidéncia
GLOBOCAN 2012 (ARC) M Mortalidade

Figura 4 - Incidéncia, Mortalidade e Prevaléncia Mundial em 2012 (adaptado de: Globocan)[13]
Em Portugal, ocupa o segundo lugar, estimando-se que a cada ano surjam mais

de 7.000 novos casos, com 8 doentes a perderem a vida [16, 17]. Segundo dados do

RORENO é o segundo tipo de cancro mais comum em ambos 0S sexos, somente
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ultrapassado pela préstata e mama, verificando-se que os tumores do reto sdo menos

frequentes que os do célon [1].

Os tumores mais frequentes no sexo Masculino e Feminino em 2008
(% do N° Total de Casos)

%Homens %Mulheres
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Figura 5 - % de casos de tumores malignos em Portugal em 2008 (adaptado de: RORENQO)[1]
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Figura 6 - Tumores mais frequentes em Portugal em 2008
(adaptado de: RORENO)[1]

1.3.1 Fatores etiolégicos

Como referido anteriormente o adenocarcinoma do c6lon e reto tem origem devido
a fatores ambientais e hereditarios. Como tal € um dos principais tipos de cancro em
que algumas das causas podem ser identificadas e em teoria prevenidas [15].
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Tabela 2 - Fatores etioldgicos em carcinoma do cdlon e reto

Fatores Ambientais Fatores genéticos
_ Polipos neoplasicos séo lesbes
Dieta [18] :
percursoras de carcinoma [19, 20]
. o Doencas inflamatérias intestinais (DII) -
Habitos tabagicos [21, 22] _ _
colite ulcerativa e doenga de Crohn [23]
Alcoolismo [24] Histéria familiar [25-27].

Atividade fisica [20, 28, 29]

1.4 Rastreio e Diagndstico

O curso lento de crescimento desde pdlipos pré-neoplasicos a carcinoma
invasivo oferece uma janela de oportunidade para a prevencao e detecdo precoce de
doenca [30].

Como referido anteriormente a detecdo e remocao de poélipos num estadio inicial
vai permitir uma terapia com melhores taxas de sucesso, resultando na reducdo da
mortalidade por diminuicdo da taxa de incidéncia da doenca e aumento da taxa de
sobrevivéncia.

O rastreio € recomendado a homens e mulheres com 50 anos de idade, embora
pessoas com maior risco devido a histéria familiar ou outros fatores de risco devem
comecar o plano de rastreio mais cedo. A probabilidade de diagndstico de cancro do
célon e reto aumenta progressivamente apés os 40 anos de idade, no entanto, novos
dados tentem a sugerir um aumento entre os jovens [25, 31-33]. A colonoscopia é o

procedimento recomendado para a maioria dos pacientes neste grupo de risco [34].

1.5 Terapia neoadjuvante e influéncia de polimorfismos

Como com 0s demais cancros, existem varias formas de tratar o cancro célon-
retal: a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia sao formas convencionais e classicas.
Mais recentemente, a identificacdo de algumas mutagfes nos genes KRas e EGFR do
genoma de alguns tumores, tem trazido novos esquemas de tratamento dirigido,
personalizado, “inteligente”, com resultados muito animadores. Durante muito tempo a
cirurgia foi a primeira arma de tratamento, mesmo para cancro colon-retal avancado,
com as consequéncias inerentes e indesejaveis, nomeadamente a exérese do esfincter
anal e a procura de situaces de anus artificial, de caracter permanente ou transitério.

A procura de solu¢des adequadas para manter o funcionamento do esfincter anal

acabou por dar prioridade de acao a radioterapia e a quimioterapia convencional que,
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diminuindo o tamanho do tumor, facilitam que a cirurgia, como adjuvante, possa intervir
numa segunda fase sem os efeitos devastadores no funcionamento do esfincter anal.
Por isso é tdo importante conhecer cada vez melhor os factores que intervém na
qualidade da resposta a terapia neoadjuvante.

A cirurgia continua a ser a principal terapia no tratamento do cancro do coélon e reto
[35-38]. Com base em ensaios clinicos randomizados, o padrdo de tratamento para o
adenocarcinoma retal localmente avancado é a terapia neoadjuvante - quer como
radioterapia pré-operatéria (PRT) ou quimioradioterapia (pCRT) - seguido da excisdo
total do mesorreto (TME) [46-49].

Vantagens da terapia neoadjuvante incluem melhor controlo local, aumento da
sobrevivéncia e reducdo do tamanho do tumor, que, em teoria, pode aumentar a
possibilidade de se realizar uma cirurgia de poupanca do esfincter em tumores de baixo
grau. Esta hip6tese tem sido investigada em varios ensaios com diferentes regimes de
tratamento pré-operatdrio [39-47].

No entanto, esta abordagem tem sido associada a uma elevada taxa de
morbilidade e pode ter um impacto negativo na qualidade de vida (QV): disfuncéo
intestinal/sexual e incontinéncia fecal [48, 49].

Nos ultimos anos foram propostos diferentes regimes de PRT e pCRT de acordo
com a fase clinica da doenga e num cenario em que varias abordagens estdo
disponiveis, as vantagens de cada tratamento especifico devem ser ponderadas contra
0 impacto que tém sobre a morbilidade global e sobre a qualidade de vida dos doentes.

Terapia a curto e longo prazo foram comparadas em dois estudos randomizados:

¢ Segundo Bujko et al. em estadios T3/T4 em médio-baixo reto foram encontradas
melhores taxas de resposta patolégica completa em terapia de longa duragéo
(16%) do que na de curta duracéo (1%) [50];

¢ Ngan et al. relataram recentemente que em pacientes com tumores distais, a
terapia de longo curso parece estar associada a menores taxas de recorréncia
local [51].

Com base nas evidéncias disponiveis, pCRT de longa duracao parece ser preferivel
em pacientes com tumores distais ou margens radiais ameacadas. Para pacientes com
tumores pequenos, relativamente proximais para 0s quais a duracéo da terapia € uma
consideracdo importante, radiagdo pré-operatoria de curta duragdo parece ser uma

alternativa segura e ndo compromete os resultados a longo prazo.
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Certas variacfes polimorficas podem influenciar a estabilidade do RNA mensageiro
(mRNA), traducéo e interages entre proteinas conduzindo a uma funcédo subotima e a
uma expressao de diferentes graus de sensibilidade a radiacao [52].

