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Expressdo de marcadores de células-tronco e anadlise do CD133 séo relevantes na diferenciacéo do cancer
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RESUMO - Racional: CD133 e AXL sdo descritos na literatura como marcadores de células-
tronco tumorais, e c-MYC cumpre papel chave como mecanismo de regulagdo celular no
cancer colorretal (CCR). Objetivo: Avaliar o papel prognostico dos biomarcadores CD133,
AXL e c-MYC e sua associacdo com caracteristicas clinicopatoldgicas de adenocarcinomas
e adenomas colorretais. Métodos: Um total de 156 pacientes com adenocarcinomas de
estadio UICC I-IV (n=122) e adenomas (n=34) colorretais foram avaliados. Microarranjos
teciduais (TMA) dos tumores primarios e adenomas foram realizados em busca de expressao
de CD133, c-MYC e AXL, com posterior analise de relagao significativa com caracteristicas
clinicopatolégicas. Resultados: Adenocarcinomas pobremente diferenciados e progressdo
de doenca foram fatores de risco independentes para méa sobrevida global. A taxa mediana
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de sobrevida global foi de 30 meses. Expressdo positiva de CD133 (359% dos casos),
particularmente em canceres de célon direito (44,8% dos casos CD133+), correlacionou-
se negativamente com &bito na analise univariada, sem significancia estatistica na analise
multivariada. c-MYC (15,4% dos casos) teve predominio de expressdo em pacientes com
estadio avancado com metastases distantes (ndo-pulmonares/ndo-hepaticas). Expressao de
AXL foi pouco encontrada, com predominio em adenomas, com menor penetrancia em
displasia de alto grau. Conclusdo: Expressdao de CD133 ndo se associou com sobrevida
global inferior em CCR. Enquanto AXL demonstrou resultados inconclusivos, expressao de
¢-MYC em tumores primarios se associou-se a metastases a distancia.

Os biomarcadores tumorais CD133 e c-MYC
demonstram papeis prognoésticos  distintos  em
adenocarcinomas colorretais.

Perspectiva

Este estudo de imunoanélise demonstra associagdo
entre a expressdo de c-MYC e metastases a distancia.

Ao contrario da literatura atual, no entanto, expressao
de CD133 nao parece se relacionar com sobrevida
global inferior no contexto do cancer colorretal.

DESCRITORES: Neoplasias colorretais. Adenoma. Biomarcadores tumorais. Proteinas proto-
oncogénicas. C-myc. Antigeno ac133. Receptores proteina tirosina quinases.

ABSTRACT - Background: CD133 and AXL have been described as cancer stem cell markers,
and c-MYC as a key regulatory cellular mechanism in colorectal cancer (CRC). Aim: Evaluate
the prognostic role of the biomarkers CD133, AXL and c-MYC and their association with
clinicopathologic characteristics in colorectal adenocarcinomas and adenomas. Methods:
A total of 156 patients with UICC stage I-IV adenocarcinomas (n=122) and adenomas
(n=34) were analyzed. Tissue microarrays (TMA) from primary tumors and polyps for
CD133, c-MYC and AXL expression were performed and analyzed for their significance with
clinicopathologic characteristics. Results: Poorly differentiated adenocarcinomas and disease
progression were independent risk factors for poor overall survival. The median overall
survival time was 30 months. Positive CD133 expression (35.9% of all cases), particularly
of right-sided CRCs (44.8% of the CD133+ cases), was negatively correlated with death in
the univariate analysis, which did not reach significance in the multivariate analysis. c-MYC
(15.4% of all cases) was predominantly expressed in advanced-stage patients with distant
(non-pulmonary/non-hepatic) metastasis. AXL expression was found only occasionally,
and predominantly dominated in adenomas, with less penetrance in high-grade dysplasia.
Conclusions: CD133 expression was not associated with inferior overall survival in CRC.
While AXL showed inconclusive results, c-MYC expression in primary CRCs was associated
with distant metastasis.

