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RESUMO

Base tedrica: O cancer colorretal € a terceira neoplasia mais freqliente no mundo ocidental
com taxas de mortalidade ainda consideras altas. A progressao do tecido epitelial do célon
normal até o estagio de neoplasia invasiva € acompanhada de uma série de processos celulares
chamados carcinogénese que, ao fim, convergem para o potencial de migragéo celular e
metastatizacdo. As vias metabdlicas da familia dos genes Ets (E26 - sequéncia especifica de
transcricdo), identificada em uma grande diversidade de espécies, contribuem neste processo,
ativando ou reprimindo transcricdes de DNA. Em especial o fator derivado prostatico
(PDEF) cujo prognostico e mecanismo de agdo relacionado ao céncer colorretal, até o
momento, ndo esta claramente elucidado.

Métodos: Uma coorte retrospectiva de pacientes com carcinoma colorretal estagios de I a 1ll,

diagnosticados e tratados na mesma instituicdo de 2002 a 2008, foi estudada. As
caracteristicas histologicas e clinicas, bem como os dados de evolucéo e a sobrevida foram
revisados. A andlise de imunoistoquimica com método de matriz de amostras teciduais
(TMA) e a quantificagéo por captura de imagem foram realizadas em blocos representativos
do tumor com anticorpos para detec¢cdo da expressao da proteina PDEF e Ki-67. Os objetivos
eram detectar a prevaléncia da expressdo da proteina PDEF e sua correlagdo com fatores
progndsticos nesta populacao.

Resultados: A amostra foi constituida de 46 pacientes e tempo de seguimento mediano de
23,2 meses. Houve tendéncia a perda da proteina PDEF conforme o estadiamento dos
pacientes sendo a expressdo de 30,3%, 25,8% e 14,7% nos estagio I, 1l e I, respectivamente,
P=0,416. N&o encontrou-se associacdo significativa entre os achados clinico-patoldgicos, a
dosagem do marcador de proliferagédo celular Ki-67 e a sobrevida global dos pacientes com a
perda da expressdo da proteina PDEF.

Conclus6es: Os resultados sugerem que a proteina PDEF, membro da familia Ets, atue como
gene repressor da carcinogénese do cancer colorretal. A analise de sua expressao pode se
tornar um interessante marcador prognéstico e alvo terapéutico. S80 necessarios novos
estudos com amostras maiores e tempo de seguimento mais longo a fim de validar estes
achados.

Palavras-chave: cancer colorretal. Familia Ets. PDEF. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

Background: The colon-rectal cancer is the third most frequent neoplasia in the western
world with the highest mortality rates. The progression of normal colon tissue to invasiveness
neoplasia is follow by several processes called carcinogenesis. Afterwards it converges to the
cellular migration and metastasis of the tissue. The metabolic ways of the E26 (Ets)
transcription factors, identified in a great variety of species, contributes in this process, by
activating or repressing the DNA transcription. Specially, the prostate-derived Ets factor
(PDEF) which prognosis and cancer colon-rectal relation action is not completely elucidating

at the moment.

Methods: A retrospective cohort of patients with pathologic stage | — 111 colon-rectal cancer,
diagnosed and treated in the same institution between 2002 and 2008, was study. Histological
and clinical features as well as clinical outcomes and survival were reviewed. The tissue
microarrays (TMA), immunohistochemical analysis and image capture quantification were
carried out in representative blocks of tumor with antibodies for the detection of the PDEF
expression and Ki-67. The endpoints were to determine the prevalence of the PDEF protein
expression and its correlation with these population’s prognostic factors.

Results: The sample was constituted 46 patients and the median follow-up was 23,2 months.
There was a trend towards loss of PDEF protein expression according to the patients’ clinical
stage. PDEF expression values were 30,3%, 25,8% and 14,7% in stages I, 1l and III,
respectively. There was not a significant correlation with the lost of PDEF protein expression
and the clinical and pathological characteristics along with the proportion of Ki-67
proliferative marker and the patient’s global survival.

Conclusions: These results suggest that the PDEF protein, member of the Ets family, act as a
repression gene of cancer colon-rectal carcinogenesis. The PDEF expression analysis can be
an interesting prognostic marker and a therapeutic target. New studies with more patients and

a long follow-up are necessary to validate these results.

Keywords: colon-rectal cancer, Ets family, PDEF, immunohistochemistry
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1- INTRODUCAO

O cancer colorretal ¢, atualmente, a terceira neoplasia mais freqliente em diversas
regiées do mundo ocidental, incluindo o Brasil. Apesar de altamente curdvel em estagios
iniciais, a cancer de colon, tem impacto negativo nas taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes quando comparados a pessoas saudaveis da mesma faixa etaria. Apos os 50 anos, a
mortalidade dos pacientes com céancer colorretal (CCR) situa-se apenas atrds do cancer de

pulmdo , mama (nas mulheres) e préstata (nos homens).

O prognostico dos pacientes com CCR é baseado na classificagdo TNM, incluindo
profundidade de invasdo e presenca de linfonodos metastaticos. Estes pardmetros podem ser
determinados por microscopia do tecido neoplasico e dos linfonodos. Entretanto, sabe-se hoje
que apenas 0 exame histopatoldgico da neoplasia de colon é pouco para definir o prognostico
com exatiddo. A ocorréncia e a progressao desta neoplasia envolve uma série de eventos
genéticos que afetam a estrutura e/ou a expressdo de inimeros oncogenes e fatores de

crescimento.

O tratamento adjuvante do CCR nos estagios Il e Il esta estabelecido por diversos
estudos desde a década de 80. O beneficio é claro em sobrevida livre de doenca e sobrevida
global nos pacientes estagio Ill. Nos pacientes estagio Il os estudos ndo demonstram
significancia estatistica principalmente em sobrevida global. Porém, na pratica clinica, a
maioria dos oncologistas ja discute com o paciente a sua indicagdo. A Associacdo Americana
de Oncologia (ASCO) recomenda seu uso para 0 CCR de alto risco, baseado em achados

clinicos e anatomopatoldgicos. Até o momento, o perfil molecular néo é utilizado.

Assim, cada vez mais, pesquisa-se visando o descobrimento de novos alvos
prognosticos e terapéuticos bem como de biomarcadores cujo objetivo é de predizer que
droga sera a mais apropriada para o tratamento de cada tipo especifico de neoplasia.

A tecnologia de andlise da expressao génica tornou-se uma ferramenta importantissima

na busca de novos potenciais alvos e para a validacdo clinica destes achados. Sob este

13
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aspecto, os fatores de transcricdo com dominio ETS fazem parte de um grupo de genes que
regulam diversos eventos bioldgicos incluindo proliferacdo, diferenciacdo e invasdo celular.
Suas expressdes de forma, quantidade e subtipos diferentes, nos diversos tecidos tumorais,
tornam a familia ETS um desafio para o claro entendimento de seu papel na carcinogénese.

14
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 - EPIDEMIOLOGIA DO CANCER COLORRETAL

O céncer colorretal (CCR) é um dos tumores malignos mais frequentes no mundo
ocidental. Sua incidéncia mundial varia entre 3,4 a 35,8 casos a cada 100.000 habitantes.
Situa-se em terceiro lugar entre as neoplasias mais comuns em ambos 0s sexos, sendo a
segunda neoplasia em paises desenvolvidos(1,4). Globalmente, aproximadamente 800.000
novos casos de cancer colo-retal sdo esperados a cada ano, sendo a mortalidade em torno de
450.000(2).

A prevaléncia de diagnostico do CCR na populacdo acima de 50 anos fora de
rastreamento € de 0,5% a 2% de carcinoma invasivo e de 1% a 1,6% de deteccdo de
carcinoma in situ(3). Ap6s o cancer de pulmdo, mama (nas mulheres) e prostata (nos
homens), o CCR ¢ a causa mais comum de mortes por doenga maligna no mundo ocidental.
Quanto a variagdo geografica ha uma menor incidéncia em paises da Africa como Gambia e
Argélia e maior incidéncia na populacdo nativa do Alasca. O adenocarcinoma colorretal

representa mais de 90% dos tumores malignos que acomente o intestino.

H& uma queda na incidéncia e na mortalidade desta neoplasia nos EUA na ultima
década. As hipoteses para esta reducdo estdo principalmente relacionadas as modificacGes
dietéticas, ambientais e a disseminacdo de exames de rastreamento como: colonoscopia,

retossigmoidoscopia e pesquisa de sangue oculto(1,5,14).

No Brasil, conforme os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) o nimero de
casos novos de CCR esperado para 0 ano de 2008 é 12.490 casos em homens e 14.500 em
mulheres. Estes valores refletem um risco de 13 novos casos a cada 100 mil homens e 15
casos a cada 100 mil mulheres. O CCR é, na maioria dos Estados brasileiros, excetuando-se
os tumores de pele ndo melanoma, a terceira neoplasia mais frequente. Diferente disto, vimos

na regido Sudeste o tumor colorretal ocupando o segundo lugar em incidéncia, tanto em

15
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homens quanto mulheres atras apenas dos tumores de prostata e mama, respectivamente. O

cancer de pulmé&o, nesta regido, aparece em terceiro lugar.

Importante, também, s&o os dados da regido Norte e Nordeste onde o CCR se encontra
atrds das neoplasias de colo do utero e estbmago. Provavelmente esta diferenca se deva a
baixa condig&o socio-econdmica local e erros estatiticos devido a ndo notificagéo (Tabela 1).

Localzago Primiria Contro-Oeste | Sul | Sudeste |

Traquéia, Bronquio e Pulmao

subtotal | 13.290 52,720 21.020 76.640 188.050
TOTAL 17.620 78.960 28.510 99.580 242.060

TABELA 1 - Estimativas para o ano de 2008 de nimero de casos novos de cancer por Regido,

nameros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Na analise isolada do CCR no Brasil, observa-se uma incidéncia em torno de 20 casos
novos para cada 100 mil habitantes ficando a regido Sul em primeiro lugar. Em ultimo,
novamente, aparece a regido Norte com taxas em torno de 5% (Figuras 1,2).
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“ Neoplasia: Célon e Reto v
[ ] Regido Norte 3,11
[] Regido Nordeste 44
- Regido Centro-Oeste 9,95
I Regido Sudeste 18,97
I Regiio Sul 20,58

Escolha o sexo para
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FIGURA 1 — Representacéo espacial da taxa de incidéncia de céncer colorretal por 100.000 homens,

estimadas para o ano de 2008.

“ Neoplasia: Célon e Reto v
[_| Regido Norte 3,82
[] Regido Nordeste 5,78
[l Regiio Centro-Oeste 10,88
[l Regido Sudeste 21,07
I Regiio Sul 21,89

Escolha o sexo para
visualizar o relatério:

® Feminino
Masculino

FIGURA 2 — Representacao espacial da taxa de incidéncia de cancer colorretal por 100.000 mulheres,

estimadas para o ano de 2008.

Dados do Rio Grande do Sul, em especial da capital Porto Alegre trazem o CCR em
quarto lugar entre 0os homens atras do cancer de préstata, pulméo e estbmago com um total de
310 novos casos a cada 100 mil habitantes, isto é, uma taxa bruta de 43,47. Ja nas mulheres

porto-alegrenses o CCR é o terceiro em prevaléncia, atrds das neoplasias de mama e colo
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uterino. Estimou-se para 2008, 360 novos casos de CCR por 100 mil mulheres com taxa bruta
de 44,97. O CCR no Rio Grande do Sul tem uma discreta prevaléncia em mulheres (Tabelas 2
e 3).

SR Estimativa dos Casos Novos
Neoplas'iﬂ?maigna S Lk
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Préstata 4.430 80,63 730 103,95
Traquéia, Bronquio e Pulmao 2.770 50,46 380 54,30
Estomago 1.020 18,66 130 18,77
Célon e Reto 1.450 26,35 310 43,47
Cavidade Oral 820 14,97 110 15,61
Esdfago 1.080 19,73 110 16,09
Leucemias 460 8,32 70 10,09
Pele Melanoma 450 8,20 60 9,25
Outras Localizagoes 8.050 146,66 1.530 218,96
Subtotal 20.530 374,02 3.430 490,88
Pele ndo Melanoma 4,180 76,17 330 47,65
Todas as Neoplasias 24.710 450,06 3.760 537,55 |

TABELA 2 — Estimativas para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 habitantes e de nimero

de casos novos por cancer, em homens, segundo localizagdo primaria.

Estimativa dos Casos Novos
Localizagdo Primaria -
Neoplasia maligna
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Mama Feminina 4 85,50 950

swtoal | 1830 320,66 3830 48035

Pele ndo Melanoma 4.920 86,22 67,04

Todas as Neoplasias 23.220 406, 89 546,34

TABELA 3 - Estimativas para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 habitantes e de nimero

de casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagao primaria.
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A etilologia do CCR é complexa, envolve agentes externos como fatores ambientais e
dietéticos, bem como elementos internos de natureza somética ou hereditéaria. Desta forma, o

CCR apresenta 3 padrdes distintos de apresentacdo: esporadico, hereditario e familial(4).

A forma esporadica da doenca representa 70% dos casos de CCR, sendo mais comum
em pessoas acima de 50 anos. Fatores presentes na dieta e no ambiente de trabalho, como
substancias cancerigenas, radiagdes, nicotina favorecem a instabilidade gendmica, enquanto
fibras, minerais e vitaminas provenientes de dieta rica em peixas, frutas secas e vegetais
tendem a normalizar o ciclo celular. Geralmente o tipo esporadico aparece quando o ambiente
adverso contribui para a instabilidade do ciclo celular por um periodo longo o suficiente para

determinando o acimulo de um namero critico de alteragdes celulares(1).