A carcinogénese do colon e reto esta associada a diferentes caracteristicas
genéticas, mas os dados, ainda controversos, ndo sao suficientes para suportar a sua
biologia molecular distinta. Embora a suscetibilidade genética seja responsavel por
quase 35% do risco de desenvolver um adenocarcinoma do colon e reto, mutagdes em
genes de predisposicado conhecidos ndo explicam todos os casos de malignidade. Pelo
menos uma parte desta suscetibilidade pode ser encontrada sob a forma de variantes
comuns de baixo risco em genes que, individualmente e indiretamente conferem um
efeito no risco de doenca.

A resposta do tumor a radioterapia neoadjuvante varia amplamente entre os
individuos e em cancro do cdlon e reto pode ser ineficaz em 50% dos casos. A sele¢éo
dos pacientes € atualmente baseada em parametros clinicos, endossonografia retal e
TAC, mas estes parametros ndo sdo preditores de resposta. A identificacdo de
marcadores preditivos de resposta tem importancia clinica passivel de permitir uma
terapia dirigida [53].

Uma abordagem promissora € o estabelecimento de biomarcadores como é o
caso dos polimorfismos genéticos [54, 55].

Os polimorfismos genéticos sdo definidos como a ocorréncia simultdnea, numa
populagdo, de duas ou mais formas alternativas de um gene ou de uma sequéncia de
DNA em que a variante menos frequente esta presentes em pelo menos 1% da
populacgéo [56].

Os polimorfismos mais frequentes que ocorrem no genoma humano sdo 0s
chamados SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), que sdo caracterizados pela
alteracao de apenas um unico nucledtido. Estima-se que ocorra um SNP a cada 200-
300 pares de bases [57]. Os SNPs constituem a principal fonte de diversidade uma vez
que cada individuo é portador de um vasto grupo de polimorfismos que lhe confere um
patriménio genético Unico [58].

Podem ocorrer em qualquer uma das regides do genoma localizando-se na
regido promotora, exdes e intres e exercer efeitos na expresséo dos genes (Figura 7)
[59-61]:

¢ Quando localizados em regiées promotoras podem aumentar, diminuir ou ndo

afetar a expressao genética;
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e Quando ocorrem em exdes, estes polimorfismos podem levar a mudanca de

aminoacido e consequentemente afetar a proteina ou serem silenciosos, nao

afetando a proteina;

e Quando ocorrem em intrdes podem alterar a sequéncia proteica se estiverem

localizados numa zona de splicing ou alterar a expressao genética se estiverem

localizados numa zona codificadora de microRNAs.
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Figura 7 - Efeitos bioldgicos dos polimorfismos (adaptado de: Monzo et al., 2008)[57]
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais

Complementar a compreensédo da base molecular de suscetibilidade individual &
carcinogénese colon-retal e determinar como esta pode influenciar a capacidade de

resposta ou resisténcia a terapia antineoplasica.
2.1.1 Objetivos especificos

Estudo de 61 SNPs associados a 10 genes - COX-2, HPGD, SLCO2A1, ABCC4,
IL-10, EGFR, TNF, CCND1, NAT2 e IGF-1 - de modo a avaliar a influéncia destes
polimorfismos na sobrevida livre de doenca, recidiva e resposta do paciente a

radioterapia neoadjuvante.
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3. MATERIAL &
METODOS







3.1 Populacédo em estudo

167 doentes foram recrutados pelo Departamento de Cirurgia do Centro
Hospitalar do Porto (CHP). Os casos eram adultos com carcinoma do reto diagnosticado
histologicamente. As amostras obtidas eram representativas de tumores primarios,
diagnosticados e sujeitos a quimioradioterapia neoadjuvante a intervencao cirurgica,
entre os anos de 2003 e 2014. A andlise dos SNPs foi realizada por genotipagem apos
extracdo de DNA de sangue periférico e blocos de parafina fixados em formol (FFPE).

3.1.1 Perfil Demografico

A média de idades dos doentes em estudo era de 71 anos (37- 95 anos). Dos
167 doentes elegiveis para o estudo, 105 (63%) eram homens e 62 (37%) eram
mulheres. Os estadios tumorais variavam entre IlA e llIC: IIA em 64 doentes (38%), |IB
em 5 doentes (3%), IlIA em 11 doentes (7%), 1lIB em 64 doentes (38%) e IlIC em 23
doentes (14%). O tamanho médio do tumor primario no seu diametro longitudinal era de
4.9 cm (2-11 cm). Todos os doentes tinham concluido pelo menos 3 meses de follow up
apos QRT (3-139 meses com uma média 53 meses). Reagdes a terapia neoadjuvante

foram avaliadas através do indice de Mandard.

Tabela 3 - Descrigdo dos Participantes

Casos
N =167
.8 Idade (anos)
= Média 71
% > Mediana (min-max) 71 (37- 95)
Q e Sexo (n, %)
8 Masculino 105 (62.9)
Feminino 62 (37,1)
Localizacdo do
Tumor (n, %)
5 Célon 0 (0%)
£ Reto 167 (100%)
2 Estadio (n, %)
k= [-11 69 (41,3%)
o H-1v 98 (58,7%)
© Diametro
@ Longitudinal Tumor
5 (cm)
g Média 49
P Mediana 4.9 (2-11 cm)
O TRG Mandard (n, %)
12 86 (51,5)
345 81 (48,5)

20 | SNPs e resposta a terapia neoadjuvante no carcinoma do célon e reto — Marcadores
genéticos para avaliacdo de resposta a terapia



3.1.2 Resposta do Tumor Primario a Terapia Neoadjuvante

Classificacdo de Regressao Tumoral (Tumor Regression Grade, TRG), como
medida de resposta a radioterapia neoadjuvante, foi proposta pela primeira vez por
Mandard et al, em 1994, para uso ha avaliacdo de amostras patolégicas em carcinoma
de células escamosas do eséfago apds quimioradioterapia neoadjuvante [62]. Mandard
e colegas classificaram a TRG em cinco graus, com base na presenca residual de

células malignas e no grau de alteracoes fibrocisticas:

Tabela 4 - indice de TGR de Mandard (adaptado de: Santos et al.,)[63, 64]

Nao existem células malignas viaveis.

TRG1
Resposta completa.
Células individuais ou pequenos grupos
TRG2 . Ped P
de células malignas.
TRG3 Carcinoma residual superado por fibrose.
Fibrose significativa superada por
TRG4 _
carcinoma.
Sem fibrose e com éarea residual maligna
TRG5

extensa.

Uma boa resposta foi definida como TRG 1-2 e a ma resposta como TGR 3-4-5.
Este indice € um bom preditor da Sobrevida Livre de Doenca [63, 64].

