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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude considera que o cancer é um inquestionavel problema de
salde publica. Para o Brasil, segundo dados do Ministério da Satde estima-se a ocorréncia de
625 mil novos casos de cancer em 2020, sendo o cancer colorretal (CCR) a segunda neoplasia
de maior incidéncia para homens e mulheres. O Gltimo relatério da GLBOCAN identificou o
CCR como a segunda causa mais frequente de o6bitos entre os tipos de cancer. Na era da
medicina molecular, a avaliagdo da expressdo génica de marcadores especificos do CCR,
devido a heterogeneidade das mutagdes, tornou-se parte importante de ensaios clinicos e
pesquisas. Dentre os diferentes marcadores em estudo na atualidade, um em potencial é a
proteina tetraspanina CO029 (TspanC0029), responsavel pela motilidade da célula
neoplésica. Merecem destaque os marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) E-
caderina e Vimentina, e o marcador de proliferacdo celular (Ki67). O EMT esta relacionado a
perda da diferenciacdo celular, resisténcia aos tratamentos convencionais e surgimento de
metastases. Ja o Ki67, esta relacionado a proliferacdo celular. Recentes estudos tém
demonstrado que a lateralidade do CCR tem valores prognostico e preditivo de resposta a
tratamentos especificos. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar o perfil de expressao
génica dos marcadores TspanC0O029, E-caderina, Vimentina e Ki67 em amostras de pacientes
com CCR de variavel lateralidade e produzir a TspanC0O029 recombinante e seus anticorpos.
Dados de expressao génica foram correlacionados com caracteristicas do paciente e do tumor.
Os resultados mostraram que houve correlacao entre a expressao génica de TspanC0O029 com
os marcadores de EMT, e Ki67 nas amostras positivas do célon direito, enquanto que o grupo
de pacientes de 38 a 60 anos apresentou maior expressao para Ki67 e Vimentina. Além disso,
pacientes do sexo feminino apresentaram maior expressdo de E-caderina nas amostras
negativas. O presente estudo ndo conseguiu definir TspanC0O029 como marcador de predi¢édo
de risco baseado na lateralidade, malignidade ou de metastase em linfonodos, quando isolado.
Porém, quando correlacionado aos demais marcadores Ki67, E-caderina e Vimentina,
demonstrou ter relacdo com a lateralidade. A proteina recombinante assim como 0s anticorpos
foram produzidos corretamente e poder&o ser utilizados futuramente em outros trabalhos.

Palavras chaves: Tetraspanina CO029, Ki67, EMT, cancer colorretal, biomarcadores.



ABSTRACT

The World Health Organization considers cancer to be an unquestionable public health
problem. For Brazil, according to data from the Ministry of Health, it is estimated that 625
thousand new cases of cancer will occur in 2020, with colorectal cancer (CRC) being the
second most common cancer for men and women. The latest GLBOCAN report identified
CCR as the second most frequent cause of death among cancers. In the age of molecular
medicine, the evaluation of gene expression of specific CCR markers, due to the heterogeneity
of mutations, has become an important part of clinical trials and research. Among the different
markers under study today, one potential is the tetraspanin protein CO029 (TspanC0029),
responsible for the motility of the neoplastic cell. The epithelial-mesenchymal transition
(EMT) markers E-cadherin and Vimentin, and the cell proliferation marker (Ki67) are worth
mentioning. EMT is related to loss of cell differentiation, resistance to conventional treatments
and the appearance of metastases. Ki67, on the other hand, is related to cell proliferation.
Recent studies have shown that CRC laterality has prognostic and predictive values for
response to specific treatments. Thus, the aim of the study was to evaluate the gene expression
profile of the markers TspanC0O029, E-cadherin, Vimentina and Ki67 in samples from patients
with CRC of variable laterality and to produce the recombinant TspanCO029 and its
antibodies. Gene expression data were correlated with patient and tumor characteristics. The
results showed that there was a correlation between the gene expression of TspanCO029 with
the EMT markers, and Ki67 in the positive samples of the right colon, while the group of
patients aged 38 to 60 years showed greater expression for Ki67 and Vimentina. In addition,
female patients showed greater expression of E-cadherin in the negative samples. The present
study failed to define TspanCO029 as a risk prediction marker based on laterality, malignancy
or lymph node metastasis, when isolated. However, when correlated to the other Ki67, E-
cadherin and Vimentina markers, it was shown to be related to laterality. The recombinant
protein as well as the antibodies were produced correctly and may be used in other works in
the future.

Key words: Tetraspanin CO029, Ki67, EMT, colorectal cancer, biomarkers.
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diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos quatro marcadores do
experimento de gPCR. 84

Figura 25. Coeficiente de correlagdo de Spearman. RQ das amostras positivas célon esquerdo para cada
marcador, correlacionando RQ TspanCo0029 e RQ Ki67; RQ TspanC0029 e RQ E-caderina e RQ Ki67
e RQ Vimentina. Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman.85

Figura 26. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras positivas célon direito para cada
marcador, correlacionando RQ TspanCo029 com RQ Ki67; RQ E-caderina e RQ Vimentina. Além de
RQ Ki67 e RQ E-caderina. Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do coeficiente de
Spearman. 86

Figura 27. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras negativas colon esquerdo para cada
marcador, correlacionando RQ Ki67, RQ E-caderina e RQ Vimentina. Apresenta no canto superior
direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman. 87

Figura 28. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras negativas colon direito para cada
marcador, correlacionando RQ E-caderina, RQ TspanC0029, e RQ Ki67. Apresenta no canto superior
direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman. 88

Figura 29. Valor da mediana de RQ e diferengas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67,
E-caderina e Vimentina para os grupos Sim e N&o para histérico familiar. A andlise estatistica Mann
Whitney ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos quatro
marcadores do experimento de gPCR. 88

Figura 30. Valor da mediana de RQ e diferengas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67,
E-caderina e Vimentina para os grupos Sim e N&o para Linfonodos acometidos. A analise estatistica
Mann Whitney ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos
quatro marcadores do experimento de gPCR. 89

Figura 31. Valor da mediana de RQ e diferengas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67,
E-caderina e Vimentina para os grupos Feminino e Masculino. A analise estatistica Mann Whitney
mostrou diferengas estatisticamente significativas para o marcador E-caderina, com maior expressdo no
grupo Feminino. Valor de p 0,026. 90

Figura 32. Valor da mediana de RQ e diferengas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67,
E-caderina e Vimentina para 0s grupos de idade 38 a 60; 61 a 70 e Acima de 70. A analise estatistica
Mann Whitney mostrou diferencas estatisticamente significativas para o grupo de 38 a 60 anos, para 0s
marcadores Ki67 e Vimentina, com valor de p=0,032 e 0,004 respectivamente. 90

Figura 33. Perfil eletroforético da amplificagdo do gene TSPANS por PCR convencional. Como molde,
foram usados 0,5 pg de cDNA da célula HT29 e pares de iniciador para o gene. Através do gel de
agarose 1% e coloracdo por fluorescéncia usando o marcador blue green e leitura em aparelho
transiluminador com luz UV, foi possivel identificar a banda correspondente ao gene de interesse com
altura de aproximadamente 714bp. 92

Figura 34. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR do gene TSPANS contendo sitios att. Como
molde, foram usados 0,5 pg do amplicon de TSPANS8 previamente obtido por PCR convencional.
Através do gel de agarose 1% e coloracdo por fluorescéncia usando o marcador blue green e leitura em
aparelho transiluminador com luz UV, foi possivel identificar a banda correspondente ao gene de
interesse com altura de aproximadamente 714bp.92

Figura 35. Perfil eletroforético dos clones de entrada. Duas col6nias (TSP Col6nia 1 e TSP Coldnia 2)
foram submetidas a PCR de colénia com confirmacdo da presenca do gene de interesse, concentracao
coldnia 1 = 112,8ng/ul e coldnia 2 =74,9ng/ul. Foi possivel visualizar bandas correspondentes ao gene
de interesse também no teste controle com primer senso FM13 e anti-senso da TSP, mostrando a
insercdo correta no plasmideo. 93
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Figura 36. Resultados do sequenciamento avaliado no software Blast com 99% de identidade com o
gene de interesse TSPANS. 93

Figura 37. Perfil eletroforético dos clones de destino. 15 coldnias foram submetidas a PCR para
confirmacdo da presenca do inserto. Controle positivo (C+) amplificacdo do gene de interesse de 714bp,
controle negativo (C-) usando 4gua RNAse free. PA = padrdo de peso molecular. 94

Figura 38. Resultados do sequenciamento avaliado no software Blast com 99% de identidade com o
gene de interesse TSPANS. 95

Figura 39. Perfil eletroforético do produto da expressao de TspanCO029r em diferentes concentrages
de IPTG. 0,25mM, 0,5mM, 0,75mM e 1mM, em diferentes tempos de coleta. NI1lh e NI4h: Néo
induzido 1 e 4 horas. 1h a 4h coletados de uma em uma hora apds inducéo. 96

Figura 40. Perfil eletroforético do produto da expressao de TspanCO029r. Diferentes tempos de indugao
com de 0,5mM de IPTG. TO: Néo induzido. T1 a T4 coletados de uma em uma hora ap6s indugdo.96

Figura 41. Perfil eletroforético do produto da expressdo de TspanCOO029r. Sobrenadante, fragdo sollvel,
coletado apds as respectivas lises bacterianas. Pellet: fracdo Insoltvel. 97

Figura 42. Westem Blot anti-his das elui¢ces do produto da purificagdo de TSPCO029r. FT: Flow Throu
(amostra que saiu da coluna), W1: Whash Buffer 1 pH 7,8, W2: Whash Buffer 2 pH 6,3 e E: Elution
Buffer pH 4,3. 97

Figura 43. Resultado da espectrometria de massas. Identificacdo de peso 28474.0775 [Da]. 98

Figura 44. Cultura celular de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-TspanCo029 ID
P1.11C. 99

Figura 45. Western blot dos anticorpos policlonal e monoclonal produzidos in vitro. A banda visualizada
na altura do peso molecular (PA) de 52 kDa corresponde a cadeia pesado dos anticorpos. 100
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Gréfico 1. Absorbancia do soro dos camundongos (1 e 2) imunizados. O eixo X apresenta o
nimero de coletas realizadas de 15 em 15 dias, eixo y apresenta a absorbancia do valor reativo na
técnica de Elisa de cada soro coletado. Camundongo 1 obteve uma melhor imunizagdo e seguiu para

a etapa de fusdo celular. 98
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1. JUSTIFICATIVA

Considerando a crescente incidéncia e mortalidade de cancer colorretal (CCR) no Brasil
e no mundo, é fundamental a realizacdo de estudos que permitam novos conhecimentos e
avancgos sobre as quais possam ser desenvolvidas melhores estratégias para o controle da
doenca (FERLAY et al., 2018). Existem muitos desafios enfrentados no desenvolvimento de
novas alternativas de diagnosticos, progndstico e tratamento no CCR. E urgente a aquisicio
de métodos sensiveis e especificos para uso na pratica clinica. Sdo necessarios investimentos
a longo prazo, envolvendo as pesquisas basica, translacional e clinica direcionados para o
CCR.

A busca de proteinas especificas vem ganhando espacos a fim de se ter mais
biomarcadores disponiveis para deteccdo da doenca em diferentes contextos clinicos e para
eventualmente o desenvolvimento de drogas alvo dirigidas.

A proteina Tetraspanina CO029 (TspanC0029) é um potencial biomarcador tumoral
para 0 CCR, que em células neoplésicas podem apresentar superexpressao e que contribui
para a motilidade desta célula tumoral, podendo intensificar eventos metastaticos (MANALE,
E.L.K.etal., 2017). Neste contexto, conhecer as caracteristicas bioldgicas e moleculares das
neoplasias e sua associacdo com a lateralidade, pode ajudar na prevencédo e tratamento da
doenca, podendo impactar consequentemente a morbidade e mortalidade. Este estudo propde-
se determinar o perfil de expressdo génica de TspanCO029, EMT (E-caderina, Vimentina) e
Ki67 em pacientes com CCR manifestando variada lateralidade, o que ainda nao foi estudado
até o momento, visando caracterizar a existéncia de correlacdo entre os perfis de expressao
dos marcadores, que possam ser explorados como marcador de valor prognostico e/ou
preditivo em pacientes com CCR e produzir a proteina TspanCO029 recombinante e
anticorpos anti-TspanC0029.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kharbili%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kharbili%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188308
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
Avaliar o perfil de expressédo génica do marcador TspanCO029 e dos marcadores de
diferenciacdo E-caderina, Vimentina (EMT) e de proliferagéo celular Ki67 em amostras com
CCR humano, correlacionando com a lateralidade, metastase em linfonodos e caracteristicas

dos pacientes.

2.2.ESPECIFICOS

° Avaliar a expressao génica por PCR em tempo real para quantificacdo relativa
dos marcadores TspanC0O029, E-caderina, Vimentina (EMT) e Ki67;
) Avaliar a existéncia de correlagdo entre a expressao génica dos marcadores, ,

baseando nos resultados gerados da quantificagdo relativa, nas amostras humanas com CCR,;
° Produzir a proteina recombinante TspanCO029 em sistema procarioto, para
posterior producdo dos anticorpos e futuros estudos;
° Produzir anticorpos monoclonais anti-TspanCO029 in vitro e avaliar sua
antigenicidade, para futura avaliagdo proteica.
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3. ANTESCEDENTES CIENTIFICOS

3.1.CANCER COLORRETAL - ASPECTOS GERAIS

O céancer é uma doenca genética. O acumulo de alteracdes no DNA pode levar ao
surgimento de mutacg6es, transformando células normais em malignas. Cancer € o nome dado
a um conjunto de doengas relacionadas, em que algumas células comegam a se replicar
descontroladamente e se espalham pelos tecidos adjacentes. O processo de carcinogénese
envolve o0s principais grupos de genes, sendo eles 0s proto-oncogenes e genes supressores de
tumor (DANTAS, E.L.R. et al., 2009). Os proto-oncogenes sdo genes que produzem proteinas
que promovem crescimento e proliferacéo celular. Quando ocorrem mutagdes nos mesmos ha
um aumento de fungédo proliferativa. Os genes supressores de tumor regulam a atividade
mitotica através das proteinas produzidas por eles que tem como funcdo controlar o ciclo
celular. Quando esses genes estdo mutados ocorre proliferacdo tumoral (PARREIRAS F.C. et
al., 2013).

Com os avancos das técnicas de diagnostico, a partir da década de 1990 houve um
aumento na incidéncia dos principais tipos de cancer. Além disso, segundo a Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC), o aumento da incidéncia de cancer também
ocorre em parte devido ao continuo crescimento populacional (aumento do numero absoluto)
e a maior longevidade da populagdo. Ademais, outros fatores contribuem para o aumento do
nimero de casos, como caracteristicas socioculturais, ambientais, politicas, econémicas e
bioldgicas do individuo (CHEN E. et al., 2018). Em 2008, a incidéncia de cancer foi de 12,7
milhdes, ja em 2012 aumentou para 14,1 milhGes de casos. No ano de 2018, dados do relatério
da GLOBOCAN estimaram aproximadamente 18,1 milhdes de casos e 9,6 milhdes de 6bitos
(FERLAY et al., 2018), sendo esta uma das maiores causas de morte no mundo, configurando
assim um dos mais importantes problemas de satde publica (HAUPTMAN, N. et al., 2019).

O cancer colorretal (CCR) constitui atualmente um importante e crescente problema de
satde mundialmente, visto que € a terceira neoplasia maligna mais comumente diagnosticada
(HONGJUAN, H. et. al. 2019) e a segunda causa mais comum de morte relacionada ao cancer
em todo o mundo (FERLAY et al., 2018).

O CCR apresenta etiopatogenia multifatorial influenciada por fatores genéticos,
ambientais e relacionados ao estilo de vida, dado que a sua incidéncia é maior em paises onde
a populacdo possui baixa préatica de atividades fisicas, onde o habito alimentar é de alto

consumo de carnes vermelhas, alimentos processados, alcool e tabagismo, baixa ingestdo de



22

frutas, legumes e verduras, alta prevaléncia de obesidade e sobrepeso (NETO, J.D.C. et.al.,
2006).

Fatores de risco ambientais, hereditarios e as doencas inflamatorias do intestino também
estdo envolvidos no desenvolvimento desta neoplasia. Mutacbes genéticas, somaticas ou
epigenéticas, quando acumuladas podem levar ao surgimento de CCR, correspondendo a
cerca de 80% dos casos o que é denominado cancer esporadico (CHEN E. et al., 2018).

Grande parte dos tumores humanos tem origem epitelial, e sdo designados carcinomas.
Os carcinomas podem ser divididos em dois grandes grupos. O primeiro, 0 carcinoma
pavimento-celular, com origem nas células epiteliais e que possui como fun¢do formar uma
camada celular de protecdo. O segundo é o adenocarcinoma, “adeno” que significa
“glandular”, possui a funcdo de secretar substancias (SAITO, R.F. etal., 2015). O
adenocarcinoma colorretal representa cerca de 95% das neoplasias no intestino grosso,
constituido por glandulas atipicas proliferadas, apresentando altas taxas de incidéncia e
mortalidade em todo mundo assim como no Brasil (BRASILEIRO, F.G. 2016).

3.2.EPIDEMIOLOGIA DO CANCER COLORRETAL

Os tipos de canceres de maior incidéncia em todo mundo, exceto o cancer de pele néo
melanoma, sdo os de pulméo, mama e colorretal, totalizando um ter¢o do nimero de casos de
cancer. Para os demais tipos de canceres as diferencas regionais de cultura, economia e estilo
de vida podem influenciar no perfil de incidéncia desta doenca (FERLAY, J. et.al., 2018).

A IARC divulgou o seu ultimo relatério em 2018, com estimativas de incidéncia e
mortalidade relacionadas ao cancer no mundo. Dados da GLOBOCAN 2018, estimaram que
para ambos os sexos, 0 cancer de pulméo apresenta-se como o de maior incidéncia com 11,6%
dos casos e também o de maior mortalidade com 18,4% do total de mortes por cancer. Em
sequéncia, aparece o cancer de mama com também 11,6%, colorretal 10,2%, prostata 7,1% e
estbmago 5,7%. Em relacdo a mortalidade, ap6s o cancer de pulmdo, seguem o céancer
colorretal com 9,2%, géstrico 8,2%, hepatico 8,2% e mama 6,6% (FERLAY, J. et.al., 2018),

conforme figuras 1 e 2.


http://www.iarc.fr/en/media-centre/iarcnews/2018/gco_globocan2018.php
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Pulmao
2.093.876 (11.6%)
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1.849.518 (10.2%)
Prostata
Colo \‘ 1.276.106 (17.1%)
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569.847 (3.2%)
‘ Estomago
1.033.701 (5.7%)
Esofago
572.034 (3.2%) Figado

841.080 (4.7%)

Total: 18.078.957 casos

Figura 1. Incidéncia de novos casos de todos os tipos de cancer em 2018, em ambos 0s sexos no mundo (FERLAY, J. et.al.,
2018).

Pulmao
1.761.007 (18.4%)

Outros canceres
3.422.417 (35.8%)
Colorretal
880.792 (9.2%)

. Estdomago
782.685 (8.2%)
Figado

781.631(8.2%)

Prostata
358.989 (3.8%)

Pancreas
432.242 (4.5%)

Esofago
508.585 (5.3%)

Mama
626.679 (6.6%)

Total: 9.555.027 mortes

Figura 2. Incidéncia de mortes em 2018, em ambos os sexos no mundo (FERLAY, J. et.al., 2018).

O ultimo relatério da GLOBOCAN em 2018 estimou aproximadamente 1,8 milhdes de
casos de CCR com 881 mil 6bitos anuais. As taxas de incidéncia do CCR variam em diferentes
regibes do mundo, sendo mais elevadas em paises desenvolvidos com indices altos de IDH
como paises da Europa central e oriental, enquanto os menores estdo na Africa ocidental. Esta
neoplasia atua como um marcador de desenvolvimento socioecondmico em que as taxas
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tendem a aumentar com a elevacgdo do IDH. Em geral, o cancer colorretal ocupa o terceiro
lugar em termos de incidéncia e o segundo em termos mortalidade (FERLAY et al., 2018).