HEADINGS: Colorectal neoplasms. Adenoma. Biomarkers, tumor. Proto-oncogene proteins
c-MYC. AC133 antigen. Receptor protein tyrosine-kinase.
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INTRODUCAO

ancer colorretal (CCR) é uma das principais doencas

malignas em humanos e é a segunda e terceira maior

causa de obitos relacionados a cadncer em homens e
mulheres nos Estados Unidos e no Brasil, respectivamente'?2. Vias
moleculares da carcinogénese colorretal tém sido progressivamente
melhor caracterizadas nas Ultimas duas décadas. O proto-oncogene
KRAS foi o primeiro gene que foi integrado no processo clinico de
decisdo da necessidade de terapia bioldgica adjuvante para tratar
CCR de estadiamento avangado, assim como em outros tipos de
cancer, nos Ultimos 15 anos. Subsequentemente, o ato de dividir
pacientes com CCR em subgrupos definidos, caracterizados como
dealto ou baixorisco de progressdo dependendo de seus achados
moleculares, tem se tornado cada vez mais comum durante o cuidado
clinico, uma vez que leva a diversas implicagdes terapéuticas. O
Atlas Gendomico do Cancer (Cancer Genome Atlas) revelou que o
CCR contém genes conhecidos com mutagao significativa, dentre
os quais se lista APC, TP53, SMAD4, PIK3CA e KRAS, bem como
outros como ARID1A, SOX9 e FAM123B. Aproximadamente 16%
dos CCRs analisados demonstraram alta carga mutacional, e 75%
destes apresentaram alta instabilidade de microssatélites (MSI-H),
geralmente com hipermetilacdo e silenciamento do gene MLH1.
Ademais, 25% dos casos possuiam mutagdes somaticas nos genes
de reparo de incompatibilidade (MMR) e POLE (€ polymerase)'™.

Adenomas colorretais sdo lesdes pré-malignas com capacidade
proliferativa aumentada e com acimulo de padrées moleculares,
que se tornam distintamente detectaveis durante progressao de
doenca, dependendo do tempo de evolugdo de cada adenoma
e de seu subgrupo histoldgico**'”. Uma melhor caracterizacdo
das vias moleculares que ocorrem na sequéncia adenoma-para-
adenocarcinoma e também durante progressdo de doenca, de
estagios iniciais a avancados, é de grande relevancia para garantir
entendimento aprofundado da fisiopatologia do CCR e de seu
processo de desenvolvimento’.

Um nUmero crescente de publicagbes passou a descrever
biomarcadores que podem permitir melhor definicdo de dados
prognosticos em pacientes individuais, que apresentem ou ndo
muta¢des em proto-oncogenes especificos (como KRAS) e em
genes supressores tumorais (como TP53) em células tumorais
colorretais, embora ainda exista muita controvérsia em relacdo
ao papel de tais marcadores em desfechos clinicopatolégicos.

Recentemente, tem sido consistentemente sugerido que
muitos dos achados mutacionais encontrados em oncogenes
e genes supressores podem ser de importancia especifica para
células tumorais com caracteristicas pluripotentes, de forma que
posam predominantemente conduzir a progressdo tumoral. Tais
células sdo definidas como originadas de células-tronco cancerosas
(CSC) encontradas no interior das criptas intestinais durante a
carcinogénese colorretal inicial. Ao contrario da massa de células
tumorais bem diferenciadas, esse pequeno grupo de células
progenitoras é capaz de preservar suas caracteristicas-chave de
auto-renovacdo e diferenciacdo ao passo que se desenvolvem
em células tumorais colorretais?®.

Existe evidéncia crescente de que a carcinogénese no CCR
é conduzida principalmente pela acdo desse pequeno grupo
de células cancerosas pluripotentes, que podem abrigar proto-
oncogenes que passaram por “upregulation” e também mecanismos
de regulacdo do crescimento, podendo assim se tornarem
relevantes na progressdo tumoral. CD133, também conhecido
como Prominin-1, é uma das glicoproteinas transmembrana mais
frequentemente associadas a caracteristicas de célula progenitora
e a comportamento de célula-tronco no CCR, e é atualmente
considerado o marcador de superficie mais robusto para células
progenitoras de CCR™.