O CCR hereditério aparece em individuos que herdam de seus pais uma alteracdo em
um gene supressor de tumor. Menos de 10% dos pacientes com CCR tém esta predisposi¢ao
heredidaria. As sindromes hereditarias podem se manifestar por pélipos como a Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP) e a Polipose Juvenil Familiar (FJP). Ja outras sindromes nao
conteem pdélipos como Sindrome de Céancer Colorretal Hereditario ndo Polipdide
(HNPCC)(1,6).

A terceira forma da doenca € conhecida como CCR familial, que aparece numa
frequencia em torno de 20% e que ndo preenche os critérios para cancer hereditario(6).

Nestes 3 tipos de apresentagdo do CCR, diversos fatores genéticos atuam
transformando a mucosa normal em lesdes pré-malignas e em CCR, sendo a mutagdo génica o

fator central deste processo(7).

A maioria dos genes podem manter sua fungdo mesmo que um dos alelos mutados
esteja inativado, portanto, para que haja perda da funcdo génica, fato que pode levar ao
processo neoplasico, € preciso que ambos os alelos estejam inativados. No CCR esporadico é
necessario que ambos os alelos estejam “desligados” por eventos como mutag¢fes somaticas e

deleces, exigindo para isto varios anos.

Quando ao nascimento um individuo ja tem um dos alelos mutado, o alelo normal
(selvagem) remanescente € o responsavel por manter a homeostase. Assim, apenas um evento
genético esporadico sera necessario para “desligar” este alelo e inativar totalmente o gene.
Isto explica a idade mais precoce do CCR quando a origem € hereditaria(6).
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Estes genes mutados, de forma somatica ou germinativa, pertencem a diferentes
classes como: oncogenes, genes supressores e genes de reparo do DNA sendo estes eventos
parte do que se chama carcinogénese.

2.2 - CARCINOGENESE DO CANCER COLORRETAL

O processo de carcinogénese do CCR vem sendo estudado ao longo dos anos,
principalmente pelo ja conhecimento de que as lesdes polipdides benignas tém clara
correlagdo com a neoplasia colorretal. A sequéncia adenoma-carcinoma, demonstrada por
Morson em 1983, refere-se a uma tradicional visdo de que o CCR se desenvolve, na maioria
dos casos, de lesdes pré-existentes, lesdes pré-malignas, especiamente quando associado a

alteraces displésicas(8).

Varios aspectos corroboram para o entendimento da associacao entre adenomas e CCR
entre elas: os aspectos histoldgicos dos adenomas sdo também observados em espécimes
contendo neoplasia(9,10), a realizacdo de colonoscopia para retirada polipos recém-
diagnosticados diminui a incidéncia de lesdes malignas (11,14), os polipos tendem a ter
distribuicdo anatdmica semelhante ao CCR, com preferéncia pelo segmento retossigmoide(8),
a idade de aparecimentos dos polipos precede, em torno de 5 anos, o pico de surgimento da
neoplasia(12), a constatacdo de que fatores de risco dietéticos e ambientais sd0 0s mesmos
para o surgimento de lesOes benignas e malignas(13) e, finalmente, a observagdo que

adenomas e 0 CCR possuem alteragcdes moleculares similares.

Volgenstein e Fearon propuzeram um modelo genético capaz de explicar os eventos
que levam a progressdo da lesdo adenomatosa até a neoplasia. Com o estudo de genes
encontrados em adenomas de diversos tamanhos, viu-se que as lesbes adenomatosas
aumentavam de tamanho a medida que o numero de genes mutados aumentava,
estabelecendo-se, assim, relagdo entre o tamanho da lesdo, os achados histopatoldgicos e as
alteracOes genéticas(15,18).

O estégio inicial deste modelo genético de sequéncia adenoma-carcinoma é a mutacao

e/ou perda do gene de supressao APC (adenomatosis polyposis of the colon), que atua na
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forma de um dimero e exerce sua funcdo de supressor tumoral, agindo na sinalizacdo
intracelular e no controle de proliferagcdo celular, possivelmente por afetar a taxa de diviséo

celular ou a apoptose(16).

O primeiro indicio da mutacdo APC veio da identificacdo de um paciente com
polipose colorretal e retardo mental que tinha uma delecéo da banda cromossémica 5g21(19).
A analise de familias com FAP conduziram ao mapeamento do gene APC no cromossomo
5021-g22 em 1987. O gene, entdo, foi clonado, identificado e caracterizado em 1991(20). Esta
alteracdo genética além de caracteristica da FAP, também é encontrada no cancer de colon
esporadico, mutado em 70% dos casos, sugerindo um importante papel do gene APC nos
estagios iniciais do desenvolvimento da neoplasia(17). Assim, o tecido normal da mucosa

intestinal entra em estado hiperproliferativo e inicia a formacgéo de adenomas.

O segundo e o terceiro estagio do modelo de progressdo tumoral sdo a ativacdo do
proto-oncogene KRAS e a perda do gene DCC (deleted in colorectal carcinoma), dominio
este localizado no braco longo do cromossomo 18.

As proteinas RAS, também chamadas de p21, estdo localizadas na membrana celular
a partir do receptores de tirosina-quinase como o receptor EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor). As proteinas RAS sdo ativadas pela ligacdo GTP (guanidina tri-fostato) e desativas
por duas enzimas GTPases (ras-GAP-P120 e neurofibromina). Os oncogenes RAS séo
ativados por mutagcOes pontuais que previnem a agdo destas GTPases. MutacGes no gene
KRAS, que desregulam a funcdo normal do gene, descrita acima, sé&o encontradas em
aproximadamente 50% dos casos de CCR, sendo considerado um evento relativamente
precoce(16).

Setenta por cento dos casos de CCR apresentam dele¢cbes do braco longo do
cromossomo 18 (18g21.3), onde esta localizado o gene DCC, alteragdes também vistas nos
casos avancados de adenoma. Na pratica clinica, a perda do heterozigose (LOH) no
cromossomo 18q esta associado a pior prognostico em pacientes com CCR. Pacientes estagio
clinico Il de céancer de colon com delecdo do 18q possuem prognostico semelhante aos
pacientes com linfonodos positivos — estagio 111(21,22).

O quarto estagio consiste na alteracdo da proteina p53 (tumor protein p53) que parece
marcar a transicdo de adenoma para carcinoma, antes do surgimento da doenca metastatica. E

identificada em 50% ou mais dos tumores colorretais e localizada entre os éxons 5 e 8 deste
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gene. Sua funcgdo de protecdo celular esta relacionada a diversas vias de transdugdo de sinais,
que ajudam, por exemplo, a manter a estabilidade do genoma ap6s dano do DNA, prendendo
o ciclo celular na fase G1 até que o reparo seja efetuado ou a apoptose induzida(15).

Por estes achados descritos acima, 0 modelo apresentado por Volgestein é adequado
para explicar a transformacdo de adenomas em lesfes malignas; porém, nem todos os tumores

colorretais se desenvolvem desta forma, como € o caso do HNPCC (Figura 3).
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FIGURA 3 - O papel das mutagdes no desenvolvimento da neoplasia.
Lynch HT, de la Chapelle A. N Engl J Med 2003; 348:919. Modificado.

Os pacientes com diagnostico de HNPCC apresentam a perda do reparo do DNA que
se expressa por defeitos nos genes: hMLH1 (mutL homolog 1), hMSH2 (mutS homolog 2),
hMSH3 (mutS homolog 3), hPMS1 (posteiotic segregation increased 1), hPMS2 (postmeiotic
segregation increased 2) e hMSH6 (mutS homolog 6)(6). O Sistema de reparo atua durante o
processo de replicagdo do DNA e é responsavel pela substituicdo, com alta fidelidade, de

nucleosidios que apresentam um pareamento incorreto.

A assinatura genética caracteristica dos tumores em pacientes com HNPCC é um alto
namero de replicagbes erradas do DNA (replication errors _RER+) e altos niveis de
instabilidade de microssatélite(MSI). Este termo, MSI, se refere a expansdo ou contra¢do de
sequéncias de DNA causadas pela insercdo ou delecdo de unidades repetidas(23). Além de
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encontrada na HNPCC, este erro de reparo pode ser caracteristica de 15 a 20% dos tumores de

célon esporadicos, ndo ligados a pdlipos(26) (Tabela 4).

Autor N IMS + Obs
Tsai e cols, 2002 39 20 %
Feeley e cols, 1999 50 10%
Abe e cols, 2000 110 11%
Salashor e cols, 1999 181 12%
Ward e cols, 2001 302 11%
Gonzalez-Garcia e cols,
2000 415 7,5%
Wright e cols, 2000 255 8% Dukes C
Gervaz e cols, 2002 88 24% T3NO
Ikenaga e cols, 2002 53 50% <40 anos
Suh e cols, 2002 61 31% <40 anos
Ho e cols, 2000 124 26% <50 anos
Gryfe e cols, 2000 607 17% <50 anos
Naidoo e cols, 2000 32 31% < 35 anos
50 12% > 50 anos
Guidoboni e cols, 2001 109 43% Colon direito, estagio 1l/111
Elsaleh e cols, 2000 388 19% Colon direito e transverse
Nilbert e cols, 1999 165 2% Cancer de reto
Messerini e cols, 1999 50 36% Tumores mucinosos

TABELA 4 - Incidéncia de positividade para instabilidade de microssatélites em séries de cancer colorretal

esporédico (apenas MSI-H considerados).

Adaptado de: Pinho MSL. Rev Bras Coloproct 2002; 22(2):139-144.

Apesar dos tumores com MSI serem pobremente diferenciados, subtipo mucinoso,

com proeminente infiltracdo de linfocitos, localizagdo coldnica proximal, estes pacientes com

alta frequéncia de instabilidade (MSI-H) possuem melhor prognéstico quando comparados a
aqueles com baixa frequéncia (MSI-L) ou sem instabilidade (MSS)(23,24,26) (Tabela 5).
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Autor N Melhor sobrevida Obs
em pacientes IMS +
Suh e cols, 2002 61 Sim (p=0.05) Pacientes < 40 anos
] Sim (reducdo do risco em
Samowitz e cols, 2001 1026
60%)
Guidoboni e cols, 2001 245 Sim Tumores 11/111
Gafa e cols, 2000 216 Sim (p < 0.001)
Hemminki e cols, 2000 1044 Sim (190% x 43%) Sobrevida em 3 anos
Wright e cols, 2000 255 Sim (p =0.01)
Gonzalez-Garcia e ]
Sim

2000

Elsaleh e cols, 2000
Gryfe e cols, 2000
Messerini e cols, 1999
Salahshor e cols, 1999
Feeley e cols, 1999

Gervaz e cols, 2002

388
607
50
181
50
88

Sim (58% x 32%, p =0.01) Dukes c
Sim (p < 0.001)

Sim Tumores mucinosos

TABELA 5 - Analise da sobrevida em portadores de cancer colorretais com ou sem instabilidade de

microssatélites.

Adaptado de: Pinho MSL. Rev Bras Coloproct 2002; 22(2): 139-144.

Além disso, a presenca de MSI-H parece ter relevancia em relacdo ao

tratamento adjuvante, sugerindo que a quimioterapia baseada no medicamento 5-fluorouracil

€ menos benéfica para este grupo de pacientes. Porém, um painel de experts da Associacdo

Americana de Oncologia (ASCO) considera o dados insuficientes para ser usado como

preditor de efetividade da quimioterapia adjuvante(25).

2.3 - TRATAMENTO ADJUVANTE NO CANCER COLORRETAL

Conforme o TNM(27), os pacientes com CCR estdo divididos em estadiamento | a IV.

O grupo IV compreende paciente metastaticos e o grupo lll, pacientes com linfonodos

comprometidos. A sobrevida livre de doenga (SLD) diminui conforme a progressédo do T, a
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maior extensdo linfonodal e o grau de diferenciacdo tumoral. Grill et al, publicou estimativas
onde a adicdo de quimioterapia adjuvante a cirurgia melhora a SLD em todos 0s grupos
(Tabela 6)(28).

Low grade High grade

Nodal

status Tstage S +AT S +AT

0 nodes T3 74 82 70 79
T4 63 74 57 70

1-4 nodes T1-T2 71 81 67 77
T3 53 68 46 61
T4 37 53 30 46

>3 nodes T1-T2 51 64 44 59
T3 27 44 21 37
T4 13 27 9 21

TABELA 6 — Estimativa da sobrevida livre de doenca (SLD) em 5 anos com cirurgia associada a
quimioterapia adjuvante. AT:quimioterapia adjuvante, S:Cirurgia.
J Clin Oncol 2004; 22: 1797-1806.

Historicamente, o padrdo ouro para definir o beneficio da terapia adjuvante é a
sobrevida global (SG). Porém, SLD em 2 ou 3 anos parece substituir a SG em 5 anos. Em um
estudo publicado em 2007, incluindo 20.898 pacientes em 18 trials de quimioterapia
adjuvante de colon mostrou correlacdo entre a SLD em 3 anos e a SG, Harzard Ratios (HR)
0,92 (95% IC 0,83-0,95) para pacientes estagio 111 e HR 0,70 (95% IC 0,78-0,98) para estagio
Il. A partir de entdo, diversos estudos adjuvantes adotaram a SLD em 3 anos ao invés de SG
como objetivo priméario(29).