As maiores taxas de incidéncia de CCR sao observadas em partes da Europa (Hungria,
Eslovénia, Eslovaquia, Holanda e Noruega), assim como na Australia / Nova Zelandia,
América do Norte e Leste da Asia (Japdo, Republica da Coreia e Singapura). Sdo encontrados
indices elevados de CCR também no Uruguai. As taxas de incidéncia tendem a ser mais baixas
na maioria das regides da Africa e no sul da Asia. A Russia, China e Brasil vém apresentando
0 aumento da incidéncia assim como da mortalidade nas ultimas décadas. Este aumento pode
ser atribuido a padrdes alimentares, obesidade e fatores de estilo de vida. Entretanto, foi
observado um aumento na incidéncia, mas, diminuicdo de mortalidade no Canada, Reino
Unido, Dinamarca e Cingapura, e diminuicao de incidéncia e mortalidade nos Estados Unidos,
Japdo e Franca. Este declinio de mortalidade nos paises mais desenvolvidos é reflexo de
melhorias na sobrevivéncia através da adocdo de melhores tratamentos do cancer nestes
paises. Assim como maior permanéncia em programas de triagem e detec¢do precoce, como
os implementados na década de 1990 nos Estados Unidos e no Japdo (FERLAY et al., 2018).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima para o Brasil em 2020-2022
aproximadamente 625 mil casos, para todos os tipos de cancer. A estimativa dos tipos de
cancer de maior incidéncia para 0os homens, excetuando o cancer de pele ndo melanoma, seréo
préstata (29,2%), colon e reto (9,1%), pulméo (7,9%), estbmago (5,9%) e cavidade oral
(5,0%). Paras as mulheres, excetuando o cancer de pele ndo melanoma, as maiores incidéncias
serdo, os canceres de mama (29,7%), célon e reto (9,2%), colo do Utero (7,4%), pulmao (5,6%)
e tireoide (5,4%) figurardo entre os principais (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Distribuicdao proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nio melanoma®

Pristata 65.840 29 2% Homens Mulheres Mama feminina 66280 20 7%
Cdlon e reto 20.520 9.1% Cidlon e reto 20.470 9,2%
Tragueia, bronguio e pulmao 17.760 7.9% Colo do dtero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Tragueia, brénguio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 50% Glandula tirepide 11.950 54%
Esédfago B8.690 3.9% Estdmapo 7.870 3,5%
Bexiga 7.500 3.4% Owirio 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 29% Corpo do dtero 6.540 29%
Laringe 6.470 2.9% Linforna nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2.3%

*Numeres arredondados para mdltiplos de 10.
Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020-2022 por sexo, exceto pele
n&o melanoma (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No Brasil, para 2020, o CCR ¢ a segunda neoplasia de maior incidéncia em homens e
mulheres com estimativa de 20.520 e 20.470 casos respectivamente. Até 2019 o CCR era a
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terceira neoplasia de maior incidéncia para os homens e segunda para as mulheres com
aproximadamente 17 e 18 mil casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Assim como na
incidéncia, a mortalidade por CCR é maior em capitais das regiGes Sul e Sudeste, sendo a

segunda causa de morte por cancer (LOPEZ, G. et.al. 2018).

3.3.DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Através de rastreamento de rotina com pesquisa de sangue oculto nas fezes,
colonoscopia ou sigmoidoscopia, ou partir das informagGes de historico clinico e queixa do
paciente, é suspeitado o diagnostico de CCR (NAKAGAWA, W.T. et.al., 2002). Exame fisico
e laboratorial (incluindo marcador tumoral) sdo realizados a suspeicdo (ACS, 2019). O
diagnostico definitivo de CCR requer uma biopsia que habitualmente é realizada a partir de
métodos endoscdpicos que, apesar de invasivos, sd0 mais precisos. A colonoscopia e a
retossigmoidoscopia sdo utilizadas no rastreamento e diagnésticos do CCR. Estes métodos
permitem a resseccdo dos polipos que predispde ao cancer, por isto estas sdo técnicas que
também viabilizam a prevencdo primaria, e a coleta de material para bidpsia, que permitem
confirmar o diagnostico de neoplasia, determinar o tipo histoldgico e caracteristicas
moleculares preditoras de resposta (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Outros métodos de diagndstico que podem ser usados sao 0s exames de imagens como
ultrassonografia, tomografia computadorizada, ultrassom endorretal, ressonancia magnética,
que podem influenciar na estratégia terapéutica, pois sdo capazes de mostrar possiveis
metastases em 6rgdos adjacentes e distantes, possibilitando estadiar a doenga (MINISTERIO
DA SAUDE, 2012). No Brasil, apesar de ndo haver um consenso quanto a implantagio de
programa de rastreamento, a Sociedade Brasileira de Coloproctologia e o INCA recomendam
rastreamento em individuos com baixo risco a partir dos 50 anos (MINISTERIO DA SAUDE,
2012). A Sociedade Americana de Coloproctologia recomenda desde 2018 rastreamentos a
partir dos 45 anos (ACS, 2019).

A escolha da melhor forma de tratamento depende do estadio da doencga. No entanto, o
tratamento cirdrgico radical é a principal abordagem para pacientes com CCR localizado, que
pode ser de intencdo curativa ou de carater paliativo, visando melhorar a qualidade de vida do
paciente, sendo o principal pilar terapéutico capaz de impactar a sobrevida. Quando ndo ha
invasdo de Orgdos ou estruturas adjacentes, o tipo de cirurgia curativa dependera da
localizagdo do tumor, que objetiva remover o segmento acometido, em conjunto com

linfadenectomia adjacente. Associado a cirurgia podem ser necessarios tratamentos
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adjuvantes, que dependem do estdgio da doenca e também de caracteristicas clinicas e
moleculares (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

% -

Figura 4. Colectomia. O CCR é frequentemente removido com uma cirurgia chamada colectomia. A cirurgia remove total ou
parcialmente o segmento do c6lon onde o cancer esta localizado. As duas extremidades do célon restante sdo anexadas uma
a outra (NCC Guidelines for Patients Colon Cancer, 2018).

A remocao cirdrgica padrdo visa margem distal livre de infiltracdo neoplésica, quando
houver na peca operatoria um limite de resseccdo superior a 1,5 a 2,0 cm, sendo retirado e
avaliado no minimo 12 linfonodos. Para cancer de reto excetuando-se lesdes T1, passiveis de
excisdo local em casos selecionados, a cirurgia requer a excisao total do mesorreto
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A guimioterapia é um tipo de tratamento medicamentoso, logo sistémico, usado no CCR
que utiliza drogas que objetivam eliminar as células cancerigenas. A quimioterapia pode ser
empregada em diferentes momentos durante o tratamento do CCR. A quimioterapia
adjuvante é administrada apds uma cirurgia com intencao curativa e tem o objetivo de eliminar
eventuais células cancerosas que ainda se encontrem no organismo, reduzindo o risco de
recidiva. A quimioterapia neoadjuvante é empregada antes da cirurgia, com objetivo de
diminuir o cancer facilitando sua remocdo cirlrgica e atuacdo precoce em eventuais
micrometatases. No CCR avangado, a quimioterapia pode ser utilizada com o objetivo de
ajudar a diminuir o tumor e aumentar a sobrevida e qualidade de vida. Além disso, no cenario
metastatico, a quimioterapia também possibilita em alguns casos a conversdo de uma doenca
irressecavel em ressecavel, aumentando a chance de cura dos pacientes (SBOC, 2017).

Este tipo de tratamento na maioria das vezes pode provocar efeitos colaterais, como

alopécia, mucosite, anorexia, diarreia, maior chance de infec¢bes, hematomas, sangramento,
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fadiga, nausea e vémito (ACS, 2019). Os quimioterapicos disponiveis para tratamento de
acordo com a NCC (2018) estdo listados na tabela 1.

Tabela 1. Medicamentos citotdxicos e combina¢cdes comumente usados no tratamento do
CCR.

ASSOCIACOES MEDICAMENTOS

5-FU/LV Fluorouracil, leucovorin
Capecitabina Capecitabina
CAPEOX Capecitabina , oxaliplatin
FOLFIRI Leucovorin, fluorouracil, Irinotecano
FOLFOX Leucovorin, fluorouracil, oxaliplatina
Irinotecan Irinotecan

Trifluridina+tipiracil Trifluridine, tipiracil

(NCC Guidelines for Patients Colon Cancer, 2018).

Outro tratamento que pode ser utilizado é a radioterapia, que utiliza raios de alta energia
profundamente direcionados para tratar o cancer de reto. Os raios tém como objetivo atingir
e danificar o DNA, desta forma destroem as células cancerigenas ou evita que novas células
cancerigenas sejam produzidas (NCC, 2018). Neste tratamento é possivel controlar a dose de
radiacdo no local do cancer para poupar tecidos saudaveis, porém, é inevitavel que tecidos
saudaveis sejam irradiados. O tratamento de radioterapia € utilizado na neoadjuvancia,
adjuvancia e para tratamento paliativo do tumor de reto (NCC, 2018).

A terapia alvo-direcionada é um tipo de tratamento contra o cancer dirigido a alvos
especificos, ou mais comumente expressos, na célula maligna. Sdo exemplos os anticorpos
monoclonais direcionados aos fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e do
receptor de fator de crescimento epitelial (EGFR). A  terapia direcionada tem menos
probabilidade de danificar as células ndo tumorais em relagdo a quimioterapia, por exemplo,
pelo fato de ter um marcador como receptor. N&o sdo todos 0s pacientes com cancer de colon
que se beneficiara do tratamento com uma terapia direcionada. Os medicamentos comumente

utilizados na terapia direcionada estdo listados na tabela 2 (NCCN, 2018).

Tabela 2. Medicamentos mais usados na terapia alvo direcionada do cancer colorretal.

NOME GENERICO

Bevacizumabe
Ramucirumabe
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Ziv-aflibercept
Cetuximabe
Panitumumabe
Regorafenibe

Vemurafenibe
(NCC Guidelines for Patients Colon Cancer, 2018).

Mais recentemente um tipo de tratamento que vem sendo utilizado é a imunoterapia
(tabela 3) que objetiva auxiliar o proprio sistema imunoldgico para reconhecer e destruir as
células cancerigenas. Algumas proteinas (checkpoint) sdo ativadas para iniciar uma resposta
imune. A célula cancerigena desativa o checkpoint para impedir que o sistema imunoldgico
controle o tumor. A imunoterapia pode ser usada para tratar paciente cujo cancer ndo pode ser
removido cirurgicamente, CCR avancado e pacientes com metastase sendo a presenca de
instabilidade de microssatélite um biomarcador preditor de resposta a imunoterapia em cancer
colorretal. No Brasil, esta modalidade terapéutica ndo esta aprovada pela ANVISA no cenério
clinico atual (ACS, 2019).

Tabela 3. Medicamentos usados na Imunoterapia.

NOME GENERICO

Ipilimumabe
Nivolumabe

Pembrolizumabe
(NCC Guidelines for Patients Colon Cancer, 2018).

Entretanto, mesmo com a evolucdo do tratamento do CCR, a taxa de morbimortalidade
pela doenca segue consideravelmente elevada e os tratamentos ainda causam efeitos colaterais
nos pacientes. Neste sentido, a busca de tratamentos que sejam mais eficazes e menos toxicos
é uma grande necessidade (SANTQOS, R.V. et. al., 2006).

3.4.FATORES DE RISCO
Diferentes fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do CCR. Alguns
estudos observaram diferencas quanto ao sexo, com maior risco descrito para os homens.
Tem-se como hipétese que hormonios femininos exercam papel de protecdo para o
desenvolvimento deste cancer (MALTA, D.C. et.al., 2015). Foi identificado em uma revisao
sistematica, com 11 estudos sobre uso de contraceptivo oral e cancer colorretal, que o uso da

pilula confere protecdo a mulher. Em contrapartida, com relagéo a idade, é descrito 0 aumento
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da incidéncia a partir dos 40 anos para as mulheres e dos 50 anos em homens (KONO, S.
2004).

Individuos com histéria familiar de primeiro grau, com diagnéstico de CCR tém de duas
a trés vezes mais risco de desenvolver a doenca quando comparados aos que ndo tem histérico,
sendo que o risco aumenta de trés a seis vezes, quando se trata de uma pessoa jovem
(NASCIMENTO, C. et.al., 2017). Quando a pessoa possui historico anterior de CCR, o risco
de desenvolver um segundo tumor primario € maior, assim como os individuos com histérico
de pdlipos adenomatosos e doencas inflamatdrias intestinais cronicas, sendo as mais comuns
a colite ulcerativa e a doenca de Crohn (ACS, 2019). Os canceres que ndo possuem relacdo
hereditaria ou com doencas intestinais preexistentes, sao classificados como esporadicos (SP,
2017).

A alimentacdo inadequada é considerada um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do CCR (ACS, 2019). A literatura aponta um aumento do risco associado
ao alto consumo de carnes vermelhas (principalmente carne bovina e de cordeiro), carnes
processadas e dieta rica em gordura animal (CARR, P.R. et.al., 2016). A forma de preparo dos
alimentos também pode contribuir para 0 aumento do risco deste cancer. Em algumas formas
de preparo ha liberacdo de substancias como nitrato e nitrito que estdo associados ao aumento
do cancer (CANTWELL, M. et.al., 2017).

Os pdlipos adenomatosos e consequente evolugdo para a neoplasia pode estar associado
com excesso de gordura corporal. Um estudo inglés identificou um aumento no risco de 1,10%
a cada 5 kg/m2 de indice de massa corporal, para o cancer de clon (BHASKARAN, K. et.al,
2014). Estudos também apontam maior risco para o desenvolvimento de CCR em individuos
que consomem bebidas alcodlicas em excesso e para fumantes (JAYASEKARA, H. etal.,
2015).

Os principais comportamentos que podem influenciar na minimizacgéo do risco para o
desenvolvimento do CCR envolvem o habito de alimentacdo saudavel, com destaque para
frutas, verduras e fibras, pois seu papel nutricional inibidor da carcinogénese € de extrema
importancia, assim como por manter em funcionamento adequado o transito intestinal. A
pratica de atividade fisica pode contribuir na diminuigdo do risco de desenvolvimento deste
cancer em até 50%, principalmente devido & manutencgdo do peso adequado (GAROFOLO,
A. et.al., 2004).

Mediante o conhecimento sobre os fatores de risco para o desenvolvimento de CCR, é

possivel estimar a probabilidade de risco para o desenvolvimento do cancer e determinar 0s
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critérios para rastreamento. O risco é classificado como moderado, alto e muito alto, como
elucidado na tabela 4 (FAIVRE, J. et.al., 2002).

Tabela 4. Classificagdo do risco de desenvolvimento de cancer colorretal.

B RISCO DE
CLASSIFICACA : DESENVOLVER
o CARACTERISTICAS CANCER AO LONGO
DA VIDA
-0 . 40
Moderado Assintomaticos; ambos 0s sexos; a partir de 50 anos. 4-6% em homens; 2,5-4%
em mulheres.

Histdrico familiar de primeiro grau com diagnostico de
cancer colorretal ou adenoma maior que 1 cm; histdrico
Alto pessoal de ressec¢do de adenoma maior que 1 cm; 20-30%
multiplos adenomas ou céncer colorretal; historico de

doenca inflamatéria cronica.
Histdrico familiar de cancer com caracteristicas
Muito alto autossémicas dominantes ou outros tipos de transmissao 40-100%
hereditéria.

Fonte: Adaptado de: Faivre, Bouvier, Bonithon-Kopp e Calvert, Frucht.

3.5.FATORES PROGNOSTICOS

3.5.1. CLASSIFICACAO PELO SISTEMA DE ESTADIAMENTO TNM

Atualmente a classificacdo do estadiamento da doenca no momento do diagnéstico
segue sendo fator prognostico mais importante. O estadiamento permite melhor definicdo da
conduta terapéutica, estimativa mais apurada do prognostico, avaliacdo da necessidade de
tratamentos adjuvantes (MARANO, L. etal. 2019). O sistema de classificacdo de
estadiamento de tumores, linfonodos, metastases (TNM) da American Joint Committee on
Cancer (AJCC) tem sido amplamente utilizado na pesquisa e na pratica clinica (MARANO,
L. et.al. 2019).

A avaliacdo prognostica dos casos de cancer colorretal esta baseada no estadiamento ou
extensdo da doencga, além de caracteristicas histologicas e moleculares. Seguindo a
classificacdo de estadiamento da Unido Internacional de combate ao Céancer e do Comité da
Junta Americana do Cancer AJCC (PINHO, M.S.L., 2008). O sistema de classificacdo TNM
utiliza trés critérios para avaliar o estagio da doenca: a extensdo do tumor primario (T), a
auséncia ou presenca e a extensdo de metéstases em linfonodos regionais (N), a auséncia ou
presenca de metastases em tecidos distantes (M) e houve a adi¢cdo de numeros a estes trés
critérios, o que indica a extensdo da doenca maligna. Assim tem-se TO, T1, T2, T3, T4, NO,
N1, N2, N3, M0 e M1 (AJCC, 2002) como mostra a tabela 5. Esta classificacdo se torna
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importante na tomada de decisdes do tratamento e para predizer o prognostico da doenca, visto
que a taxa de sobrevida dos pacientes é dependente do estadio TNM (HOLCH, J. W. et al.
2016).

Tabela 5. Sistema de Classificacdo TNM.

T - Tumor primario onde se desenvolve

Tx Tumor primario ndo pode ser acessado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invaséo da lamina propria*

Tl O tumor se desenvolveu através da mucosa até a submucosa.

T2 O tumor se desenvolveu através da submucosa até a muscular prépria.

T3 O tumor se através da muscular prépria até a camada mais externa do c6lon (serosa).
T4a O tumor se desenvolveu através da serosa, o revestimento externo dos intestinos.
T4b O tumor cresceu através da parede do célon ou reto ou invade os tecidos e 6rgaos.
N1 Acometimento de 1 a 3 ganglios linfaticos.

Nla Acometimento de 1 ganglio linfatico.

N1b Acometimento de 2 ou 3 ganglios linfaticos.

Nic Pequenos depdsitos de células cancerosas em &reas de gordura dos ganglios.

N2 Acometimento de 4 ou mais ganglios.

N2a Acometimento de 4 a 6 ganglios.

N2b Acometimento de mais de 7 ganglios.

MO Auséncia de metastase 4 distancia.

Mla A doenga disseminada para 1 6rgdo ou conjunto linfonodos distintos.

M1b A doenca ja disseminou para mais de 7 ganglios.

Fonte: 82 Edi¢do AJCC —2017.

De acordo com a AJCC (2017), em uma proposta simplificada, o tratamento baseado no

estadio (tabela 6) para doenca inicial de adenocarcinoma colorretal segue o seguinte:

° Estadio | e Estadio 1l com MSI nédo sdo recomendados tratamento adjuvante.

° Estadio Il de alto risco €é, a depender de presenca de fatores de risco adicionais,
recomendado quimioterapia adjuvante a base de fluoropirimidina (leucovorin, capecitabina e
pode ser considerada a adicdo de oxaliplatina ao esquema de fluoropirimidina).

° Estadio Il é indicado quimioterapia adjuvante a base de fluoropirimidina
adicionado a oxaliplatina (FOLFOX, CAPOX).

. Para os pacientes com doenca ndo potencialmente ressecavel recomenda-se
quimioterapia com FOLFOX e FOLFIRI, podendo ser acrescentado anticorpo monoclonal
(AJCC, 2017).
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Tabela 6. Estadiamento de acordo com a AJCC 82 edicao.

Estadio T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T NO MO
T2 NO MO

Estadio Il A T3 NO MO
Estadio Il B T4a NO MO
Estadio Il C T4b NO MO
. T1-2 N1/Nlc MO

Estadio Il A

T1 N2a MO

T3-T4a N1/Nlc MO

Estadio I11 B T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO

T4a N2a MO

Estadio 11 C T3-T4a N2b MO
Tab N1-N2 MO
Estadio IV A | Qualquer T Qualquer N Mla
Estadio IV B Qualquer T Qualquer N M1b

Fonte: 82 Edi¢do AJCC — 2017

A figura 5 ilustra o desenvolvimento de um tumor de intestino nos diferentes estadios

do T e camadas do epitélio que sdo invadidos com a evolugdo da doenca.

Tumor na Parede do Colon

Figura 5. Diferentes estadios de evolucdo de um cancer de intestino. Os diferentes estadiamento para T (tumor) a partir do
Tis a T4, mostrando as camadas que séo invadidas com a evolucéo da doenga. Acesso: https://www.cancer.gov/search/results
13/08/2018.
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3.5.2. CLASSIFICAGAO HISTOLOGICA

Estudos mostram que a maioria dos tumores colorretais origina-se de polipos
adenomatosos. Pélipos sdo neoplasias benignas do trato gastrointestinal que podem evoluir
para malignizagdo. O adenocarcinoma é o subtipo histopatolégico mais comum, 0s outros
tipos sdo neoplasias malignas raras, compreendendo de 2% a 5% dos tumores colorretais.
Algumas caracteristicas do tumor como arquitetura glandular, pleomorfismo celular e padrao
da secrecdo de muco, categoriza a classificagdo em trés graus de diferenciacdo: bem
diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau Il) e pouco diferenciado (grau Il1)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

3.5.3. CLASSIFICAQAO MOLECULAR

Além das classificacdes de estadiamento e histoldgica, recentemente foi estabelecido
um consenso molecular que define os subtipos de CCR classificando em quatro grupos
(consensus molecular subtype CMS 1-4). Os CMS (1-4) apresentam caracteristicas clinicas,
moleculares e de vias de sinalizagdo distintas, apresentando diferentes progndsticos. CMS 1 é
observado em 14% dos casos de CCR, com maior frequéncia no célon direito, mulheres e
idosos. Os tumores apresentam instabilidade de microssatélites (MSI) e o gene BRAF mutado.
Para CMS 2, 42% dos casos apresentam estabilidade de microssatélite (MSS), alta
instabilidade cromossémica (CIN), mutacdo no gene TP53 e ativacdo da via WNT/MYC.
Encontrado com maior frequéncia no célon esquerdo. CMS 3 observado em 8% dos casos nas
doencas epiteliais, com heterogeneidade de MSI e CIN, apresenta mutacdo no gene KRAS.
CMS 4 é encontrado em 20% dos casos, sendo observado nas doengas mesenquimais, possui
MSI e CIN, com mutacdo em TGF-beta e no gene VEGF (LOREE, J. M. et.al., 2018).