A resposta foi avaliada na totalidade dos doentes estudados: 86 doentes (51,5%)
eram Mandard 1 ou 2, significativo de boa resposta em 81 doentes (48.5%) eram
Mandard 3, 4 ou 5 - ma resposta.

A Sobrevida Livre de Doenca ou Disease Free Survival (DFS) é o periodo de
tempo que compreende o tratamento primario do carcinoma até ao periodo inicial de

que o doente apresenta sobrevivéncia sem sinal de malignidade.

3.2 Extracdo e Quantificacdo de DNA
3.2.1 Sangue total

O DNA genodmico foi isolado e extraido de leucdcitos presentes em 123 amostras
de 1,5 mL de sangue total periférico congelado, provenientes do Centro Hospitalar do
Porto, utilizando o Citogene® DNA Blood Kit — (Citomed, Lisbon, Portugal), seguindo as
instrucdes do fabricante. Este método € baseado no método classico de “salting out”,
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descrito por Miller em 1988 [65] - envolve precipitacdo das proteinas celulares por

desidratacdo com uma solucéo saturada de NaCl (cf. Material Suplmentar, protocolo 1).

O DNA obtido foi quantificado através do Nanodrop (ND-1000 V3.6.0, Thermo
Scientific). Foi realizada uma quantificacdo para cada caso, exceto em casos em que a
concentracdo de DNA era inferior a 15 pg/uL de modo a confirmar se o valor obtido era
real, ndo sendo, a amostra, passivel de utilizacao.

A determinacao foi feita por densidade 6tica, utilizando o espectrofotdbmetro a um
comprimento de onda de 260 nm.

Foram, também, avaliados os valores obtidos no comprimento de onda de 230 nm
e 280 nm: razBes de absorvancia 260/230 e 260/280 - valores que se encontram entre
1,8-2,0 sdo indicadores da pureza e qualidade do DNA, ou seja, indicam-nos que a
amostra esta livre de contaminagdo quer por sais organicos, quer por proteinas,

respetivamente.

3.2.2 Tecidos

No caso dos individuos dos quais era impossivel obter uma amostra de sangue, a
extracdo de DNA foi realizada em amostras de tecido tumoral fixado em parafina,
gentilmente cedidos pelo Servico de Anatomia Patolégica do Centro Hospitalar do Porto.
Foram realizadas 44 extra¢cdes com auxilio do GRS® Genomic DNA Kit — Tissue (Grisp,
Porto, Portugal). O protocolo do fabricante foi otimizado de modo a garantir os melhores

resultados (cf. Material Suplementar, protocolo 2).

3.3 Selecédo dos Polimorfismos

Um tagSNP é uma representacdo de um conjunto de SNPs (que se designa de
hapl6tipo) que se encontram em desiquilibrio de ligacdo entre eles. Estes SNPs estao
localizados numa determinada regido do genoma e desta forma é possivel identificar
uma variacdo genética e associa-la a um fenétipo de doenca sem genotipar todos 0s
SNPs de um determinada regido cromossémica reduzindo custos e tempo de trabalho.

Usando uma abordagem tagSNP as variantes genéticas foram recuperados a partir
de um conjunto de SNPs comuns na populagéo de descendéncia Europeia do “HapMap
Project (CEU)”. Através do uso do “Genome Variation Server (versdo 7.00)” foram

recuperados tagSNPs tendo em conta os seguintes critérios:

e Frequéncia alélica igual ou superior a 15%;
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o SNPs localizados na regido de codificacdo dos genes e mais 2 kb upstream e
downstream;
e Com r? (grau de hereditabilidade) superior a 0,8. Este valor é o valor minimo para

que as variantes seja agrupadas de acordo com o seu padrédo genotipico.

Foram capturados um total de 140 tagSNPs: 6, 15, 31 e 88 tagSNPs nos genes
COX-2, HPGD, SLCO2A1 e ABCC4, respetivamente e ainda selecionados outros SNPs
devido a sua alta probabilidade de sucesso por genotipagem usando a plataforma
Sequenom (Sequenom, San Diego, CA). Os SNPs foram organizados por prioridade:

1. Todos os tagSNPs nao singleton ou singleton com repercussdo funcional

esperada;

2. Substituicdo dos tagSNPs que tinham baixa probabilidade de genotipagem por

variantes representativas;

3. Singleton nao significativos.

Um singleton é um SNP que ndo tem marcadores contiguos em desiquilibrio de
ligagéo. [66]

Por fim, um total de 55 SNPs foram escolhidos para genotipagem na plataforma
Sequenom. A escolha destes polimorfimos deve ser remetida ao trabalho iniciado no
mestrado e finalizado no doutoramento da Doutora Ana Carina Pereira a qual agradeco
a colaboracéo.

Foram também selecionados SNPs previamente descritos na literatura, através de
uma revisao bibliogréfica. No total foram analisados 61 SNPs dos genes COX-2, HPGD,
SLCO2A1, ABCC4, IL-10, EGFR, TNF, CCND1, NAT2 e IGF-1.
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3.3.1 Genotipagem

Desenho dos Primers —

primer "forward”
:‘C 'ci 3 implificacdo por PCR
¥ - 5

s

ooy i Tratamento com SAP  @NTPS i, amersdes > ONDPs
primer “reverse
. Extensédo até ao local
Sonda de extensao € 4, onp
alelo 1 S—— T ; Reacdo iPLEX
Sonda de extensdo © cxiensao até ao lodal
alelo 2 ~_do SNP Limpeza da reacdo iPLEX

Transferéncia dos
produtos de reacdo

W csvisiviig _——
Desenho da placa JR— HE

Detecdo dos alelos 7

Leitura do Chip por

._.' |
i - i uu‘ Espectometria
3 1 N di
W e Ty e AU Andlise de dados
Espectometro de Massa

| e——

Figura 8 - Fases da técnica Sequenom iPLEX Gold (adaptado de: Genotyping with Sequenom)

A genotipagem foi realizada utilizando a tecnologia “MassARRAY Iplex Gold
(Sequenom, San Diego, CA)”. Esta técnica permite analisar diversos SNPs
simultaneamente num mesmo ensaio. Para tal, é necesséario desenhar primers
especificos para cada fragmento de interesse e garantir que, nem as sequencias dos
primers nem as massas moleculares dos fragmentos se sobrepde. A utilizacdo do
software SEQUENOM'’s Assay Design facilita esta tarefa.

A primeira fase da técnica € um PCR convencional, no qual os fragmentos com os
SNPs de interesse sdo amplificados. Através do MassARRAY Liquid Handler
(Sequenom, San Diego, Califérnia) a mistura de reacédo é distribuida pelas placas de
384 pocgos previamente preparadas com DNA e de seguida, num termociclador
convencional, sujeitam-se as amostras a um programa especifico de amplificagdo.