Os estudos iniciais que mostraram beneficio na adjuvancia do CCR surgiram nos anos
80. O estudo realizado pelo grupo Nacional Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
(NSABP) C-01 incluindo quimioterapia baseada em imunoterapia com BCG versus o
esquema semustina/vincristina/5SFU  (MOF) mostrou vantagem para este Gltimo(30).
Subsequentemente, o trial NSABP-C 03, estabeleceu a superioridade do esquema 5-
Fluorouracil (5FU) associado a Leucovorin (LV) quando comparado ao esquema MOF.
Similar grau de beneficio foi notado pelo estudo do grupo North Central Cancer Treatment
Group (NCCTG) em que 317 pacientes estagio Il e Il foram tratados com esquema 5FU/LV,

dias 1-5, a cada 4 semanas (esquema Mayo0)(31). Ambos estudos definiram a associagéo
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5FU/LV como esquema de tratamento adjuvante padrédo do CCR. Mais recentemente os dados
do estudo IMPACT (International Multicentre Pooled Analysis of Colon Cancer Trials) que
randomizou pacientes para quimioterapia adjuvante esquema Mayo versus observagéo,
demonstrou 22% de reducdo do risco de morte em 3 anos (83% x 78%) para 0 grupo
tratado(32).

A tentativa de prolongar a adjuvancia por mais de 6 meses, de modificar o esquema de
infusdo (5FU/LV semanal (Roswell Park)), ou de utilizar esquemas de infusdo continua ndo
demonstraram beneficio em SG, apenas mudancas no perfil de toxicidade(33,34).

Com o surgimento das fluoropirimidinas orais, novos estudos comparando 0 esquema
padrdo 5FU/LV com estas pré-drogas, capecitabina e UFT, foram realizados. O medicamento
capecitabina, cujo mecanismo de acdo compreende a absorc¢éo intestinal da droga intacta e a
conversao intra-celular em 5-FU foi testado no estudo europeu e canadense denominado X-
ACT(35). Foram randomizados 1.987 pacientes para o esquema padrdo 5FU/LV Mayo versus
Capecitabina. Ap6s acompanhamento de 3,8 anos ndo houve inferioridade entre 0s grupos
mas houve uma tendéncia, ndo significativa, a melhora da SLD em 3 anos (64% x 61%,
P=0,05) e SG (81% x 78%, P=0,07) a favor do grupo experimental.

O medicamento UFT, combinacdo 1:4 de tegafur e uracil, comercialmente néo
disponivel nos EUA, também demonstrou equivaléncia quando comparado ao esquema
5FU/LV no estudo NSABP C-06(36). Nao houve diferenca estatistica entre a SLD e a SG
entre 0s grupos. Os estudos com fluoropirimidinas orais demonstram uma alternativa viavel
para 0s paciente que por contra-indicagdo ou preferéncia optem por ndo fazer uso da terapia

injetavel.

Novas drogas, irinotecano e oxaliplatina, combinadas aos medicamentos padrao
5FU/LV e Capecitabina mostraram-se benéficas em pacientes metastaticos(37). A partir
destes dados foram realizados estudos de adjuvancia em pacientes estagios Il e Ill. O estudo
mais importante da associacdo 5FU/LV em infusdo continua e oxaliplatina (FOLFOX), foi
publicado 2004, no New England Journal Medicine(38). Multicenter International Study of
Oxaliplatin/5-Fluorouracil/Leucovorin in the Adjuvant Treatment of Colon Cancer
(MOSAIC) Apds 4 anos de acompanhamento o esquema FOLFOX obteve superioridade em
SLD (75,9% x 69,1%, P=0,008). Esta diferenca se manteve quando avaliado apenas o0s
pacientes estagio Il1. Em recente reavalicdo dos dados do estudo MOSAIC, apresentados na
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ASCO 2007, com acompanhamento de 73 meses, a SLD continua com significancia
estatistica nos pacientes estagio Il (66% x 59%). Os pacientes estagio 1l classificados como
risco, classificados como alto risco, demonstraram ampla diferenca em SLD (82% x 75%),
apesar de ndo significativa. Um segundo estudo, NSABP C-07, utilizou associagéo de
5FU/LV em bolus e oxaliplatina (FLOX), e também apresentou superioridade do esquema
contendo 3 agentes; porém, com grau de toxicidade maior devido uso em bolus(39).

Em contraste com os resultados da combinagdo 5SFU/LV com oxaliplatina, os estudos
com irinotecano ndo demonstraram beneficio(40,41). Neste momento, restringe-se o0 uso do

quimioterapico irinotecano aos pacientes estagio 1V.

Os estudos descritos acima provaram o claro beneficio da indicagdo de quimioterpia
adjuvante em pacientes com linfonodos positivos, estagio Il1l. Em contraste, o beneficio nos
pacientes em estagio Il permanece controverso. A maioria dos estudos conduzidos em
adjuvancia, envolvendo pacientes estagio Il e 111, demonstraram uma tendéncia a favor do uso
de guimioterapia no estagio Il do CCR. A analise em conjunto dos estudos do grupo NSABP
(C-01, C-02, C-03 e C-04) demonstraram um aumento da SLD em pacientes estagio 11 e Ill,
indicando quimioterapia adjuvante nestes pacientes(42).

Na tentativa de aumentar o numero de pacientes e tornar os valores com significancia
estatistica 2 metanalises se destacam. A metanalise do Intergroup(28), publicada em 2004 no
Journal of Clinical Oncology, reuniu 3.302 pacientes de sete estudos randomizados que
compararam cirurgia isolada versus quimioterapia baseada em 5-FU. No grupo de pacientes
estagio Il a SLD atingiu significancia estatistica (76% x 72%). A metanalise publicada pela
ASCO(43), em 2004, também encontrou beneficio em SLD entre 5-10%, mas este ndo se
traduziu em melhora da SG, P=0,07. O estudo MOSAIC, descrito acima, também apresenta
tendéncia a ganho em SLD nos pacientes estagio 11(38).

Apesar do beneficio ndo claro da adjuvancia nos estagios Il devido ao P ndo
significativo, a grande parte dos oncologistas clinicos acredita que haja ganho e consideram
justificavel os riscos e paraefeitos da terapéutica. Os guidelines baseados em painel de experts
tanto da ASCO(43) quanto do NCCN(44) sugerem que o0s esquemas de adjuvancia com
5FU/LV sejam discutidos com o0s pacientes estagio 1l que apresentem os fatores de alto risco.

Em pacientes estagio clinico Il, constituem fatores de pior progndstico clinico-
patoldgicos: lesdes T4, histologia pobremente diferenciada (incluindo anel de sinete e tumores
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mucinosos), invasdo linfovascular, obstrucdo e perfuragdo intestinal, inadequada amostra
linfonodal (menos de 13 linfonodos na peca cirurgica) e CEA pré-operatdrio acima de 5
ng/dl(38,43,44).

Além de fatores prognosticos clinico-patoldgicos a busca de preditores moleculares
torna-se cada vez mais importante para definir os pacientes que irdo realmente beneficiar-se-
do do tratamento adjuvante. No futuro, a delecdo do 18q, hiperexpressdo da enzima
timidilato-sintetase, mutagdo do p53, MSI e expressdo génica fardo parte da indicagédo e da
escolha do esquema de adjuvéncia (FIGURA 4).

Current
A
Patients All patients receive ;
standard treatment (A)
Clinical trials Survival bengfit from A
Future A

Choice of treatment
B dependent upon molecular
profile of tumor and on

Patients —» Molecular analysis petiont genotupa

of tumor and patients

FIGURA 4 - Modelo future para determiner a melhor escolha de tratamento adjuvante para cada
paciente.
The Oncologist 2006; 11: 993-980.

Neste momento, O Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) vem randomizando
pacientes para estudos adjuvantes utilizando estes preditores. Destaca-se 0 estudo E5202 onde
a andlise de risco e escolha da adjuvancia passa pela avalicdo da delecdo do 18q e a presenca
de MSI(45). Porém, até o0 momento, conforme revisdo da ASCO ndo ha evidéncia suficiente
para o uso de marcadores moleculares fora de estudos clinicos(46).
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2.4 - GENES Ets

Como j& discutido, o cancer ¢ uma doenca de multiplos passos envolvendo uma série
de alteracfes genéticas que resultam na perda do controle e da regulacdo da proliferacdo
celular. Tais alteracBes genéticas incluem a ativagdo de oncogenes e a perda de genes de
supressdao. O isolamento e a caracterizacdo dos genes da familia Ets tém contribuido neste
aspecto(47,48).

O primeiro membro da familia Ets (E26 sequéncia especifica de transformacao) foi
originalmente identificado em um retrovirus causador de leucemia mielobléstica e
eritroblatica em aves, o E26(49). Logo ficou evidente que este fazia parte de uma vasta
familia de genes com alto grau de conservacdo evolucionéria. Genes da familia Ets sdo
encontrados em todos 0s metazoarios, incluindo espécies tdo distintas como Drosophila sp e

C. elegans(51). Em mamiferos, foram identificados até o momento, aproximadamente 30

genes (Tabela 7).

Name GenBank Locus Size ETS Pointed
Al ETSI J04101 11g23.3 441 331-416 54-135
2 ETS2 J04102 21q22.3 469 369-443 88-168
3 ERG2 M17254 21q22.3 462 290-375 120-201
4 ELK1 M25269 Xpll.2 428 Jul-92 None
5 SPI1 (PU.1) X52056 11p12-p11.22 264 168-240 None
6 FLI1 (ERGB) M98833 11g24.1-q24.3 452 277-361 115-196
7 SAPI (ELK4) M85165 1q32 431 Apr-89 None
8 ELFI M82882 13q13 619 207-289 None
9 SPIB X96998 19q13.3-q13.4 262 169-251 None
10 ETV2 (ER71) NM_014209 19q13 370 265-350 None
11 E4TF1 (GABP) D13318 21q21-q22.1 454 318-400 171-249
12 E1AF (PEA3, ETV4) D12765 17q21 462 315-399 None
13 PEI (ETV3) L16464 1q23.3-q23.4 250 56-140 None
14 ERM (ETVS) X76184 3q28 510 368-449 None
15 TEL (ETV6) U11732 12p13 452 340419 38-119
16 NET (SAP2, ERP. ELK3) Z36715 12923 407 May-85 None
17 ERF U15655 19q13 548 26-106 None
18 ETVI (ER81) X87175 Tp22 458 314-397 None
19 NERF2 U43188 4 581 198-277 None
20 MEF (ELF4, ELFR) U32645 Xq26 663 204-290 None
21 ESX (JEN, ESE1,ERT,ELF3) AF110184 1q32.2 371 275-354 47-132
22 FEV Y08976 2q23 238 43-126 None
23 EHF (ESE3) AF170583 11pl2 300 209-288 42-112
24 ELFS (ESE2) AF049703 11pl4 255 165-243 46-115
25 PDEF (ESF, PSE) AF071538 6p21.3 335 248-332 138-211
26 TREF (TEL2) AF147782 6p21 264 149-228 49-114
27 SPIC NM_152323 12q23 248 111-193 None
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TABELA 7 - Lista dos genes Ets identificados, incluindo o gene, nome alternativo, nimero de acesso
no banco de genes, localizagdo cromossémica, tamanho da proteina (aminoécidos), limite do dominio Ets (85
aminoécios), limite do Pointed dominio(65-80 amino4cido, se presente).

A familia Ets consiste em fatores transcripcionais que, caracteristicamente,
compartilham um dominio de ligacdo ao DNA do tipo “helix-turn-helix” , capaz de
reconhecer uma sequéncia especifica de bases composta por GGAA/T (chamada de sitio de
ligacdo ETS). A regido conservada Ets completa consiste em cerca de 85 aminodcidos

ligados a uma sequéncia de bases de purina, responsaveis por ativar ou reprimir a transcri¢do

do DNA em coopera¢do com outros membros de transcri¢do, exercendo papel fundamental
no controle celular incluindo: crescimento, apoptose, desenvolvimento, diferenciagédo e
tranformac&o oncogénica(47,50,51).

Esta familia tem um papel importante no desenvolvimento normal dos mamiferos, ndo
ligado & neoplasia. Por exemplo, a desagregacdo do alvo do gene Fli-1 (membro da familia
Ets) resulta em hemorragia da aorta dorsal até o limen do tubo neural e sangramento nos
ventriculos cerebrais no dia 11 do estado embrionico(55). A deficiéncia de ETS-2 causa
letalidade no feto no dia 8 da embriogénese(56). Além de exercer papel importante no
desenvolvimento hematopoiético como, por exemplo, como a desagregacdo do ETS-1 causa
defeito no desenvolvimento das células “natural Kkiller”. A perda da funcdo da PU.1 causa
defeitos na mielopoiese assim como na linfopoiese de células B(54).

2.5 - ESTRUTURA DA FAMILIA Ets

Em andlises de Ressonancia Nuclear Magnética a estrutura dos dominios Ets revela
um arranjo de trés alfa-hélices (alfal-alfa3) e quatro folhas beta pregueadas (beta-strands) que
sdo organizadas na seguinte ordem: H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (H=alfa-hélice; S=folha
beta)(51,55).