3.6.MARCADORES PREDITIVOS E PROGNOSTICOS

Os biomarcadores se tornaram fundamentais no diagnéstico molecular, bem como para
a definicdo do tratamento do CCR, viabilizando a medicina personalizada no CCR
(ALBERTS, B. etal., 2004). As informacgOes genéticas das células tumorais, o0s
biomarcadores, podem torna-los marcador em potencial para o sistema imunologico fazer o
reconhecimento de células anormais e destruir o tumor (HONGJUAN, H. et. al. 2019).

Evidéncias recentes demonstram significativa heterogeneidade molecular do CCR
(HONGJUAN, H. et. al. 2019). Com a evolucdo da medicina molecular, a avaliacdo da
expressao génica de marcadores especificos em tumores do CCR tornou-se parte importante

para ensaios clinicos e pesquisas (Kieler M., et al., 2019). No entanto, a utilizagdo de alguns
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desses marcadores na pratica clinica ainda necessita de evidéncias cientificas mais robustas.
Isto porque esta é uma &rea que ainda carece de estudos e interagdo, buscando compreender
melhor a relacéo entre estes marcadores e a progressdo das lesdes, padronizando a utilizagéo
dos mesmos. Esta padronizacdo é ainda mais importante quando se refere a possiveis
marcadores preditivos e marcadores terapéuticos, podendo tornar o tratamento personalizado
e possivelmente mais eficiente e com menos efeitos colaterais (COTTI, G.C.C. et.al., 2000).

Os marcadores genéticos mais comuns relatados para CCR sdo a via de instabilidade
cromossémica (CIN), caracterizado pelo acimulo de mutacdes em genes especificos como
APC, KRAS, BRAF, TP53 sendo responsavel por 65-70% dos casos de CCR. Além disso,
outro marcador para CCR € a MSI responsavel por cerca de 15% dos casos (HAUPTMAN,
N. et al. 2019).

O polipose adenomatoso coli (APC) é um gene supressor tumoral identificado também
na polipose adenomatosa familiar (PAF). O APC mutado é uma alteracdo epigenética
responsavel também por maior parte dos casos de CCR esporadicos, no qual 70% a 80%
apresentam esta mutacdo. O APC regula vérias atividades celulares, sendo estas: migracao,
adesdo, ativacdo transcricional e apoptose. Foi observado que ndo ha associacdo entre a
metilag&o do promotor APC e a sobrevida global de pacientes com CCR. Diferentes autores
entendem que o APC hipermetilado apresenta-se como um importante biomarcador no
diagnostico precoce de CCR, assim como um possivel marcador de tratamento, sendo
personalizada e direcionada a mutacao envolvida (VACANTE, M. et al. 2019).

O oncogene KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog) codifica
pequenas proteinas (21 kDa) que se ligam a guanina trifosfato (GTP). As proteinas RAS,
também chamadas de p21, estdo localizadas na membrana celular (PARREIRAS FC., et al.,
2013). Essas proteinas regulam o crescimento e diferenciacdo celular, sendo transdutores
de enzimas hidrolases que se ligam e hidrolisam 0 GTP (GTPase). A proteina KRAS selvagem
(WT) é ativada temporariamente no momento da transducéo de sinal. Mutag6es no gene KRAS
leva a ativagdo continua da via de transdugdo de sinal e como resultado, ocorre a
transformac&o e ineficacia da terapia com anticorpos anti-EGFR. Estudos mostraram que a
mutacdo do KRAS direciona para terapia com anti-EGFR, desta forma atuando como marcador
preditivo negativo, ja que para paciente com CCR com KRAS-WT, a terapia com anti-EGFR
melhorou significativamente a sobrevivéncia global e sobrevida livre de progresséo
(HONGJUAN, H. et. al. 2019). QOutro estudo mostrou que pacientes com KRAS-WT
apresentam melhor resposta ao tratamento quando foi adicionado o cetuximabe, comparando

aos pacientes que nao receberam este medicamento. Ja os pacientes com KRAS mutado
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obtiveram resultados semelhantes com tratamento utilizando FOLFOX isolado ou combinado
com cetuximabe. Nesse sentido, o status KRAS mutado pode ser considerado como preditor
no direcionamento para a estratégias de tratamento mais apropriado (PARREIRAS FC., et al.,
2013).

O oncogene BRAF é um gene que codifica a proteina BRAF (conhecida também como
serina-treonina-quinase), que é um regulador da via MAPK e esté relacionada ao crescimento
celular, representando um biomarcador progndéstico e um possivel marcador para terapias em
pacientes com CCR. As muta¢des mais frequentes do gene BRAF para o CCR ocorrem no
cédon 600 (LOREE, J. M. et.al., 2018). Quando ocorre conversdo de valina 600 em &cido
glutdmico (V600E) gera mutagdes no gene BRAF no CCR e cerca de 5 a 9 em cada 100
pessoas com CCR tém essa mutacdo (NCCN, 2018). Existem evidéncias de que a progressao
e desenvolvimento do cancer sdo eventos que ocorrem quando hd mutacdes KRAS e BRAF.
Mutacdo no gene BRAF pode levar ao crescimento de células cancerigenas e facilitar que se
espalhem mais rapidamente podendo ser encontrada nas metastases (NCCN, 2018). Além
disso, 0 BRAF com mutac¢édo possui uma maior prevaléncia em mulheres e em pacientes idosos
acima de 70 anos, localizados principalmente no col6n direito, podendo afetar qualquer outra
parte do célon e reto (LOREE, J. M. et.al., 2018). Recomenda-se testar esta mutagdo em
pacientes com estagio IV para melhor direcionar o tratamento (NCCN, 2018).

O gene supressor tumoral P53 ou TP53 (tumor protein p53), localizado no brago curto
do cromossomo 17 (17p13), codifica uma proteina citoplasmatica que regula o ciclo celular,
apoptose, senescéncia e reparo do DNA, atuando como um supressor tumoral. A TP53 possui
um papel fundamental na conservacdo da estabilidade, impedindo a mutagcdo do genoma
(HAUPTMAN, N. et al. 2019). As mutac¢Ges no TP53 s&o observadas em aproximadamente
60% dos tumores colorretais e levam a inativacdo do gene podendo levar a transicdo de
adenoma para carcinoma CCR. Desta forma, a identificacdo desta mutacdo representa um
marcador preditivo em pacientes com CCR e mostra pior progndstico com curta sobrevida
(PARREIRAS FC., et al., 2013).

Os microssatélites sdo curtas repeticdes em série de sequéncias de DNA presentes em
todo o genoma humano. A MSI é causada por uma deficiéncia do sistema de reparo de
incompatibilidade do DNA (MMR), especialmente pela inativagdo de um dos quatro genes
MMR (MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2) que leva a uma falha na corre¢do da inser¢do ou
exclusdo da repeticdo durante a replicacdo do DNA. A MSI ¢é observada em aproximadamente
15% de todos os CCR. O CCR que apresenta instabilidade de microssatélite € mucinoso, com

pobre diferenciacéo celular e forte infiltracdo linfocitaria, ocorrendo com maior frequéncia no
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cblon direito. De forma surpreendente os pacientes com CCR que apresentam MSI tem um
melhor progndstico comparado a pacientes sem MSI. O MSI pode ser considerado um
potencial marcador progndstico para pacientes com CCR. O MSI mostra-se como um
potencial marcador para testes de MSI, assim como no direcionamento de escolhas
terapéuticas adjuvantes (LOPEZ, G. et.al. 2018).

3.6.1TETRASPANINA CO029
As tetraspaninas fazem parte de uma superfamilia de proteinas, sendo a maioria de seus
membros proteinas da superficie celular, que contém gquatro dominios transmembranas, sendo
uma pequena al¢a externa nomeada EC1, uma alca externa maior EC2, com residuos de 4 a 6
cisteinas conservados no grande loop extracelular, uma pequena alca interna IL e caudas
citoplasmaticas de menor tamanho que sdo expressas em muitas espécies (figura 6). Possui
ainda residuos polares dentro dos dominios transmembranares. Estas proteinas sdo expressas

na membrana plasméatica como também na membrana intracelular (JUN, L. et.al., 2017).
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Figura 6. Estrutura 2D da TspanC0029. Estruturas Al¢a EC1, Alca EC2, Alca IL, grande loop, caudas citoplasmaticas e 4
dominios transmembrana. Programa PSI The Protein Model Portal. Acesso:
https://www.proteinmodelportal.org/?pid=modelDetail&provider=SWISSMODEL &template=5tcxA&pmpuid=100121539
3494&range_from=1&range_to=237&ref_ac=P19075&mapped_ac=P19075&zid=async.&https://swissmodel.expasy.org/r
epository/uniprot//P19075.
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S&o encontradas aproximadamente 33 proteinas diferentes na familia das tetraspaninas
em células de mamiferos, com diversas funcdes. As tetraspaninas possuem papel fundamental
na movimentacéo celular, fertilizacdo de mamiferos, na regulacdo da motilidade e morfologia
celular, fusdo, sinalizacdo e organizacdo de outras proteinas em uma rede de microdominios
multimoleculares e, provavelmente, contribuem para a montagem de complexos de
tetraspaninas ainda maiores, se organizando lateralmente, umas com as outras ou com outras
proteinas de membrana, como as integrinas, para se tornarem resistentes a solubilizacdo por
detergentes nao iénicos (MALOU, Z. et.al., 2017).

Dentro desta familia de proteinas, a TspanC0029 vem sendo considerada como um
potencial biomarcador tumoral, por exercer uma funcdo pré-invasiva, controlando as
interacdes célula-célula e célula-matriz por meio de sua associa¢ao com outras proteinas como
a E-caderina (AGAESSE, G. et. al. 2017). Esta proteina é codificada pelo gene TSPANS
localizado no cromossomo 12 (localizagdo cromossémica: 12921.1) (figura 7). Possui 714
nucleotideos totalizando 237 amino&cidos, com tamanho em Daltons de aproximadamente

26.043,85 — kD26 (NCBI, 2017).
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Figura 7. Representacdo do lécus génico de TSPANS, gene que codifica a proteina TspanC0029 (NCBI, 2017).

Entre as proteinas da familia de tetraspaninas, a TspanCO029 é expressa em poucos
tecidos, tais como epitélios do colon e do estdmago. Entretanto, um estudo identificou a
expressdo de TspanCO029 em diferentes tumores incluindo os do coélon, figado, prostata,

ovario e em cancer cervical (SI-JIAN, P. et.al., 2015). A proteina TspanC0029 em tecidos
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normais e em homeostase é expressa de forma equilibrada. Porém, pode apresentar
superexpressdo em carcinomas humanos, incluindo no CCR, onde desempenha um papel na
progressao tumoral (SI-JIAN, P. et.al., 2015).

A TspanCO029 regula uma variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos. Esta
proteina possui uma funcéo pro-migratoria no cancer epitelial de interacdo e cooperagdo com
0 complexo de membrana E-caderina/p120-catenina, estimulando a mobilidade celular. E-
Caderina € uma proteina expressa em tecidos epiteliais e a catenina é expressa na por¢do
intracelular. E-caderina comunica com a catenina que séo ligadas ao citoesqueleto de actina,
sendo responsaveis pela juncdo estavel entre as células epiteliais. A TspanCO029 medeia a
perda de conexdes intercelulares entre células epiteliais malignas, importantes no
desenvolvimento da metastase e apresenta um pior prognéstico quando superexpressa
(MANALE, E.L.K.et al., 2017). Contribui para os processos de tumorogénese, influencia no
crescimento do tumor, na invasdo celular, intensifica a metastase, demonstrando ser um
potencial marcador para CCR (HONG, X.W.et.al., 2011).

AlteracOes na expressdo da TspanCO029 estdo associadas a progressdo e metastase de
canceres no sistema digestivo (GUO, Q. et.al., 2012). No entanto, ainda é pouco conhecido a
relacdo de promover a metastase do cancer. A TspanC0O029 funciona como um regulador da
adesdo da célula-matriz e célula-célula. Durante a progressao do cancer de célon, esta proteina
promove o movimento de células cancerigenas desregulando as aderéncias celulares (GUO, Q.
et.al., 2012).

3.6.2. TRANSIQAO EPITELIO-MESENQUIMAL

O tecido epitelial é caracterizado pela presenca de células justapostas, com pouca matriz
extracelular. Este tecido esta conectado ao tecido conjuntivo, o que permite exercer diferentes
funcbes como o revestimento de superficies, absorcdo de moléculas, secrecdo, percepc¢édo de
estimulos e contracdo (JUNQUEIRA, C., 2009).

Em 1982, foi identificada pela primeira vez a transicdo epitélio-mesenquimal
(epithelial-mesenchymal transition - EMT). A transicdo epitélio-mesenquimal é um processo
no qual as células epiteliais perdem as suas caracteristicas e adquirem propriedades de célula
mesenquimal (GREENBURG, H., 1982). Na fisiologia este processo ocorre na embriogénese
e cicatrizacdo de feridas, e ja foi descrito em processos patologicos como em neoplasias. Nas
neoplasias, estd mais relacionado aos canceres epiteliais. As células sofrem um processo de

aquisicdo de caracteristicas das células do mesenquima, permitindo a migragdo, invaséo e
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metastases, assim como, perda da adesdo célula-célula e de polaridade, aquisicdo de
motilidade e invasividade (LI and LI, 2015).

EMT provavelmente é sustentada por modificagdes moleculares transitorias induzidas
por fatores do microambiente tumoral, como hipdxia por exemplo (LI and LI, 2015). Cannito
e colaboradores (2008) demonstraram que linhagens celulares de carcinoma de colén,
submetidas a condi¢bes de hipoxia, sofrem modificacBes classicas da EMT, tais como
fendtipo mesenquimal com translocagdo nuclear de B-catenina e aumento das caracteristicas
de motilidade e invasividade (CANNITO, S., 2008).

A adesdo entre as células epiteliais é fundamental para a manutencao do equilibrio do
tecido (HUANG, P. H. et al., 2016). O epitélio apresenta distribuicdo organizada de caderinas
e algumas integrinas (LI, L. W., 2015). Ja as células mesenquimais (células do tecido
conjuntivo), possuem um aspecto fusiforme e fibroblastos que € uma célula prototipica, com
distribuicdo de Vimentina (ALBERTS, B. et.al., 2004). O processo de transi¢do permite que
ocorram modifica¢des bioquimicas, moleculares e morfolégicas (LIU, J.; et al., 2012), como
reducdo ou auséncia de marcadores epiteliais como E-caderina, uma glicoproteina de
membrana de funcao crucial na adesdo célula-célula, homeostasia do epitélio e na arquitetura
celular normal, B-catenina, além da aquisicdo de marcadores mesenquimais como N-caderina
e Vimentina, proteina responsavel pela manutencdo da forma celular, integridade do
citoplasma e estabilizacdo das interagdes do citoesqueleto (ABELL, A. N., 2014). Um estudo
identificou que o aumento da expressdo de Vimentina esta significativamente associado ao
mau progndstico em CCR (MELLING, N. et. al. 2016). Neste sentido, este € um processo
importante para diagndsticos de neoplasias.

A proteina E-caderina localiza-se entre as jun¢es intercelulares, na superficie celular,
atraves de sua interacdo com a catenina p120. Sua principal funcdo é conferir adesdo entre as
células epiteliais e com a matriz celular (ASHAIE, M.A. et.al., 2016). A expressdo anormal
de E-caderina pode levar a perda de adesdo célula-célula, ativacdo de marcadores
mesenquimais e indugdo de motilidade celular (KARRAY, C.S. et.al., 2012). A E-caderina é
considerada um marcador de EMT e esta associada a invasdo tumoral (ASHAIE M.A. et.al.,
2016). Neste sentido, a diminuicdo da expressao da E-caderina auxilia o processo de EMT
observado em muitas neoplasias (KARRAY, C.S. et.al., 2012). Um estudo identificou niveis
reduzidos de E-caderina em casos de céncer de mama triplo-negativo (CMTN), com
metastases em linfonodos. Entre os CMTN, o prognéstico das pacientes com reduzida

expressdo E-caderina, foi significativamente pior comparado aos das com maior expressao
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(KASHIWAGI, S. et.al., 2010). O estadiamento em alguns tipos de cancer tende a ser menor,
quando associados a expressdo positiva da E-caderina (KARRAY, C.S. et.al., 2012).

A Vimentina é o marcador mesenquimal mais comum associado a EMT. Diferentes
tipos celulares apresentam Vimentina, como os fibroblastos, linfocitos, células endoteliais,
neutréfilos e macréfagos (EVANS, R.M., 1998). O citoesqueleto € remodelado, apds perda
da polaridade celular, resultando em mudanca do filamento intermediario de citoqueratina
para Vimentina, a qual se torna um importante marcador (THOMPSON, E.W., et al. 2005). A
menor expressdo de marcadores epiteliais como E-caderina e 0 aumento da expressdo de
marcadores mesenquimais como a Vimentina esta relacionado a maior migracdo e
invasividade das células neoplasicas, como é esperado no processo de EMT (GILLES, C. et
al. 2003).

3.6.3. Ki67

Ki67 é uma proteina nuclear, marcador celular para proliferacdo (CUYLEN S, et al.,
2016). Em 1983, Gerdes et al, demostraram a expressao desta proteina nuclear em células na
fase G1, S, G2 e M do ciclo celular e ausente em células quiescentes, na fase GO (GERDES,
J. etal., 1983).

No inicio da fase G1, ela € identificada no nucleoplasma, com a progressdo da fase G1,
sua expressdo diminui no nucleoplasma passando a ser identificada no nucléolo. J& na fase S,
permanece restrita ao nucléolo, podendo também ser observada no nucleoplasma na fase G2.
Na fase inicial da mitose — préfase — o nucléolo desaparece e o Ki67 reorganiza-se, passando
a ser identificada associada a cromatina condensada. Durante a metafase ela recobre os
Cromossomos e permanece unida a cromatina condensada durante a anafase. Na tel6fase volta
a ser expressa no nucléolo. A proteina Ki67 pode também ser expressa difusamente no
citoplasma, quando ocorre a ruptura da membrana nuclear (GERDES, J. et.al., 1983). O Ki67
é um marcador bem conhecido para a avaliacdo da proliferacdo celular (YANG, C. et. al.
2018). Diferentes estudos indicam que o indice de expressao de Ki67 prevé
independentemente a progressdo do cancer incluindo o CCR, porém ndo é utilizado como
preditor de progndstico ou terapias quando avaliado sozinho, pois ndo indica um estagio
preciso ou marcador de tratamento (MELLING, N. et. al. 2016). Porém, o Ki67 tem sido
utilizado como um indice importante na avaliacao do prognoéstico do cancer de mama (Y1, L1.,
et.al., 2019). O Ki67, estabelece correlagcdo com o alto ou baixo grau histoldgico de inUmeras
neoplasias, associa-se a altas taxas de proliferagdo celular e favorece um menor tempo de

sobrevida livre de doenca. Ademais, 0 Ki67 € altamente expresso em células malignas, em
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contrapartida pouco detectada em células normais (YANG, C. et. al. 2018) e sendo avaliado
dentro de um painel de biomarcadores pode tornar-se um marcador importante para o

diagnostico e terapias.

3.7. LATERALIDADE EM CANCER COLORRETAL

Constituindo a porcao terminal do canal alimentar, o intestino grosso estende do ileo
terminal até o anus. Sua funcéo € formar as fezes e expulsa-las, alem de absorver agua e sais
minerais. Apresenta cerca de um metro e meio de comprimento com Vvarios segmentos: ceco,
cblon ascendente, célon transverso, colon descendente, célon sigmoide, reto e anus
(GUYTON, 2011). Anatomicamente, é considerado colon direito a partir do ceco até a flexura
esplénica, envolvendo também o coldn transverso. Ja o colon esquerdo inicia-se no angulo
esplénico e termina no sigmoide, excluindo o reto, como mostra a figura 8 (MEGUID, R.A.,
et.al., 2008).

Intestino Delgado

Célon Transverso
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Reto Cédlon Sigméide

Figura 8. Desenho ilustrativo do Intestino grosso. Acesso: https://site.medicina.ufmg.br/inicial/constipacao-intestinal-e-a-

relacao-com-fatores-comportamentais/25/07. Adaptado pelo autor.