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos € necessério proceder a neutralizacdo dos
desoxirribonucleotidos fosfatados (ANTPs) que ndo foram incorporados nas cadeias de
DNA sintetizadas, convertendo-os em difosfatos de desoxirribonucleétidos (ANDPs), de

modo a torna-los inativos em reagdes futuras. Assim, aos produtos de PCR adiciona-se,
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recorrendo ao MassARRAY Liquid Handler (Sequenom, San Diego, Califérnia), uma
solugdo contendo a enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) e incubam-se as
placas.

Neutralizados os dNTPs, procede-se a reacdo de extensao iPLEX Gold. Uma nova
mistura de reacdo € preparada e distribuida pelas placas contendo o produto de PCR e
neutralizacdo. Novamente as amostras sao sujeitas a um procedimento semelhante ao
PCR, mas no qual ocorre um annealing de sondas de extensdo (que complementam o
fragmento amplificado até ao nucle6tido imediatamente anterior ao locus do SNP em
analise), em vez dos tradicionais primers. A etapa da extensdo difere igualmente do
PCR convencional, na medida em que apenas um nucleétido € incorporado. Este € um
nucleétido de terminacéo que marca o final do fragmento e permite a sua detecéo.

Antes de proceder a detecao dos alelos por espectroscopia de massa, € necessario
dessalinizar os produtos de extensdo e transferi-los para um SpectroCHIP® array,
recorrendo ao MassARRAY nanodispenser (Sequenom, San Diego, Califérnia). O
SpectroCHIP® array é entdo analisado pelo MassARRAY analyzer (Sequenom, San
Diego, Califérnia), um espectrometro de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time-Of-Flight) desenhado especificamente para andlise
gendmica. Por fim, os resultados sdo analisados através do software TyperAnalyzer.

O controlo de qualidade do ensaio foi efetuado através da utilizacdo de individuos
de gendtipo conhecido (HapMap) como controlos positivos; amostras duplicadas na
mesma e entre as varias placas como controlos inter-ensaio; amostras de agua, sem
DNA como controlos negativos e verificacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) -
permite inferir acerca da estabilidade da distribuicdo das frequéncias alélicas e
genotipicas do SNP na populagédo em geral entre geracdes. Sempre que 0s seus valores
sdo maiores que 0,05 existe evidéncia da referida estabilidade e, no contexto de
genotipagem, uma certeza de que n&o ocorreu nenhum erro no processo.

Esta técnica foi, gentiimente, realizada pela Unidade de Gendmica/Servico de
Genotipagem do Instituto Gulbenkian de Ciéncia de Oeiras em Portugal, ao qual

expresso novamente 0s meus agradecimentos.

3.3.1.1 Controlo de Qualidade

Os gendtipos foram excluidos da analise por ndo respeitarem 0s seguintes critérios:

e “Call rate”, definida como a fragdo de SNPs por amostra sobre o numero total de

SNPs no conjunto de dados, inferior a 0,90;
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e “Concordance rate”, definida como a taxa de probabilidade de que duas pessoas
com genes partilhados desenvolvam a mesma doenga, inferior a 0,95;

e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) P<0,05;

e Interpretagdo do gendtipo a nivel informatico e também por um investigador de
forma independente.

3.4 Andlise Estatistica

A andlise de sobrevivéncia foi realizada utilizando o software “IBM Statistical
Package for Social Sciences - SPSS (IBM Corp., Armonk, Nova lorque , EUA) (versao
20.0)".

Para analise da distribuicdo genética, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado
pelo teste de chi-quadrado de Pearson (x?) para comparar a distribuicdo de genétipos
observada [67]. Os calculos foram confirmados com recurso a folha de calculo
desenvolvida por Michael H.Court (2005-2008).

Odds ratio (OR) e o intervalo de confianca de 95 % (IC) foram calculados com
recurso ao programa “Epi Info 7™“ e confirmados com o “IBM Statistical Package for
Social Sciences - SPSS (IBM Corp., Armonk, Nova lorque , EUA) (versédo 20.0)" como

uma medida da associacdo entre as variantes genéticas e a analise de recidiva.
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4. RESULTADOS







4.1 Frequéncia dos Gendtipos e Risco

Um total de 61 SNPs foram analisados com o intuito de identificar polimorfismos

capazes de influenciar a resposta a terapia neoadjuvante em doentes com CCR. Cinco

das amostras utilizadas foram excluidas da anélise devido a erros inerentes a técnica

de genotipagem. As frequéncias de todos os SNPs analisados neste estudo encontram-

se dentro dos valores de Equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0.05)

De todos os polimorfismos analisados, quatro SNPs pertencentes aos genes

SLCO2A1 e ABCC4, respetivamente, encontram-se associados a resposta a terapia

neoadjuvante. Na tabela 5 encontram-se descritas as frequéncias desses mesmo
polimorfismos rs9821091, rs9834412, rs7340717 e rs8002180.

Tabela 5 - Frequéncias dos gendtipos dos casos

Gene/SNP Gendtipo Casos Sem recidiva | Com recidiva Recidiva
n (%) n (%) n (%) Total n (%)
SLCO2A1
GG 77 (45.3) 60 (44.4) 12 (44.4) 72 (44.4)
rs9821091 GA 69 (40.6) 61 (45.2) 6 (22.2) 67 (41.4)
AA 24 (14.1) 14 (10.4) 9(33.3) 23 (14.2)
CC 103 (60.6) 82 (60.7) 14 (51.9) 96 (59.3)
rs9834412 CA 60 (35.3) 50 (37.0) 9(33.3) 59 (36.4)
AA 7 (4.1) 3(2.2) 4 (14.8) 7(4.3)
GG 79 (47.0) 57 (42.9) 17 (63.0) 74 (46.2)
rs7340717 GT 76 (45.2) 65 (48.9) 10 (37.0) 75 (46.9)
TT 13 (7.7) 11 (8.3) 0 (0) 11 (6.9)
CC 43 (25.3) 36 (26.7) 5(18.5) 41 (25.3)
rs4148421* CA 87 (51.2) 69 (51.1) 14 (51.9) 83 (51.2)
AA 40 (23.5) 30 (22.2) 8 (29.6) 38 (23.5)
ABCC4
TT 78 (45.9) 62 (45.9) 13 (48.1) 75 (46.3)
rs8002180 TC 72 (42.4) 53 (39.3) 14 (51.9) 67 (41.4)
CC 20 (11.8) 20 (14.8) 0 (0) 20 (12.3)
GG 52 (31.1) 37 (28.0) 11 (40,7) 48 (30.2)
rs869951* GC 81 (48.5) 64 (48.5) 14 (51.9) 78 (49.1)
CcC 34 (20.4) 31(23.5) 2(7.4) 33(20.8)