A familia de proteinas Ets pode ser dividida em vérias subfamilias baseado na
composicao estrutural e suas similaridades nos ligantes com DNA. A maioria deles tem um
dominio Ets em sua porcdo C-terminal. Entretanto, alguns tém seu dominio na pocdo N-
terminal. Outros possuem, um Pointed-domain (PTN), que é importante nas interacdes
proteina-proteina. Muitos membros sdo expressos predominantemente em alguns tecidos, e

alguns séo onipresentes (Figura 5).
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exon VII
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FIGURA 5 - Estruturas proteicas e distirbuicao dos principais fatores de trancri¢do ETS. Ets: dominio
ligante do DN, HLH: hélice-volta-hélice (pointed domain), AD: dominio de ativa¢do, RD: dominio de represséo.

2.6 - PDEF

O fator derivado da prdéstata (PDEF) foi identificado de forma homdloga em espécies
como camundongos e Drosophila (D-Ets). A andlise do gene PDEF revela um dominio de
DNA COOH-terminal e uma regido reguladora NH2-terminal mediada por alvos
especificos(57,58).

A proteina PDEF é expressa exclusivamente em células epiteliais o que a torna Gnica
entre os membros da familia ETS. Sua expressdo é restrita a um pequeno grupo de tecidos tais
como prdstata, mama, endométrio, ovario, cdlon e glandula salivar(59,60,61).

Um potencial papel do PDEF na migracdo e invasdo da célula com céancer tem sido
investigada, entretanto diferentes pesquisadores tém encontrado resultados conflitantes. Em
linhagens celulares de céncer de mama a super-expressdo da proteina PDEF inibiu o

crescimento celular e reduziu a migragdo e invasdo. Em outros estudos, a super-expressao do
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PDEF induziu a invasdo e migracdo de células de cancer de mama, demonstrando que a
expressdo é diferente no tecido normal e na célula neoplasica(61).

Além disso, ha diferencas entre o grau de expressdo PDEF e o grau de diferenciacdo
da célula neoplésica (Tabela 8)(61). Esta discrepancia pode ser explicada por diferentes
linhagens celulares e seu ambiente de desenvolvimento(58).

Breas! tumor (rade” Pdef cxprcssion’ '
A (22958) [1(PDY ]

B (25140) [11(PD) l

C (BY) Il (MDY }

D (§54) II(MD) |
E(l’) [1(MD) l

F (844) (1(MD) )

(3 (839) [I1(PD) |

TABELA 8 — Reducéo da expressdo da proteina PDEF no cancer de mama in vivo.
#Grau do tumor
®Tecido normal foi designado valor 4, indicando 75-100% de positividade do ndcleo. 1, < 25% do niicleo possui
efetividade comparado como onormal; 2, entre 25 e 50% do tumor tem expressdo positiva; 3, entre 50 e 75% tem
expressdo positiva.
°PD, pobremente diferenciado.
4MD, moderadamente diferenciado.

Por fim, este gene da familia Ets, PDEF, leva as células a uma mudanca fisioldgica e
morfoldgica drastica que estd associada a conversdo das propriedades epiteliais em um
fendtipo mesenquimal, com reducdo dos marcadores epiteliais, aumento dos marcadores

mesenquimais, reducao da adeséo celular e aumento da migracao e invasao(58).

2.7 - Ets E CANCER

Comum & maioria das neoplasias é a aquisicdo de novas capacidades funcionais:

independéncia no sinal de mitose, perda do sinal de anti-crescimento, evasdo da apoptose,
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perda do limite de proliferacdo, conversdo angiogénica, invasdo e metastase. As duas ultimas,
invasdo e metastatizagdo, sdo caracteristicas comuns em tumores agressivos e letais. Estes
eventos requerem que as células percam a capacidade de adesdo, tornem-se moveis e invadam
0s tecidos adjacentes.

Enquanto o crescimento epitelial anormal e a diferenciagdo celular contribuem para o
desenvolvimento inicial do cancer, as células epiteliais devem passar por multiplas alteraces
moleculares pelas quais adquirem a habilidade de migracdo. Neste estagio final de progressao
tumoral, a célula epitelial retorna a estdgios mais primitivos, adquirindo alguns aspectos
estruturais de células mesenquimais. Em contraste com as células epiteliais, as células com
caracteristicas mesenquimais tém a habilidade de migrar e invadir outros tecidos através da
matriz extracelular (ECM). Portanto, a transformacdo em células com propriedades mais
primitivas (desdiferenciacdo) é um evento critico que leva a disseminacdo e formacdo de
metastases, predispondo a migracdo de, por exemplo, um carcinoma in situ (CIS) em invasivo
e metastatico(55,62).

O envolvimento dos genes ETS na carcinogénese é suportado pela observagdo que o
gene ETS humano esta localizado em pontos chaves de translocagéo, e sdo deletados ou tem
seu modelo de expressdo alterado em alguns tumores sélidos e leucemias como ja
demonstrado por diversos estudos.

Um dos estudos pioneiros avaliou a expressdo da proteina ETS-1 em cancer de ovario,
tanto no tumor quanto no liquido ascitico(63). Este estudo demonstrou um pior prognastico
nas pacientes com expressdo aumentada de ETS-1 confirmado por uma publicacdo
subsequente(65). Ambos os estudos foram realizados em tumores avangados, ndo sendo
possivel determinar se a expressao do ETS-1 é um evento precoce no processo da
carcinogénese. A busca da expressdo ETS nas fases iniciais da carcinogénese, quando 0s
tumores ainda sdo curaveis, tornou-se o objetivo de diversos centros de pesquisa.

Seguindo o0 mesmo objetivo, Rodabaugh KJ(65) publicou em 2007 um estudo
correlacionando a expressdo da proteina PDEF, integrante da familia ETS, em céancer de
ovario. Para este estudo o autor selecionou amostras de tecido de ovério normal,
cistoadenomas, tumores boderline e casos confirmados de neoplasia invasiva tanto inicial
quanto avancada, incluindo casos de metastases peritoneais. Apds anélise imunoistoquimica
ndo houve expressdao do gene PDEF no tecido ovariano normal bem como nas amostras de
cistoadenoma. A expresséo do gene PDEF foi encontrada nas amostras de tumores boderline,
adenocarcinoma seroso de ovario estagio | e adenocarcinoma estagio avangado em 35%, 27%
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e 33%, respectivamente. Este estudo, pioneiro em mostrar expressdes diferentes em estagios
diferentes de cancer seroso de ovario, sugere que o gene PDEF seja um potencial marcador e
alvo terapéutico. LimitagOes deste estudo se devem a uma amostra pequena com 54 casos.

Um estudo americano(66), publicado em 2008, avaliou o progndstico e a sobrevida de
pacientes com cancer epitelial de ovario estagios | a 111C em relagdo a expressao da proteina
PDEF. Observou-se em 40 amostras de ovario que os estagios iniciais (IA) e tumores
boderline expressavam alto nivel de mMRNA PDEF quando comparados as amostras de tumor
de ovério avancado (I1IC e 1V), P<0,05. Quando forgada a expressdo de PDEF em células
tumorais ovarianas PDEF-negativo observou-se uma inibicdo do crescimento celular, indugao
da apoptose e diminuicdo de expressdo da proteina Survivina (inibidora da apoptose e
envolvida no ciclo celular). Houve correlagdo inversa entre as expressoes de PDEF e de
Survivina, sugerindo que a reducdo/perda da expressdo do gene PDEF ¢é fator para progressao
de estagio tumoral e piora do prognostico.

A expressdao da familia Ets também foi estudada em tumores de mama. He J e
colaboradores, num primeiro momento, realizaram estudo em 10 linhagens celulares de
cancer de mama e tecido normal observando a expressao de 27 genes selecionados da familia
Ets(67). Quatro genes, Ehf, EIf3, EIf5 e PDEF apresentaram expressdo elevada nas células
malignas em relacdo a células epiteliais normais. Ja a expresséo dos genes EIk3, Flil e ETS-1
foram suprimidas nas células neoplésicas.

Num segundo momento do estudo os autores demonstraram a expressdo destes 7
genes, anteriormente avaliados em linhagens celulares, no tecido mamario tumoral. Ocorreu
superexpressao do gene PDEF no tecido tumoral em relagéo ao tecido normal, P=0,04 e perda
da expressdao do gene ETS-1 no tumor, P=0,003 (Figura 6). Este ultimo achado contraria
estudos anteriores em relagdo a expressdo das proteinas ETS(68,69,70). Esta diferenca, ndo
claramente elucidada, pode ser explicada pela possivel contaminacdo das linhagens
neoplésicas por células de tecido mamario normal, necessitando novos estudos com anélise de

imunoistoquimica para este esclarecimento.

34



35

Ehf Eif3 EIf5
Q-4 ° t-test=0.69 ° t-test=2.51 t-test=0.17 a
P=0.25 Q P=0.01 w - P=0.43
> & £ =
- g [
2 E ] = e
8 § § -~ -
& a & &
= s g 4 =
@ . @
g "1 0 £ oo o §
@ 3 a K] °
4 v Jdo . A x ., Jdeo o«
-] o ° - -
a ° ———- a
o - o c a ad® o ad abdaa o o v®0s8a A& as
T T I T T T i ) T T T T T T 1 T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 2 a4 8 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Samples Samples Samples
Pdef Tel2
© t-test=1.83 = a t-test=1.74
e P=0.04 P=0.05
E -7 € o J
¥ & g i
=4 =
E £
@ .
g e ° £ 1
~ °
4 . < « 2
e 4 ° °
o
o= e a ~ s B B
aal
+ o © Aam-saas o Jdeo a a
T T T Ll L] A} T T L] T A} ) T T
2 4 B 3 10 12 14 2 4 & 8 10 12 14
Samples Samples
Elk3 Ets1 Fli1
o~
a N a . ] A
= ttest=-1.71 Heel=3.2 a « t-lest=-4.23
P=0.06 .. © - P=0.003 e P=52-04 a
= = -é
§ " i 5 2 g 0 - &
= € o £~ a
- a - -
P H : g T
© w - s € o | a
8 a g &7
-1 - @
g o 2 - - o =
© - K] ° a
s o 3] S o | a,
o J a o o X o o
a el
o a
o® o a a T 40
@ 4o © o o ~-{o T g —o o
T T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14 2 4 85 8 10 12 4
Samples Samples Samples

FIGURA 6 - Intensidade de expressdo relativa a 8 genes da familia de gene ETS em tecido normal e
neoplésico. Os circulos e os tridngulos indicam espécimes de tumor de mama e tecido normal, respectivamente.
A média para tumores e tecido normal é indicada por linha cheia ou tracejado, respectivamente. O teste t
unicaudal foi realizado para detectar a significancia estatistica de cada gene.

He J, et al. Cancer Biol Ther. 2007; 6(1): 76-82.

Estudos realizados em amostras tumorais exemplificam o questionamento acima. Em
2005, Katayama S e colaboradores publicaram estudo avaliando 137 casos de carcinoma de
mama e expressdo de ETS-1 por imunoistoquimica. N&do houve expressdo de ETS-1 em tecido
normal e em carcinomas ndo-invasores. Porém, dos 137 casos de cancer invasor, 104 (83,2%)
expressaram o0 gene. A proteina ETS-1 teve correlagdo com o grau histologico do carcinoma
ductal (p<0,01); sugerindo que a superexpressdo ETS-1 € um dos fatores associados a
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diferenciacdo histologica dos tumores de mama(70). Porém, ndo houve correlacdo entre sua
expressdo e a presenca de linfonodos metastaticos, classificagdo T, baseado no TNM(27).

Um estudo avaliando a sobrevida do cancer de mama e a expressao da proteina PDEF
por analise de PCR (reacdo de cadeia de polimerase) em tempo real foi publicado em 2008
por Tjensvoll K e colaboradores(71). Constatou-se ndo haver correlagdo entre a expresséo da
proteina e a curva de sobrevida de 192 pacientes submetidas a cirurgia para exérese da
neoplasia com acompanhamento médio de 72 meses.

Flindlay VJ e colaboradores(72), baseados nos achados de expressdo elevada da
proteina PDEF no cancer de mama ndo invasivo e sua perda da expressdo ao longo da
progressdo tumoral, demonstraram que ha diferenca entre os niveis de proteina PDEF e de
MRNA PDEF levantando a hipdtese que possa haver uma regulacdo postranscripcional das
proteinas da familia ETS ainda ndo exploradas.

Quanto a pesquisa das proteinas da familia ETS no CCR, estudos mais antigos ja
demonstraram associacdo entre ETS-1 e progressdo tumoral. Toshiyuki Nakayama e
colaboradores, da Universidade de Nagasaki correlacionaram a expressdo desta proteina com
amostras de adenoma e carcinomas em diferentes estagios por analise de PCR. Concluiram
que a expressdo entre os adenomas de alto grau foi de 29,3%, ndo havendo nenhuma
expressdo entre adenomas de baixo e moderado grau. Das 122 amostras de carcinoma a
expressao foi detectada em 103 casos (84,4%). Além disso, em analise planejada detectou-se
correlacdo significativamente estatistica entre a presenca da proteina e grau de invaséo (T),
presenca de linfonodos metastéticos (N) e invasdo venosa e linfatica. N&o houve correlacéo
com o grau de displasia. Outra constatacdo importante foi a presenca da expressédo ETS-1
tanto no ndcleo, como ja conhecido, como no citoplasma(73).