Oreceptor detirosina quinase AXL regula diversos processos
celulares vitais, incluindo proliferagao, sobrevivéncia, motilidade
e resposta imune. Embora ndo seja implicado como um fator
de influéncia na oncogénese, AXL é superexpresso em vérias

malignidades sélidas e hematoldgicas, como leucemia mieloide
aguda, cancer de pulmao ndo-pequenas células, adenocarcinoma
gastrico e colorretal, bem como cancer de prostata e de mama'®.
¢-MYC é um dos principais genes responsaveis pela regulagdo
de crescimento e pelo metabolismo celular. Sua superexpressdo
transforma o proto-oncogene c-MYC em um potente oncogene
responsavel por fornecer o metabolismo necessario para garantir
rapida proliferacdo celular e por coordenar as mudancas nas
familias de genes que aumentam a proliferagao celular™.

O objetodo presente estudo foi de avaliar o papel progndstico
dos biomarcadores CD133, AXL e c-MYC e sua associagdo com
caracteristicas clinicopatoldgicas em adenocarcinomas e adenomas
colorretais, em um estudo de desfechos clinicos de instituicdo Unica.

METODOS

Pacientes e amostras teciduais

Este estudo observacional retrospectivo foi aprovado pelo
comité de ética da Faculdade Evangélica Mackenzie do Paranj,
Curitiba, PR, Brasil (nimero de aprovagdo IRB: 1999672) e teve
uma divisdo em dois grupos distintos: o grupo adenocarcinoma
(n=122)incluiu pacientes com cancer colorretal e o grupo adenoma
(n=39) os com adenomas colorretais que realizaram polipectomia
por meio de colonoscopia. Todos os casos foram recrutados do
Hospital Universitario Evangélico Mackenzie, Curitiba, PR, Brasil.
Os blocos de parafina e laminas histopatoldgicas de CCRs e
adenomas foram obtidos e referenciados para revisao histoldgica
antes da avaliagdo imunoistoquimica.

Construcao do bloco multiamostral (TMA) eimunoistoquimica

Este estudo utilizou a técnica de microarranjo tecidual (TMA)
para anélise histolégica. Primeiramente, as laminas coradas em
H&E foram analisadas e a area contendo a maior representagao
de neoplasia foi marcada com caneta. O bloco de parafina doador
correspondente recebeu amesma marca no mesmo local dalamina.
A area selecionada foi entdo extraida dos blocos doadores por
meio do dispositivo Tissue-Tek Quick-Ray™ (Sakura®, Nagano,
Japéo), extraindo "bidpsias” teciduais cilindricas de 2.0 mm de
espessura. Uma planilha de Excel com 10 colunas e seis linhas
foi criada para coordenar o arranjo. Cada uma das 60 amostras
cilindricas foi posicionada nos buracos correspondentes do
molde de parafina, seguindo a ordem da planilha, e entdo o
molde foi preenchido com parafina, finalizando o bloco TMA.
Microtomia de multiplas se¢des de 5 um foi feita em cada bloco
de TMA, com os resultados transferidos para laminas hidrofilicas
Scientific™ Superfrost Plus™ (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos)

Os casos foram submetidos a técnica de imunoperoxidase,
realizada no instrumento BenchMark ULTRA™ (Roche Tissue
Diagnostics, Basel, Suica), com processamento integrado 3-em-1.
A leitura foi feita por meio de um amplificador apds a marcacéo
com os anticorpos primarios. Dois patologistas laudaram os
resultados das laminas em tempos diferentes, e as amostras foram
classificadas como positivas, caso apresentassem a marcacao pelo
anticorpo, ou negativas caso contrario. Os seguintes anticorpos
foram utilizados: CD133 policlonal (Biorbyt®, Cambridge, Reino
Unido); AXL policlonal (St John's Laboratory Ltd., Londres, Reino
Unido); c-MYC clone MYC275 + MYC909 (Medaysis®, Livermore,
Estados Unidos).