Os polimorfismos assinalados na tabela 5 com um (*) — rs4148421 e rs869951

foram escolhidos para exemplificar que as associagbes que iremos observar

posteriormente na Analise de Sobrevivéncia ndo séo validas para todos os SNPs do

mesmo gene.
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4.2. Andlise de Sobrevivéncia

Apébs estudo da Sobrevida Livre de Doenca em doentes submetidos a terapia
neoadjuvante observamos que das 15 variacdes estudadas do gene SLCO2A1, trés sao
estatisticamente significativas:

A andlise de sobrevivéncia do rs9821091 demonstra diferencas estatisticamente
significativas na Sobrevida Livre de Doenca dos diferentes gendétipos (GA vs GG vs AA,
p = 0,001)

Para os genotipos GG, GA e AA, verificamos que os portadores tém uma
Sobrevida Livre de Doenga de 135, 125 e 124 meses, respetivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram a correlagdo entre os diferentes gendtipos e sobrevida livre de
doenga (DFS) para o rs9821091 em doentes com CCR tratados com QRT neoadjuvante

Na analise de sobrevivéncia do rs9834412 observamos, novamente, diferencas
estatisticamente significativas entre a Sobrevida Livre de Doenca dos diferentes
genotipos (CA vs CC vs AA, p = 0,039).

Para os genétipos CC, CA e AA verificamos uma Sobrevida Livre de Doenca de
135, 121 e 110 meses, respetivamente (Figura 10). Este padrdo de DFS (maior nUmero
de meses de sobrevivéncia para o genétipo CC, mas pior DFS que o genétipo GA), pode
ser devido ao tamanho da amostra ou o polimorfismo n&o ter um impacto acentuado nos

gendtipos.
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Figura 10 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram a correlagdo entre os diferentes gendtipos e sobrevida livre de
doenga (DFS) para o rs9834412 em doentes com CCR tratados com QRT neoadjuvante

A andlise de sobrevivéncia do rs7340717 demonstra diferencas estatisticamente
significativas entre a Sobrevida Livre de Doenca dos diferentes genétipos (TT vs GT vs
GG, p = 0,039).

Para os genétipos GG, GT e TT, verificamos que os portadores tém uma
Sobrevida Livre de Doenga de 126, 124 e 95 meses, respetivamente (Figura 11).
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Figura 11 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram a correlagdo entre os diferentes gendtipos e sobrevida livre de
doencga (DFS) para o rs7340717 em doentes com CCR tratados com QRT neoadjuvante

32 | SNPs e resposta a terapia neoadjuvante no carcinoma do célon e reto — Marcadores
genéticos para avaliacdo de resposta a terapia



A titulo de exemplo de que estas associacdes nao se verificam para todos os
SNPs do gene SLCO2A1 temos o rs4148421, para o qual a analise de correlacado dos
diferentes gendtipos e a DFS nao é estatisticamente significativa — p = 0,989 (Figura
12).
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Figura 12 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram uma correlagdo que ndo é estatisticamente significativa entre
os diferentes gendtipos e sobrevida livre de doenga (DFS) para o rs4148421

Relativamente ao gene ABCC4, das 31 variagbes estudadas, uma é
estatisticamente significativa:

Para o0 rs8002180 foram demonstradas diferencas estatisticamente significativas
entre a Sobrevida Livre de Doenca dos diferentes genétipos (CCvs TT vs TC, p = 0,030).

Para os genétipos TT, TC e CC, verificamos que os portadores tém uma
Sobrevida Livre de Doenga de 125, 125 e 126 meses, respetivamente (Figura 13).
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Figura 13 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram a correlagdo entre os diferentes gendtipos e sobrevida livre de
doenga (DFS) para o rs8002180 em doentes com CCR tratados com QRT neoadjuvante
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Para o0 rs869951, temos o exemplo contrario - tal como ocorre no gene SLCO2A1
nem todos os SNPs sdo preditivos de resposta a terapia neoadjuvante — p = 0,435
(Figura 14).
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Figura 14 - Curvas de Kaplan-Meier que demonstram uma correlagdo que ndo é estatisticamente significativa entre
os diferentes gendtipos e sobrevida livre de doen¢a (DFS) para o rs869951

4.2.2 Avaliagéo do Risco de Recidiva

Tabela 6 - Estimativa do Risco de Recidiva

" o Sem Com
Gene/SNP Genotm%isgoﬂpo de recidiva n recidivan | OR* | IC 95% vaIEe**
(%) (%)
SLCO2A1
GG 60 (44,4) 12 (44,4) L
1,00 | referéncia -
159821091 GA il Ezltgz; g ggg —
4 ,4 ’ ’ -
AA 4,32 1143 <0,01
cc 82 (60,7) 14 (51,9) .
1,00 | referéncia -
159834412 CA 52 g72,§>) Z Szg -
AA ’ ’ 7,65 36,46 <0,01
TT 11 (8,3) 0(0) i
1 f -
rs7340717 GT 65 (48,9) 10 (37,0) 00 | referéncia
GG 57 (42,9) 17 (63,0) | 2,27 | 0,97-5,32 | 0,056
ABCC4
ccC 20 (14,8) 0(0) N
1 f -
(s8002180 TT 62(45,9) | 13(as1) | 00| referéncia
TC 53(39,3) 14 (51,9) | 1,67 | 0,73-3,82 | 0,225
*Odds Ratio (OR) calculado entre os sub-grupos de genotipos.
**Teste 2.
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Na tabela 6 esta descrita a estimativa de risco de recidiva para cada

polimorfismo:

Doentes com gendtipo AA (OR: 4,32 p < 0,01) do rs9821091 e gendtipo AA (OR:
7,65 p < 0,01) do rs9834412 tém um risco de recidiva, quatro e sete vezes
superior, respetivamente, para além do facto de se apresentarem como 0s
individuos mais comprometidos a nivel da sobrevida livre de doenca (p = 0,001
e p = 0,039, respetivamente);

Individuos com genétipo GG do rs7340717 (p = 0,039) encontram-se
comprometidos a nivel da sobrevida livre de doenca. Apesar de ndo ser uma
associacao estatisticamente significativa, existe uma tendéncia para que
doentes com gendétipo GG (OR: 2,27 p = 0,056) apresentem um risco de recidiva
superior;

individuos com genétipo TC do rs8002180 também tém uma sobrevida livre de

doenca comprometida em relagéo aos restantes genaotipos (p = 0,030).