A investigacdo das expressdes da familia Ets também foi estudada pelo Centro de
Pesquisas Bioldgicas e Funcional (CP-BMF) e Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) do
Hospital Sdo Lucas, Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)(74).
Em estudo recente avaliou-se a expressdo de 11 genes Ets em amostras de cancer colorretal e
tecido normal adjacente ao tumor através da técnica de PCR em tempo real. Dos 28 casos
analisados houve diferenca na quantificacdo das expressdes dos genes ETV4, PDEF e SPI-B.
Os gene ETV4 e SPI-B mostraram-se hiperexpressos no tecido neoplasico e nos linfonodos.
Em contra-partida, a expressao PDEF, encontrada no citoplasma, pouco variou entre o tecido
normal e 0 neoplasico e houve um decréscimo de 3 vezes na expressao quando analizado nas

amostras com linfonodos positivos, P<0,05.
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Tumores menos frequentes também foram avaliados quanto a expressdao de genes da
familia ETS tanto por técnica de analise imunoistoquimica quanto por PCR em tempo real.
Estudos em neoplasias renais de células claras, tumores do estroma gastro-intestinal (GIST) e
adenocarcinomas gastricos correlacionaram a presenca de ETS-1 e PDEF com estadiamento
patoldgico, sobrevida global e progressao tumoral (75,76,77). Os dados conflitantes entre
alguns estudos e a diversidade de neoplasias sdo os motivos para a realizacdo de novas

pesquisas a fim de elucidar este possivel alvo terapéutico e prognostico.

3- OBJETIVOS

Objetivo Geral:

* Avaliar a expressédo do fator de transcricdo da familia Ets em céncer colorretal.

Objetivo especifico primario:
» Determinar a prevaléncia de expressdo da fracdo PDEF, por imunoistoquimica,
nos tumores colorretais armazenados.
Objetivo especifico secundario:
o Correlacionar a expressdo da proteina PDEF no tecido tumoral com
caracteristicas clinicas e patoldgicas dos pacientes com cancer colorretal.
» Correlacionar a expressdo da proteina PDEF no tecido tumoral com o marcador
de proliferacéo celular Ki-67.

» Avaliar a associagdo entre a expressdo PDEF e a sobrevida global.

4 - PACIENTES E METODOS

4.1 - DELINEAMENTO
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Trata-se de um estudo observacional, descritivo, analitico. Inicialmente, foi feito um
estudo transversal para determinar a prevaléncia da expressdo da proteina PDEF e Ki-67
definido por imunoistoquimica nas amostras tumorais, bem como a distribuicdo das
caracteristicas prognosticas clinicas dos pacientes incluidos. Em seguida, procedeu-se a um
estudo de coorte retrospectivo para determinar a ocorréncia dos desfechos clinicos de
interesse nos pacientes. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital S3o Lucas da

PUCRS sob o nimero 07/03601, antes de sua execug&o.

4.2 - AMOSTRA

Trata-se de uma amostra por conveniéncia, de selecdo consecutiva. Foram
considerados para este estudo todos os pacientes submetidos & cirurgia potencialmente
curativa para cancer colorretal no Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo de janeiro de
2002 a junho de 2008, com registro do exame de anatomo-patoldgico no Servigo de Patologia
desta instituicdo. As caracteristicas clinicas dos pacientes foram definidas a partir de uma
ficha preenchida durante a revisdo dos prontuarios. Os dados de seguimento foram obtidos
através dos registros no prontuario médico das consultas de acompanhamento nos

ambulatorios de oncologia e proctologia, bem como nas internagdes hospitalares.

4.3 - CRITERIOS DE INCLUSAO

Diagnostico confirmado de adenocarcinoma colorretal;

Estadiamento | a 111B, de acordo com o sistema TNM;

Margens cirdrgicas negativas;

Tratamento adjuvante/neoadjuvante com quimioterapia e/ou radioterapia adequado com
0 estadiamento patoldgico;

Assinatura do Consentimento Informado.
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4.4 — CRITERIOS DE EXCLUSAO

Doenca metastatica no diagndstico, de acordo com o sistema TNM;
Tumores de tipos histoldgicos especiais, diferentes de adenocarcinoma;
Material para analise inadequado para realizacéo do teste de imunoistoquimica;

Pacientes sem informac0es referentes ao seu seguimento no prontuario médico.

4.5 - AMOSTRAS TUMORAIS E IMUNOISTOQUIMICA

Os blocos de parafina rotineiramente processados, representativos de tumor de cada
paciente incluido no estudo foram localizados no Servigo de Patologia do Hospital S&o Lucas
da PUCRS e, neste mesmo Servico, avaliados com métodos convencionais utilizando
coloracdo hematoxilina e eosina (HE) e, apos, submetidos a analise de imunoistoquimica da

expressao da proteina PDEF E Ki-67.

Optou-se pela realizagcdo do Ki-67 por ser um conhecido marcador de proliferacéo.
Este encontra-se presente durante todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas
esta ausente nas células em repouso (GO0), fazendo deste um excelente marcador da fragdo de
crescimento celular. Além de marcar a proliferagdo neoplésica o Ki-67 é considerado fator
progndstico e estd implicado no curso clinico de diversas neoplasia(78).

Foram realizados cortes histoldgicos de 3um de espessura em laminas silanizadas em
micrétomo rotativo Leica RT2150 e montagem dos espécimes em lamina seguindo a técnica
de arranjo em matriz de amostras teciduais (TMA). Esta técnica, descrita primeiramente em
1998 por Kononen et al(79), permite a elaboragdo de um bloco de parafina contendo amostras
tumorais obtidas de dezenas de blocos de parafina originais. Os cilindros teciduais ou

tumorais sdo dispostos no bloco receptor seguindo uma ordem pré-determinada.
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As vantagens deste método incluem a economia dos reagentes e do tempo para
realizacdo das reacdes, possibilidade de repeticdo destas reacbes em mdaltiplos niveis do
blocos e a simplificacdo do trabalho das linhas de pesquisa pela utilizagdo do bloco em mais
de um projeto. Apesar de uma montagem que exige mais atencdo do patologista, este método
é de grande valia em estudos de larga escala e permite a uniformizacdo das reagdes e sua
interpretagdo comparativa dos casos(80) (Figura 7).

FIGURA 7 - Blocos de parafinae TMA

As laminas foram incubadas por uma hora em estufa histologica a 68C. Apds, as
laminas foram desparafinizadas em uma série de incubacGes com 2 xildis por 5 minutos cada,

4 alcoois 99° por 2 minutos cada e lavados em agua destilada.

Para a recuperacdo antigénica utilizou-se o tampédo PDEF e Citrato pH 6.0 para Ki-67.
As laminas foram submetidas ao calor elevado (+/- 100C) em panela de pressédo no forno de
microondas por 25 minutos seguidos de lavagem em tamp&o PBS com 3 trocas de 5 minutos
cada.

A peroxidase enddgena foi bloqueada com solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% em
alcool metilico por 30 minutos e logo lavados com tampéao PBS com 3 trocas de 5 minutos.

Para minimizar o background (coloragéo de fundo) foi realizado incubag¢éo com leite em
po desnatado a 5% em tampédo PBS seguidos de lavagem com tampédo PBS com 3 trocas de 5

minutos.
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Os anticorpos primarios foram diluidos em tampéao PBS. A dilui¢do aplicada foi de 1:50
para anti-PDEF (Santa Cruz Biotechnology,SC 46433, C-14) e 1:250 para anti-Ki-67
(Novocastra, NCL-MML1). A incubacdo foi realizada em cadmera Umida com temperatura entre
4C e 8C em incubadora BOD por 16 horas (over night). Para remover o anticorpo utilizou-se
tampdo PBS e 3 incubagdes com tampdo PBS com 3 trocas de 5 minutos. A amplificacdo de
sinal foi realizada com o Kit para imunoistoquimica ultra sensivel, Picture Max, ( Zymed,
Invitrogen ), nas condicdes preconizadas pelo fabricante.

Para a revelagdo da reagdo de amplificacdo utilizou-se o cromégeno DAB+ (Dako) por 5
minutos de incubagdo. As laminas foram lavadas em &gua destiladas, contra coradas com
Hematoxilina de Harris seguido de lavagem rapida em solugdo amoniacal 1%. As laminas
foram desidratadas em uma série de 4 alcoois por 2 minutos cada, 2 xiléis por 5 minutos cada

e montadas com laminula e balsamo do Canada.

A leitura e interpretacdo das coloragdes realizadas foram executadas por patologista
experiente em imunoistoquimica. Para o Ki-67 todas as l1dminas foram consideradas positivas
com mensuracdo de suas porcentagens de expressdo. A expressdo da proteina PDEF, num

primeiro momento, foi categorizada de forma dicotdmica em positivo ou negativo.

Apos esta classificacdo foi realizada sua leitura através de analise quantitativa da
reacdo imunoistoquimica dos receptores PDEF e Ki-67 em espécimes cirargicos utilizando
microscopio Zeiss Axioskop 40 com optica plan-neofluar e aumento de 400X, acoplado a
sistema de captura de imagem e andlise Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver
Springs, MD, EUA). A contagem foi realizada apos serem feitas 4 fotografias em cada lamina
de colon, e de cada marcador imunoistoquimico para expressio PDEF. A montagem da
planilha foi realizada no software Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation) com
0s resultados obtidos no sistema de analise de imagem Image Pro Plus 6.0.
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4.6 — ANALISE ESTATISTICA

Dados quantitativos foram descritos por média e desvio-padrdo. Na presenca de
assimetria utilizamos a mediana acompanhada dos valores de percentil 25, 75 e minimo e

maximo. Para dados categoricos utilizamos contagens e percentuais.

Na comparagdo de varidveis quantitativas entre dois grupos utilizamos o teste t de
Student ou seu substituto ndo-paramétrico, o teste U de Mann-Whitney. Quando havia mais
de dois grupos envolvidos utilizamos o procedimento de Kruskal-Wallis. Para dados
categoricos a significancia das diferencas foi avaliada pelo teste de qui-quadrado ou pelo teste
exato de Fisher.

Adicionalmente elaboramos curvas de Kaplan-Meier para o estudo da sobrevida entre
grupos com diferentes niveis de expressdo de PDEF. A comparacdo nesta situacdo foi

realizada pelo teste de log rank. O nivel de significancia adotado foi de a=0,05.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SPSS versdo 15.0.
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5- RESULTADOS

5.1 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Um total de 112 casos diagnosticados no Hospital Sdo Lucas da PUCRS entre marco
de 2002 a agosto de 2008 foram inicialmente selecionando para este mestrado.

Os prontuéarios foram revisados e os dados referentes ao acompanhamento atualizados.
Foram excluidos 57 paciente por serem metastaticos (M1) no diagndéstico. Ainda, da amostra,
9 pacientes ndo entraram na andlise por motivos diversos como: 6 pacientes por inexisténcia
de acompanhamento, 2 por material do bloco de parafina inadequado para anélise e 1 por
auséncia de estadiamento TNM no diagnostico.

Desta forma, num total de 46 casos, procedeu-se, por técnica TMA, a confeccdo das
laminas, anélise do HE, imunoistoquimica na proteina PDEF e do marcador de proliferacdo

celular Ki-67 e a quantificagdo por imagem do PDEF.

Dos 46 casos avaliados, a média de idade dos pacientes, no diagnostico, foi de 61

anos, tendo o paciente mais jovem 36 anos e 0 mais idoso 86 anos.
Um total de 32 pacientes (69,9%) eram homens.

O marcador Antigeno Carcino-embridnico (CEA) pré-operatorio obteve média de
5,5ng/dl e mediana de 3,0ng/dl. O valor minimo do CEA encontrado de 0,5ng/dl e o valor
méaximo de 30,4ng/dl. Em 13 pacientes (28,3%) o CEA pré-operatério foi desconhecido.

Um total de 91,3% dos tumores era de colon esquerdo. A localizagdo tumoral mais
frequente, em 54% dos pacientes, foi o reto, sendo o reto inferior a localizagdo em 16
pacientes (34,8%). A topografia da lesdo ficou prejudicada em 8 pacientes (17%) devido as
descrigdes cirdrgicas e anatomopatolégicas relatarem retossigmoide como local primério da

neoplasia, ndo diferenciando entre sigmoide e reto superior.
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O estadiamento pré-operatorio dos pacientes, baseado no TNM, demonstrou que
21,7% dos paciente eram estagio I, o que corresponde a 10 pacientes. Classificados como
estagio 1, 24 pacientes (52%), sendo o estagio 1A 50% dos casos da amostra e 11B em apenas
um paciente. Os pacientes estagio Ill corresponderam a 26%, sendo estagio IHIA 4,3% e
estagio I111B 21,7% dos pacientes.

Trinta e trés pacientes (71,7%) eram estadiamento T3, 19,6% estagio T2. Apenas 2
pacientes eram T1 e 2 pacientes T4.

A mediana (percentil25-percentil75) de linfonodos examinados descrito no laudo
anatomopatoldgico, por paciente, foi 13 (7-19,5), sendo que 21 casos (45%) possuiam menos
de 12 linfonodos examinados. Do total da amostra, 71,7% dos pacientes eram linfonodos

negativos.

Quanto ao tratamento adjuvante, este foi realizado em aproximadamente metade dos
pacientes. Radioterapia foi indicada em 41,3%, sendo que 4 pacientes realizaram radioterapia
pré-operatdria. A quimioterapia, baseada em 5FU/LV, foi realizada por 56,5%, sendo pré-
operatdria num total de 4 pacientes.

Dos pacientes que foram submetidos a radioterapia 78,3% terminaram o tratamento.
No grupo submetido a quimioterapia 67,9% terminaram o tratamento proposto e 10,7% o
fizeram de forma parcial. Isto corresponde a 3 pacientes que interromperam o tratamento por

toxicidade.