Este 6rgéo pode se tornar marcador de doencas vasculares, infecciosas, inflamatorias e
neoplasicas que levam a perda de homeostase do organismo. O CCR é um dos tipos de cancer
mais comuns, sendo este em sua maioria derivados da proliferacéo epitelial do revestimento
e glandular da camada mucosa (BRASILEIRO, F.G, 2017).

Bufill et al. descreveu pela primeira vez em 1990 as diferengas clinicas na incidéncia e
no resultado do CCR, dependendo do local anatdmico do tumor primario. Estudos tém

demonstrado a importancia do conceito de lateralidade de colon como fator progndstico e
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preditivo. Evidéncias demonstram que tumores do coldn direito se diferem significativamente
do col6n esquerdo, no comportamento histolégico e molecular (MEGUID, R.A. et.al., 2008).

Muitos sdo os elementos ligados a essas diferencas na lateralidade e foi observado que
os colons direito e esquerdo possuem o fornecimento vascular sanguineo diferente, onde a
circulagdo sanguinea do colon direito acontece através da artéria mesentérica superior € 0
cblon esquerdo pela artéria mesentérica inferior (HONG, S. et.al., 2015). Além disso, a
expressao de diferentes antigenos, poliaminas, a producdo de acido butirico, o metabolismo
da glicose, as concentracdes de acido biliar, composicéo e densidade da populagéo bacteriana
sdo diferentes para os colons direito e esquerdo (OLEG K, G., et al., 2003).

Porém, o principal pilar tedrico que tenta explicar as diferencas encontradas na
lateralidade dos colons, esté relacionado a ontogénese. Na formacdo embrioldgica, o intestino
tem diferenciacédo regional em trés segmentos distintos. Sao eles o intestino anterior, que dara
origem ao es6fago, estbmago, duodeno, figado, pancreas e aparelho biliar; o intestino médio,
responsavel pela formacdo do jejuno-ileo, ceco, colon ascendente e a maior parte do célon
transverso; e intestino posterior, que compde o restante do colon transverso, o célon
descendente, sigmoide, reto e porcdo alta do canal anal. Desta forma, com base na
embriologia, o intestino médio da origem ao colon direito, ao passo que o célon esquerdo
deriva do intestino posterior (MASASHI, Y. et.al., 2016). Cada uma dessas estruturas possui
seu microambiente genético préprio, o que os torna fenotipicamente diferentes (MEGUID,
R.A. et al., 2008).

Hé algumas décadas, o aparecimento da lesdo primaria predominava no c6lon esquerdo
com maior frequéncia no sigmoide. Comparando as incidéncias de cancer do célon direito
(22%), com o cdlon sigmoide (45%), j& se observava uma significativa diferenca. Quando se
comparava todo coldn direito com o esquerdo (62%), o percentual era ainda mais significativo.
Considerando todo o intestino grosso, as lesdes predominantes estdo no colon sigmoide e reto.
A lesdo situada no ceco representa pouco mais que 4% (SANTOS JR JCM, 2008).

A lateralidade do CCR distingue-se tanto sob o ponto de vista histologico quanto
molecular e atualmente tem valor prognéstico no CCR (LOREE, J. M. et.al., 2018).

As principais implicagdes clinicas da lateralidade do tumor primario sdo que 0s tumores
do colon direito tém um pior prognostico, pior sobrevida global e sdo menos sensiveis a terapia
anti-EGFR (MONDACA, S. 2018). A direita, observam-se lesdes mais avancadas ao
diagnostico. As neoplasias direitas apresentam em 30% dos casos MSI (figura 8), resultantes
de inativagdes genéticas e epigenéticas de enzimas reparadoras do DNA (LIN, Y .et.al., 2017).

Apresenta mais frequentemente fenotipos indiferenciados, mucinosos e cariotipos pseudo-
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diploides. Possuem também um maior ndmero de mutacGes nas vias de sinalizacdo
intracelular relacionadas aos genes do RAS, RAF e PIK3CA e exibem uma associa¢do com o
subtipo Molecular Consensus-1 (CMS-1) em tumores do lado direito (LOREE, J. M. et.al.,
2018). Estudos mostraram que o perfil dos pacientes com cancer de colon direito sdo pessoas
mais velhas, sendo mais incidente no sexo feminino, e com lesdes mais avangadas no
diagnostico (SUMANA, N. et al., 2018). Outra caracteristica das pessoas que apresentam
cancer no colon direito é a tendéncia a ter maior anemia por deficiéncia de ferro, perfuragédo
intestinal, tipo de histologia mucinosa, maior nivel de antigeno carcino-embrionario (CEA)
(LIN, Y.etal., 2017).

Em contrapartida, os canceres do colén esquerdo sdo mais uniformes aneploides com
perda significativa de heterozigosidade e cromossomos rearranjados. Exibem alteracdes
cromossémicas mais relevantes e maior associacdo de ativacdo do EGFR como inicializador
proliferativo tumoral e apenas 2% dos tumores malignos no célon esquerdo apresenta MSI e
h& uma associacdo com o0 subtipo Molecular Consensus-2 (CMS-2). As lesbes no célon
esquerdo tendem a serem infiltrantes, restritivas, circundando o limen colorretal e causando
obstrucdo (DAE, R.L. et.al., 2017). Ademais, demonstram melhor resposta ao tratamento,
menor risco de eventos metastaticos e maiores chances de sobrevida do paciente. (SUMANA,
N. et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que inibidores EGFR em tumores do célon esquerdo
apresentam beneficio em pacientes RAS WT, porém em tumores do c6lon direito parece haver
minimo ou nenhum beneficio com cetuximabe ou panitumumabe na doenca metastatica. A
melhor evidéncia foi o estudo fase 1l CALGB/SWOG 80405 que usou esta terapia anti-EGFR
na primeira linha de tratamento associada a quimioterapia (FOLFIRI ou FOLFOX) e
demonstrou que a sobrevida global foi significativamente maior em co6lon esquerdo com uso
de cetuximabe x bevacizumabe (39,3 x 32,6 meses) e em colon direito com 0 uso do
bevacizumabe x cetuximabe (29,2 x 13,6 meses) (FEDERICA M. et. al. 2019).

Possivelmente ha distribuicdo gendmica ordenada por lateralidade de colon que
necessita maior compreensdo. Até esta definicdo, pacientes com CCR a direita RAS WT
poderiam receber terapia anti EGFR em linhas subsequentes de terapia caso ndo tenha sido
empregada previamente (FEDERICA M. et. al. 2019).

A despeito de tudo isso, até entdo, a lateralidade do tumor primario jamais havia sido
empregada como separador de subgrupos em ensaios clinicos. Além de possuir relevancia
progndstica, diversos estudos retrospectivos apontam para a localizagcdo tumoral também

como preditiva de resposta a terapias direcionadas com farmacos anti-EGFR e anti-VEGF
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(SEBASTIAN, M. et al., 2018). Além disso, é importante dar atencao para os rastreamentos
de lesBes, em toda a extensdo do intestino grosso, devido a perda de les6es localizadas no

célon direito, onde vem apresentando um notavel aumento (SANTOS JR JCM., 2008).
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4. METODOLOGIA

4.1.ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), sob o0 numero 34778, emenda 2015 namero 1.030.401. O
projeto encontra-se registrado na plataforma Brasil, CAAE — 02177612.0.0000.5149.
Igualmente aprovado pelo Comité de Etica de uso Animal (CEUA) Fiocruz, sob a
identificacdo LM1/18. As amostras do Banco de Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das ClinicasstUFMG foram cedidas pela autorizacdo
TTMB0002/2019.

4.2.0BTENCAO DAS AMOSTRAS PARAFINADAS E CONGELADAS

Este estudo é retrospectivo de casos de adenocarcinoma colorretal humano.

As amostras parafinadas foram selecionadas a partir dos prontuarios armazenados no
Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG pela anélise dos
protocolos anatomopatoldgicos, no periodo entre 2016 a 2018, que foram revisados, avaliados
e aprovados por uma especialista patologista (Dra. Mdnica Demas Alvaro Cabral),
colaboradora do projeto.

As amostras congeladas armazenadas a -80°C foram selecionadas a partir dos
prontuarios armazenados no Banco de Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas’lUFMG, (Dr. Luiz Gonzaga Vaz Coelho
responsavel pelo Banco de Tumores e Tecidos), pela analise dos protocolos
anatomopatol6gicos, no periodo entre 2011 a 2016.

O tamanho amostral de pelo menos 17 amostras em cada um dos dois grupos (célon
direito e cdlon esquerdo), representa 80% de poder estatistico com 1 desvio padrao para inferir
sobre diferencas das médias da expressao génica dos marcadores TspanC0O029, E-caderina,
Vimentina e Ki67. Esse valor corresponde a um tamanho de efeito igual a 1. O teste utilizado
no calculo amostral foi o teste t-student bilateral a um nivel de significancia de 0,05. O
software utilizado no célculo foi o G Power 3.0.10.

O trabalho compreende observacdo da localizagdo do adenocarcinoma, estadiamento
pela classificagdo do Sistema TNM 82 edigdo AJCC, sexo, idade, historico familiar e metastase
em linfonodos.

Os critérios de inclusdo de amostras de pacientes no estudo foram: informacdes clinicas

disponiveis no protocolo arquivado pelos departamentos, aprovacdo do especialista em
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patologia e amostra suficiente arquivada nos departamentos. Casos com informacdes ausentes
ou incompletas ou com falta absoluta de material e os casos de polipose familiar, foram

excluidos.

4.3. EXPRESSAO GENICA POR gPCR

4.3.1. DESENHO DOS INICIADORES
Foram utilizados pares de iniciadores (primers) especificos para a amplificagdo de éxons
de tetraspanina CO029, EMT (E-caderina e Vimentina), Ki67 e controles enddgenos
(normalizador) B-actina e GAPDH, sendo todos analisados no software Blast para verificar a
similaridade com os genes de interesse. Os iniciadores foram desenhados utilizando o

programa Primer3 v.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e software IDT Integrated DNA

Technologies, e estdo listados na tabela 7, com as respectivas informacdes de referéncia do
NCBI para cada gene utilizado, tamanho do Amplicon, porcentagem de citosina (C) e guanina

(G) e temperaturas de anelamento (TM).

Tabela 7. Iniciadores usados na PCR convencional e gPCR.

MARCADOR REFE‘EE'I\'C'A INICIADORES AMPQCON %CG TM
i Sense: GGGTACGAGTAAGCAATGAC

Tetraspanina NM_004616.2 _ 96 50% | 53

Co029 AntiSense: GGCACCTACAGCAATCAA

) Sense: CACGGATGAATGGAGCTTAC

Ki-67 NM_002417.4 88 50% | 53

AntiSense: CCTGTGCAGATGTCCAATAG

. Sense: CCCTTCACAGCAGAACTAAC
E-caderina NM_004360.4 . 108 50% 53
AntiSense: CACCTCTAAGGCCATCTTTG

. . Sense: TCACTCCCTCTGGTTGATAC
Vimentina NM_003380.4 . 105 50% | 53
AntiSense: GTCATCGTGATGCTGAGAAG
NM_001289745. | Sense: TGGGTGTGAACCATGAGA

2 AntiSense: GTCCTTCCACGATACCAAAG
Sense: CTTCCAGCAGATGTGGATCA

B-actina (ACTB) NM_001101.4 . 239 50% 53
AntiSense: CACCTTCACCGTTCCAGTTT

GAPDH 123 50% 53

4.3.2. VALIDACAO DOS INICIADORES
Os iniciadores (tabela 7) foram empregados para amplificacdo dos marcadores por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional, utilizando o DNA complementar
(cDNA) de célula em cultura de adenocarcinoma humano da linhagem HT29 (Banco de
células do Rio de Janeiro). Os reagentes para a PCR foram constituidos de 16,4 ul de agua
RNAse free, 2,5 ul de tampéo da enzima, 2,5 ul de magnésio (MgCl2 100uM), 0,5 pl de INTP
(10uM), 1 pl de cada iniciador (10uM), 0,1 pl de Taq DNA polimerase 5U/ul (Invitrogen), 2
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ul de cDNA (100ng) marcador da célula HT29. As condicGes de amplificacdo utilizadas foram
94°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos de desnaturagéo, 60°C
por 30 segundos para anelamento e 72°C por 1 minuto de extensdo, seguidos da extensdo final
de 72°C por 10 minutos. Apos as rea¢des de PCR, foram adicionados 2,5 pl de Blue green em
25 ul de produto amplificado, e o conteudo foi analisado por eletroforese em gel de agarose a
1% contendo tampdo Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE), em tensdo de 80 volts, por
aproximadamente uma hora e trinta minutos. Como padrao de peso molecular, foi utilizado o
marcador “1Kda DNA Ladder” (Promega). O gel foi visualizado através de incidéncia de luz
ultravioleta em um transiluminador (Syngene) e foto documentado através da camera do

préprio equipamento.

4.3.3. EXTRACAO DO RNA TOTAL

4.3.3.1. AMOSTRAS PARAFINADAS
Para obtencdo do RNA total das amostras parafinadas previamente selecionadas, foi

realizada a extracao a partir de 8 cortes de 10 milimetros do bloco e foi colocada em microtubo
de 1,5ml. Para extra¢do foi utilizado o kit PureLink™ FFPE Total RNA Isolation Kit
(Invitrogen) seguindo suas instru¢des. Onde foram adicionados 300 pl de tampéo de fuséo ao
tubo, com incubagdo de 10 minutos a 72° C com inverséo do tubo para derreter a parafina.
Foram adicionados 20 pl de proteinase K e uma incubacdo a 60° C por 60 minutos com
agitacdo ocasional. Ap6s 60 minutos, o material foi centrifugado a 12.000g por 5 minutos e
todo o material que ficou abaixo da parafina foi transferido para um tubo limpo. Foi realizada
a etapa de purificacdo adicionando 400 ul de tampé&o de ligagdo (L3) e 800 ul de etanol a
100% a amostra. Todo material foi passado na coluna de purificacdo. Realizou-se a lavagem
com 500 pl de tampédo de lavagem (WS5) com etanol e transferido para coluna para
centrifugacdo. Apds a lavagem realizou-se a Eluicdo adicionando 50 pl de dgua livre de RNase
aquecida a 65°C no centro da coluna, apds a centrifugacdo o RNA total foi armazenado em -
80°C para posterior sintese do cDNA. Seis amostras foram selecionadas aleatoriamente e
foram submetidas a analise do kit Bioanalyzer High Sensitivity RNA Analysis (Agilent
Technologies) para avaliar a integridade do RNA extraido, seguindo as especificacdes do
fabricante e em parceria com a Plataforma de Sequenciamento de DNA — BH - RPTO1E /
IRR/FIOCRUZ-MG.
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4.3.3.2. AMOSTRAS CONGELADAS
Para obtencdo do RNA total das amostras congeladas, foi realizada a extracdo e

purificacdo a partir das amostras de adenocarcinoma CCR armazenadas a -80°C,
anteriormente selecionadas, pelo emprego do reagente Tryzol (Thermo Fisher), seguindo o
manual do fabricante com adaptacGes a seguir: fragmento de tecido tumoral e ndo acometido
de aproximadamente 0,5cm foi macerado em nitrogénio liquido até todo tecido virar pé, que
foi ressuspendido em 5 ml de Tryzol, homogeneizado utilizando sonicador ajustado para 2
ciclos de 10 segundos (2 x de 10 segundos e 1 minuto de descanso no gelo a cada intervalo)
com 40% de intensidade das vibragGes, com a finalidade de romper as células da suspenséo.
O material foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa
dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas. Foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio para
cada ml de Tryzol (20% de cloroférmio). A mistura foi homogeneizada vigorosamente no
vortex por 10 segundos e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente (TA). Foi realizada
centrifugacdo a 4°C — 12.000 g por 10 minutos, sendo transferida a fase aquosa para novo
tubo. O RNA foi precipitado por adicdo de igual volume de isopropanol gelado, seguida de
homogeneizacdo suave por inversdo do tubo trés vezes. Incubar a -20°C por 1 hora e
centrifugar & 12.000g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado por inverséo do
tubo e foi retirado todo liquido da borda do tubo com lengo de papel, o tubo ficou invertido
dentro da capela de fluxo laminar por 10 minutos em cima do papel toalha. O precipitado foi
lavado 2 vezes o precipitado com 500uL de etanol 75% gelado, preparado com H.O RNAse
free, adicionado cuidadosamente, sem ressuspender o pellet, e centrifugado 4°C — 12.000g por
5 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversao e o tubo ficou por 10 minutos no fluxo
a TA para secagem completa do pellet. O precitado foi ressuspendido com 100 ul de H20
RNAse free. O tubo ficou no terciclador a 50°C por 30 minutos.

O RNA isolado foi purificado seguindo o protocolo do kit Purificacdo do RNA total
(Cleanup) com sistema RNeasy (Invitrogen). Ao final, foram separadas duas aliquotas de 5
ul, uma para quantificagdo e analise prévia de pureza em NanoDrop 2000®° UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific®) e outra para analise da qualidade do RNA extraido,
por observacdo da integridade do rRNA em 2100 Bioanalyser® Agilent Technologies. Uma
aliquota de 1 pl também foi separada para dosagem em sistema Quibit, de maior preciséo por
empregar fluorescéncia. O material foi armazenado a -80°C até uso posterior. Seis amostras
(parafinadas e congeladas) foram submetidas a analise do kit Bioanalyzer High Sensitivity

RNA Analysis (Agilent Technologies) para avaliar a integridade do RNA extraido, seguindo
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as especificagcOes do fabricante e em parceria com a Plataforma de Sequenciamento de DNA
—BH - RPTO1E / IRR/FIOCRUZ-MG.

4.3.3.3. SINTESE DO cDNA DAS AMOSTRAS PARAFINADAS E CONGELADAS
A sintese do cDNA foi realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse Trascription

(Applied Biosystems™), seguindo as especificacdes do fabricante, onde foram adicionados
em um microtubo 2 pl de tampao da enzima, 0,8 ul ANTP Mix, 2 ul RT Randon iniciadores,
1 ul enzima Transcriptase reversa, 4,2 ul HoO Nuclease free e 10 ul de RNA com volume final
de 20 pl. As condigdes do ciclo utilizadas foram 1 ciclo de 25°C por 10 minutos, seguido de
1 ciclo de 37°C por 120 minutos e 1 ciclo de 85°C por cinco minutos. Os produtos gerados

foram armazenados a 4°C até a aplicacdo no ensaio de g PCR.

4.3.4. PADRONIZACAO DA CURVA DE EFICIENCIA DOS INICIADORES PARA
gPCR

4.3.4.1. AMOSTRAS PARAFINADAS
A padronizacdo da curva de eficiéncia da gPCR foi realizada utilizando o cDNA de uma

das amostras parafinadas selecionada aleatoriamente (amostras ID3), nas concentracdes de
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,562ng em triplicata. A concentracdo dos iniciadores foi de
200nM, 400nM, 500nM e 600nM, para avaliacdo da melhor concentracdo. Apos a
padronizacao foi definido para o ensaio de g°PCR com todas as amostras nas concentragdes de
100ng de cDNA e 400nM dos iniciadores.

A gPCR foi realizada seguindo os mesmos parametros estabelecidos para o ensaio de
gPCR do item 4.3.5.

4.3.4.2. AMOSTRAS CONGELADAS
A padronizagdo da curva de eficiéncia da qPCR foi realizada seguindo 0s mesmos

parametros descritos no topico 4.3.4.1, porém com diferenca do cDNA sendo de uma das
amostras congeladas (ID 10) que foi selecionada aleatoriamente.

A gPCR foi realizada seguindo os mesmos parametros estabelecidos para o ensaio de
gPCR do item 4.3.5.

4.35. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DAS AMOSTRAS PARAFINADAS E
CONGELADAS POR gPCR

A quantificacéo relativa da expressao de TspanCO029, EMT (E-caderina e Vimentina)
e Ki67, foi realizada através da qPCR, utilizando o reagente Power SYBR™ Green Master

Mix (Applied Biosystems™). Os iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 7 na
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concentragdo de 400nM. As reagdes foram realizadas no QuantStudio™ 12K Flex Real-Time
PCR System com bloco de 384-wells (Applied Biosystems), em parceria com a Plataforma de
PCR em Tempo Real - RPT09D — do Instituto René Rachou. Foi utilizada uma concentragédo
de 100ng de cDNA (em triplicata), ao qual se acrescentou 5 ul do Power SYBR Green master
mix (Invitrogen), 0,5 pl (400nM) de cada iniciador (senso e anti-senso), completando-se com
agua para um volume final de 10 pl. O programa da reacdo seguiu as recomendacgdes do

fabricante e esta descrito a seguir:

. Ativacdo inicial da enzima UDG a 50°C por 2 minutos;
. Ativacdo da enzima DNA polimerase a 95°C por 10 minutos;
. 40 ciclos de amplificacdo sendo: 95°C por 15 segundos (desnaturacéo) e 60°C

por 1 minuto (anelamento, extensdo e aquisicéo de fluorescéncia);

. Dissociacao dos produtos amplificados de DNA, entre a temperatura de 60°C e
95°C, para a avaliacdo da TM.

