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OS IMUNOMARCADORES CDX2, BETA-CATENINA E WNT SAO UTEIS
PARA AVALIAR A CHANCE DE PROGRESSAO DE DOENCA OU A
EVOLUCAO PARA OBITO EM PACIENTES COM CANCER COLORRETAL?

Are CDX2, beta-catenin and WNT immunomarchers useful for evaluating the chance of disease progression
or evolution to death in patients with colorectal cancer?
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RESUMO - Racional: O cancer colorretal (CCR) é um dos tipos mais comuns no mundo. As
células epiteliais intestinais podem sofrer mutagdes que ocasionam vantagem proliferativa
e culminam com o surgimento do cancer. Mutagdes da via da beta-catenina foram
descritas entre as que podem ocasiona-lo. Objetivo: Verificar a existéncia de relagdo entre a
expressao de Wnt3, beta-catenina e CDX2 em amostras de cancer colorretal com os eventos
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clinicos progressdo de doenga e 6bito. Método: Foi realizada anélise imunoistoquimica & ~ VAT e .
de Wnt3a, beta-catenina e CDX2 em blocos multiamostrais de CRC (n=122), e avaliada a Imunomarcacdo: beta-catenina intra-nuclear e
relacdo entre a expressdo dos biomarcadores e os desfechos progresséo de doenca e ébito. Wnt3a

Resultados: Nao foram encontradas diferencas significativas entre a expressao ou auséncia
de CDX2, beta-catenina ou Wnt3a e estadio clinico, grau de diferenciacdo tumoral, presenca
de progressdo de doenca ou evolugdo ao 6bito. Concluséo: Os marcadores CDX2, beta-
catenina e Wnt3a ndo sdo Uteis para predizer prognostico em pacientes com CCR.

DESCRITORES - CDX2. Beta-catenina. Wnt3. Cancer colorretal. Os marcadores tumorais CDX2, beta-catenina e
Wnt3a ndo sdo bons preditores de progndstico em

pacientes com cancer colorretal.

Mensagem central

ABSTRACT - Background: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common types of

cancer in the world. Over time, intestinal epithelial cells undergo mutations that may lead Perspectiva
to proliferative advantage and the emergence of cancer. Mutations in the beta-catenin Ao contrério da literatura recente, este estudo de
pathway are amongst those described in the development of CRC. Aim: To verify the imunoandlise demonstra baixa aplicabilidade dos

existence of a relation between the presence of Wnt3, beta-catenin and CDX2 in colorectal marcadgr_es WEIETS CDX2,,b_eta—catemna N Wnt:%a
na predicdo de desfechos clinicos como progressao

cancer samples and clinical outcomes such as disease progression or death. Method: Wnt3a, de doenca ou evolugio ao Gbito no contexto do
beta-catenin and CDX2 immunohistochemistry was performed on CRC tissue microarray e

samples (n=122), and analysis regarding the relation between biomarker expression and
disease progression or death was performed. Results: No significant difference was found
between the presence or absence of CDX2, beta-catenin or Wnt3a expression and clinical
stage, tumor grade, disease progression or death. Conclusion: CDX2, beta-catenin and
Wnt3a are not useful to predict prognosis in patients with CRC.

HEADINGS: CDX2. Beta-catenin. Wnt3. Colorectal cancer.
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INTRODUCAO

cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer

Omais incidente no mundo, sendo no Brasil o
terceiro mais comum nos homens e o segundo

nas mulheres®. Anualmente, sdo realizados mais de um milhdo
de diagnosticos no mundo, com mortalidade estimada de
600.000 individuos por ano?. Apenas no Brasil, estima-se que
serdo 20.520 casos novos em homens e 20.470 em mulheres
para cada ano do triénio 2020-2022'. A sobrevida em cinco
anos possui relagdo direta com o estadiamento?®, e varia de
90%, se doenca localizada, a 14% na vigéncia de metastase'>?2.