Estas associacdes verificam-se em doentes que aguardaram entre o inicio da terapia

neoadjuvante e a data de cirurgia, um periodo inferior a 3 meses.
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5. Discussao







Apesar do adenocarcinoma do célon e reto ser a neoplasia do trato
gastrointestinal com estratégias de preven¢ao mais antigas e eficazes, continua a ser o
terceiro tipo de neoplasia mais frequente no mundo, a segunda mais frequente em
Portugal sendo altamente prevalente na regido norte do pais [13, 16, 17]. A aplicacao
de medidas mais eficazes de rastreio e diagnostico nem sempre € exequivel o que
implica estarmos ainda longe do impacto positivo desejado [68]. Os fatores ambientais
e genéticos tém um papel importante na carcinogénese colon-retal e a identificacéo de
polimorfismos fornece novas perspectivas de auxilio na prevencdo, diagnostico e
terapéutica que podem ajudar a diminuir a taxa de mortalidade por CCR. Os SNPs como
variagdes polimorficas podem influenciar a fungdo de determinada proteina levando a
expressao de diferentes graus de sensibilidade a radiagéo [52].

Os nossos resultados indicam que quatro polimorfismos genéticos estao
implicados na sobrevida livre de doenca e na possibilidade de recidiva: rs9821091,
rs9834412 e rs7340717 no gene SLCO2A1 e o rs8002180 no gene ABCC4. Doentes
com genotipo AA (OR: 4,32 p < 0,01) do rs9821091 e gendtipo AA (OR: 7,65 p < 0,01)
do rs9834412 tém um risco de recidiva, quatro e sete vezes superior, respetivamente,
para além do facto de se apresentarem como os individuos mais comprometidos a nivel
da sobrevida livre de doenca (p = 0,001 e p = 0,039, respetivamente).

Individuos com gendétipo GG do rs7340717 (p = 0,039) encontram-se
comprometidos a nivel da sobrevida livre de doenca. Apesar de ndo ser uma associagédo
estatisticamente significativa, existe uma tendéncia para que doentes com genotipo GG
(OR: 2,27 p = 0,056) apresentem um risco de recidiva superior. individuos com genoétipo
TC do rs8002180 também tém uma sobrevida livre de doenga comprometida em relagéo
aos restantes genotipos (p = 0,030).

Estas associacdes verificam-se em doentes que aguardaram entre o inicio da
terapia neoadjuvante e a data de cirurgia, um periodo inferior a 3 meses.

A ativacao de vias de fator de crescimento € comum em carcinoma do célon e
reto e um passo inicial e importante no desenvolvimento de um adenoma é a ativacéao
da via de sinalizacdo das prostaglandinas. Esta resposta anormal pode ser induzida por
inflamacao associada a sobre regulacdo de Cicloxigenase 2 (COX-2). A COX-2 é um
gene de resposta precoce, sobre expresso em 40-50% dos adenomas e 85 % dos CCR
sendo responsavel pela acumulacdo de prostaglandinas (PGs) no microambiente
celular [69]. Medeia a sintese de prostaglandina E2 (PGE.) que vai estimular a
proliferacdo celular, invasdo, angiogenese, evasdo de apoptose e modulacdo da
resposta imune anti tumoral [70]. A 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH)

atua como antagonista da COX-2 - cataboliza a PGE; a um corpo ceténico inativo. E
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expressa na mucosa normal e é um dos genes downregulated em tumores do cdélon e
reto, sendo supressor de neoplasia do célon por diminuigcdo do catabolismo de PGE;
[71, 72].

Os efeitos bioldgicos das vias COX-2/PGE; ndo s6 sao regulados pela sintese
de COX-2 ou a degradagdo da 15-PGDH, mas também pelos niveis de PGE; no
microambiente extracelular. Os niveis de PGE; sdo regulados por transportadores
importantes neste processo [73, 74].

As proteinas de transporte de farmacos sédo expressas em diversos tipos de
tecido, incluindo coélon, figado, rim e cérebro. S&o importantes moduladores da
absorcdo e disposicao de farmacos e a variabilidade na expressao ou funcao das
proteinas afeta o perfil farmacocinético do farmaco e portanto a sua eficacia.

Sao, geralmente, classificados em duas categorias (Figura 15): Transportadores

de Captacgédo e Transportadores de Efluxo.

‘ Transportadores de
Farmacos em
Humanos

—— J

o 1

‘ Transportadores de | Transportadores de
Captagdo Efluxo

| SLC22A (OAT1-4 |
- ocTL.3) — ABCB (MDR1-3, BSEP)

SLCO (OATP1A2, |
— OATP1B1, OATP1B3, |— ABCC(MRP1-9)
OATP2B1)

—| ABCG (BCRP)

Figura 15 - Transportadores de Fdrmacos em Humanos (adaptado de: Genomics in Drug Discovery and
Development)[75]

*OAT — Transportador de Anides Organico (Organic Anion Transporter); OATP — Proteina
Transportadora de AniGes Organicos (Organic Anion Transporter Protein); OCT — Transportador
de Catides Organico (Organic Cation Transporter); BSEP — Bomba Exportadora de Sais Biliares
(Bile Salt Export Pump); MDR — Proteina de Resisténcia a Multiplos Farmacos (Multi Drug
Resistance Protein); MRP — Proteina Associada a Resisténcia a Multiplos Farmacos (Multi Drug
associated Resistance Protein); BCRP - Proteina de Resisténcia em Cancro da Mama (Breast
Cancer Resistance Protein).
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A familia de transportadores ABC esta descrita como tendo 48 membros
presentes no ser humano [76] e 12 deles s&o reconhecidos como transportadores de
farmacos [77]: incluindo a P-glicoproteina (codificada pelo gene ABCB1), a MDR-1
associated protein ou MRP1 (codificada pelo gene ABCC1l) e a Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP) que é codificada pelo gene ABCG2 [78].

Pacientes com tumores refratarios a quimioterapia tém, geralmente, uma
expressao aumentada de um determinado transportador ABC. Estes transportadores
estdo localizados no citoplasma da membrana das células resistentes, o que resulta
num aumento do efluxo do farmaco [79].