Coleta de dados

Dados clinicopatoldgicos foram obtidos do banco eletrénicode
dados clinicos do hospital (PAGU), de formulérios de requerimento
de quimioterapia (APACs) e de laudos anatomopatoldgicos oficiais.
Para coletar informacdes adicionais, contato telefénico também
foi feito. Cada caso foi inserido em um protocolo padronizado de
coletade dados. O protocolo do grupo adenocarcinoma continha
pseudonimo do paciente com iniciais, idade ao diagndstico,
género, numero telefonico, nimero do bloco de parafina, datada
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operacao, diagndstico histoldgico, local do tumor primario, CID-
10, caso primario, TNM patoldgico, local de metastase a distancia
(se presente), estadiamento UICC, status de resseccao, data de
progressao (se presente), tempo livre de doenca (se presente),
progressao de metastase a distancia (se presente), sobrevida
global, seguimento e data quando “visto pela Ultima vez".
Similarmente, o protocolo do grupo adenoma continha
pseudonimo do paciente com iniciais, idade ao diagndstico,
género, numero do bloco de parafina, data da colonoscopia, local
do adenoma, classificacdo macroscopica do adenoma, diagndstico
histoldgico, dimensdes na colonoscopia e grau de displasia.

Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o programa de
computador Stata/SE v.14.1 (Stata Corp Lp., College Station, Texas,
Estados Unidos). Para analisar os fatores associados com o evento
progressao (PEVENT), modelos de Fine e Gray foram utilizados,
considerando 6bito como risco competitivo. Apds ajustes, a
medida de associacdo estimada utilizada foi a subdistribuicdo de
razao de risco (SHR). Para analisar sobrevida, modelos ajustados
univariado e multivariado de regressdo de Cox foram utilizados,
e valores de razdo de risco (HR) foram estimados. Para avaliar a
significancia de cada variavel, o teste de Wald foi utilizado. Valores
de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

RESULTADOS

Desfechos clinicos
As variaveis clinicopatoldgicas do grupo adenocarcinoma
(n=122) estao descritas na Tabela 1.

TABELA 1 - Variaveis clinicopatoldgicas do grupo adenocarcinoma,
e marcagdes CD133+ e c-MYC+ (marcacdo positiva).
A analise AXL ndo foi realizada (AXL+ =4).

n CDB3+ p cMYC+ p
Género p=0,52 p=0,53
Masculino 63 14 34
Feminino 59 17 30
Idade (anos) p=0,26 p=0,20
<50 22 7 11
50 a 65 45 14 41
>65 55 10 12
Local do tumor primario p=0,19 p=0,17
Colon direito 42 13 18
Colon esquerdo 48 10 24
Reto 27 6 19
Estadiamento UICC p=0,51 p=0,67
0/1/11 41 14 25
/v 62 17 39
Grau histoldgico p=042
Baixo/moderado 93 27 60
Alto 7 3 4
Estadiamento TNM patolégico
pTins/pT2 13 3 p=0,74 7 p=0,37
pT3/pT4 84 27 53
pNO 44 14 p=1 27 p=1
pN1/pN2 48 15 29
pMO 1 2  P=069 9 p=1
pM1 28 8 18
Local de metastase a distancia
Pulmonar 4 2  p=058 1 p=0,14
Hepatica 21 5 p=059 15 p=0,30
Peritoneal 8 0 p=0,10 7 p=0,25
Outro 8 1 p=043 7 p=0,04

O local mais comum de metastases a distancia foi o figado
(n=24,19,7%). A taxa de sobrevida global foi de 44,3%, e o tempo
mediano de sobrevida global estimado pelo método Kaplan-
Meier foi de 30 meses. A analise univariada demonstrou que

adenocarcinomas de estadio precoce foram associados com melhor
sobrevida global (Figura 1A). Foi observado que adenocarcinomas
pobremente diferenciados e progressdo de doenca foram fatores
de risco independentes para obito (p<0.05). Expressdo positiva
de CD133 (Figura 1B) se correlacionou negativamente com 6bito
na analise univariada, mas esta significancia foi perdida na anélise
multivariada. Expressao de c-MYC e AXL ndo se associaram com
sobrevida global (Figuras 1C e 1D).
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FIGURA 1- Curva de Kaplan-Meier: A) de acordo com estadiamento
UICC precoce (0/I/1) e tardio (Ill/1V); B) comparando
tumores CD133+ e CD133-; C) comparando tumores
c-MYC+ e c-MYC-; D) comparando tumores AXL+
e AXL-.