. Apbs a gPCR o valor da quantificacdo relativa das amostras ocorre por meio do

calculo 2(AACT),

4.3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Para os métodos estatisticos as variaveis categoricas estdo apresentadas por frequéncias
e proporcdes. Para as varidveis continuas estdo apresentadas a mediana, desvio padréo,
interquartis, minimo e méximo. A normalidade dos dados foi avaliada atraves do teste de
Shapiro-Wilk, os quais ndo apresentaram distribuicdo normal. Para comparar os valores de
RQ das amostras nos grupos positivo e negativo, lateralidade, histérico familiar, sexo, idade
e linfonodos acometidos foi utilizado o teste de Mann Whitney. Na avaliacdo da correlacdo
entre os RQs dos marcadores para 0s grupos positivo, negativo e lateralidade foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Spearman. As analises foram realizadas no software Stata 13.0

considerando um nivel de significancia de 5%.

4.4. PRODUCAO DA PROTEINA TETRASPANINA CO029 RECOMBINANTE
A sequéncia da proteina tetraspanina CO029 foi obtida do banco de dados NCBI
(GenBank: NP_004607.1, NCBI — National Library of Medicine, PubMed, Protein) para a
qual foram desenhados iniciadores para amplificagdo por PCR convencional, seguida de
clonagem empregando o sistema Gateway® (Invitrogen), seguindo as especificacdes do
fabricante.
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4.4.1 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DO GENE DE INTERESSE POR
TECNOLOGIA GATEWAY®

A tecnologia Gateway®, que emprega recombinacgdo de sitios homdlogos especificos,
promove a clonagem entre o bacteriéfago lambda e o cromossomo da Escherichia coli (Landy,
1989). A recombinacdo ocorre entre sitios especificos (att) presentes nas moléculas de DNA,
sem perda ou ganho de nucleotideos. A recombinacdo do gene de interesse ocorre entre as
regides attB e attP do plasmideo, resultando na formacdo de novos sitios de interagéo,
chamados attL e attR. Essas reacGes sdo especificas e direcionais, de modo que attB
recombina exclusivamente com attP, attL com attR, (Hartley et al., 2000).

Os iniciadores especificos para tecnologia Gateway® foram sintetizados seguindo as
orientacdes do manual do fabricante (Invitrogen). A proteina tetraspanina C0029 foi
amplificada com sitios especificos att nos flancos da sequéncia. Foram adicionadas duas
sequéncias distintas aos iniciadores contendo os sitios de recombinacéo attB1 (Sense) e attB2
(Antisense). Ao iniciador Sense (F- TSPCO0029-GW) foram adicionadas 4 guaninas, a
sequéncia do sitio de recombinacdo attB1l seguidas de mais 2 nucleotideos, a sequéncia
consenso Shine-Dalgamo (responsavel pela expressao da proteina nativa em E. coli), seguidas
3 nucleotideos, correspondentes a sequéncia de Kozak, finalizando com a sequéncia especifica
do gene de interesse. O iniciador Antisense (R- TSPC0O029-GW) foi desenhado a partir de 4
guaninas, a sequéncia do sitio de recombinacdo attB2 seguido de 1 nucleotideo, e o codon de
parada seguido da sequéncia especifica do gene de interesse. Os iniciadores foram desenhados
para producdo da proteina com uma cauda de histidina na porcdo N-terminal. Na tabela 8
seguem as sequéncias de todos os iniciadores utilizados para a amplificacdo do gene de

interesse.

Tabela 8. Iniciadores usados na Plataforma Gateway® para producdo da proteina
TspanCO029 recombinante.

REFERENCIA AMPLICON

MARCADOR NCBI INICIADORES (pb) % GC ™
- Sense: ATGGCAGGTGTGAGTGCCTGTATAA
Tetraspanina 1 goge16.2 714 50% 59
Co029 AntiSense: TCATTTGTTCCCGATCTGGCAATACAGG
Sense: GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
- CTCATTTGTTCCCGATCTGGCAATACAGG
Tetraspanina -\, 4046162 _ 714 50% 59
Co029 / GW AntiSense: GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

TCGAAGGAGATAGAACCATGGCAGGTGTGAGTGCCTGTATAA

Legenda de cores: vermelho: sitios att, azul sequéncia Shine-Dalgarno, roxo sequéncia Kozak, e verde sequéncia do gene
TSPANS.
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A PCR foi realizada a partir de 20 ul de tampao, 2 ul de INTP 10mM, 5 pul de cada
iniciador para Gateway® 10 uM, 0,5 ug de DNA da tetraspanina CO029 purificado, 1 ul de
DNA polimerase (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, NEB) e volume de 4gua suficiente
para 100 pl de reag¢do. A variagdo de temperatura na amplificagdo incluiu uma etapa inicial de
98°C por 1 min, seguido por 35 ciclos com etapa de desnaturacdo a 98°C por 10 s, anelamento
a 70°C por 30 s, extensdo a 58°C por 30 s e extensdo final a 72°C por 10 min. Uma aliquota
do produto da reacédo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacédo da
amplificacdo e tamanho do fragmento referente a tetraspanina CO029 de 714pb. O volume
restante foi submetido a purificacdo através do kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen)
seguindo as instrugdes do fabricante. O produto foi quantificado em espectrofotdmetro
(NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) para ser utilizado nas posteriores

etapas de clonagem.

4.4.2. CLONAGEM
Ap6s a amplificacdo da sequéncia de TspanCO029 e purificacdo do produto de PCR
contendo o sitio de recombinacdo attB, foi realizada a etapa de clonagem baseada na
plataforma Gateway®. A figura 9 apresenta o esquema do vetor doador pPDONR221 e vetor
de destino pEXP1-DEST utilizado para construcao do clone de entrada e clone de expressao,

respectivamente, para a producdo de TspanC0O029 recombinante.

Nde |
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pDONR™221

pDONR"/Zeo

Figura 9. Desenho esquematico do vetor doador pPDONR221 e vetor de destino pEXP1-DEST. Esses vetores foram utilizados
para construcdo do clone de entrada e clone de expressdo, respectivamente, para a producgdo de TspanC0O029 recombinante.

4.4.3. REACAO DE RECOMBINACAO BP E OBTENCAO DO CLONE DE
ENTRADA

Seguindo as instrugcdes do sistems Gateway®, para a obtencdo do clone de entrada,
houve a insercdo do produto de PCR contendo os sitios attB no vetor doador pDONR221

contendo os sitios attP pela acdo da BP clonase (Gateway® BP Clonase Il Enzyme mix,
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Invitrogen). A reacdo se deu a partir 3ul de pDONR221 150ng/pl, 150ng do produto de PCR,
2ul da BP clonase e 4pl de tampao TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0) a 25°C por 16
horas. Apos as 16 horas, 1ul da enzima proteinase K (100 uM) foi adicionada a reacao por 10
min a 37°C, para parar a acdo da enzima BP clonase.

Para a transformacéo e clonagem, foi utilizada E. coli linhagem TOP10 competente
conforme as informagdes do fabricante (Thermo Fisher). O volume total da reacdo de
recombinacao BP clonase (10pul) foi adicionado a 50ul da linhagem de bactéria, incubadas 30
minutos em gelo seguido de 30 segundos em banho maria a 42°C, e por fim incubadas 2
minutos em gelo. Apos a transformacao, as células foram cultivadas em 750ul de meio SOC
(Invitrogen) sob agitacdo de 225 RPM, durante 60 min a 37°C. Um volume de 100 e 200ul de
bactérias foi plaqueado em meio Luria Bertani (LB) agar contendo canamicina (50pg/ml) e
incubadas a 37°C overnight.

Foi realizada PCR de colonia, para verificagdo da presenca do inserto, utilizando o kit
Amplitag Gold (Applied Biosystems). Foi realizado um experimento de controle, de modo
que para cada colonia foram feitas duas reacfes de PCR: uma usando o par de iniciadores F-
TSPCO029-GW e R- TSPC0O029-GW e a outra usando o iniciador universal sense FM13 (o0
sitio  FM13 estd presente upstream ao inicio do sitio de recombinagdo, 5’-
CGACGTTGTAAAACGGCCAGT-3’) e 0 R-TSPCO029-GW. A amplificacéo foi realizada
em condicBes idénticas &s descrito anteriomente. As coldnias positivas foram inoculadas em
10 ml de meio LB liquido contendo canamicina e cultivadas a 37°C overnight sob agitacdo de
225 RPM. Apo6s o crescimento dos clones, 5 ml do extrato contendo as bactérias
transformadas, foram congelados, e os outros 5 ml foram usados para purificacdo de
plasmideos recombinantes com o kit Miniprep (Invitrogen) conforme indicacdes do
fabricante. O produto recombinante foi enviado para a Plataforma de Sequenciamento de
DNA - BH - RPTO1E / IRR/FIOCRUZ-MG, para verifica¢do da insercao correta do gene de
interesse ao plasmideo pDONR221. O resultado do sequenciamento foi visualizado no
software SnapGene e as sequéncias analisadas atraves do programa BLAST, comparando as

sequéncias obtidas as sequéncias depositadas nos bancos de dados.

4.4.4. REACAO DE RECOMBINACAO LR E OBTENCAO DO CLONE DE
EXPRESSAO

Ap0s a andlise de sequenciamento, foram realizados os procedimentos para a obtencéo
do clone de expresséo e entdo da proteina recombinante TspanC0029. Esta aconteceu atraves

da recombinacdo dos sitios attL que flanqueiam o gene de interesse no clone de entrada e 0s
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sitios attR presentes no vetor de destino pEXP1-DEST pela acdo da LR clonase (Gateway®
LR Clonase 1l Enzyme mix, Invitrogen). A reacdo LR se deu a partir de 1ul de clone de entrada
150ng/ul, 1ul de pEXPI1-DEST 150ng/ul, 8ul da LR clonase, 4ul de tampao da enzima e 6ul
de tampao TE. A reagdo foi incubada 25°C por 16 h. Apds as 16 horas 1ul da enzima
proteinase K foi adicionada a rea¢do por 10 min a 37°C, para parar a a¢do da enzima LR
clonase.

Para a transformacéo e clonagem foi utilizada linhagem competente de E. coli TOP10
conforme as informac6es do fabricante. O volume total da reacdo de recombinacao LR clonase
(10pl) foi adicionado a 50ul da linhagem de bactéria, incubadas 30 minutos em gelo seguido
de 30 segundos em banho maria a 42°C, e por fim incubadas 2 minutos em gelo. Apés a
transformacé&o, as células foram cultivadas conforme item anterior. Um volume de 100 e 200ul
de bactérias foi plagueado em meio Luria Bertani (LB) agar contendo ampicilina (30pg/ml) e
incubadas a 37°C overnight.

Com o crescimento de inimeras col6nias, 15 foram selecionadas aleatoriamente e foi
realizado PCR de coldnia, para verificacdo da presenca do inserto, utilizando o kit Amplitag
Gold (Applied Biosystems) com os iniciadores do gene de interesse. A condicdo de
amplificacdo foi & mesma usada no item anterior. O produto da reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacao da amplificacdo e tamanho do fragmento.
As col6nias positivas foram inoculadas em 10 ml de meio LB liquido contendo ampicilina e
cultivadas a 37°C overnight sob agitacdo de 225 RPM. Apos o crescimento dos clones, 5 ml
contendo as bactérias transformadas, foram congelados, e 0os 5 ml restantes os plasmideos
recombinantes foram purificados através do kit Miniprep (Invitrogen) conforme indicagdes
do fabricante. O produto da reacdo LR clonasse foi enviado para a Plataforma de
Sequenciamento de DNA — BH - RPTO1E / IRR/FIOCRUZ-MG, utilizando os iniciadores
especificos para TSPANCO029 e T7 terminator para verificar a insercdo correta do gene de
interesse ao plasmideo pEXP1-DEST. O resultado do sequenciamento foi visualizado no
software SnapGene e as sequéncias analisadas atraves do programa BLAST, comparando as
sequéncias obtidas as sequéncias depositadas nos bancos de dados e manualmente, verificando

a correta insercdo a partir da cauda de histidina.

4.45. EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE
Apos a analise do sequenciamento, células competentes E. coli BL21 Al (Singles™
Competent Cells, Novagen) foram transformadas com o clone de expressao pEXP1-DEST-

TspanCO029 conforme as informagdes do fabricante, descritas anteriormente. O pré-inoculo
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foi realizado a partir da adicéo das col6nias em 10 ml de meio Terrific Broth (TB) liquido
mais ampicilina e incubado overnight a 37°C a 180RPM. No dia seguinte, 1 ml foi adicionado
em 100ml de meio TB liquido mais ampicilina e este foi incubado a 37°C a 180RPM, para
avaliar a expressdo da proteina de interesse. O crescimento bacteriano foi monitorado em
espectrofotbmetro 600nm até a densidade Optica (OD600) alcancar 0,4 a 0,6 para posterior
inducdo.

Foi entdo coletado 1 ml do cultivo denominado amostra ndo induzida (TO) e foi
verificado e registrado a OD600, sendo ao restante adicionado IPTG 1 mM visando observar
0 crescimento a partir do tempo 0 (sem inducdo com IPTG) até o tempo 4 (4 horas ap6s a
inducdo com IPTG). Novas aliquotas foram coletadas e registradas a OD600 apds 1, 2, 3 e 4
h de inducdo (T1, T2, T3 e T4) para realizacdo da cinética de expressao. As aliquotas foram
centrifugadas a 13.000 RPM, por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet do TO foi
ressuspendido em 50ul de PBS. Para as coletas T1 a T4 os volumes foram respectivamente
112 pl, 150 pl, 211 pl e 247 pl, com objetivo de deixar a mesma quantidade de bactérias,
visando identificar o aumento somente da producao da proteina de interesse. Estas amostras
foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE a 12%, em sistema Mini-Protean TGX™
Precast Gel (BioRad), com voltagem de 100 volts, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos,
sendo por fim, corado com solugdo de azul de Commassie. Em gel idéntico foi realizado
western Blot, utilizando anticorpo anti cauda de histidina, para visualizacdo da expressédo da
proteina de interesse.

Posteriormente, o restante do indculo (aproximadamente 90ml) foi centrifugado 13.000
RPM por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 1ml de PBS e realizou-se a lise desta
suspensao de células, congelando e descongelando completamente, por 3 vezes e 3 sonica¢es
de 30 segundos intercalando com descanso de 1 minuto, sempre em gelo. O lisado foi
centrifugado, o sobrenadante separado do pellet que foi ressuspendido separadamente em PBS
para analise em SDS-PAGE 12%.

4.4.6. PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TspanCO029r
Confirmada a expressdo da proteina e a melhor condigdo de tempo de indugéo, foi
produzido um volume final de 1000ml de cultura do clone para obter quantidade satisfatdria
da proteina. Apos esta etapa, 0 meio de cultivo foi centrifugado 12.000xg 45 minutos a 4°C e
0 pellet lisado em tampdao apropriado para purificagdo em coluna de niquel. O pellet foi
ressuspendido em tampé&o de lise para desagregacdo de corpos de inclusdo (300ml para 259

de pellet, adicionado de Lisozima 200pg/ml, PmSF 1mM, DNAse 20ug/ml), incubado em
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gelo, sob agitacdo por 15 minutos. O lisado foi separado em aliquotas de 10ml, seguindo com
a etapa de 5 ciclos de sonicacdo, na intensidade de 40%, por 30 segundos, com 1 minuto de
intervalo entre os ciclos, sendo a sonicacdo sempre em gelo, evitando o aquecimento da
suspencdo de bactérias. Fez-se uma centrifugacdo de 12.000 RPM por 45 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado em filtro 0.22um e submetido a purificacdo em coluna de niquel
(Biorad). Esta etapa repetida varias vezes, obtendo-se ao final, o pellet lisado e 4
sobrenadantes. As fracdes de sobrenadante foram coletadas, agrupadas e dialisadas contra
tampdo PBS, com duas trocas do tampéo. O produto foi concentrado por centrifugacdo em
filtro Vivaspin com cutoff de 10kDa (Millipore), e a dosagem proteica foi realizada por kit
acido bicinchoninico (BCA) (ThermoFhiser), seguindo as instru¢des do fabricante. Aliquotas

de 1ml (total de 30ml) foram armazenadas em freezer -20°C para posterior uso.

4.5. PRODUCAO IN VITRO DE ANTICORPOS ANTI-TETRASPANINA C0O029
(mAb-TspanCO029r)

A producao dos anticorpos policlonais e monoclonais anti-tetraspanina CO029 (mAb-
TspanCO029r) foi realizada de acordo com protocolo adotado pelo laboratorio de Diagnostico
e Terapia de Doencas Infecciosas e Oncoldgicas — Fiocruz, seguindo a metodologia descrita
por Kohler & Milstein, 1975, com modificagdes.

4.5.1. IMUNIZACAO
Iniciou-se com a imunizacdo de dois camundongos BALB/c com 20mg da proteina
recombinante produzida (TspanCO029r) acrescida de 200ul de adjuvante de Freund (Sigma).
Realizaram-se quatro imunizagdes com intervalos de 15 dias entre elas. Amostras de soro
foram coletadas antes de cada imunizagdo e ao final da sexta imunizacdo, realizou-se um
imuno-ensaio Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), para avaliacdo da reatividade
imunoldgica contra a proteina (antigeno). Confirmada a producéo de anticorpos pelos animais,

0s mesmos foram eutanasiados, para esplenectomia.

45.2. FUSAO CELULAR
O baco foi removido em condicdes assépticas e mantido em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) estéril. Em seguida, o baco foi macerado sob compressdo
em membrana de nylon com abertura de 70pum. As células foram ressuspendidas com meio
DMEM, centrifugadas a 2509 por 9 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet
ressuspendido suavemente. Seguindo, foi adicionado 2ml de Lysis Buffer (Sigma) e

homogeneizado suavemente para ressuspensdo das células e mantido em repouso por 2
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minutos a temperatura ambiente (TA). Ap6s 0s 2 minutos de repouso foram acrescidos 8ml
de DMEM e centrifugado a 250g por 9 minutos a 4°C. O sobrenadante descartado e o pellet
foi ressuspendido em 2ml de DMEM para obtencéo dos linfécitos B. Os linfécitos B foram
fundidos, sob acdo de polietilenoglicol, as células de mieloma da linhagem SP2/0-1L6,
previamente cultivadas no laboratério, na propor¢do 1 mieloma para 5 linfocitos B.

Esses hibridomas foram cultivados em placas de 96 pogos em meio seletivo HAT
(hipoxantina-aminopterina-tiamina) e HT (hipoxantina-tiamina) por 4 semanas, selecionados

por ELISA utilizando os sobrenadantes da cultura.

4.5.3. CLONAGEM
Os pocos positivos selecionados na etapa anterior foram novamente distribuidos em
novas placas de 96 pocos, de forma a distribuir cada célula individualizada em um Unico pogo
para a obtencdo dos clones produtores de anticorpo monoclonal. Uma nova ELISA foi
executada e o clone positivo expandido para garrafa de 25cm? e posteriormente para garrafa
de 75cm?, para producdo em maior escala, onde foram coletados aproximadamente 600ml de
sobrenadante de cultura de cada um dos clones produtores de anticorpos policlonais e

monoclonais.

4.5.4. PURIFICACAO

Os anticorpos policlonais e monoclonais foram purificados por uma etapa inicial de
precipitacdo em solucdo de sulfato de aménio (SAS) a 50%. O sobrenadante é centrifugado
para remocao de debris celulares. O SAS foi acrescido em igual volume do sobrenadante
(600ml) que foi coletado anteriormente, este material ficou sob agitacdo a 4°C, por
aproximadamente 16 horas. Passado o tempo, todo o volume foi centrifugado a 6000g para
formacdo do pellet, por 35 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 100ml de PBS e
dialisado com PBS, com 3 trocas de tampdo. Os anticorpos policlonais foram concentrados
em coluna Vivaspin de 50kDa (GE Hearhtcare), para um volume final de 10ml e armazenados
a 4°C. Os anticorpos monoclonais foram encaminhados a segunda etapa de purificacdo por
cromatografia de afinidade com coluna G (GE Hearhtcare), seguindo as especificacdes do
fabricante, onde os 100ml previamente obtidos foram passados por 3 vezes na coluna e eluidos
com tampao indicado pelo fabricante. Ao final este material foi submetido a tubo Vivaspin de
50kDa (GE Hearhtcare), para concentragéo dos anticorpos monoclonais.