As principais caracteristicas clinicas e patolégicas dos pacientes estdo demonstradas
na Tabela 9:
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TABELA 9 - Descricdo das caracteristicas clinico-patolégicas dos
pacientes com cancer colorretal.

Estatistica
Caracteristica Descritiva
n =46
Idade, anos 61,2+12,8
Sexo masc, n° (%) 32 (70)
CEA, ng/dl n=33
3,0(2,3a5,9)
[0,5a30,4]
Local, n° (%) n =46
Reto 25 (54)
Retossigmadide 8 (17)
c. descendente 9 (20)
c. ascendente 3(7)
c. transverso 12
Classificagdo TNM, n° (%)
I 10 (22)
I 24 (52)
Il 12 (26)
Linfonodos (+), n°® (%) 13 (28)
Radioterapia, n° (%) n=43
Sim 15 (33)
sim, neoadjuvante 4(9)
Né&o 24 (52)
Quimioterapia, n°® (%) n=43
Sim 22 (48)
sim, neoadjuvante 4(9)
Né&o 17 (37)
Subtipo histoldgico, n° (%) n =46
Adenocarcinoma 39 (85)
Mucinoso 7 (15)
Tempo de seguimento, meses 23,2 (11,1 a53,8)
[0,9a81,2]

Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo, mediana (percentil
25 a percentil 75), [minimo a maximo] ou contagem (%). CEA: antigeno
carcino-embriénico, TNM: tumor, nédulos (linfonodos) e metéstase.

5.2 ANALISE HE
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Da amostra de 46 pacientes, 15,2% eram subtipo histolégico mucinoso e 84,8% eram
adenocarcinoma( Figura 8). O grau de diferenciacdo foi moderado quase na totalidade dos
casos, com excecdo de 1 paciente cuja histologia era pobremente diferenciada.

‘A

vm‘?

FIGURA 8 - Coloragéo hematoxilina/eosina (HE).

5.3 - EXPRESSAO Ki-67

A reatividade ao Ki-67 ocorreu em todos os pacientes, com média de expressao de
32,5%. Foi considerado alto, 50%, em 13 pacientes. Em 7 pacientes, a expressao foi
considerada baixa, menos de 10% de expresséo (Figura 9 e 10).
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FIGURA 10 - Expressdo baixa, por imunoistoquimica, do Ki-67.

5.4 — EXPRESSAO DO PDEF
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Apobs quantificacdo por imagem, a mediana (minimo-mé&ximo) da expressdo da
proteina PDEF nos 46 pacientes examinados foi de 24,1 (11,1-42,1). A média (+DP) de
células analisadas foi de 448 (+97).

FIGURA 11 - Expresséo elevada, por imunoistoquimica, da proteina PDEF.

FIGURA 12 — Expressdo baixa, por imunoistoquimica, da proteina PDEF.
48



49

5.5 - EXPRESSAO DO PDEF E ACHADOS CLINICOS-PATOLOGICOS

N&o se observou associacdo significativa entre a expressdo da proteina PDEF e as
caracteristicas clinico-patoldgicas: idade, género, topografia da lesdo, CEA e presenca de
linfonodos positivos.

Os fatores clinicos e patoldgicos dos pacientes foram reavaliados e ndo se encontrou
associagao com significancia estatistica entre estes dados e a expressdo do PDEF.

A positividade da expressdo da proteina PDEF foi dividida em alta e baixa, conforme
sua mediana (24%) em expressdo da proteina PDEF. Foi considerada baixa em 21 pacientes
com mediana de expressdo 11% e alta em 22 pacientes com mediana de expressédo de 41,8%.

A média de idade (DP) dos pacientes com baixa expressao foi de 63 anos (10,6) e a
média de idade dos pacientes com alta positividade foi de 61,4 anos (14,2), P=0,66. Eram do
sexo masculino 16 pacientes (76%) do grupo de baixa expressédo e 14 (64%) do grupo de alta
positividade, P=0,57.

N&o foi encontrada diferenca na expressio PDEF quando correlacionada com a
topografia da neoplasia, P=0,23. O CEA teve mediana de 2,6ng/dl nos pacientes de baixa
expressdo e 3,7ng/dl nos pacientes com alta expresséo, P=0,22. A presenc¢a de linfonodos
positivos também ndo atingiu significancia estatistica, P=0,44 (Figura 13 e Tabela 10).
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FIGURA 13 - Distribuigéo de frequiéncias da expressao da positividade do
Fator Derivado Prostatico (PDEF).

TABELA 10 — Comparacdo dos grupos de baixa positividade (<24%) e
alta positividade (>24%) do Fator Derivado Prostatico (PDEF)

Caracteristica

Baixa positividade
<24% (n=21)

Alta positividade
>24% (n=22)

30,1+24,5
24,1 (11,1 a 42,1)
PDEF, (%) 11,1[2,1220,2] 41,8 [24,1 2 95,8] [21a958]
P

Idade, anos 63,2+10,6 61,4+14,2 0,66
Sexo masc, n° (%) 16 (76) 14 (64) 0,57
Local, n° (%) 0,23

Reto 11 (52) 12 (55)

Retossigmadide 2 (10) 6 (27)

c. descendente 6 (28) 2(9)

c. ascendente 2 (10) 1(5)

c. transverso 0 (0) 1(5)
CEA, ng/dl 2,6 [0,7a16,7] 3,7[05a7,5] 0,221
Linfonodos (+), n° (%) 8 (38) 5 (23) 0,44

Os dados sdo apresentados como mediana (percentil 25 a percentil 75), [minimo a maximo];
médiatdesvio padrdo, contagem (%). P: significncia estatistica, [1]: t de Student, [2]: qui-quadrado, [3]:
exato de Fisher e [4] teste U de Mann-Whitney. PDEF: fator derivado prostatico, CEA: antigeno carcino-

embridnico
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Né&o foi encontrada correlacdo entre a presenca de linfonodos positivos e a perda da
expressdao do PDEF. A média da expressdo em pacientes com linfonodos negativos foi de
32% comparada com 25% nos pacientes linfonodos positivos, P=0,459.

Quando os casos foram agrupados em estagios I, 11 e I1l, segundo TNM, a expressao
da proteina obteve média de 30,3%, 25,8%, 14,7%, respectivamente, P=0,416. Observa-se
uma tendéncia a queda da expressdo da proteina PDEF quando correlacionada ao
estadiamento; porém, sem significancia estatistica (Figura 14).
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FIGURA 14 — Comparagdo da expressdo da positividade do

Fator Derivado Prostatico (PDEF) segundo a classificagdo TNM.

A expressdo da proteina PDEF foi comparada a expressdo do Ki-67, ndo houve

correlagdo significativa.

5.6 — EXPRESSAO DO PDEF E SOBREVIDA

O seguimento médio dos pacientes foi de 31 meses, mediana de 23 meses. Apenas 6

pacientes tiveram recidiva e 6bito pela neoplasia neste periodo. Quando analisado a sobrevida
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livre de doenca (SLD) dos pacientes, através da curva de Kaplan-Meier, separando-0s nos

grupos de alta e baixa expressdo do PDEF ndo foi constatada diferenca significativa na

sobrevida (Figura 15).
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FIGURA 15 - Comparagdo de curvas de Kaplan-Meier para ocorréncia de 6bito entre os grupos de alta

e baixa expressdo da positividade do
Fator Derivado Prostatico (PDEF).
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6 - DISCUSSAO

O CCR situa-se entre o grupo de neoplasias mais frequentes no mundo ocidental. E a
terceira causa mais comum de cancer em ambos 0s sexo0s, e a segunda causa em paises
desenvolvidos. A sobrevida desta neoplasia é considerada excelente, quando a doenca é
diagnosticada em estagios iniciais. Para este sucesso terapéutico contribuem: o diagndstico
precoce mais eficiente, as melhorias das técnicas cirargicas e, o desenvolvimento de farmacos
mais ativos. Por estes motivos, ha uma necessidade constante de validacdo de marcadores
progndsticos que permitam a individualizagdo nos tratamentos quimioterapicos, valendo-se do
principio que a heterogeneidade da doenga exige tratamentos talhados caso-a-caso,
principalmente no estdgio Il do CCR. Os fatores progndsticos em uso atualmente dependem
de variaveis clinicas e histologicas(43). Recentemente, marcadores como a delecdo de 18q,
instabilidade de microssatélites ou mutaces de KRAS, levaram a modificacdo de terapéutica
dos pacientes metastaticos(81,82).

Na ultima década, a descoberta de quase trés dezenas de genes envolvidos em
mecanismos de transcri¢do, e que foram agrupados sob o nome de familia Ets, abriu a
possibilidade para que novos marcadores de neoplasias poderiam ser gerados a partir da
detec¢do do mal-funcionamento destes genes. A familia de genes Ets é responsavel por uma
orquestracdo de proteinas que em Ultima anélise pode ativar ou reprimir a transcricao de genes
essenciais para sobrevivéncia celular. Alguns dos genes Ets foram implicados na
carcinogénese do cancer de mama, prostata e cdlon. Um dos Gltimos membros da familia Ets
a ser identificado, PDEF, foi recentemente associado ao progndstico e a sobrevida de
neoplasias como mama e ovario(60,61,64). Porém, ainda sdo contrversos devido a selecdo de
linhagens celulares, ao numero limitado de pacientes e as diferentes técnicas de analise da
expressdo génica (imunoistoquimica, PCR tempo real). Até o momento, ndo ha estudo
correlacionando PDEF em uma coorte de pacientes com CCR.

Em nosso estudo, dos 46 casos avaliados, todos tratados no Hospital Sdo Lucas
PUCRS, a média de idade foi idade foi 61,2 anos. Em torno de 40% dos pacientes a neoplasia
foi diagnosticada antes dos 60 anos, mostrando uma faixa etaria um pouco mais jovem do que
os dados da literatura. Ha necessidade, nestes pacientes, de uma andlise da histéria familiar de
neoplasia colorretal e de outros tumores relacionados ja que o CCR em idades mais precoces
estd associado a herancas familiares e genéticas(1l). O predominio da neoplasia em homens,
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coincide com a incidéncia mundial; porém, na regido Sul do Brasil, conforme dados do INCA,
temos um leve predominio feminino. Como em nosso trabalho ndo houve diferenca com
significancia estatistica entre 0 nimero de pacientes do sexo feminino e masculino € bem

provavel que este predominio tenha surgido ao acaso.

Do total da amostra, 91,3% eram tumores do colon esquerdo, tendo um predominio de
tumores de reto (54%), o que é condizente com os dados da literatura (1,17). Também, tem-se
constatado que a acdo de agentes carcindgenos, fatores genéticos como genes de reparo e
instabilidade de microssatélite vém contribuindo para esta migracdo da doenca do cdlon
esquerdo para o direito(1).

A mediana do nivel do CEA foi de 3,0ng/dl, correspondendo aos niveis encontrados
em estdgios iniciais da neoplasia. Os estdgios mais iniciais e o nivel de CEA baixo,
demonstram um melhor prognéstico(46). Dados como invasdo vascular e linfatica tem
importancia prognostica principamente em pacientes estagio Il; porém, a maior parte dos
anatomopatoldgicos ndo avaliou estes dados, sendo entdo estes excluidos da andlise do
estudo.

Todos pacientes com linfonodos positivos receberam quimioterapia e/ou radioterapia
adjuvante. A presenca de menos de 12 linfonodos isolados na pega cirdrgica nos pacientes
estagio clinico Il poderia implicar em viés na adjuvancia, porém estes pacientes foram
considerados alto risco e, com exce¢édo de 3 pacientes, todos receberam adjuvancia. Os dados
do ASCO(43) e do NCCN(44) recomendam tratamento quimioterapico e/ou radioterapico a
pacientes estagio Il de alto risco, pois foram demonstrados em estudos prospectivos e
controlados haver beneficio em SLD e SG nestes pacientes.

A escolha dos quimioterapicos estd embasada nos dados de estudos iniciais com
5FU/LV. Nenhum paciente estagio 1l recebeu esquema FOLFOX, documentadamente mais
eficiente que 5SFU/LV(38). Apenas 4 pacientes foram tratados antes da publicagdo do estudo
MOSAIC demonstrando que até recentemente este esquema era inacessivel para pacientes do
Sistema Unico de Saude, como os do presente estudo.

Obtivemos um tempo de acompanhamento mediano de 23 meses, 0 que é pequeno
para um estudo de coorte. Porém, estudos que testaram adjuvancia no CCR mostraram uma
forte correlacdo entre SLD em 2 anos e SG(29), o que sugere que este tempo de
acompanhamento poderia ser suficiente para a avaliacdo do papel de PDEF como marcador de

54



55

progndstico. O nimero de eventos (recidiva de doenca + morte) foi pequeno. Provavelmente
as caracteristicas clinicas, o baixo valor do CEA pré-operatério e a adjuvancia realizada pela
maioria dos pacientes contribuiram para este achado. Além disso, na literatura, a SG dos
pacientes estagio 11, que corresponderam a 47% da amostra, é em torno de 80-85% (1).

Baseado no TNM(27), excluimos os pacientes estagio clinico 1V. Esta exclusdo
baseia-se na analise dos primeiros estudos publicados por Rodabaugh KJ e colaboradores(65)
em cancer de ovario. Rodabaugh ndo conseguiu definir, em seu estudo, se as expressdes de
PDEF eram um evento precoce ou tardio da carcinogénese, por ter em sua amostra um grande
nimero de pacientes com doenca clinicamente avancada. Nossos dados da anélise
imunoistoquimica, de expressao da proteina PDEF apenas no tecido neopléasico e de 30,3% de
expressao nos pacientes estagio | corroboram com o fato de que o PDEF esta presente nos
estagios inicias da carcinogénese. Achados semelhantes foram publicados en cancer de ovario
com 27% de expressdo de PDEF no estagio | da neoplasia(65). Outros membros da famila Ets
também tiveram sua expressdo negativa no tecidon normal. A proteina ETS-1 foi negativa no
tecido de c6lon normal e obteve 84,4% de expressdo na neoplasia invasiva(73).