Os transportadores pertencentes a familia SLC (Solute Carrier Family) néo
dependem diretamente da hidrélise de ATP e sdo em grande parte, mas nao
exclusivamente, transportadores de captagéo - isto €, absorvem pequenas moléculas
(amino &cidos, oligopéptidos, acucares, anides organicos e alguns farmacos). Este
processo de absorcédo, sem contrariar o gradiente de concentragdo € denominado de
Difusdo Facilitada. A maior parte dos transportadores de efluxo fazem parte da familia
ABC e utilizam energia da hidrélise do ATP para transportar substancias, a favor ou
contra o gradiente de concentracao — Transporte Ativo [75].

As PGs sado sintetizadas a partir do acido araquiddnico libertado pelos
fosfolipidos de membrana por agbes enzimaticas sequenciais no interior da célula e
exercem os seus efeitos autdcrinos e paracrinos principalmente por ligagcéo a recetores
de membrana extracelulares [80, 81]. As PGs séo lipidos, pelo que a sua difuséo na
membrana é dificultada pela sua carga negativa [74]. Assim o transporte de PGs através
da membrana celular € realizado por um membro da familia ABC denominado de
ABCC4 (também conhecido como MRP4) e um membro da familia SCL denominado de
SCLO2AL1 (também conhecido como PGT ou OATP2A1) [82, 83]. O gene ABCC4 atua
no efluxo de PGs a partir da célula (transportador de efluxo) [73, 82, 84, 85]. SLCO2A1
medeia o efluxo ou captagéo, de acordo com o gradiente de concentracdo de lactato,
mas preferencialmente promove a captacdo de PGs do espaco extracelular
(transportador de captacao) [86, 87].

A proteina associada a resisténcia a multiplos farmacos 4 (MRP4) é responsavel
pelo efluxo de PGE: para o meio extracelular [73]. Por outro lado, a captacéo ativa para
o citoplasma, onde vai PGE; ser inativada pela 15-HPGD ¢é efetuada pelo transportador
da prostaglandina (PGT) [74]. Holla et al., relataram que os niveis de mMRNA de PGT e
MRP4 s&o inversamente proporcionais em CCR — PGT sub expresso e MRP4 sobre
expresso em tecidos e linhas celulares conduzindo a niveis mais elevados de PGE: no

meio extracelular aumentando assim os efeitos biol6gicos da via COX-2/PGE: [88].
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Embora permanecam questbes em torno da funcéo biolégica de cada SNP ou
do seu papel cumulativo geral e interagcdo com fatores ambientais, os porlimorfismos
estudados, a luz dos resultados obtidos, poderiam ser aplicados numa perspetiva de
pratica de medicina personalizada. Os resultados obtidos demonstram que para
determinados gendétipos, os doentes vao apresentar pior sobrevida livre de doenca e,
em alguns casos, inclusivamente, risco de recidiva. Em termos de traducdo para a
pratica clinica hospitalar, a inclusdo do genétipo na estratificacdo dos doentes seria
importante para aferir quais iriam ou ndo beneficiar mais da terapia neoadjuvante. Nao
s6é teriamos uma perspectiva de tratamento animadora em alguns doentes, como
doentes com genotipos de risco podiam ser poupados a uma terapia agressiva sem
qualquer beneficio, 0 que também se podera repercutir nos custos do tratamento.
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A resposta inflamatéria anormal estd associada a sobre regulacdo de
Cicloxigenase 2 (COX-2). A COX-2 é um gene de resposta precoce, sobre expresso em
40-50% dos adenomas e 85 % dos CCR. E responsavel pela acumulacdo de
prostaglandinas (PGs) no microambiente celular [69]. Medeia a sintese de
prostaglandina E2 (PGE;) que vai estimular a proliferagcdo celular, invaséo,
angiogenese, evasao de apoptose e modulacdo da resposta imune anti tumoral [70].

O envolvimento dos genes SLCO2A1 e ABCC4, que codificam a PGT e MRP4,
respetivamente € importante no desenvolvimento da doenca. O aumento de COX-2 e
MRP4 e repressao de 15-HPGD e PGT est4 associada a altos niveis de PGE; no meio
extracelular culminando com a ativagdo de um grande nimero de vias que potenciam o
desenvolvimento do tumor [86, 87].

Neste estudo coorte retrospetivo foi avaliado o envolvimento de 61 SNPs em 10
genes (COX-2, HPGD, SLCO2A1, ABCC4, IL-10, EGFR, TNF, CCND1, NAT2 e IGF-1),
em especial o papel chave dos genes SCLO2A1 e ABCC4 na via das Prostaglandinas
e como podem contribuir para o desenvolvimento da doenca e limitar a resposta a
terapia neoadjuvante.

Os nossos resultados indicam que quatro polimorfismos genéticos estdo
implicados na sobrevida livre de doenca e na possibilidade de recidiva: rs9821091,
rs9834412 e rs7340717 no gene SLCO2A1 e 0 rs8002180 no gene ABCC4. Doentes
com genotipo AA (OR: 4,32 p < 0,01) do rs9821091 e gendtipo AA (OR: 7,65 p < 0,01)
do rs9834412 tém um risco de recidiva, quatro e sete vezes superior, respetivamente,
para além do facto de se apresentarem como os individuos mais comprometidos a nivel
da sobrevida livre de doenca (p = 0,001 e p = 0,039, respetivamente).

Individuos com genétipo GG do rs7340717 (p = 0,039) encontram-se
comprometidos a nivel da sobrevida livre de doenca. Apesar de nao ser uma associagao
estatisticamente significativa, existe uma tendéncia para que doentes com genétipo GG
(OR: 2,27 p = 0,056) apresentem um risco de recidiva superior. individuos com genotipo
TC do rs8002180 também tém uma sobrevida livre de doenca comprometida em relacéo
aos restantes genotipos (p = 0,030).

Estas associagfes verificam-se em doentes que aguardaram entre o inicio da
terapia neoadjuvante e a data de cirurgia, um periodo inferior a 3 meses.

O desafio passa por usar SNPs como biomarcadores, que podem ter como alvo
as populacdes de maior risco, tanto em modalidades de quimioradioterapia preventivas
traduzindo o seu efeito biolégico para a pratica clinica, como para rastreio, mas neste
caso implicaria um novo desenho do estudo.

N&o existe literatura prévia sobre os efeitos destes SNPs a nivel molecular nem
quaisquer dados elucidativos de como se da o aumento de expressdo de COX-2 e
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consequente aumento da regulacdo de PGE; pés irradiacdo. Estudos anteriores
colocam a hipétese de que a sobre regulacdo de PGE, como consequéncia da radiacédo
pode ser explicada, pela observacdo de que pelo menos duas enzimas da via da
cicloxigenase - Fosfolipase A2 e COX-2, sdo sensiveis ao stress oxidativo e aos radicais
livres.