Os materiais finais purificados foram submetidos a SDS-PAGE unidimensional 12%

em sistema MiniProtean 111 (BioRad), empregando-se a técnica descrita por Laemmli (1970).
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As concentracdes dos geéis utilizados foram 5% para o gel de concentracdo e de 12% para o
gel de separacdo. As amostras serdo diluidas (1:2) em tamp&o de amostra 2x (Tris HCI 0,5M
pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 0,1%, azul de bromofenol 0,2%), fervidas
por 5 minutos a 98°C e conduzidas a uma corrente 80-120 V em tampdo de corrida (Tris
250mM, Glicina 2,5M pH 8,3, SDS 1%). Um dos géis foi corado com Azul de Coomassie
Colloidal G250 para andlise do perfil do material purificado e o outro transferido para
membrana de PVDF 0,2um (GE Healthcare) conforme descrito por Towbin et al. (1979). A
corrente de 100 volts foi aplicada, durante duas horas, em sistema Mini-Trans-Blot (BioRad)
usando tampao de transferéncia (Tris 25mM, Glicina 192mM, Metanol 20%). A membrana
foi blogueada com 3% de proteinas do leite diluidas em tampdo tris-salina (TBS) (Tris-HCI
20mM, NaCl 500mM, pH 7,5) com 1% de Tween 20 (TBS-T) sob agitacdo por 16 h a 4°C, e
lavadas 5 vezes com TBS-T por 5 minutos a temperatura ambiente. Etapa de lavagem
seguindo da mesma forma nas demais lavagens seguintes e o anticorpo secundario anti-
IgG/camundongo conjugado a HRP adicionado em TBS-T com 3% de proteinas do leite e
incubado sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apds ultima etapa de lavagem, a
membrana foi submetida a uma lavagem de 10 minutos em TBS e reveladas pelo método de
quimiluminescéncia com o kit ECL Plus (GE Healthcare), e a imagem foi capturada por
sistema de imagem digital LAS4000 (GE Healthcare).
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5. RESULTADOS

5.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS PARAFINADAS E CONGELADAS
As 35 amostras parafinadas de casos positivos de pacientes acometidos com
adenocarcinoma colorretal representavam 16 casos de adenocarcinomas localizados no colon
direito e 19 adenocarcinomas localizados no cdlon esquerdo. E foram obtidas 10 amostras
negativas dos mesmos pacientes que foram retirados de bordas livres de tumor (tabela 9).
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Tabela 9. Amostras Parafinadas do Departamento de Anatomia Patoldgica - Faculdade de
Medicina da UFMG. Séo apresentadas as amostras positivas (ID POSITIVA), amostras
negativas (ID NEGATIVA), nome, sexo, idade, lateralidade e estadiamento (T, N, M).

ID D
POSITIV NEGATIVA NOME SEXO IDADE LATERALIDADE T N M
1 NA MSCM-18 F 69 Colon Direito pT3 |pNI |pMx
3 2 JA-16 M 57 Colon Direito pT3 | pN2 | pMx
5 MLBD-18 F 76 Colon Direito pT4 | pNI |pMx
7 6 AAA-18 F 57 Colon Direito pT3 |pNI |pMx
8 NA VCN-17 F 64 Colon Direito pT3 | pNO | pMx
9 NA IN-16 M 54 Colon Direito pT4 | pN2 | pMx
11 10 FGM-18 M 91 Colon Direito pT4 | pNI1 |pMx
13 12 VBL-17 F 60 Colon Direito pT3 |pNI |pMx
14 NA NSS-17 F 69 Colon Direito pT4 | pNI1 |pMx
15 NA EG-17 F 76 Colon Direito pT3 | pNO |pMx
16 NA ALS-17 F 81 Colon Direito pT3 | pN2 | pMx
17 NA IMS-16 M 62 Colon Direito pT3 | pN1 | pMx
18 NA CIR-17 M 55 Colon Direito pT4 | pNO | pMx
19 NA EC-16 M 37 Colon Direito pT3 | pN2 | pMx
20 NA LMA-17 F 81 Colon Direito pT2 | pNO | pMx
21 NA ALO-16 M 75 Colon Direito pT4 | pN1 | pMx
23 22 MLV-16 F 62 Colon Esquerdo | pT2 | pNO | pMx
25 24 AGS-16 M 90 Colon Esquerdo | pT2 | pNO | pMx
26 NA NSG-17 M 56 Colon Esquerdo | pT1 | pNO |pMx
27 NA NGS-16 M 69 Colon Esquerdo | pT3 |pN2 |pMx
28 NA MOPP-18 F 57 Colon Esquerdo | pT4 |pN1 |pMx
29 NA ECS-18 F 49 Colon Esquerdo | pT4 |pNO |pMx
30 NA SAV-16 F 61 Colon Esquerdo | pT3 |pN1 |pMx
31 32 ZMC-16 F 85 Colon Esquerdo | pT2 | pNO | pMx
33 NA MLAS-17 F 66 Colon Esquerdo | pT1 | pNO |pMx
35 34 WCF-16 F 85 Colon Esquerdo | pT3 |pN1 |pMx
36 NA OGR-16 F 82 Colon Esquerdo | pT3 |pN1 |pMx
37 NA RSM-16 F 90 Colon Esquerdo | pT3 |pN1 |pMx
38 NA AMSC-17 F 54 Colon Esquerdo | pT3 |pN1 |pMx
39 40 IPB-17 F 86 Colon Esquerdo | pT3 |pN2 |pMx
41 NA LERC-17 M 68 Colon Esquerdo | pT4 |pN2 |pMx
42 NA JSS-17 M 83 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
43 NA TRS-17 F 61 Colon Esquerdo | pT4 | pN1 |pMx
46 NA WSP-17 M 67 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
47 NA FICR-17 M 53 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx

NA — Nao se aplica
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As 34 amostras congeladas de casos positivos de pacientes acometidos com
adenocarcinoma colorretal representavam 13 casos de adenocarcinomas localizados no célon
direito e 21 adenocarcinomas localizados no célon esquerdo. E foram selecionadas amostras
negativas dos mesmos pacientes, no total de 34, coletadas distantes do sitio acometido, com

bordas livres de tumor (tabela 10).

Tabela 10. Amostras Congeladas do Instituto Alfa de Gastroenterologia - Hospital das
Clinicas - Faculdade de Medicina da UFMG. Séo apresentadas as amostras positivas (ID
POSITIVA), amostras negativas (ID NEGATIVA), nome, sexo, idade, lateralidade e
estadiamento (T, N, M).

ID ID
POSITIVA NEGATIVA SEXO IDADE LATERALIDADE T

1 38 OFS M 64 Colon Direito pT3 | pN2 | pMx
2 39 MSQB F 53 Colon Direito pT3 | pN1 | pM1
3 40 VSS F 59 Célon Direito pT3 | pN2 | pMx
4 41 DMJ F 65 Célon Direito pT4 | pN1 | pM1
5 42 FVS F 63 Célon Direito pT3 | pN1 | pMx
6 43 LHRS F 57 Célon Direito pT3 | pNO | pMx
7 44 GRR M 73 Colon Direito pT2 | pNO | pMx
8 45 MLJ F 75 Colon Direito pT4 | pN2 | pMx
9 46 MCCS F 55 Colon Direito pT3 | pN1 | pMx
10 47 RLBF M 59 Colon Direito pT3 | pNO | pMx
11 48 ARS M 70 Célon Direito pT3 | pNO | pMx
12 49 LETC M 72 Célon Direito pT2 | pNO | pMx
13 50 AMJ F 67 Célon Direito pT3 | pN2 | pMx
14 51 EPAR F 72 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
15 52 DTA M 69 Colon Esquerdo pT3 | pNO | pMx
16 53 OJCF M 61 Colon Esquerdo pT4 | pN1 | pMx
17 54 JFS M 47 Colon Esquerdo pT3 | pN1 | pMx
18 55 EMSM F 44 Colon Esquerdo pT3 | pNO | pMx
19 56 RMB F 61 Colon Esquerdo | pT4 | pN2 | pMx
20 57 JSR M 49 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
21 58 GPB F 61 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
22 59 EBSA F 65 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
23 60 WCF F 81 Colon Esquerdo pT3 | pN1 | pMx
24 61 MEOS F 56 Colon Esquerdo pT2 | pNO | pMx
25 62 HDL F 84 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
27 64 CTS M 33 Colon Esquerdo | pT2 | pN2 | pMx
28 65 MC M 36 Colon Esquerdo | pT4 | pN2 | pMx
29 66 GDB M 60 Colon Esquerdo | pT3 | pN1 | pMx
30 67 MCR F 54 Célon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
31 68 CMLS F 62 Colon Esquerdo | pT2 | pNO | pMx
32 69 GVM M 67 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
33 70 HCT F 73 Colon Esquerdo | pT3 | pNO | pMx
34 71 NGS F 65 Colon Esquerdo | pT3 | pN2 | pMx
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As caracteristicas clinicas, varidveis categoricas, estdo apresentadas por frequéncias e
proporcdes na tabela 11 para descri¢do do perfil das amostras congeladas.

Tabela 11. Perfil descritivo das caracteristicas clinicas dos 34 pacientes com CCR. Amostras
Congeladas do Instituto Alfa de Gastroenterologia - Hospital das Clinicas - Faculdade de
Medicina da UFMG.

VARIAVEIS N %

SEXO

Feminino 20 58,82

Masculino 14 41,18
FAIXA ETARIA (ANOS)

<40 anos 2 5,88

> 40 anos 32 94,12
LATERALIDADE

Célon Direito 13 38,24

Célon Esquerdo 21 61,76
LOCALIZACAO PRIMARIA

Ceco 7 20,59

Cdlon ascendente 4 11,76

Colon descendente 2 5,88

Codlon sigmoide 13 38,24

Colon transverso 2 5,88

Flexura esplénica 1 2,94

Reto 5 14,71
T

pT2 5 14,71

pT3 24 70,59

pT4 5 14,71
N

pNO 17 50

pN1 9 26,47

pN2 8 23,53
M

pM1 2 5,88

pMx 32 94,12
LINFONODOS COM METASTASE

Nio 19 55,88

Sim 15 44,11
HISTORICO FAMILIAR

Naéo 18 52,94

Sim 16 47,04
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5.2. EXPRESSAO GENICA POR gPCR

5.2.1. VALIDAQAO DOS INICIADORES
Foram validados os pares de iniciadores por amplificagio em PCR convencional,
utilizando cDNA da célula de adenocarcinoma humano da linhagem HT29 como molde. Foi
possivel detectar a amplificacdo de fragmentos dos genes-marcador de interesse com pesos

moleculares preditos in silico, como mostra a figura 10.

F’A’ TSP Vimt. |[E-cad |Ki67 1.650pby GAPDH B actina C- C+
-
1.650pb
)
— |
— 100pb -— |
100pb
q—-P
e - |

Figura 10. Amplificagdo dos pares (senso e anti-senso) dos iniciadores (TSP-tetraspanina Co029, Vimt-Vimentina, E-cad-E-
caderina, Ki67, GAPDH, B-actina). Eletroforese em gel de agarose a 1%, coloragdo com corante intercalante Blue Green,

observacgao em transiluminador Uv. PA - padrdo de peso molecular “1Kda DNA Ladder” (Promega).

5.2.2. EXTRACAO DE RNA TOTAL

5.2.2.1. AMOSTRAS PARAFINADAS
Foram extraidos os RNAs das amostras parafinadas, onde a concentracdo foi analisada

no nanodrop, em nanogramas por microlitros e esté descrito na tabela 12. As concentracdes
abaixo de 50ng/ul foram excluidas e ndo entraram no experimento de qPCR por ndo apresentar

concentracdo suficiente para o volume total da reagéo de 10 pl por pogo.

Tabela 12. Concentracdo do RNA extraido das amostras parafinadas de adenocarcinoma.



DOSAGEM
1 381
2 323
3 208
4 111
5 157
6 528
7 427
8* 16
9 542
10 189
11 932
12 103
13 422
14 255
15 370
16 38
17 236
18 682
19 1308
20 740
21 785
22 707
23 69
24 168
25 281
26 129
27* 11
28 923
29 358
30 133
31 459
32 122
33 338
34 246
35 238
36 279
37 119
38 251
39 59
40 415
41 186
42 215
43 162
46 237
47 255

*Amostra excluida
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Seis amostras aleatoriamente selecionadas foram submetidas a analise de integridade do

RNA, o que mostrou que 0 RNA das mesmas nao estava integro (figura 11). Entretanto, apesar

destas seis amostras ndo apresentarem RNA integros, todas as amostras parafinadas foram

submetidas a sintese do cDNA para posteriormente serem avaliadas no ensaio de qPCR.
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Figura 11. Andlise de integridade do RNA em Bioanalyzer High Sensitivity RNA Analysis de seis amostras parafinadas. (A)
Representacao grafica do perfil eletroforético; Eixo x- tamanho do fragmento de RNA em [nt] - nucleotideos; Eixo y —
intensidade de fluorescéncia; RIN: Numero de Integridade de RNA. (B) Perfil eletroforético das amostras de RNA total; cada
coluna representa uma amostra, sendo, Ladder — padrdo de peso molecular; RNA 659 — amostra 4; RNA 725 — amostra 7
RNA 1342 — amostra 28; RNA 4601 — amostra 16; RNA 9014 — amostra 46; RNA 9111 — amostra 47; [nt] — tamanho de

fragmentos de RNA em nucleotideos.
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5.2.2.2. AMOSTRAS CONGELADAS
Foram extraidos os RNAs das amostras congeladas, das quais a concentracdo foi

determinada em nanodrop, em nanogramas por microlitros, e esta descrita na tabela 13. As
concentracOes abaixo de 50ng/pl foram excluidas e ndo entraram no experimento de gPCR

por ndo apresentar concentracdo suficiente para o volume total da reagéo de 10 pl por poco.



Tabela 13. Concentracdo do RNA das amostras congeladas de adenocarcinoma.

ID CONCENTRACAO ID CONCENTRACAO
POSITIVA ng/ul NEGATIVA ng/ul

1 1328 38 149,2
2 1627 39 311
3 1108 40 159,8
4 576 41 199,5
5 121,2 42 227.9
6 1141,1 43 334,7
7 1578,6 44 402,3
8 1271,8 45 398,3
9 642 46 4479
10 433 47 148.,9
11 326 48 245,1
12 1169,8 49 389,6
13 781,1 50* Excluida
14 577,6 51 3253
15 759,1 52 6849
16 1071,9 53 886,1
17 369,6 54 632
18* Excluida 55 808.,2
19 1038,7 56 1814,1
20 123,3 57 156,4
21 906,7 58* 4,8
22 1468,7 59 1388,2
23 1139,7 60 407
24 1891,3 61* 3,6
25 1300 62 9459
27 197,9 64 146.,4
28 111,8 65 265,9
29 965 66 435,2
30 168,3 67* Excluida
31 1097,1 68 341,2
32 331,4 69* 21
33 107,2 70* 43,8
34 773,1 71%* 23,7

*Amostra excluida
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As amostras sinalizadas com asterisco foram retiradas do experimento de gPCR. No
momento da extracdo do RNA o tubo da amostra ID18 quebrou e perdeu-se o material, ID50
e 67 estavam na relacdo de amostras cedidas pelo Instituto Alfa, porém a mesmas ndo foram
enviadas. As amostras ID 58, 61, 69, 70 e 71 tiveram uma concentracdo baixa de RNA
extraido, por isso ficaram invidveis de serem avaliadas no gPCR. Sendo assim, as amostras
ID18, 50, 58, 61, 67, 69, 70 e 71 ndo foram submetidas ao ensaio de gPCR.

Seis amostras aleatdrias foram submetidas a analise de integridade do RNA (figura 12),
foi possivel diferenciar os picos de rRNA 18s (proximo do 40nts eixo x) e 28s (préximo do
50nts eixo x), além de ndo haver pico de grande magnitude na regido de pequenos RNAs,
préximo dos 25nts. Além disto, foi possivel evidenciar os valores de RIN (integridade de
RNA), que nao foram muito elevados, sendo o menor deles de 3,3; e o ideal seria trabalhar
com valores préximos de 10, mas se tratando de amostras humanas congeladas, os valores de
RIN sdo considerados de acordo para o experimento. Portanto, foi realizado a sintese de cDNA

de todas as amostras congeladas e posteriormente foram analisadas no ensaio de gPCR.
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Figura 12. Anélise de integridade do RNA em Bioanalyzer High Sensitivity RNA Analysis de seis amostras congeladas (A).
Representacéo grafica do perfil eletroforético; Eixo x- tamanho do fragmento de RNA em [nt] - nucleotideos; Eixo y —
intensidade de fluorescéncia; RIN: Nimero de Integridade de RNA. (B) Perfil eletroforético das amostras de RNA total; cada
coluna representa uma amostra, sendo, Ladder — padrdo de peso molecular; RNA 38 — amostra 38; RNA 39 — amostra 39;
RNA 40 — amostra 40; RNA 41 — amostra 41; RNA 42 — amostra 42; RNA 43 — amostra 43; [nt] — tamanho de fragmentos
de RNA em nucleotideos.

5.2.3. PADRONIZACAO DA CURVA DE EFICIENCIA DOS INICIADORES PARA
gPCR

Foi realizada a padronizacdo da curva de eficiéncia para definicdo da concentracdo dos
iniciadores e de cDNA na qual os amplicons de PCR sdo gerados. Se um amplicon de PCR
dobrar em quantidade durante a fase geométrica da amplificacdo da PCR, entdo a PCR
apresentou 100% de eficiéncia, sendo considerada adequada eficiéncia entre 90 a 110%.

O slope (inclinacdo) de uma curva padrao é comumente usados para estimar a eficiéncia
de amplificacdo de uma reacdo de PCR em tempo real. A curva padrdo de PCR em tempo real
é representada por um gréfico de regressao linear semi-log do valor CT em comparacdo ao
log da quantidade inicial do acido nucleico. O slope da curva padrdo de —3,32 indica uma
reacdo de PCR com 100% de eficiéncia. Os slopes mais negativos que —3,32 (p. ex. -3,9)
indicam reacdes com menos de 100% de eficiéncia, ao passo que o0 mais positivo que —3,32

(p. ex. -2,5) podem indicar ma qualidade da amostra ou problemas de pipetagem.
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5.2.3.1. AMOSTRAS PARAFINADAS
A concentracdo dos iniciadores foi de 400nM para todos os marcadores (TspanC0029,

E-caderina, Vimentina, Ki67, B-actina e GAPDH) e o cDNA da amostra parafinada (ID3) foi
diluido 1:2 em sete pontos de diluigdo, 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562ng, que foram
realizados em triplicata. A curva de eficiéncia utilizando a amostra parafinada ID 3 n&o
apresentou amplificacdo satisfatoria apenas ruidos de reagdo como mostra a figura 13.

Portanto, nao foi possivel estabelecer a melhor condicdo para o ensaio utilizando todas
as amostras parafinadas. Porém, as mesmas foram submetidas ao ensaio de qPCR seguindo as
condicdes encontradas para as amostras congeladas.
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Figura 13. Padronizagdo da curva de eficiéncia através do ensaio de gPCR. Iniciadores TspanC0029, Ki67, E-caderina,
Vimentina, e os controles endogenos GAPDH, B-actina e cDNA relativas a 1 amostra parafinada (ID3), diluida 1:2 em 7
pontos. Foi possivel verificar a ndo amplificacdo dos marcadores e apresentou apenas ruidos de reacéo.

5.2.3.2. AMOSTRAS CONGELADAS
Através da padronizacdo da curva de eficiéncia utilizando a amostra congelada 1D10,

foi possivel definir as melhores condigdes de concentracdo dos iniciadores (400nM) e do
cDNA (100ng) para o ensaio de qPCR com todas as amostras congeladas. A curva, portanto,
apresentou 7 pontos de diluicdo 1:2 (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562ng), para todos 0s
marcadores (TspanCO029, E-caderina, Vimentina, Ki67, B-actina e GAPDH) e foram
realizados em triplicata (figura 14, 15, 16, 17, 18, 19, respectivamente e tabela 14).
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Figura 14. Curva de eficiéncia obtida na gPCR com uso do iniciador TspanC0029. cDNA de 1 amostra congelada (ID10)
diluida 1:2 em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,638, R2 0,99 e Eficiéncia de 91%. A figura a
esquerda apresenta as amplificacOes da reagdo de gPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reagéo.
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Figura 15. Curva de eficiéncia obtida na gPCR com uso do iniciador E-Caderina. cDNA de 1 amostra congelada (1D10)
diluida 1:2 em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,467, R2 0,99 e Eficiéncia de 94%. A figura a
esquerda apresenta as amplificacGes da reagdo de qPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reagao.
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Figura 16. Curva de eficiéncia obtida na qPCR com uso do iniciador Vimentina. cDNA de 1 amostra congelada (ID10)
diluida 1:2 em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,493, R2 0,98 e Eficiéncia de 98%. A figura a
esquerda apresenta as amplificagGes da reagdo de qPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reagao.
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Figura 17. Curva de eficiéncia obtida na g°PCR com uso do iniciador Ki67. cDNA de 1 amostra congelada (ID10) diluida 1:2
em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,335, R2 0,99 e Eficiéncia de 99%. A figura a esquerda
apresenta as amplificacOes da reacdo de gPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reacéo.
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Figura 18. Curva de eficiéncia obtida na gPCR com uso do iniciador B-actina. cDNA de 1 amostra congelada (ID10) diluida
1:2 em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,132, R2 0,97 e Eficiéncia de 103%. A figura a esquerda
apresenta as amplificacBes da reacdo de gPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reacéo.
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Figura 19. Curva de eficiéncia obtida na gPCR com uso do iniciador GAPDH. cDNA de 1 amostra congelada (1D10) diluida
1:2 em 7 pontos em triplicata. Apresentou o resultado de: slope -3,37, R2 0,98 e Eficiéncia de 94%. A figura a esquerda
apresenta as amplificacdes da reacdo de gPCR e a figura a direita apresenta a curva obtida na reagao.
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Tabela 14. Valores obtidos na gPCR da curva de eficiéncia para todos os iniciadores.