Um estudo prévio realizado pelo nosso grupo e submetido a publicacdo mostrou
correlagéo entre os genes ETS-1, PDEF e SPI-B e progressédo tumoral em amostras a fresco
em tecido de cancer colorretal(74). Demonstrou-se que o gene PDEF, analizado por PCR em
tempo real, tem papel repressor da carcinogénese no CCR. H& uma perda de expressdo na
ordem de trés vezes em amostras teciduais de pacientes com linfonodos positivos quando
comparados a amostras de pacientes com linfonodos negativos. Para uma analise retrospectiva
de um nimero maior de pacientes, ndo dispunhamos de tecido a fresco, portanto ndo foi
possivel a repeticdo do experimento neste outro contexto. Como tinhamos disponiveis
amostras em parafina, optamos em trabalhar com técnica de imunoistoquimica. Em nosso
estudo utilizamos técnica de TMA que tem como vantagem sobre a IH realizada lamina-a-

l&amina, permitindo reducédo de custos, uniformizacdo das reacdes e simplificacdo da anélise.

Os dados de queda da expressdo da proteina PDEF com significancia estatistica no
estudo em PCR tempo real, ndo se refletiu em diferencas de expressdo de PDEF or IH no
presente estudo. Provavelmente, a diferenca no perfil dos pacientes tenha contribuido para
este achado. Em nosso estudo ha mais pacientes estagio clinico Il (47% da amostra) e ndo ha

pacientes estagio clinico IV. A qualidade de armazenamento do blocos de parafina e a anélise
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apenas no tecido tumoral do célon e ndo nos linfonodos também influenciou a diferenca dos

resultados.

Por se tratar de uma coorte de pacientes com CCR, iniciada em 2002, muitos pacientes
néo possuiam material a fresco armazenado, em qualidade adequada, para realizacdo de PCR
em tempo real. Admitimos que esta técnica possa ser superior e mais adequada que a
imunoistoquimica para a analise da expressdo génica, mas esta ultima tem como vantagem a
ampla disponibilidade em laboratorios de patologia, o que facilita a sua dissemina¢do como

método de rotina em avaliagdes prognosticas.

Como resultado principal encontramos uma tendéncia & perda da expressdo da
proteina PDEF em relacdo ao estadiamento clinico dos pacientes. Os valores de expressao do
PDEF foram 30,3%, 25,8% e 14,7% em estagios I, Il e Il dos pacientes com CCR,
respectivamente. A queda da expressdo demonstrada entre o estagio inicial (1) e o estagio com
linfonodos positivos (I11) nos faz acreditar que este gene da familia Ets faca parte da
carcinogénese do CCR. Correlacionamos a expressdo do marcador de proliferacdo celular Ki-
67 com a expressao do PDEF e ndo obtivemos significancia estatistica sugerindo que a perda
da expressdo seje independente da marcacdo de proliferacdo celular. Quando os pacientes
foram separados conforme seus niveis de expressdo do PDEF baseados na mediana, ndo
houve correlagdo com a sobrevida, demostrado na curva de Kaplan-Meier. O pequeno numero
de eventos e a amostra restrita a casos iniciais com prognéstico mais favoravel contribuiram
para a falta de significancia estatistica (P=0,61). Porém, dados semelhantes de auséncia da
correlacdo de sobrevida e perda da expressdo génica também foram publicados em céncer de
mama por Tjensvoll K e colaboradores com uma amostra maior com 192 pacientes e

acompanhamento longo de 72 meses(71).

A questdo do papel da proteina PDEF em CCR merece ser estaudada mais
profundamente. Na nossa casuitica, 0 uso de metodologias que permitam a realizacdo de PCR
em tempo real a partir de métodos de extracdo do RNA destes blocos de parafina seria muito
atil. O aumento do acompanhamento destes pacientes também poderia nos auxiliar a
discriminar melhor grupos que progridem e grupos de individuos provavelmente curados.
Além disso o trabalho com anticorpos que avaliem outros epitopos de PDEF poderia fornecer
mais informagdes sobre a intensidade de expressdo ou expressdo aberrante da proteina. A
andlise de um maior nimero de membros da familia Ets também se tornaria interessante. Nao
esta claro na literatura se ha interages entre membros desta familia e a carcinogénese nos
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diversos tumores (61). A escolha desta neoplasia foi considerada, por nés, adequada ja que a
incidéncia do CCR na regido Sul é alta e h4 necessidade de se aperfeicoar ferramentas de
definicdo progndstica nesta doenca melhorando as indicagfes terapéutics e, com isso, obtendo
melhores resultados em SLD e SG.

Embora os niveis de significancia estatistica ndo tenham sido atingidos, parece haver
uma tendéncia a perda da expressdo da proteina PDEF a medida que progressdo dos estagios
iniciais do CCR para os avancados. Este membro da familia Ets, envolvido em diversos
mecanismos celulares como invasividade, motilidade, crescimento e metastatizagdo torna-se
um possivel alvo prognéstico e terapéutico. Ha necessidade de estudos adicionais, com
desenho prospectivo, maior nimero de pacientes, acompanhamento mais longo além da

revisdo das técnicas de analise génica hoje empregadas.
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7 - CONCLUSOES

1 — Todos os espécimes de cancer de corretal mostraram expressao da proteina PDEF.

2 — N&o houve associagdo entre as caracteristicas clinicas, o marcador de proliferagdo
Ki-67 e os niveis de expressdo da proteina PDEF.

3 — Houve uma tendéncia a correlacéo entre a perda da expressdo da proteina PDEF e
0s estagios mais avangados da neoplasia.

4 — N&o houve associagdo entre sobrevida livre de doenca e expressdo da proteina
PDEF.
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ABSTRACT

The Ets family consists of almost thirty different transcriptional genes that share a helix-turn-
helix DNA-binding domain, which can recognize a specific GGAA/T core sequence, called
Ets binding site. Their expression is very heterogeneous. Some members of this family are
predominantly found in certain tissues while others are ubiquitous. As Ets genes are related to
activation or suppression of DNA transcription, playing a fundamental role in cell survival
repertoire, recently they were targeted for gains or losses of function, as potential biomarkers
for prognosis.

The prostrate-derived Ets factor (PDEF) is expressed only in certain epithelial tissues,
such as prostate, breast, endometrium, ovaries, colon and salivary glands, which makes it
unique among the members of the Ets family. Studies in breast cancer cell lines found that the
overexpression of PDEF protein inhibited cell growth. In other studies, PDEF overexpression
induced invasion and migration, which suggests that expression is different in normal tissue
and neoplastic cells.

In the present report we evaluated clinical and pathological characteristics and survival
curves in a cohort of 46 patients with nonmetastatic colorectal cancer. The expression of
PDEF protein was determined by immunohistochemical analysis of paraffin embedded tissue
and image quantification. We observed a trend towards a loss of PDEF expression in
advanced stages, an opposite finding to what has been reported in breast cancer. With number
of patients analyzed we could not identify differences in survival based on PDEF expression
level. Our results suggest that PDEF might act as a tumor suppressor gene in colorectal cancer

and its loss may be associated to tumor invasiveness.

Keywords: Colorectal cancer, Ets family, PDEF.
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INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors in the western
world. Its world incidence ranges from 3.4 to 35.8 cases in 100,000 inhabitants. It is the third
most frequent tumor for both sexes, and the second most frequent in developed countries
(1,2). About 800,000 new cases of colorectal cancer are expected each year all over the world,
and the annual number of deaths is about 450,000 (3).

The prognosis of patients with CRC, based on the TNM (tumor, lymph node and
metastasis) classification (4), is determined according to depth of invasion and presence of
metastases found in neoplastic tissue and lymph nodes examined microscopically. However,
the histopathological examination of the colon tumor is not enough to define prognoses
accurately, and genetic and molecular changes should also be taken into considerations when
defining the treatment of metastatic disease. Carcinogenesis has been studied for a long time,
and benign polypoid lesions have been shown to be clearly associated with colorectal
neoplasias. The polyp-cancer sequence, described by Morson in 1983, reflects the traditional
understanding that CRC develops, in most cases, from preexisting, premalignant lesions,
particularly when associated with dysplastic changes (5). Volgenstein and Fearon (6)
described a genetic model to explain the events that lead to the progression from adenoma to
cancer. The study of genes found in adenomas of different sizes revealed that adenomatous
lesions grow as the number of mutated genes increases, which, therefore, establishes an
association between lesion size, histological findings and genetic changes (6,7). The isolation
and description of the Ets family of transcription factors has contributed to that purpose (8-
10).

The first member of the Ets family (E26 transformation specific sequence) was

originally identified in the E26 retrovirus, which causes avian myeloblastic and erythroblastic
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leukemia (9). It soon became evident that it was part of a large family of genes with a high
degree of evolutionary conservation. Genes of the Ets family are found in all metazoans, even
in very different species, such as Drosophila sp and C. elegans (8). In mammals, 30 genes
have been identified so far.

The Ets family consists of transcriptional genes that share a helix-turn-helix DNA-
binding domain, which can recognize a specific GGAA/T core sequence, called Ets binding
site. The complete conserved Ets domain consists of about 85 amino acids that bind to a
purine-rich sequence; it is responsible for the activation or suppression of DNA transcription
together with other transcriptional factors, and plays a fundamental role in cell control:
proliferation, apoptosis, development, differentiation and oncogenic transformation (8,11).

The family of Ets proteins may be divided into several subfamilies according to their
structure and DNA-binding similarities. Most have a c-terminal Ets DNA-binding domain.
However, some have an N-terminal domain (8,12) and others have a pointed-domain (PTN),
which is important in the protein-protein interactions. Many Ets proteins are predominantly
expressed in some tissues, whereas others are found in all tissues.

The prostrate-derived Ets factor (PDEF), one of the latest members of this family to be
identified, has a COOH-terminal DNA-binding domain and a NH2-terminal regulatory
domain mediated by specific targets (13,14). The PDEF protein is expressed only in epithelial
tissues, which makes it uniqgue among the members of the Ets family. Its expression is
restricted to a small number of epithelial cells, such as cells from the prostrate, breast,
endometrium, ovaries, colon and salivary glands (15-17). Some authors have reported
conflicting results of expression of this protein. Studies with breast cancer cell lines found that
the overexpression of PDEF protein inhibited cell growth. In other studies, PDEF
overexpression induced invasion and migration, which suggests that expression is different in

normal tissue and neoplastic cells (15).
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The expression of this protein leads to drastic physiological and morphological
changes that are associated with epithelial-to-mesenchymal transition, with reduction of
epithelial markers, increase of mesenchymal markers, reduction of cell adhesion, and increase
of migration and invasion (14).

This study analyzed the prevalence of PDEF protein expression in a cohort of patients
with nonmetastatic colorectal cancer. Clinical and pathological characteristics of this cohort
were also correlated with protein expression in order to see if a PDEF expression level varies
with stage and if it confers any survival difference. Our results showed that expression was
different at different stages of tumor development, which suggest that this protein may be
associated with the progression and invasiveness of the disease. These results may also imply

that PDEF might play a role of tumor suppressor gene in colorectal carcinogenesis.

MATERIAL AND METHODS

Study population and tissue samples

This study enrolled a cohort of 46 patients that underwent potentially curative surgery
for colorectal cancer in the Sdo Lucas Hospital of Pontificia Universidade Cat6lica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), in Porto Alegre, Brazil, from January 2002 to June 2008. Clinical
characteristics of patients were defined according to data in medical charts and
histopathological exams. This study was approved by the Human Studies and Ethics
Committee of PUCRS under protocol #07/03601, and all subjects signed an informed consent

term before entering the trial.

Histopathology and lesion staging
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A rotary microtome (Leica RT2150) was used to prepare 3-um histological sections,
which were placed on silane-coated slides; specimens were mounted on slides using the tissue
microarray (TMA) technique, a valuable method in large scale studies because it allows for
the standardization of reactions and comparisons (18).

The histopathological features of the specimens were classified according to the TNM
grading system, 2002 (4). After staging, information about patient demographics was also
gathered and added to the analysis. Tumor location was entered as either colon (ascending,

transverse and descending) or rectum.

Immunohistochemistry

Slides were incubated in a cell culture incubator at 68° C for one hour. After that, the
slides were deparaffinized in a series of xylenes for 2 changes of 5 minutes each and of 90%
alcohols for 4 changes of 2 minutes each, and then rinsed with distilled water.

PDEF buffer and pH 6.0 citrate at pH 6.0.0 for Ki-67 were used for antigen retrieval.
The slides were microwaved at high temperatures (+/- 100° C) in a pressure cooker for 25
minutes, and then rinsed in PBS buffer 3 times for 5 minutes each. Endogenous peroxidase
activity was blocked using 3% hydrogen peroxide in methyl alcohol for 30 minutes, and
specimens were rinsed with PBS buffer 3 times for 5 minutes each time. To reduce
background coloring, slides were incubated in 5% skimmed powder milk and PBS buffer and
then rinsed in PBS buffer 3 times for 5 minutes each.