N&o houve associacdo estatisticamente significativo entre
a expressao de CD133 e idade, género, local de tumor primario,
presenca de metastase a distancia, grau histoldgico, dimensao
tumoral, presenca de metastases linfonodais e estadiamento UICC.

Dentre os 122 pacientes, quatro apresentaram marcagao
positiva para AXL (AXL+, Figura 2B); 97 marcacao negativa
(AXL-); e 21 foram inconclusivos. A andlise estatistica ndo pode
ser concluida devido ao baixo numero de casos AXL+.

Expressdo positiva de c-MYC foi associada com metastase
a distancia

Dentre os 122 pacientes, 64 apresentaram marcacao positiva
para c-MYC (c-MYC+, Figura 1C), 38 negativa (c-MYC-) e 20 casos
foram inconclusivos.

Onze pacientes tinham metéstase a distancia para “outros
locais” (excluindo-se figado, pulmdes e peritonio). Entre esses
casos, 63,6% (n=7) eram c-MYC positivos, com p<0.05. Este
achado demonstrou associagao positiva entre expressao de c-MYC
e a presenca de metastases a distancia. Ndo houve associacdo
estatisticamente significativa entre expressdo de c-MYC e idade,
género, local do tumor primario, presenca de metastases a
distancia em demais locais, grau histolégico, dimensao tumoral,
metastases linfonodais e estadiamento UICC.

Adenomas colorretais demonstraram expressao de CD133,
c-MYCe AXLsem associacdo com caracteristicas clinicopatoldgicas

Aanadlise realizada no grupo adenoma se baseou nos dados
de 34 pacientes e um total de 39 adenomas. O grupo foi constituido
por 16 homens e 18 mulheres. A idade variou entre 34 a 96 anos,
com média de 67,8 anos. As caracteristicas clinicopatoldgicas do
grupo adenoma estdo descritas nas Tabelas 2 e 3.

Na analise univariada, ndo houve significancia estatistica
entre adenomas CD133, c-MYC+ e AXL+ com as dimensdes,
localizagdo anatdmica, tipo histoldgico, diagndstico histoldgico
e presenca de displasia.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de adenocarcinoma colorretal
demonstrando positividade: A) CD133+
citoplasmética (seta); B) AXL+ combinada (membrana
citoplasmatica, citoplasmatica e nuclear - seta); C)
c-MYC+ nuclear (seta, 400x)

TABELA 2 — Caracteristicas clinicas e patoldgicas do grupo adenoma
(n=39) e expressao CD133+, c-MYC+ e AXL+
(marcagao positiva), com a porcentagem de cada
variavel considerando resultados de imunomarcagado
positivos, negativos e indeterminados (p>0,05)

Localizagdo anatomica

Ascendente/ colon transverso 9 5(55%) 1(20%) 1 (25%)
Célon descendente 6 2(20% 1(20%) 1(20%)
Sigmoide 17 6(353%) 3(17,7%) 4 (23,5%)
Reto/anus 6 2(33% 1(20%)

Tipo

Plano 2 1 1
Séssil 11 4 (22,2%)

Semi-pediculado 5 1Q20%) 1(20%) 1(20%)
Pediculado 18 7(389%) 5 (27,8%) 4 (22,2%)
Indetermiando 3 1(33,3%)

Diagnéstico histolégico

Adenoma 31 13(41,9%) 6(19,4%)

Pélipo hiperplasico 6 1(16,7%)

Adenocarcinoma 1

Pdlipo inflamatério 1

Displasia

Ausente 23 6(26,1%) 3(13%) 2(8,7%)
Baixo grau 0

Alto grau 15 8(57,1%) 2 (143%) 3 (21,4%)
Adenocarcinoma in situ 1

TABELA 3 — Resultados de imunomarcacdo de CD133, c-MYC e
AXL no grupo adenoma

Positiva 14 (35,9%) 6 (154%), 6 (154%)
Negativa 10 (25,6%) 17 (43,6%) 20 (51,3%)
Inconclusiva 15 (38,5%) 16 (41%) 13 (33,3%)

Concordancia entre marcadores

No grupo adenocarcinoma, concordancia moderada entre
c-MYCe AXLfoiencontrada por meio do coeficiente de concordancia
Kappa, uma vez que houve 28 (71,8%) casos concordantes (c-
MYC+/AXL+ ou c-MYC-/AXL-) e 11 (28,2%) casos discordantes.