O desenvolvimento do CCR se inicia com a ocorréncia
de mutagdes nas células do epitélio intestinal, que ocasionam
vantagens proliferativas'. A proliferacdo aumentada origina
a formacao de pdlipos adenomatosos benignos, que podem
evoluir para a génese de tumores malignos™. O tempo de
evolugao entre o adenoma e o desenvolvimento de cancer é
de cerca de 10 anos®. Vérias mutagdes ja foram relacionadas
ao desenvolvimento do cancer colorretal, entre elas as dos
genes APC (adenomatous polyposis coli), KRAS, p53, do gene
da beta-catenina, entre outras®.

As proteinas Wnt sdo glicoproteinas que atuam no controle
do desenvolvimento, proliferacdo e morte celular a partir da
ativagdo da via Wnt/beta-catenina®. Nesta via, as proteinas
Wnt1, Wnt3a e Wnt7a estimulariam a inativacdo da formacao
do complexo de destruicdo da beta-catenina (formado por
caseina quinase 1 - CK1, glicogénio sintase quinase 3 — GSK3,
proteina axin e proteina APC), ocasionando acimulo intracelular
de beta-catenina?'. Este acimulo leva a ativacdo de genes-
alvo da via Wnt/beta-catenina, responsaveis pelo controle da
proliferacdo celular. Quando ha desregulacdo desta via, tanto
por hiperestimulagdo por Wnt quanto por outras mutagdes
que levem ao aumento da beta-catenina livre intracelular, gera-
se proliferagdo celular acentuada, que pode originar o CCR%.

O fator de transcricdo CDX2 (caudal type homeobox type
2) faz parte do conjunto de proteinas codificadas pelos genes
do grupo homeobox, que sdo responsaveis pela formacdo
de fatores essenciais ao desenvolvimento inicial do embrido,
assim como padronizacao e identificagcdo celular’. Apos o
nascimento, a expressdo do CDX2 passa a ser importante para
amorfogénese do epitélio intestinal, onde se mantém presente
por toda a vida“ pode, portanto, ser utilizado como marcador
especifico de tecido colorretal em estudos imunoistoquimicos'®.

Acredita-se que, além de definir o fendtipo intestinal nas
células epiteliais, 0 CDX2 também possua funcdo de supressao
tumoral®, uma vez que sua auséncia se correlaciona com menor
diferenciagdo histolégica e estadiamento avancado em tumores
malignos colorretais*?°. O mecanismo desta supressdo nao
esta totalmente esclarecido, porém acredita-se que o fator de
transcricdo CDX2 atue bloqueando a via de sinalizacdo Wnt/
beta-catenina™.

Este trabalho objetiva relacionar a imunomarcacao de
amostras de canceres colorretais para CDX2, beta-catenina e
Wnt3a com a presenca de progressdo de doenca e a evolucdo
ao ébito.

METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa
da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parang, Curitiba, PR,
Brasil sob n°. 1.999.670.

Retrospectivamente foram incluidos 122 pacientes com
diagnéstico de adenocarcinoma colorretal realizado entre
os anos de 2010 e 2015 no Hospital Universitario Evangélico
Mackenzie, em Curitiba, PR, Brasil. As amostras de tecidos
destes pacientes foram separadas no laboratério de patologia
do hospital e enviadas para imunomarcagéo. Para a avaliagcdo

imunoistoquimica, realizou-se a confec¢do de blocos multiamostrais
por meio do aparelho manual Tissue Tek Quick-Array™, que
utiliza pingas acopladas com diametros de 1-3 mm para extragéo
da area registrada.

Os blocos multiamostrais permitiram a obtencdo de até
60 fragmentos dos tecidos tumorais, sendo posteriormente
processados e submetidos a técnica deimunoperoxidase, realizada
pelo instrumento Benchmark Ultra™. As leituras foram realizadas
apo6s amplificagdo da marcagdo pelos anticorpos primarios,
por dois patologistas em tempos diferentes. Os resultados
foram classificados como positivos (na presenca de marcagéo),
negativos (na auséncia de marcacao) ou indeterminados.
Foram utilizados os seguintes clones para marcacao: CDX-2
clone EPR2764Y, fabricado pela Cell Marque; beta-catenina
clone 14, fabricado pela Ventana; e Wnt3a policlonal, fabricado
pela Genetex.