Primary antibodies were diluted in PBS buffer at a dilution rate of 1:50 for anti-PDEF
(Santa Cruz Biotechnology, SC 46433, C-14) and 1:250 for anti-Ki-67 (Novocastra, NCL-
MM1). The samples were incubated in a humid chamber at 4° C to 8° C in a BOD incubator
for 16 hours (overnight). An ultrasensitive immunohistochemistry kit (Picture Max, Zymed,

Invitrogen) was used for signal amplification according to the manufacturer’s instructions.

72



73

The reaction was developed using DAB+ chromogen (Dako) for 5 minutes in
incubation. Slides were rinsed in distilled water, stained with Harris hematoxylin and rapidly
rinsed in a 1% ammonia solution. The slides were dehydrated in a series of alcohols for 4
changes of 2 minutes each and of xylenes for 2 changes of 5 minutes each, and mounted with
Canada balsam and cover slips.

A Zeiss 400X Plan-Neofluar microscope (Axiokop 40) coupled with an image capture
and analysis system (Image Pro Plus 6.0, Media Cybernetics, Silver Springs, MD, US) was
used for the quantitative analysis of the immunohistochemical reaction of PDEF and Ki-67
receptors in surgical specimens. Counting was performed after 4 photos were obtained for

each colon slide and for each immunohistochemical marker of PDEF expression.

Statistical analysis

Quantitative data were described as mean and standard deviation. Medians, 25th and
75th percentiles and minimum and maximum values were calculated for asymmetric data.
Total counting and percentages were used for categorical data.

The Student t test or the nonparametric Mann-Whitney U test was used for the
comparison of quantitative variables between two groups, The Kruskal-Wallis test was used
when more than two groups were compared. The chi-square test or the Fisher exact test was
used to determine the significance of differences in the analysis of categorical data.

Kaplan-Meier curves were used to evaluate survival between groups with different
levels of PDEF expression. A Log Rank test was used for comparisons (o = 0.05).

RESULTS

Mean follow-up time for the 46 patients was 31 months and mean patient age at
diagnosis was 61 years; the youngest patient was 36 years, and the oldest, 86. Thirty-two
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(69.9%) patients were men. Median preoperative carcinoembryonic antigen (CEA) level was
3.0 ng/dl. Preoperative CEA was not known for 28.3% of the patients. A total of 91.3% of the
tumors were in the left colon. The rectum was the tumor site in 54% of the patients, and the
lower rectum, in 16 patients (34.8%).

Patient preoperative staging according to TNM showed that 21.7% of the patients
were stage I. Twenty-four patients (52%) were stage Il, and 50% of the sample was stage I1A.
Stage 11 patients corresponded to 26% of the sample; stage I11A, to 4.3%, and I11B, to 21.7%
. The analysis of wall invasion revealed that 71.7% of the sample was stage T3, and 19.6%,
stage T2. Median (25™-75" percentiles) number of lymph nodes examined and described in
the histopathological exam was 13 per patient (7-19.5), and 21 patients (45%) had fewer than
12 lymph nodes examined. Of the 46 patients, 71.7% had negative lymph nodes.

About 50% of the patients underwent adjuvant treatments. Chemotherapy with 5-
fluoracyl and leucovorin was used for 56.5% of the patients, and was administered
preoperatively in 4 patients. All stage Il patients received an indication of adjuvant
chemotherapy, except 3 patients. Two of those patients had postoperative complications and
died. The third stage-I11 patient chose not to undergo chemotherapy due to advanced age (86
years). Radiotherapy was prescribed for 41.3% of the patients, and 4 underwent preoperative
radiotherapy.

Both radiotherapy and chemotherapy were completed by 68% of the patients. Of the
patients that underwent radiotherapy, 78.3% completed the treatment. In the group that
underwent chemotherapy, 67.9% completed the treatment, and 10.7% discontinued it before
completion because of toxicity. The main clinical and pathological characteristics of the
patients are described in Table 1.

PDEF expression was detected in all patients in the sample. After image counting,

median (min-max) was 24.1 (11-42.1) and mean number of cells analyzed was 448 per
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patient, as shown in Figures 1 and 2. Mean Ki-67 expression was 32.5%. It was classified as
high (above 50%) in 13 patients, and low (blow 10%) in 7 patients. PDEF positive expression
was classified as high and low according to median values (24%). It was low in 21 patients
for whom median expression value was 11%, and high in 22 patients who had a median value
of 41.8%. There was no correlation between clinical and pathological factors and the different
levels of PDEF expression, as shown in Figure 3 and Table 2.

When the sample was subdivided into stages I, Il and Il according to the TNM
classification, mean expression was 30.3%, 25.8% and 14.8%. There was a trend towards loss
of PDEF expression when correlated to staging (p = 0.416) (Figure 4).

The disease recurred in only 6 patients, who died due to cancer during the study
period. The analysis of disease-free survival using the Kaplan-Meier curves and patient
groups separated according to high and low PDEF expression did not reveal any significant

differences in survival, as shown in Figure 5.

DISCUSSION

Colorectal cancer is one of the most frequent neoplasias in the western world. It is the
third most common cancer among both sexes in the world, and the second most common in
developed countries. Survival in this type of cancer is excellent when the disease is diagnosed
at an early stage. The improvement of survival rates depends on more efficient techniques to
make early diagnoses, improvement of surgical techniques and the development of more
potent drugs. Therefore, prognostic markers should undergo constant validation so that
individualized chemotherapeutic regimens can be prescribed, because the heterogeneity of the
disease requires that treatments be tailored case by case, particularly in stage Il CRC. Current

prognostic factors rely on clinical and histological variables (19,20). Recently established
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markers, such as 18q loss of heterozygosity, microsatellite instability, or KRAS mutations,
have brought about changes in the treatment of patients with metastases (21).

In the last decade, the discovery of about thirty genes involved in transcription, which
were grouped under the Ets family, has opened the possibility of generating new prognostic
markers based on the detection of gene alterations. The Ets gene family, responsible for the
organization of proteins that activate or suppress gene transcription, essential for cell survival,
was implicated in the carcinogenesis of ovary, breast, prostate and colon cancers (14,22-25).
However, study findings are controversial because of the selection of cell lines, the limited
number of patients, and the different techniques used for the analysis of gene expression
(immunohistochemical, real-time PCR). No study has correlated PDEF in a cohort of patients
with CRC.

In our study, mean age of the 46 patients was 61.2 years. About 40% of the patients
had a diagnosis of cancer before 60 years, a slightly younger group than those found in the
literature. As patients with metastatic disease were not included, the population studied may
have been subjected to a slight bias regarding to the age of diagnosis. Of all tumors, 91.3%
were in the left colon, and rectum tumors were predominant (54%), which is in agreement
with findings in the literature (1).

All patients with positive lymph nodes received adjuvant chemotherapy, radiotherapy,
or both. The fact that fewer than 12 lymph nodes were isolated in the surgical specimens of
clinical stage Il patients might have resulted in treatment bias, but these patients were
classified as high risk and all, except 3, received adjuvant treatment.

The adjuvant treatment was based on 5-fluoracyl and leucovorin. No stage I11 patients
were treated with the FOLFOX regimen, because this regimen was not available, at the time

of the study, for patients of the public healthcare system in our country.
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Median follow-up was 23 months, which is short for a cohort study. However, studies
that tested CRC adjuvant treatments showed a strong correlation between 2-year DFS and OS
(28), which suggests that this follow-up time should be sufficient to evaluate the role of PDEF
if its expression was a strong prognostic marker. The number of events (disease recurrence +
death) was small. Clinical characteristics of patients, including the low preoperative CEA
levels, the large number of cases with stage 11 (almost half of the patients studied) and
adjuvant treatments received by most patients may have also contributed to the lack of
significance of PDEF expression and DFS and OS.

Patients classified as stage IV according to TNM (4) were excluded from the study.
Such exclusion followed the previous results of PDEF expression in ovary cancer(22). Those
authors could not define whether PDEF expression was an early or late event of
carcinogenesis because they had many patients with clinically advanced disease in their
series. Our results of the immunohistochemical analysis, and findings of protein expression
only in tumor tissue and of 30.3% expression in stage | patients confirm that PDEF protein is
present in the initial stages of carcinogenesis.

We observed a trend towards a loss of PDEF expression according to patients’ clinical
staging. PDEF expression values were 30.3%, 25.8% and 14.7% in stage I, Il and 11 patients.
The fall in expression from the initial stage (1) to the stage with positive lymph nodes (I111)
suggests that this gene of the Ets family takes part in the progression of colorectal cancer as a
tumor suppressor gene. The loss of the protein expression in more advanced stages indicates
that PDEF participates in the process of invasiveness. The exact opposite was observed in
breast cancer, in which the invasiveness increases with the increased protein expression. This
intriguing finding could be better explored if metastatic lesions were available for study.

When patients were separated according to the median level of PDEF expression,

there was no correlation with survival according to the Kaplan-Meier curve. The small
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number of events and a sample with early-stage cases and favorable prognoses may have
contributed to the lack of statistical significance (p = 0.61).

The role of PDEF protein in colorectal cancer deserves further investigation. The use
of methods that enable the performance of real-time PCR using RNA extraction from paraffin
blocks would be very useful. Longer patient follow-up may contribute to a better
discrimination of groups of patients whose disease progresses and groups of patients that are
probably cured. Moreover, antibodies that evaluate other PDEF epitopes may provide more
information about the intensity of expression or the aberrant expression of this protein. The
analysis of a larger number of members of the Ets family should also be made. It is not clear
in the literature whether there are interactions between members of this family and the
carcinogenesis of several tumors (15,29). The choice of CRC was justified because it is one of
the most prevalent, and no studies have correlated this member of the PDEF family and a
cohort of patients with this type of cancer.

Although statistical significance was not found, there seems to be a trend towards loss
of PDEF expression as the disease progresses from initial to more advanced stages. This
member of the Ets family, involved in several cell mechanisms, such as invasion, migration,
proliferation and metastasizing, should be seen as a possible prognostic and therapeutic target.
Further prospective studies should be conducted with a larger number of patients, longer

follow-up times and a review of current techniques of genetic analysis.
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TABLE 1 - Clinical and pathological characteristics of patients with colorectal cancer

Characteristics Statistic description

n=46
Age, years 61,2+12,8
Gender, male, no. (%) 32 (70)
CEA, ng/dl n=33
3.0(2.3t05.9)
[0.5 to 30.4]
Tumor location, no. (%) n =46
Rectum 25 (54)
Rectum-sigmoid 8 (17)
Descending c. 9 (20)
Ascending c. 3(7)
Transverse C. 1(2)
TNM stage, no. (%)
| 10 (22)
I 24 (52)
1l 12 (26)
Lymph node (+), no. (%) 13 (28)
Radiotherapy, no. (%) n=43
Yes 15 (33)
Yes, neoadjuvant 4 (9)
No 24 (52)
Chemotherapy, no. (%) n=43
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Yes 22 (48)

Yes, neoadjuvant 4 (9)
No 17 (37)
Histological type, no. (%) n =46
Adenocarcinoma 39 (85)
Mucinous 7(15)
Follow up, months 23.2 (11.1t0 53.8)
[0.9t081.2]

Results are presented as: Mean + standard deviation, median
(25" to 75™ percentiles), [minimum to maximum] or range (%).
CEA: carcinoembryonic antigen, TNM: tumor, lymph node and

metastasis.
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TABLE 2 — Comparison between groups of low (<24%) and high (>24%) positive expression

of the prostate-derived Ets factor (PDEF)

Low positive
expression

Characteristics <24% (n = 21)

High positive
expression

>24% (n = 22)

30.124.5

24.1 (11.1 to 42.1)

PDEF, (%) 111[2.1t020.2] 41.8[24.1t095.8] [2.1t0 95.8]
p

Age, years 63.2+10.6 61.4+14.2 0.66"
Gender, male, no. (%) 16 (76) 14 (64) 0.574
Tumor location, no. (%) 0.23%

Rectum 11 (52) 12 (55)

Rectum sigmoid 2 (10) 6 (27)

Descending c. 6 (28) 2(9)

Ascending c. 2 (10) 1(5)

Transverse C. 0 (0) 1(5)
CEA, ng/dl 26[0.7t016.7]  3.7[0.5t07.5] 0.221
Lymph node (+), no. (%) 8 (38) 5 (23) 0.4414

Results are presented as: Mean + standard deviation, median (25" to 75™ percentiles),

[minimum to maximum] or range (%). p statistic significance, [1]: Student t test, [2]: chi-

square test, [3]: Fisher exact test and [4] Mann-Whitney U-test. PDEF: prostate-derived

factor, CEA: carcinoembryonic antigen
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — High expression of prostate-derived Ets factor (PDEF) protein according to
immunohistochemical analysis.

Figure 2 — Low expression of prostate-derived Ets factor (PDEF) protein according to
immunohistochemical analysis.

Figure 3 — Distribution of frequencies of positive expression of prostate-derived Ets factor
(PDEF)

Figure 4 - Comparison of positive expression of prostate-derived Ets factor (PDEF)
according to TNM classification

TNM: tumor, lymph node and metastasis

Figure 5 — Comparison of Kaplan-Meier curves for the occurrence of death between the

groups of high and low positive expression of prostate-derived Ets factor (PDEF)
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Figure 1 — High expression of prostate-derived Ets factor (PDEF) protein according to

immunohistochemical analysis.

Figure 2 — Low expression of prostate-derived Ets factor (PDEF) protein according to

immunohistochemical analysis.
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