MARCADOR SLOPE R?  EFICIENCIA

TspanCO029 -3,638 0,99 91%
E-Cadererina -3,467 0,99 94%
Vimentina -3,493 0,98 98%
Ki67 -3,335 0,99 99%

B -actina -3,132 0,97 103%
GAPDH -3,37 0,98 94%

5.2.4, EXPRESSAO GENICA DAS AMOSTRAS POR gPCR

A técnica de qPCR permite quantificar diferencas no nivel de expresséo de um marcador
especifico (gene) entre as diferentes amostras.

Neste ensaio, as amostras parafinadas ndo apresentaram amplificacdo satisfatoria,
provavelmente devido a falta de integridade do RNA que foi extraido destas amostras, como
foi apresentado no item 6.2.2.1 na anélise de integridade do RNA com o kit Bioanalyzer High
Sensitivity RNA Analysis, portanto ndo foram analisadas estatisticamente.

Ja as amostras congeladas obtiveram amplificacéo para todos os marcadores analisados,
exceto para o controle endégeno GAPDH, que foi retirado da analise por nao apresentar Cts
homogéneos. Além disso, ndo foi possivel quantificar a expressao deste gene em todas as
amostras analisadas.

Os resultados obtidos no gPCR apresentados na figura 20, representam a quantificacao
relativa da expressao génica de cada marcador para grupo de amostras positivas (33 amostras),
normalizada em relacdo ao gene constitutivo, o controle endégeno ®-actina e calibrada com
o0 controle de amostras negativas (26 amostras). Assim, foi possivel analisar estatisticamente
a partir dos valores obtidos de quantificacdo relativa (RQ) de cada amostra para cada

marcador.
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Figura 20. Valor médio de RQ e desvio padrao para os marcadores E-CAD (E-caderina); Ki67; TSP (tretaspanina CO029);
VIM (Vimentina) e o controle endogeno Bact (B-actina), nos grupos Controle negativo e Positivo.

5.2.5. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR gPCR DAS AMOSTRAS
CONGELADAS E CORRELACAO COM VARIAVEIS DO TUMOR E DO
PACIENTE

Diante dos valores de RQ obtidos na qPCR, a normalidade dos dados foi avaliada e ndo
foi obtida distribuicdo normal e, sim, distribuicdo ndo paramétrica, por isso o teste estatistico
de comparacao utilizado foi o de Mann Whitney e o teste para correlagéo foi através do célculo
de coeficiente de Spearman.

Neste sentido, os valores de RQ de cada amostra foram separados em dois grupos: grupo
Positivo (33 amostras, total de amostras sdo 34, porém com 1 exclusdo) e grupo Negativo (26
amostras, total de amostras sdo 34, porém com 8 exclusdes) apresentados no grafico 1 para
cada marcador. Para o teste de Mann Whitney, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos devido ao grande desvio padrdo das amostras

do grupo positivo.
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Figura 21. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos Positivo e Negativo. A analise estatistica Mann Whitney ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos analisados nos quatro marcadores do experimento de gPCR.

Para a analise do coeficiente de correlacdo de Spearman, correlacionando os marcadores
dentro do grupo de amostras positivas, foram encontradas algumas relac6es fortes que estéo
apresentadas no grafico 2. Houve correlacdo entre as expressdes de TspanCo029 e Ki67
(coeficiente 0,6588) (grafico 7 A), TspanC0O029 e E-caderina (coeficiente 0,6674) (gréafico 7
B), Ki67 e RQ E-caderina (coeficiente 0,5979) (gréafico 7 C) e Ki67 e Vimentina (coeficiente
0,5612) (grafico 7 D) nas amostras positivas para CCR de ambas as lateralidades de tumor

primario.
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Figura 22. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras positivas para cada marcador, correlacionando RQ
TspanCo0029 e RQ Ki67 (A); RQ TspanC0029 e RQ E-caderina (B); RQ Ki67 e RQ E-caderina (C) e RQ Ki67 e RQ
Vimentina (D). Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman.

Para o0 grupo das amostras negativas a relacdo apresentou-se forte entre (grafico 3) a
expressdo de TspanCO029 e E-caderina (coeficiente 0,5774) (grafico 3A), Ki67 e E-caderina
(coeficiente 0,5426) (grafico 3B) e E-caderina e Vimentina (coeficiente 0,6691) (grafico 3C).
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Figura 23. Coeficiente de correlagdo de Spearman. RQ das amostras positivas para cada marcador, correlacionando RQ
TspanCO029 e RQ E-caderina; RQ Ki67 e RQ E-caderina e RQ E-caderina e RQ Vimentina. Apresenta no canto superior

direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman.

Posteriormente, foram avaliados por teste de Mann Whitney os grupos de lateralidade:
Colon Direito — Positivo (13 amostras), Célon Direito — Negativo (11 amostras), Colon
Esquerdo — Positivo (20 amostras) e Colon Esquerdo — Negativo (15 amostras) apresentados
no gréafico 4. Nao foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos analisados.
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Figura 24. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos Colon Direito —Positivo; Célon Direito — Negativo; Colon Esquerdo — Positivo; Célon Esquerdo — Negativo.
A andlise estatistica Mann Whitney ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos
quatro marcadores do experimento de qPCR.

Na analise de Spearman para os grupos de lateralidade do tumor priméario para as
amostras positivas, observou-se uma forte correlagcdo para alguns marcadores, como mostrada
no grafico 5, para o grupo de amostras Colon Esquerdo e, no gréfico 6, para o grupo de
amostras Célon Direito.

Para o grupo de amostras do Colon Esquerdo, houve correlagdo entre a expressao de
TspanCo029 e Ki67 (coeficiente 0,618), TspanC0O029 e E-caderina (coeficiente 0,6075) e
Ki67 e Vimentina (coeficiente 0,6361), como mostrado no grafico 5, respectivamente em A,
BeC.
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Figura 25. Coeficiente de correlagdo de Spearman. RQ das amostras positivas cdlon esquerdo para cada marcador,
correlacionando RQ TspanCo0029 e RQ Ki67; RQ TspanC0029 e RQ E-caderina e RQ Ki67 e RQ Vimentina. Apresenta no
canto superior direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman.

Importante pontuar que especialmente para as amostras positivas com tumor primario
no colon direito houve forte correlacdo na expressao conjunta de TspanCO029 com o0s trés
marcadores: Ki67 (coeficiente 0,6374), E-caderina (coeficiente 0,6758) e Vimentina
(coeficiente 0,7527), sendo que para as amostras positivas do célon esquerdo ndo houve
correlacdo entre TspanC0O029 e Vimentina. E também apresentou correlagao entre a expressao

de Ki67 e E-caderina (coeficiente 0,8516) (tabela 15 e gréfico 6).

Tabela 15. Coeficiente de correlagdo de Spearman. Amostras positivas Colon Esquerdo e

Colon Direito.
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Amostras positivas

RQ TspanCO029 1 0,004 0,005 0,420
RQ Ki67 0,618+ 1 0,082 0,003
RQ E-caderina 0,6075* 0,3985 1 0,141
RQ Vimentina 0,191 0,6361* 0,3414 1

RQ TspanCO029 1 0,0191 0,011 0,003
RQ Ki67 0,6374* 1 0,000 0,174
RQ E-caderina 0,6758* 0,8516% 1 0,297
RQ Vimentina 0,7527* 0,4011 0,3132 1
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Figura 26. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras positivas colon direito para cada marcador,
correlacionando RQ TspanCo029 com RQ Ki67; RQ E-caderina e RQ Vimentina. Além de RQ Ki67 e RQ E-caderina.
Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do coeficiente de Spearman.

A anélise feita para o grupo de amostras negativas de pacientes com tumor primario no
cblon esquerdo mostrou correlagdo nas comparac@es entre a expressao de Ki67 e E-caderina
(coeficiente 0,5143), Ki67 e Vimentina (coeficiente 0,5214), e E-caderina e Vimentina
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(coeficiente 0,6429) (grafico 7). J& nas amostras negativas de pacientes com tumor primario
no colon direito, houve correlagdo apenas entre a expressdo de TspanCO029 e E-caderina
(coeficiente 0,7091), e Ki67 e E-caderina (coeficiente 0,7273) como apresentado no grafico

8.
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Figura 27. Coeficiente de correlacdo de Spearman. RQ das amostras negativas célon esquerdo para cada marcador,
correlacionando RQ Ki67, RQ E-caderina e RQ Vimentina. Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do

coeficiente de Spearman.
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Figura 28. Coeficiente de correlagdo de Spearman. RQ das amostras negativas colon direito para cada marcador,
correlacionando RQ E-caderina, RQ TspanC0029, e RQ Ki67. Apresenta no canto superior direito valor de p e o valor do
coeficiente de Spearman.
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A comparagdo da variavel de historico familiar, com a expressdo dos marcadores esta
representada no grafico 9 e ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos com historico familiar de cancer (grupo COM HF) com 16 amostra e sem histdrico

familiar de cancer (grupo SEM HF) com 17 amostras.
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Figura 29. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos Sim e Néo para histérico familiar. A anélise estatistica Mann Whitney ndo mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos analisados nos quatro marcadores do experimento de gPCR.

A comparagdo da variavel de linfonodos acometidos com metéstase, com a expressdo
dos marcadores esta representada no grafico 10 e também ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de linfonodos acometidos (LA) com 15 amostras

e o grupo de linfonodos N&o acometidos (LNA) com 18 amostras (grafico 10).
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Figura 30. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos Sim e N&o para Linfonodos acometidos. A anélise estatistica Mann Whitney ndo mostrou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos quatro marcadores do experimento de qPCR.

Quando os dados foram analisados em relacdo ao sexo, foi visto que as amostras
negativas do grupo feminino apresentaram expressao significativa para E-caderina em
comparacdo com o grupo masculino (p = 0,026) (gréafico 11).

30+ p=0,026

RQ E-caderina

Figura 31. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos Feminino e Masculino. A anélise estatistica Mann Whitney mostrou diferencas estatisticamente significativas
para 0 marcador E-caderina, com maior expressao no grupo Feminino. Valor de p 0,026.
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Da mesma forma, para variavel idade, quando comparada os RQs dos marcadores para
0s grupos de 38 a 60 anos, de 61 a 70 e acima de 70, foi visto que as amostras do primeiro
grupo apresentaram maior expressao que os outros grupos para os marcadores Ki67 (p=0,032)
e Vimentina (p=0,004) (gréafico 12).
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Figura 32. Valor da mediana de RQ e diferencas interquartis para os marcadores TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina
para os grupos de idade 38 a 60; 61 a 70 e Acima de 70. A andlise estatistica Mann Whitney mostrou diferencas
estatisticamente significativas para o grupo de 38 a 60 anos, para os marcadores Ki67 e Vimentina, com valor de p=0,032 e
0,004 respectivamente.

5.3. PRODUCAO RECOMBINANTE DA PROTEINA TETRASPANINA C0029

5.3.1 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DO GENE DE INTERESSE

O fragmento génico correspondente a TspanCO029 apresentou bom nivel de
amplificacdo a partir do cDNA da célula de adenocarcinoma, linhagem HT29, sendo
observado em perfil eletroforético com tamanho esperado para o amplicon (714pb) e sem
producdo de artefatos de amplificacdo (Figura 21). Esse produto foi purificado do gel de
agarose e serviu como molde para amplificacdo da sequéncia de TspanCO029 com o0s sitios
para clonagem na plataforma Gateway® (Figura 22). O produto final ent&o foi purificado por
precipitacdo com etanol e 0s passos de inser¢cdo no vetor de entrada (pDONR) foram
conduzidos.

Sequéncia de nucleotideos de TSPANS (714nt):
ATGGCAGGTGTGAGTGCCTGTATAAAATATTCTATGTTTACCTTCAACTTCTTGTTCTGGCTATGT
GGTATCTTGATCCTAGCATTAGCAATATGGGTACGAGTAAGCAATGACTCTCAAGCAATTTTTGG
TTCTGAAGATGTAGGCTCTAGCTCCTACGTTGCTGTGGACATATTGATTGCTGTAGGTGCCATCAT
CATGATTCTGGGCTTCCTGGGATGCTGCGGTGCTATAAAAGAAAGTCGCTGCATGCTTCTGTTGTT
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TTTCATAGGCTTGCTTCTGATCCTGCTCCTGCAGGTGGCGACAGGTATCCTAGGAGCTGTTTTCAA
ATCTAAGTCTGATCGCATTGTGAATGAAACTCTCTATGAAAACACAAAGCTTTTGAGCGCCACAG
GGGAAAGTGAAAAACAATTCCAGGAAGCCATAATTGTGTTTCAAGAAGAGTTTAAATGCTGCGG
TTTGGTCAATGGAGCTGCTGATTGGGGAAATAATTTTCAACACTATCCTGAATTATGTGCCTGTCT
AGATAAGCAGAGACCATGCCAAAGCTATAATGGAAAACAAGTTTACAAAGAGACCTGTATTTCT
TTCATAAAAGACTTCTTGGCAAAAAATTTGATTATAGTTATTGGAATATCATTTGGACTGGCAGTT
ATTGAGATACTGGGTTTGGTGTTTTCTATGGTCCTGTATTGCCAGATCGGGAACAAATGA.

Sequéncia de aminoacidos de TspanC0029 (237aa):
MAGVSACIKYSMFTFNFLFWLCGILILALAIWVRVSNDSQAIFGSEDVGSSSYVAVDILIAVGAIIMILG
FLGCCGAIKESRCMLLLFFIGLLLILLLQVATGILGAVFKSKSDRIVNETLYENTKLLSATGESEKQFQE
AlIVFQEEFKCCGLVNGAADWGNNFQHYPELCACLDKQRPCQSYNGKQVYKETCISFIKDFLAKNLII
VIGISFGLAVIEILGLVFSMVLYCQIGNK.

TSP8  bp

-2000
~1650

Figura 33. Perfil eletroforético da amplificagdo do gene TSPANS por PCR convencional. Como molde, foram usados 0,5 pig
de cDNA da célula HT29 e pares de iniciador para o gene. Através do gel de agarose 1% e coloracéo por fluorescéncia usando

o marcador blue green e leitura em aparelho transiluminador com luz UV, foi possivel identificar a banda correspondente ao

gene de interesse com altura de aproximadamente 714bp.

TSP8 bp
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--2000
--1650

--1000

Figura 34. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR do gene TSPANS contendo sitios att. Como molde, foram usados
0,5 pg do amplicon de TSPANS previamente obtido por PCR convencional. Através do gel de agarose 1% e coloragéo por
fluorescéncia usando o marcador blue green e leitura em aparelho transiluminador com luz UV, foi possivel identificar a
banda correspondente ao gene de interesse com altura de aproximadamente 714bp.

5.3.2. REACAO DE RECOMBINACAO BP E OBTENCAO DO CLONE DE
ENTRADA

A reacdo de recombinacdo BP foi realizada entre o cONA de HT29 contendo os sitios
att e o vetor de entrada pDONR sendo o recombinante inserido na linhagem bacteriana E. coli
cepa TOP10 no volume de 50pul. O DNA plasmideal extraido de duas coldnias foi usado como
molde em PCR, junto com iniciadores para o0 gene TSPANS, além dos iniciadores M13, que
flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do plasmideo, para confirmagdo da presenca dos
genes-marcador nos clones (Figura 23). Pela analise do perfil eletroforético dos produtos de
PCR percebe-se a presenca dos insertos corretos nos plasmideos recombinantes entdo usados
na transformagé&o bacteriana na proxima etapa e dosagem em nanodrop colénia 1 =112,8ng/ul

e colbnia 2 =74,9ng/pl.

PA

Produto PCR
FM3 Controle
FM13 Colénia 2
FM13 Colénia 1
TSP Controle
TSP Coldnia 2
TSP Coldnia1l
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Figura 35. Perfil eletroforético dos clones de entrada. Duas col6nias (TSP Col6nia 1 e TSP Col6nia 2) foram submetidas a
PCR de coldnia com confirmagdo da presenca do gene de interesse, concentracdo colénia 1 = 112,8ng/ul e coldnia 2
74,9ng/ul. Foi possivel visualizar bandas correspondentes ao gene de interesse também no teste controle com primer senso

FM13 e anti-senso da TSP, mostrando a inser¢éo correta no plasmideo.

A confirmacgdo posterior foi realizada por sequenciamento dos mesmos plasmideos

Download ~

purificados, sendo realizados pela Plataforma de sequenciamento de DNA - SANGER -

RPTOLE e apresentou 99% de identidade com o gene de interesse (figura 24).
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Figura 36. Resultados do sequenciamento avaliado no software Blast com 99% de identidade com o gene de interesse

TSPANS.

~

5.3.3. REACAO DE RECOMBINACAO LR E OBTENCAO DO CLONE DE

~

EXPRESSAO

A reacdo de recombinacdo LR foi realizada entre o clone de entrada 1 e o vetor de

destino pEXP1-DEST e o recombinante foi usado em transformacéo da linhagem bacteriana
obteve crescimento de varias colonias, sendo 15 selecionadas para realizacdo do PCR de
cultivadas tendo os DNAs plasmidias extraidos, purificados e sequenciados, confirmando a

E. coli DH5alfa. Esta etapa da producédo foi realizada quatro vezes, e na quarta tentativa se
colénia e confirmacdo da insercdo correta do gene de interesse. Essas colnias foram
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presenca do inserto, com 99% de identidade com o gene de interesse. Quinze plasmideos
(originados da recombinagdo da coldnia 1) foram usados para transformar em bacterias de
expressao E. coli DH5alfa, sendo a coldnia LR14 selecionada para expressao (figura 25). As

concentragdes estdo descritas na tabela 15.

C- C+ 115014 L13L12L11L10 L9 L8 19 L7 L6 L5 L4 PA

12.000

Figura 37. Perfil eletroforético dos clones de destino. 15 col6nias foram submetidas a PCR para confirmagdo da presenga do
inserto. Controle positivo (C+) amplificagdo do gene de interesse de 714bp, controle negativo (C-) usando agua RNAse free.

PA = padréo de peso molecular.

Tabela 16. Concentragdo de DNA plasmidial das col6nias ap6s a recombinacéo LR

Dosagem ng/ul

LR1=315
LR2=393,4
LR3=322,2
LR4=377,6
LR5=335,4

LR6=422
LR7=312,9
LR8=374,1
LR9=323,8

LR10=262,5
LR11=503,1
LR12=388,1
LR13=293
LR14=475,9
LR15=329,9
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A confirmagdo posterior foi realizada por sequenciamento dos mesmos plasmideos

Graphi

GenBank

Download ~

purificados, sendo também realizados na Plataforma de sequenciamento de DNA - SANGER

- RPTO1E e apresentou 99% de identidade com a proteina de interesse a qual foi produzida

(figura 26).

PREDICTED: Homeo sapiens tetraspanin 8 (TSPANS), transcript variant X1, mRNA
ID: XM_017019913 2 Length: 1122 Number of Matches: 1

nk Graghi

Gengs

Range 1: 168 ta 881
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Expect
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Figura 38. Resultados do sequenciamento avaliado no software Blast com 99% de identidade com o gene de interesse

TSPANS.

~

5.3.4. EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TspanCO029r

Para expressdo da proteina TspanCo029 recombinante foi testada em diferentes

Ihida foi 0,5mM IPTG (Figura 25) (para

ao esco

~

IPTG. A condig
concentragdes maiores que 0,5mM IPTG ndo houve acréscimo importante na expressao.

condicdes para a indugdo com

Portanto ndo justificaria gastar adicionalmente IPTG sem melhora proporcional do

rendimento) a 37°C por 4 h (figura 27 e 28). A prote

0es

foi expressa em ambas as frag

na

Ve

soluvel e insolavel (figura 29), sendo mais significativa na fracdo insoltivel. Com a condicéao

tapa de producdo em maior escala induzindo-se 1 litro de

s

do inicio a e

~

adequada, deu-se ent

cultura da bactéria recombinante em meio LB.
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0,25mM 0,5mM
PA Nith| 2h  2h 3h 4h |1h 2h  3h

4h

Figura 39. Perfil eletroforético do produto da expressdo de TspanCO029r em diferentes concentracoes de IPTG. 0,25mM,

0,5mM, 0,75mM e 1mM, em diferentes tempos de coleta. NI1h e NI4h: N&o induzido 1 e 4 horas. 1h a 4h coletados de uma
em uma hora ap6és inducgéo.