A coleta de dados foi realizada entre os meses de marco
e julho de 2018, por meio da analise de prontuarios fisicos
e eletronicos, laudos de anatomia patoldgica, exames de
imagens e laudos para solicitagdo de procedimentos de alto
custo (quimioterapia).

Analise estatistica

Os resultados das varidveis quantitativas foram descritos
por médias, desvios-padrdo, medianas e valores minimos e
maximos. Variaveis categéricas foram descritas por frequéncias e
percentuais. Para a analise de fatores associados ao tempo atéa
progressdo da doenca (PEVENT) foram ajustados modelos de Fine
e Gray, considerando-se o ébito como risco competitivo. Apds
0 ajuste, a medida de associagao estimada foi a subdistribution
hazard ratio (SHR). Para a analise de sobrevida, foram ajustados
modelos de regressdo de Cox e estimados os valores de hazard
ratio. Para ambos os modelos, o teste de Wald foi usado para
avaliar a significancia das variaveis. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o
programa computacional Stata/SE v.14.1, StataCorpLP, USA.

RESULTADOS

Dos 122 pacientes, 63 eram homens (51,6%) e 59 mulheres
(48,4%). A maior parte dos casos possuia entre 50-70 anos de idade
no momento do diagndstico (n=69, 56,6%); o grau de diferenciacdo
histolégica mais comum foi o moderadamente diferenciado (n=101,
82,8%). A maioria dos casos possuia estadiamento avancado
na ocasido do diagnostico (UICC Il e IV, n=74, 60,7%, Tabela 1).

TABELA 1 - Dados epidemioldgicos (n=122)

n %

Idade no diagnostico

<50 anos 22 18

50-70 anos 69 56,5

>70 anos 31 254
UICC (estadio clinico)

0,loull 48 39,3

eV 74 60,7
Grau de diferenciacdo

Pouco diferenciado 10 8,2

Moderadamente diferenciado 101 82,8

Bem diferenciado 8 6,6

Indeterminado 3 2,5
Total 122 100

A expressao de CDX2 foi encontrada em 67,2% (n=82), ade
beta-catenina em 42,6% (n=52) e a de Wnt3a em 43,4% (n=53)
dos casos. A taxa de resultados inconclusivos variou entre 11,5 e
15,6% (Tabela 2). Nao foi encontrada diferenca significativa entre
a presenca ou auséncia dos marcadores CDX2, beta-catenina e
Wnt3a com idade ao diagndstico, género, estadio clinico e grau
de diferenciacdo tumoral.
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TABELA 2 - Resultados encontrados na imunomarcacao

Marcador n %
negativo 25 20,5
CDX2 positivo 82 67,2
inconclusivo 15 12,3
negativo 56 459
Beta-catenina positivo 52 42,6
inconclusivo 14 11,5

negativo 50 41
WNT3a positivo 53 434
inconclusivo 19 15,6

Total 122 100

Foirealizada analise para verificar quais fatores poderiam
estar relacionados com a presenca de progressdo (Tabela 3).
Né&o houve diferenca significativa em relacdo a presenca ou
auséncia de marcagdo para CDX2, beta-catenina e Wnt3a e
a ocorréncia de progressao de doenga. Também néo houve
diferencas estatisticas entre idade no diagnostico, estadio
clinico no diagndstico e género com a ocorréncia ou nao de
progressdo de doenga.