DISCUSSAO

Como ja referido, o cancer colorretal é o terceiro cancer
mais comum no Brasil e no mundo?. Para refinar o entendimento
de sua fisiopatologia molecular, multiplos estudos envolvendo
diferentes expressdes genéticas e proteicas foram publicados ao
longo dos anos.

Dentre todas as técnicas moleculares que analisam mutaces
nas células neoplésicas, a imunoistoquimica é uma das mais
amplamente empregadas e facilmente acessiveis. Nas Ultimas
duas décadas, microarranjos teciduais (tissue microarrays, TMAs)
tém sido usados como técnica de escolha em varios estudos de
analise imunoistoquimica, uma vez que se relaciona com redugao
dréstica de gasto financeiro e de outros recursos, além de diminuir
o desperdicio tecidual?®.

No presenteestudo, aexpressdo detrés diferentes biomarcadores
em 156 pacientes foi analisada usando o método TMA. Ao invés de
realizar sec¢bes imunoistoquimicas individuais e marcacdo isolada
em 156 blocos tumorais de parafina, pequenos nucleos de cada
amostra com a melhor &rea representativa foram arranjados em
um pequeno nimero de blocos de TMA. No entanto, no contexto
do cancer colorretal, a heterogeneidade tecidual aparenta ser
particularmente pronunciada e, portanto, pequenas bidpsias e
sec¢des teciduais possuem risco intrinseco de provocar viés de
amostragem quando o dito tecido é testado para a presenca de
biomarcadores®.

Para avaliar esse possivel viés, um estudo foi realizado com
sete imunomarcadores em 44 amostras de carcinoma mamario.
Variancia intratumoral foivistaem cinco, tornando claraa problemética
interpretacdo de que pequenas espécimes de bidpsia possam ser
representativas do estado de um tumor como umtodo'. Em outra
pesquisa envolvendo cancer colorretal, TMA foi realizado usando
amostras de 340 pacientes. Oito bidpsias distintas foram retiradas
do maior nimero possivel de blocos teciduais por paciente. Analise
imunoistoquimica foi realizada buscando HER2 e p53, e enquanto
93,2% das amostras demonstraram distribuicdo homogénea para
p53, 88,9% delas tiveram resultados heterogéneos para HER2'®.
Como resultado, novos estudos envolvendo CCR usando “TMAs
de heterogeneidade” sdo necessarios para comprovar esta
significancia implicita, incluindo mais de um Unico fragmento
tumoral para assim obter resultado consistente sobre mutacoes
moleculares tumorais e a expressdo proteica relacionada.

O objetivo de estudar cancer e lesdes pré-neoplasicas como
adenomas colorretais é o de construir um banco de dados para
cadatipo e subtipo de tumor, possibilitando assim um “diagnéstico
tumoral molecular”. Com a técnica imunoistoquimica, é possivel
isolar os tipos neopléasicos que requerem maior atengdo emrelacéo
ao seguimento e, putativamente, a necessidade de quimioterapia
adjuvante de maior intensidade e/ou terapia com bioldgicos. E
também importante entender quais genes e vias moleculares
se encontram hiperativados ou suprimidos, para entdo permitir
tentativas de correcdo molecular de fatores desencadeantes por
meio de estratégias terapéuticas emergentes, como a terapia-alvo.

Aliteratura disponivel recente ainda possui grande controvérsia
em relacdo aos resultados de biomarcadores de cancer colorretal,
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particularmente em células-tronco tumorais. Multiplos estudos
relacionam a expressdo de CD133 em tumores com carateristicas
clinicopatoldgicas agressivas e progndstico menos favoravel®. Para
obter conclusao definitiva, uma metanalise foi publicada incluindo
37 artigos relacionados a expressdo de CD133, determinando
que os casos de CCR com expressao positiva de CD133 possuem
caracteristicas clinicopatoldgicas mais agressivas e pior prognostico™'.
Embora CD133 tenha sido usado como marcador de células-
tronco tumorais, pouco é conhecido sobre sua funcdo. Se o CD133
participa no comportamento bioldgico de células-tronco tumorais
ou meramente age como marcador do fendtipo de tal linhagem
celular ndo é estabelecido. Dois estudos foram realizados para
investigar os tipos de instabilidade gendmica e de células-tronco
tumorais no cancer colorretal, e ambos encontraram que altos
niveis de expressdo de CD133 se associaram com cancer colorretal
com estabilidade de microssatélites>'®.