Por estas razdes e como perspetivas futuras seria interessante replicar este
estudo num maior numero de doentes com CCR, sendo a amostra uniformizada, e num
racio de um doente para trés controlos. E também importante confirmar os resultados
obtidos nas genotipagens por Real Time PCR, que n&o foi possivel devido ao periodo
de tempo de trabalho disponivel. Reunir o maior nimero de informagdes clinicas dos
doentes, como a histéria pessoal e familiar de neoplasia e doencas inflamatérias
intestinais, dieta, estilo de vida (alcoolismo e tabagismo), uso de AINEs, para que a
analise possa ser estratificada e também abordada como um efeito cumulativo de varios
fatores.

E importante realizar mais estudos de modo a que seja avaliada a consequéncia
funcional que cada SNP tem na respetiva enzima e também elucidar os mecanismos

que regulam a sobre expressao de prostaglandinas apos irradiacao.
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7. MATERIAL
SUPLEMENTAR




Material & Métodos - Protocolos de Extracdo de DNA

Protocolo 1: Sangue Periférico

Fase 1 — Lise Celular

1.

O primeiro passo do protocolo foi descongelar cada amostra em banho-maria a
42°C.

De seguida, o conteudo do eppendorf (sangue total = 1,5 mL) foi transferido para
um tubo de Falcon de 15 mL e foram adicionados 4,5 mL de Red Blood Cell Lysis
(RCLB) — tampao de lise de eritrécitos que contém 1M de Tris-HCl a pH 7.2, 5M
de NaCl e 1M de MgCiI2).

A solucdo foi homogeneizada por inversdo e incubada durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Apés este passo a amostra foi centrifugada a 2000 g
durante 20 minutos, a temperatura ambiente, usando a centrifuga Heraeus
Megafuge 16R (Thermo Scientific).

Descartou-se o0 sobrenadante, deixando apenas o pellet e 0,5 mL de solugéo
residual que, posteriormente, foi agitado no vortex (VM2 Cat) de modo a voltar a
suspender as células.

Adicionou-se 1,5 mL de Cell Lysis Solution e agitou-se novamente durante 10

segundos. Procede-se entdo a uma incubacéo de 2 horas a 37°C.

Fase 2 — Precipitacdo das proteinas

1.
2.

O material previamente incubado foi colocado em gelo durante 5 minutos.
Dispensou-se 700 pL de Protein Precipitation em cada tudo, e agitou-se no
vortex durante 20 segundos.

As amostras foram centrifugadas a 2000 g durante 20 minutos, novamente a

temperatura ambiente.

Fase 3 — Precipitagdo do DNA

1.

Colocou-se o sobrenadante que continha DNA num Falcon de 15 mL que
continha 2 mL de Isopropanol absoluto.

Misturou-se a amostra por inversao e o DNA tornou-se visivel. Seguiu-se uma
centrifugacdo de 20 minutos (Tamb).

Removeu-se o sobrenadante, inverteu-se o tubo e deixou-se secar durante 10

minutos.
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Fase 4 — Hidratacdo do DNA

1. Ao Falcon, previamente seco, adicionou-se 100 uL de DNA Hydratation Solution
e incubou-se a 55°C durante 1 hora.

2. Apoés a incubacdo a amostra foi transferida para um eppendorf, realizou-se o
spin down (Pulse Continuous) o DNA estava pronto a ser quantificado. O seu
armazenamento pos-quantificacéo é feito a 4°C para curto prazo e a -20°C para

conservacao a longo prazo.

Protocolo 2 - Tecidos Fixados em Parafina

Fase 1 — Digestéo do Tecido, Lise Celular e Desnaturagéo das Proteinas

1. Laminas com cortes com espessura de 10 um foram incubadas a 55°C durante
30 minutos, desparafinadas com duas mudancas de xilol e lavadas com uma
série decrescente de etanol (Absoluto, 90% e 70%) e agua destilada (dH-0).

2. Sem deixar secar, colocou-se o tecido num eppendorf de 1,5 mL com uma ponta
de pipeta estéril.

3. O tecido foi digerido com 20 pL de proteinase K (10mg/ml), que é também a
responsavel pela lise celular e desnaturagéo das proteinas, e 200 uL de buffer
BC2. A incubacgéo foi o passo seguinte — Termomixer, 60°C, com agitagao,

overnight.

Fase 2 — Ligacao seletiva do DNA, Remocao de contaminantes e Eluicdo do DNA

1. Foram adicionados 200 pL de buffer TC1 a amostra que foi novamente incubada
(60°C, 40 minutos, em agitacdo). Durante este periodo incubou-se também o

Elution Buffer.

Se apoés a incubacado ainda existir material insollvel realiza-se uma centrifugacao
(16.000 g durante 2 minutos e 45 segundos) e coloca-se 0 sobrenadante num novo

eppendorf.

2. Adicionou-se 200 pL de Etanol absoluto a amostra e agitou-se vigorosamente
durante 10 segundos.

3. Colocou-se a coluna de extragdo de DNA num tubo de recolha de 2 mL e
transferiu-se a amostra, (incluindo o precipitado, se presente) para a coluna.

4. Centrifugou-se a 16.000 g durante 2 minutos e 45 segundos, descartou-se o tubo

e colocou-se a coluna num novo tubo de recolha.
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5. Seguidamente foram realizadas duas lavagens: a primeira com 400 pL de Wash
Buffer 1 (centrifugou-se a 16.000 g durante 1 minuto e 45 segundos) e descartou-
se o contetdo do tubo de recolha. A segunda lavagem foi feita com 600 uL de
Wash Buffer 2 (ao qual foi adicionado etanol previamente), nas mesmas
condigoes.

6. Descartou-se, novamente, o conteddo do tubo de recolha e centrifugou-se
durante 3 minutos e 45 segundos a 16.000 g para secar a matriz da coluna.

7. Transferiu-se a coluna para um eppendorf de 1,5 mL e pipetou-se 30 pL de
Elution buffer (solugdo com baixa concentragédo de sais) para o centro da coluna,
sem tocar nas membranas.

8. A amostra foi incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos. Por fim,
centrifugou-se durante 1 minuto e 45 segundos a 16.000 g para obter DNA.
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Homogeneizagdo Lise celular Ligacdo do Lavagem 1 Lavagem 2 Eluigdo
DNA

Fluxograma 1 - Esquema de Extragdo de DNA de Tecidos em Parafina (adaptado de: GRISP)
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