TABELA 3 - Analise das variaveis em relacdo a presenca de
progressdo de doenca

% de
Variavel  Classificagdo n casoscom p* SHR IC95%
progressao
<50 (ref) 22 10 (45,5)
Idade nodx 50a 70 69 25(36,2) 0225 064 031-1,31
>70 31 8(258) 0,143 049 0,20-127
Fem (ref) 59 16 (27,1)
Sexo
Masc 63 27 (429) 0,127 1,63 087-3,04
Pouco
Grau de diferenc (0) )
diferenciacéo Bern diferenc
(excluidos (ref) @) 8 3(375 0241 346 044-27,5
"indet”)
Moderado (1) 101 39(38,6) 0,360 2,90 0,30-282
o/1/1l 48 15(31,2)
uicc
/v 74 28(37,8) 0,085 1,68 0,93-3,05
Negativo (refy 25 9 (36,0)
CDX2 Positivo 82 28(34,1) 0982 099 047-2,08
Inconclusivo 15 6(40,0) 0489 1,46 0,50-4,26
Negativo (ref) 56 18 (32,1)
Beta-catenina Positivo 52 21(404) 0610 1,18 0.63-220
Inconclusivo 14  4(286) 0,902 1,08 0.34-343
Negativo (ref) 50 20 (40,0)
WNT3 Positivo 53 17(321) 0,094 058 0,30-1,10
Inconclusivo 19  6(316) 0,364 066 0,25-1,63

SHR=subdistribution hazard ratio; IC95%: 95% confidence interval

Em relacdo a evolugdo para o evento ébito, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre a presenca ou auséncia
dos marcadores estudados e a ocorréncia de tal desfecho.
Foi encontrada diferenca estatisticamente relevante quando
avaliados o grau de diferenciacdo tumoral, o estadiamento no
diagndstico e a presenca de progressao de doenca. O evento
oObito foi mais encontrado nos tumores pouco diferenciados (HR
17,6; 3,5-88,6), nos estadios mais avancados (HR 2,52; 1,49-4,25)
e nos pacientes que apresentaram progressao de doenca (HR
5,91; 3,37-10,4, Tabela 4).

EM PACIENTES COM CANCER COLORRETAL?
TABELA 4 - Anélise das variaveis em relacao ao evento 6bito

Varidvel Classificacdo n % de 6bitos p* HR 1C95%
<50 (ref) 22 9(40,9%)
Idade no dx 50 a 70 69 42(609%) 0361 140 0,68-288
>70 31 17 (548%) 0,099 1,98 0,88-4,45
. Masc (ref) 63 32 (50,8%)
Género
Fem 59 36(610%) 0134 144 089-234
Bem diferenc
8 2 (25,0%
Grau de (ref)@) : )

diferenciaggo Moderado

[o)
(excluidos (1) L

0,078 3,55 0,87-14,6

“indet”)
Z‘i}:f:nc © 10 7000% 0001 176 35-886

uIcC o/1/Il 48 22 (45.8%)

(agrupado) /v 74 46 (622%) <0001 2,52 1,49-4,25

Evento de  Néo 79 41(519)

progressao  Sjm 43 27(628 <0001 591 3,37-104
Negativo o
- 25  9(36,0%)

oz Positivo 82 28(341%) 0373 133 0,71-2,51
Inconclusivo 15 6 (40,0%) 0,855 1,10 0,41-2,94
Negativo

56 28 (50,0%

Beta- (ref) ( g

catenin Positivo 52 35(673%) 0480 1,20 0,73-197
Inconclusivo 14 5(357%) 0791 0,88 0,34-2,28
Negativo 5
(ref 50 30 (60,0%)

i) Positivo 53 30(566%) 0204 0,72 043-120
Inconclusivo 19 8 (42,1%) 0,268 0,64 0,29-1,40

*Modelo de regressdo de COX e teste de Wald, p<0,05

DISCUSSAO

Nesta pesquisa, verificou-se a auséncia de CDX2 em 20,5%
das amostras analisadas, semelhante ao previamente descrito
na literatura, onde pouca expressdo ou auséncia de CDX2 foi
encontradaem 5-29% dos CCR™2'. De forma similar, Kaimaktchiev
etal.encontraram este marcador superexpresso em 85,7% de suas
amostras de CCR e em 97,9% de suas amostras de adenomas
colorretais'.