Este estudo demonstrou associagao significativa entre
adenocarcinomas com expressdo de c-MYC e a presenca de
metastases a distancia (p<0,05). Entretanto, conclusdes opostas
também existem na literatura para esse relevante fator de transcricéo,
erelatam que pacientes com tumores MYC-positivos demonstraram
maior sobrevida em cinco anos?. Para tentar justificar a diferenca
de significancia observada em estudos de imunoistoquimica
sobre c-MYC, pesquisa foi realizada envolvendo dois tipos de
anticorpos MYC: anticorpo N-terminal (Y69) e C-terminal (9E10),
com posterior associacdo a resultados de hibridizacao in situ
(ISH). Os autores concluiram que anticorpos que se dirigem ao
alvo C-terminal (9E10) precisam ser interpretados com cuidado’.

Outros métodos moleculares biolégicos também foram
usados para definir a expressdo do oncogene c-MYC. Um estudo
utilizou a hibridizagéo in situ por prata (SISH) e areacdo em cadeia
da polimerase digital da gota (ddPCR) para detectar a presenca
do gene c-MYC em CCR, e concluiu que a superexpressao de
c-MYC é fato de risco independente para pior progndstico
(p=0,002)". Outro estudo bioinformatico que analisou dados
do Atlas Genémico do Cancer objetivando identificar o papel
prognéstico de biomarcadores e possiveis terapias-alvo para
CCR concluiu que MYC influencia varias vias tumorais e pode
ser utilizado como candidato preditivo para pior progndstico e
para terapia-alvo®.

O presente estudo demonstrou taxa muito baixa de
adenocarcinomas AXL-positivos, impossibilitando a realizagdo
de qualquer analise estatistica. De toda forma, AXL permanece
com controvérsiaem relagdo ao seu uso como biomarcador e para
terapia-alvo. Um estudo recente demonstrou o efeito paradoxal
do AXL e do receptor de tirosina quinase Mer em cancer colonico.
Os autores demonstraram que AXL e Mer sdo expressos em
varias células tumorais e possuem seu papel oncogénico bem
estabelecido, mas seu silenciamento genético leva ao aumento de
citocinas pos-inflamatorias, favorecendo ambiente que promove a
expansdo tumoral*. Outra pesquisa com 223 pacientes encontrou
tumores AXL-positivos em 76,7% das amostras, e que tais tumores
se correlacionam com histologia pouco diferenciada (p<0,05). A
administracdo de inibidores de AXL em modelos ortotdpicos de
cancer coldnico utilizando células tumorais HCT116 resultou em
inibicdo significativa do crescimento tumoral e da disseminacéo
metastatica pelo periténio. Os autores concluiram pelos seus
resultados que a inibicdo de AXL pode representar uma nova
abordagem terapéutica para o cancer colorretal™.

Outro estudo envolvendo 18 casos de CCR comssilenciamento
subsequente de AXL em painel de linhagens celulares de cancer
colorretal demonstrou correlagdo estatisticamente significativaentre
aexpressao de AXL e canceres de estadio IV em comparacdo com
estadio 0. Alémdisso, o silenciamento génicoinibiu significativamente
a migracao e invasao das células tumorais, mas ndo reduziu sua
proliferacdo e sobrevivéncia, assim como também nao estimulou
o0 aumento de apoptose e quimiossensibilidade. No entanto,
resultados controversos foram vistos entre estudos em relacdo
arelevancia da expressdo de AXL em células de cancer colorretal
HCT66%.