Colénia LR14 BL21 Al - Lote:941323 Colénia LR14 B A= Toleidi353
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Figura 40. Perfil eletroforético do produto da expressdo de TspanCO029r. Diferentes tempos de indugdo com de 0,5mM de
IPTG. TO: Néo induzido. T1 a T4 coletados de uma em uma hora ap6s indugéo.

Colénia LR14 BL21 Al — Lote:941323

Colénia LR14
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Figura 41. Perfil eletroforético do produto da expressdo de TspanCOO029r. Sobrenadante, fragdo soltvel, coletado apés as
respectivas lises bacterianas. Pellet: fragdo Insolivel.
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Apds inducao e lise bacteriana, o lisado contendo a proteina recombinante foi purificado
por cromatografia por afinidade em coluna de Niquel (Biorad) seguido de eluicdo com
aumento da concentracéo de imidazol, bem como por varia¢do de pH. A presenca da proteina
foi confirmada por Westem Blot usando o anticorpo contra a cauda de poli-histidina (anti-his)

(figuras 30). A concentracgdo final da proteina TspanCo0029 recombinante foi de 1,63mg/ml.

kD=

FT AW 2wW1 2w | W2

53

—> — D - —

L)

Figura 42. Westem Blot anti-his das elui¢Bes do produto da purificacdo de TSPCO029r. FT: Flow Throu (amostra que saiu
da coluna), W1: Whash Buffer 1 pH 7,8, W2: Whash Buffer 2 pH 6,3 e E: Elution Buffer pH 4,3.

A proteina TspanCO029 recombinante foi avaliada por espectrometria de massas e
demostrou peso de aproximadamente 28 Kda, em comparacdo com o0 peso de 26kD
(26.043,85) segundo informacdes do banco de dados de proteinas NCBI, 2017 (figura 31).
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Figura 43. Resultado da espectrometria de massas. ldentificacdo de peso 28474.0775 [Da].
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5.4. PRODU(;AO IN VITRO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-
TETRASPANINA CO029 (mAb-TspanC0O029r)

5.4.1. IMUNIZACAO
Foram realizadas seis imunizacGes, sendo a reatividade imunoldgica contra
TspanCO029r confirmada por teste de ELISA com os soros dos camundongos (grafico 13).
Uma vez confirmada a producdo de anticorpos por determinado camundongo, 0 mesmo foi

eutanasiado, para esplenectomia.

Titulo do Gréafico

2,5

1,5

0,5

12 coleta 29 coleta 30 coleta 40 coleta 50 coleta 62 coleta
Absorbancia do soro do camundongo 1

Absorbancia do soro do camundongo 2

Gréfico 1. Absorbancia do soro dos camundongos (1 e 2) imunizados. O eixo x apresenta o nimero de coletas realizadas de
15 em 15 dias, eixo y apresenta a absorbancia do valor reativo na técnica de Elisa de cada soro coletado. Camundongo 1
obteve uma melhor imunizag8o e seguiu para a etapa de fuséo celular.

5.4.2 FUSAO CELULAR

A fusdo foi realizada com 2,8x107 de linfocitos B sendo 1.250pl desta suspenséo, assim
como 2,8x107 sendo 250ul de mieldcitos, totalizando 15 placas de 96 pogos com cultura de
hibridomas.

O ELISA realizado com o sobrenadante da cultura confirmou nove pogos positivos com
hibridomas produtores de anticorpos policlonal conforme tabela 16. O clone P10F2 foi
selecionado para obtencdo de 700ml de sobrenadante para posterior purificagdo e pAbs e para
clonagem. Hibridomas positivos para producao de anticorpos policlonais para TspanCO029r
P.3B2, P.3C2, P.3C3, P.3E2, P.3E3, P.3E4, P.3D2, P.3D3 e P.10F2(++).

5.4.3 CLONAGEM
Ap0os a clonagem do hibridoma policlonal P.10F2, cinco pogos foram confirmados como
produtores de anticorpos monoclonais pela técnica de ELISA (tabela 17). O clone P.1 11B foi

expandido e de sua cultura (figura 32) foram coletados aproximadamente 600ml de
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sobrenadante para posterior purificacdo. Foi realizado também o ELISA para identificacdo do
subtipo daimunoglobulina (Ig) que foi positivo para 1gG1l. Hibridomas positivos para

producdo de anticorpos monoclonais para TspanCO029r P.1 4G, P.1 11B, P.1 11C (++), P.2
3G, P.28B.

Figura 44. Cultura celular de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-TspanCo029 1D P1.11C.

5.4.4 PURIFICACAO
O anticorpo policlonal foi purificado e apresentou uma dosagem de 4,6mg/ml e de
1,09mg/ml para os monoclonais anti-TspanCO029r e apresentou antigenicidade com a

proteina que foi utilizada na imunizagdo. Conforme mostra a figura 33, a banda de 52 kDa é
referente a cadeia pesado do anticorpo produzido in vitro.
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Figura 45. Western blot dos anticorpos policlonal e monoclonal produzidos in vitro. A banda visualizada na altura do peso
molecular (PA) de 52 kDa corresponde a cadeia pesado dos anticorpos.

Ademais, os produtos produzidos in vitro (proteina recombinante e 0s anticorpos
policlonais e monoclonais) serdo utilizados em proximas etapas e em perspectivas deste

projeto.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizamos o PCR em tempo real para analisar o perfil de
expressao génica para um painel contendo quatro potenciais biomarcadores para 0 CCR, que
séo expressos em ceélulas epiteliais. Foi avaliado, pela primeira vez, o perfil de expressao dos
biomarcadores TspanC0O029, Ki67, E-caderina e Vimentina em conjunto, buscando em
especial a correlacdo entre esses marcadores e a lateralidade do tumor primario, historico
familiar, linfonodos acometidos, sexo e idade de pacientes com CCR. Foi também produzida
a proteina recombinante para TspanC0029, assim como anticorpos policlonais e monoclonais,
onde serdo empregados no ensaio de imunohistoquimica para a avaliacdo da expressdo
proteica da mesma.

Com a pratica cada vez maior da medicina personalizada, hd uma demanda para
pesquisas que busquem mais biomarcadores tanto para o diagnéstico, quanto para prognostico
e predicdo de tratamento (ALBERTS, B. et.al., 2004). Neste sentido, as proteinas estudadas
neste trabalho mostram ser potenciais marcadores tumorais devido as suas funcées nas células
tumorais. A TspanCO029 em associacdo com a E-caderina (ASHAIE, M.A. et.al., 2016)
exercem a adesdo celular e quando expressas de forma alteradas na célula tumoral, contribuem
para a motilidade desta célula (SI-JIAN, P. et.al., 2015). Da mesma forma a expressdo de
vimentina em células epiteliais pode indicar um processo neoplasico (GILLES, C. et al. 2003),
assim como de Ki67 que também sinaliza exacerbada proliferacdo celular (YANG, C. et. al.
2018). Portanto, estes quatro marcadores mostram um possivel painel para o CCR.

Neste contexto, empregou-se a metodologia de gPCR que nos permitiu quantificar a
expressdo relativa de cada biomarcador para cada amostra analisada. A quantificagdo por
gPCR ¢ precisa pois analisa as amostras durante a fase exponencial da reacdo de PCR, onde
espera-se que a quantidade de cépias de determinado marcador venha a dobrar caso a
eficiéncia da reacdo seja de cem por cento, em cada ciclo. A andlise do ciclo limiar (Cy), ou
seja, 0 nimero do ciclo no qual os sinais sdo detectados acima da fluorescéncia de fundo
(ruido), pode ser usada para estimar os niveis de expresséo génica, relacionando os valores de
Ctpara um gene de controle (quantificacdo relativa). A quantificacéo relativa é a abordagem
mais amplamente adotada e é baseada na analise de um gene marcador, cuja expressdo €
normalizada em relacdo a expressdao de um gene endogeno, onde a expressdo nao se altera nos
diferentes grupos testados (KHEIRELSEID, AH. et al. 2010). Neste trabalho, usamos como

endogeno o gene da B-actina. A utilizacdo do gene de controle enddgeno é a abordagem mais
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comumente utilizada, pois exclui a variagdo associada as diferencas nas quantidades de
RNA/cDNA molde (KHEIRELSEID, AH. et al. 2010).

Neste estudo, analisamos a viabilidade de extracdo de RNA de duas fontes amostrais
distintas: amostras de tecido fixadas em parafina e amostras congeladas ap0s ressec¢ao
cirdrgica de pacientes com CCR. A anéalise do material extraido mostrou que amostras fixadas
em parafina ndo apresentaram integridade, diferentemente das amostras congeladas. Os acidos
nucléicos sdo mais dificeis de extrair do tecido fixado na parafina devido a necessidade de
remocdo da parafina e da neutralizacdo de ligacOes covalentes de proteina-DNA resultantes
do processo de fixacdo. Além disso, o processo de fixacdo, a preparacdo do tecido, a
incorporacéo de parafina e 0 armazenamento, contribuem para a fragmentacéo e modificacdes
quimicas. Essas alteracfes interferem em muitas analises moleculares classicas que requerem
acidos nucleicos de alta qualidade (HEDEGAARD J., et al., 2014).

Os dados das amostras congeladas foram analisados e o perfil das variaveis categdricas
encontrado foi de 58,82% do sexo feminino e 41,18% masculino, indo de acordo com o perfil
encontrado pelo INCA para o ano de 2019, onde o CCR é o segundo tipo de neoplasia de
maior incidéncia para as mulheres e o terceiro para os homens, poréem o perfil esperado para
2020 é de incidéncias proporcionais em ambos os sexos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
MALTA (2015) observou que, para os homens, existem maiores riscos para 0 CCR e a
hip6tese é de que os hormonios femininos exercam uma protecdo para as mulheres.

Com relacdo a idade, KONO (2004) descreveu gue a incidéncia de CCR aumenta a partir
de 40 anos para as mulheres e para 0os homens a partir de 50 anos. O perfil encontrado para as
amostras neste trabalho foi similar, sendo 31 dos pacientes acima de 40 anos para ambos 0s
sexos, e apenas dois pacientes com 33 e 36 anos do sexo masculino.

Quando avaliamos a lateralidade, o perfil encontrado estd de acordo com o perfil
descrito na literatura. Segundo SANTOS (2008), a lesdo priméaria predomina no colon
esquerdo (62% dos casos). As amostras trabalhadas neste estudo mostraram 61,74% de
tumores do célon esquerdo e 38,24% do colon direito. Ainda, de acordo com SANTOS (2008)
0 c6lon mais acometido é o sigmoide. O perfil encontrado nas amostras do trabalho é
semelhante, com 38,24% dos tumores localizados no célon sigmoide, seguido do ceco
(20,59%), reto (14,71%), colon ascendente (11,76%), colon descendente e transverso com a
mesma porcentagem de 5,88% e, por Gltimo, a flexura esplénica (2,94%).

Os valores obtidos da quantificagao relativa dos marcadores TSPANC0029, E-caderina,
Ki67 e Vimentina por gPCR foram analisados pelo teste estatistico de Mann Whitney e

apresentaram diferenca estatistica entre os grupos feminino e masculino, sendo que o primeiro
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grupo apresentou maior expressdo do marcador E-caderina. KIM, et.al (2019) mostrou que
0s niveis de expressdo de genes de marcadores EMT nas linhagens celulares de cancer ndo
eram influenciados pelo género, indo de encontro com outros autores (YUAN, Y., et.al.,
2016). Apesar disso, as diferencas nas taxas de incidéncia, progressdo e mortalidade do cancer
entre cada sexo é hoje bem documentada (ZAHM, S.H, et.al., 1995 & DORAK M.T., et.al.,
2012), com diferencas entre o género, caracterizadas em nivel molecular (YUAN, et.al.,
2016). Quando consideramos a idade dos pacientes, foi encontrado maior expressdo dos
marcadores Ki67 e Vimentina no grupo de 38 a 60 anos de idade. Estudos prévios ndo
demonstraram diferencas na expressdo de Ki67, Vimentina e E-caderina com relagdo a idade
(FORONES, N.M, et.al., 1999 & SEN, A, et.al., 2015).

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas na expressdo dos marcadores
TspanC0029, Ki67, E-caderina e Vimentina quando estes foram relacionados com a presenca
de historico familiar, metastase em linfonodos e lateralidade do tumor primario. O nimero de
amostras incluidos no trabalho pode ter limitado a identificacdo das diferencas na andlise do
teste de Mann Whitney.

Segundo HONG, X.W.et.al., (2011), TspanCO029 esta envolvida nos processos de
tumorigénese, na invasao celular e metastase. YI, LI., et.al., (2019) identificou que a alta
expressdo de Ki67 esta correlacionada com maior grau de malignidade, maior taxa de
crescimento de células tumorais, maior grau de invasdo, metéstase e pior progndstico clinico.
Um estudo avaliou que a alta expressao de E-caderina, apresenta melhor progndstico e menor
ocorréncia de metastase o que foi significativamente melhor comparado as amostras com
maior expressdo (KASHIWAGI, S. et.al., 2010). Em contrapartida, a maior expressdo de
Vimentina favorece a maior migracdo e invasividade das células neoplasicas (GILLES, C. et
al. 2003).

De acordo com SI-JIAN (2015), a TspanCO029 foi identificada expressa em altos
niveis, em varios tipos de carcinoma e sarcomas humanos. Sua superexpressao Sse
correlacionou com a progressdo do tumor, representando ser um marcador de mau
prognostico, porém, nao foi possivel corroborar estes achados com o presente trabalho, visto
que ndo foi encontrada diferenca de expressdo génica entre o grupo de amostras positivas e
negativas para o marcador TspanC0O029.

Os mesmos valores de RQ foram analisados por outro teste estatistico, agora avaliando
o coeficiente de correlagdo de Spearman das expressdes dos marcadores. Os valores do
coeficiente > 0,5 e p < 0,05 indicam existéncia de forte correlagdo, ou seja, quanto maior a

expressdo de um marcador, maior serd a do marcador correlacionado, sendo diretamente
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proporcional a expressdao dos marcadores analisados. Através do teste de Spearman foi
possivel identificar algumas correlagdes fortes entre os marcadores em diferentes anélises.

Analisando 0s grupos de amostras positivas, negativas e nos grupos de lateralidade de
tumor primario, em ambos os lados foi identificada uma forte correlacdo entre as expressoes
de TspanCO029 e E-caderina, corroborando com o trabalho de MANALE (2017). De acordo
com este autor, a TspanC0O029 tem funcdo pro-migratoria no cancer epitelial, pois ela medeia
a perda de conexdes intercelulares e possui interacdo e cooperacdo com o complexo de
membrana E-caderina/p120catenina, estimulando a mobilidade celular, processo importante
no desenvolvimento da metéstase. A expressao de TspanCO029 revela um pior progndstico
quando esté superexpressa em células tumorais. HONG (2011), por sua vez, identificou que
0 aumento da expressdo de TspanCOO029 implica no crescimento celular, assim como na
invasdo celular. Da mesma forma, a correlacdo entre TspanCO029 e Ki67 foi encontrada nos
grupos de amostras positivas, negativas e em ambos os grupos de lateralidade. Ki67 é um
marcador bem conhecido que indica progressdo tumoral e esta superexpresso em células
malignas. No entanto, apesar disso, quando avaliado sozinho ndo apresenta valor preditivo ou
de progndstico (YANG 2018). No presente trabalho, Ki67 foi correlacionado com os demais
marcadores, o que pode sugerir um potencial de aplicacdo em andlises futuras de progndstico
quando avaliado em conjunto com TspanC0O029, E-Caderina e Vimentina.

Uma forte correlacdo foi encontrada para os marcadores TspanC0O029 e Vimentina no
grupo de amostras positivas com tumor primario localizado no co6lon direito. De acordo com
MONDACA (2018), tumores do col6n direito apresentam um pior prognéstico e segundo
MELLING (2016), quando ocorre 0 aumento da expresséo de Vimentina em tecido epitelial
tem-se maior chance de desenvolvimento de metéstase, 0 que pode estar associado a expressao
concomitante de TspanC0O029 que, conforme ja demonstrado, apresenta relacdo direta com
desenvolvimento de metastase (LI and LI, 2015). Quando ocorre a expressdo de Vimentina
(marcador de célula mesenquimal) em células epiteliais tumorais, tem-se um indicativo de
processo de transicdo epitélio mesenquima, ja identificado como um possivel processo
neoplasico (LI and LI, 2015).

Por fim, este estudo demonstrou uma correlagdo importante na expressdo génica de
TspanCO029, E-caderina, Ki67 e Vimentina nas amostras positivas com tumor primario
localizado no coélon direito em comparagdo com o célon esquerdo, visto que ndo houve
correlagdo entre TspanCO029 e Vimentina nos tumores iniciados do lado esquerdo.

O presente estudo ndo conseguiu definir TspanC0O029 isoladamente como biomarcador

de predicdo de risco baseado na expressdo conforme lateralidade, malignidade ou de



99

metastase. Porém, quando associada aos demais marcadores Ki67, E-caderina e Vimentina, a
proteina demonstrou potencial relagdo com a lateralidade. Uma coorte com um maior nimero
de amostras pode, no entanto, levar a resultados distintos. A TspanCO029 possui importante
funcéo nas células epiteliais conferindo adesdo entre as células e matriz. Portanto, alteracfes
na expressdao da TspanCO029 estdo envolvidos na progressdao tumoral e podem estar
associadas com a promocdao de metastase por promover o movimento de células cancerigenas
desregulando as aderéncias celulares (GUO, Q. et.al., 2012). Futuros estudos poderéao

demonstrar sua aplicabilidade em painel de predicéo de prognoéstico e de malignidade.
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7. CONCLUSAO

v Para a variavel categorica lateralidade o perfil encontrado no trabalho também
foi de acordo com a literatura onde apresenta maior frequéncia de incidéncia no coélon
esquerdo com maior prevaléncia no colon sigmoide;

v Ndo foram encontradas diferencas significativas na expressdo génica dos
marcadores aqui estudados quanto as variaveis sexo, idade, histérico familiar, metastase em
linfonodos e lateralidade do tumor primério, quando os marcadores foram avaliados
separadamente;

v Foi encontrada correlagéo entre os marcadores TspanC0O029, E-caderina e Ki67
em amostras positivas para CCR de ambas as lateralidades;

v Foi encontrada correlagdo entre TspanC0029, E-caderina, Ki67 e também
Vimentina nas amostras positivas com tumor primario localizado no célon direito;

v A proteina recombinante assim como os anticorpos policlonais e monoclonais
foram produzidos corretamente de acordo com os protocolos estabelecidos e poderdo ser

utilizados futuramente em outros trabalhos.
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8. PERSPECTIVAS

Na busca pela identificacdo de novos potenciais biomarcadores, a protebmica € uma
abordagem amplamente utilizada para identificacdo de marcadores de drogas, diagndstico,
prognostico e candidatos para vacina (SELIGER & KELLNER, 2002). Existem diferentes
estudos mostrando que TspanCO029 é um potencial biomarcador para CCR, porém a
utilizacdo do mesmo na aplicagdo clinica ainda é escassa na literatura.

Neste trabalho foi realizada também a producdo da proteina recombinante para
tetraspanina CO029, por meio da metodologia em sistema procarioto Gateway®, assim como
anticorpos policlonais e monoclonais que terdo futuramente aplicac6es em diferentes projetos.

Como visto nos resultados do item 6, a proteina recombinante e os anticorpos foram
produzidos com confirmacao positiva para western blotting e espectrometria de massas (para

producdo da proteina). Diante disto, estes produtos serdo utilizados para:

° Avaliar a correlacdo de TspanC0O029 com outros marcadores do CCR;

° Avaliar a expresséo proteica nas amostras parafinadas utilizadas neste trabalho;

° Avaliar a resposta imunomoduladora in vitro mediante estimulo de
TspanCO029r;

) Avaliar a expressdo de TspanCO029 para outros tipos de tumores;

° Avaliar a utilizacdo dos anticorpos para imunoterapias;

Estdo sendo submetidos 3 artigos cientificos provenientes dos resultados deste estudo:

° Artigo 1 contendo os resultados de expressdo génica dos marcadores
TspanC0029, E-caderina, Ki67 e Vimentina;
) Artigo 2 contendo os dados da producdo da TspanCOO029r e dos anticorpos

policlonais e monoclonais e suas aplicagdes na localizagdo de Tspan CO029 nativa em células
tumorais;
° Artigo 3 contendo informacgdes descritivas de biomarcadores com potencial no

CRC, como artigo de revisao.
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