Ao contrario dos achados do presente estudo, pesquisas
anteriores relacionaram a auséncia de expressao de CDX2 com
menor diferenciacdo histoldgica e estadio mais avancado no
diagnostico**?, assim como menores taxas de sobrevida livre de
doenca e livre de progressao*®%°. Nolte et al. demonstraram que
a menor expressao de CDX2 se relaciona de forma inversamente
proporcional a probabilidade de certos fatores, como género
feminino, histologia mucinosa, maior grau patoldgico tumoral,
maior estadiamento pT, maior classificagdo TNM, menor sobrevida
livre de doenca (41% vs. 74% em tumores CDX2 positivos) e
menor sobrevida global em cinco anos (33% vs. 59%), mantendo
significancia mesmo em andlises multivaridveis que excluiam género,
grautumoral e estadio clinico®. Neste estudo, ndo foi encontrada
relagdo entre a auséncia de CDX2 e aumento de risco significativo
para desfechos como progressdo de doenga, ébito e evolugéo
em estadiamento clinico ou em grau de diferenciacdo tumoral.

A expressao de Wnt3a no presente estudo, em 43,4% das
amostras avaliadas, foi notadamente menor do que o descrito na
pesquisa de Qi et al., onde 172 (88.2%) de 203 amostras de CCR
demonstraram expressao positiva de Wnt3a, e os casos com forte
expressao se relacionaram com tumores menos diferenciados,
estadio clinico avancado, presenca de metastase e com recorréncia
tumoral®?. Foi notada redugdo da sobrevida global conforme a
expressao de Wnt3a, sendo de 76,4 meses para os pacientes
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sem expressao deste marcador e de 41,7 meses para aqueles
que possuiam forte expressdo nas células tumorais. Ndo houve
diferenca significativa na expressdo de Wnt3a quando avaliada
idade dos pacientes, género ou tamanho tumoral?.

J& a pesquisa de Madison et al. encontrou Wnt3a expresso
em 89,9% dos casos de CCR (de forma fraca em 44,7% e forte em
45,2%), e relacdo entre a positividade para Wnt3a com a presenca
de mimetismo vasculogénico (VM). A presenca de VM esteve
associada com tumores pouco diferenciados (56,6% vs. 7,1% em
tumores bem diferenciados), estadio clinico avancado (58,3% em
EC IV vs. 0% em EC |) e presenca de metastase ou recorréncia
(31,2%vs. 10,7% quando auséncia de metastase ou recorréncia). Os
pesquisadores ndo encontraram diferenga significativa na expressao
deWnt3aemrelacdo agénero e idade, assim como em relacdo ao
grau de diferenciagdo tumoral, progressdo de doenca, evolucdo
para 6bito ou estadiamento clinico no diagnostico. Considerando
que ndo existe um guia para leitura da imunomarcacdo, podem
ter sido consideradas negativas algumas amostras que em outros
estudos foram consideradas fracamente positivas.

Jaaexpressao de beta-catenina nuclear foi observadaem
42,6% das amostras, semelhante ao encontrado por Morikawa et
al, onde a positividade deste marcador foi registrada em 323 (47%)
de 724 casos de CCR™. Uma vez que mutacdes na via Wnt/beta-
catenina sdo frequentemente associadas com o desenvolvimento
de cancer - mas a expressao de beta-catenina s é encontradaem
menos da metade dos tumores -, imagina-se que existam outros
mecanismos que demonstrem a ativacdo desta via génica®.

O presente estudo demonstrou importantes diferencas
em relacdo a literatura recente, principalmente em relacdo ao
progndstico, uma vez que nao se encontrou nenhum marcador
dentre os estudados que possa ser utilizado como indicativo de
probabilidade para progressdo da doenga ou evolugao para ébito.
Isso pode ser explicado por possiveis diferencas entre estudos na
interpretacdo das amostras, uma vez que ndo existem critérios
Unicos que padronizem a leitura da expressdo de biomarcadores
na imunoanalise.

CONCLUSAO

Os marcadores tumorais CDX2, beta-catenina e Wnt3a
nao se mostraram bons instrumentos para avaliar a chance de
progressao de doenga ou a possibilidade de evolucdo ao 6bito
no contexto do cancer colorretal.
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