No grupo adenoma, nenhuma expressao estatisticamente
significativa ou correlagdo com dados de desfecho clinico foram
encontradas para os biomarcadores CD133, c-MYC e AXL. Tais
resultados parecem sugerir que a expressdo destes marcadores
tumorais ndo é deimportancia significativaem amostras colorretais
ndo-malignas baseadas na técnica TMA. Dois estudos totalizando
243 casos avaliaram a presenca de CD133 em adenomas colorretais
usando dois diferentes métodos — imunoistoquimica isolada
e imunoistoquimica com microarranjo, e ambos enfatizaram a
importancia de CD133 para a carcinogénese colorretal>?’. O
oncogene c-MYC foi estudado em analise multiomica com 275
pacientes, pareando seus tecidos colonicos sadios com tecido
neopléasico (de adenomas até adenocarcinomas estadio UICC IV).
Os autores concluiram que a reprogramacao metabdlica global
do CCR ocorre no estagio adenoma e é induzido pelo MYC™,

Outra pesquisa imunoistoquimica foi realizada com 380
adenomas buscando diferencas em mutacdes de Ki-67 molecular,
COX-2, TGFBRI, EGFR, B-catenina, ciclina D1, c-MYC e TUNEL
(apoptose); em adenomas proximais e distais, e que podem
contribuir para a heterogeneidade tumoral entre duas topografias.
Os autores concluiram que a localizacdo do adenoma ndo é um
dos principais determinantes da expressdo dos biomarcadores
analisados, além de outros fatores patolégicos?'. Um estudo
distinto avaliou a expressdo de 29 marcadores em 50 pacientes,
pareando seu tecido neoplasico (de adenoma a adenocarcinoma
com metastase hepatica) com uma amostra de mucosa sadia. Os
autores concluiram que a tirosina quinase Arg possui possivel
papel na carcinogénese coldnica, especialmente na transicao
entre adenoma para carcinoma®.

Existem varias razdes para divergéncias em pesquisas
relacionadas abiomarcadorestumorais. Diferentes técnicas diretamente
relacionadas a reagdo e ao procedimento de imunoistoquimica, a
qualidade dos anticorpos, a auséncia de protocolos padronizados
para controle de interpretagdo positiva e negativa, diferentes
métodos de fixagdo quimica, e também a quantidade e qualidade
do material e os tipos de espécimes a serem analisados (a fresco
ou fixados em formaldeido). Dentre os estudos analisados,
ndo existe padronizagdo metodoldgica que poderia tornar os
achados mais confidveis para comparagdo. Alguns exemplos
deste problema sdo a existéncia de diferentes anticorpos para o
mesmo biomarcador, a variabilidade do conceito de expressao
positiva de um marcador entre autores e a auséncia de relatos
sobre a localizacdo marcada — se nuclear ou citoplasmatica, por
exemplo. E importante recordar que devido & heterogeneidade
tumoral, ocasionalmente o espécime de tecido escolhido para ser
analisado pode ndo ter marcacdo positiva, ao passo que outras
amostras do mesmo tumor poderiam ter resultados positivos.

Embora muito progresso tenha sido feito nos uUltimos
anos para melhor entender o poder preditivo e prognostico de
biomarcadores em canceres sélidos, especialmente no caso de
CD133, sua utilidade ao marcar células-tronco tumorais permanece
ainda muito controversa. Pesquisas adicionais sdo necessarias para
desenvolver métodos mais acurados de perfilamento tumoral
e assim adquirir resultados mais consistentemente confiaveis
e comparaveis, permitindo assim melhor cuidado clinico para
pacientes com adenocarcinoma colorretal.

Os resultados encontrados para CD133 demonstram
achados em oposicdo a literatura prévia sobre CCR, e definem a
necessidade de sua andlise no contexto de outros biomarcadores
moleculares de interesse, bem como caracteristicas do tumor e do
paciente, buscando assim interpretacdo de dados mais confiavel
em relacdo aos desfechos clinicos e progndstico.

CONCLUSOES

Aexpressao de CD133 emanalise TMA nao se associou com
sobrevida global inferior em pacientes com CCR. Enquanto AXL
demonstrou resultados inconclusivos, a expressdo de c-MYC em
CCRs primarios associou-se com metéastase a distancia.
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