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RESUMO

Cirullo Neto J. Estudo funcional da proteina MRCK-B em
adenocarcinomas colorretais metastaticos ou nao. S3o Paulo; 2018.

[Tese de Doutorado-Fundacédo Anténio Prudente].

Introdugao: O cancer colorretal (CCR) € uma neoplasia de origem epitelial e
abrange tumores de célon e reto em homens e mulheres. E uma doenca
tratavel e frequentemente curavel quando na auséncia de extensado para
outros 6rgdos. No entanto, aproximadamente 50% a 60% dos pacientes
diagnosticados com CCR irdo desenvolver metastases que sdo mais
comumente encontradas em figado e pulmao. MRCK- mediada por Cdc42
tem um papel importante na migragdo e metastase devido a sua capacidade
de promover rearranjos do citoesqueleto. E ROCK2, mediada por RhoA
também esta relacionado a capacidade de invasao e migragao. Objetivo:
Avaliar a importancia das proteinas MRCK-B e Cdc42 no processo de
migragao celular e formac&o de metastases em adenocarcinomas colorretais
através estudos de expressdo génica, expressado proteina e estudos
funcionais em linhagens celulares. Materiais e Métodos: 60 casos com
CCR que desenvolveram metastases e 48 casos que ndao desenvolveram
metastase foram selecionados e seu material parafinado foi resgatado para
avaliagao proteica. Imunoistoquimica foi realizada para os marcadores anti-
MRCK-B, anti-Cdc42 e anti-ROCK2, as reacdes foram analisadas de forma
manual através do sistema Envision FLEX/HRP (DAKO®). A partir de
amostras do banco de tumores, presentes no Biobanco da Patologia
Investigativa do AC Camargo Cancer Center, foram extraidos RNAs para
avaliar a expressao génica de Cdc42 e MRCK-[3. A superexpresséao proteica
de MRCK-B foi avaliada através da linhagem celular SW480 e foram
realizados ensaios de migragcao por transwell e a inibicdo da expressao foi
realizada na linhagem HCT116. Resultados: Cdc42 e ROCK2 mostraram

maior expressao nos tumores ndo metastaticos e MRCK- nos tumores



metastaticos, todos com um valor p < 0,001. Entre os tumores primarios e
suas metastases, ROCK2 mostrou estar mais expresso no tumor primario (p
= 0,042). Os marcadores também foram avaliados através do qRT-PCR e
nao mostram correlacdo com a expressao imunoistoquimica. Os ensaios de
migragdo mostraram que quando ocorre a superexpressdao de MRCK-§3 as
células apresentam maior capacidade de migracdo (p = 0,017).
Conclusées: MRCK-B mostrou expressdo apenas entre os tumores
metastaticos e maior expresséo na linhagem HCT116, que possui um maior
potencial metastatico. Quando a superexpressao de MRCK-B foi ampliada
na linhagem SW480, foi avaliado que a capacidade de migracao celular é
aumentada indicando ser um potencial marcador de metastase em cancer

colorretal.



SUMMARY

Cirullo Neto J. Functional study of the MRCK-f protein in metastatic or
non-metastatic colorectal adenocarcinoma. S&o Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is a neoplasia of epithelial origin and
covers tumors of the colon and rectum tumors in men and women. It is a
treatable and often curable disease when in the absence of extension to
other organs. However, approximately 50% to 60% of patients diagnosed
with CRC will develop metastases that are most commonly found in the liver
and lung. MRCK-B mediated by Cdc42 plays a role in migration and
metastasis due to its ability to rearrangements of the cytoskeleton. And
ROCK2, mediated by RhoA is also related to the capacity of invasion and
migration Aim: To evaluate the importance of MRCK-B and Cdc42 proteins
in the process of cell migration and formation of metastases in colorectal
adenocarcinomas through studies of gene expression, protein expression
and functional studies in cell lines. Materials and Methods: 60 cases of
CRC that developed metastases and 48 cases that did not develop
metastasis were selected and their paraffin material was rescued.
Immunohistochemistry was performed for the anti-MRCK-(, anti-Cdc42 and
anti-ROCK2 markers, reactions were analyzed manually using the Envision
FLEX / HRP (DAKO®) protocol. RNAs samples from the tumor bank,
presents on Biobank of Investigative Pathology of AC Camargo Cancer
Center, were extracted to evaluate the gene expression of Cdc42 and
MRCK-B. The overexpression of the protein of MRCK-B was evaluated
through the SW480 cell line and transwell migration assays were performed
and the inhibition of expression was performed in the HCT116 Results:
Cdc42 and ROCK2 showed higher expression in non-metastatic tumors and
MRCK- in metastatic tumors, all with a p-value of <0.001. Among primary

tumors and their metastases, ROCK2 showed to be more expressed in the



primary tumor (p = 0.042). The markers were also evaluated through gqRT-
PCR and did not show correlation with immunohistochemical expression. The
migration assays showed that when MRCK-3 overexpression occurs the cells
have a higher migration capacity (p = 0.017). Conclusions: MRCK-3
showed expression only among metastatic tumors and greater expression in
the HCT116 cell line, which has a higher metastatic potential. When
overexpression of MRCK-B was amplified in the SW480 cell line, it was
evaluated that the cell migration capacity was increased indicating to be a

potential marker of metastasis in colorectal cancer.
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1 INTRODUGAO

1.1 O CANCER COLORRETAL

O céncer € uma doenga heterogénea, tanto quanto aos distintos tipos
de neoplasia, quanto as possiveis populagdes celulares diferentes dentro do
mesmo tumor. Por conseguinte, a identificacdo de eficazes alvos
terapéuticos para a doenga avancada e novos marcadores prognosticos
para cada paciente, é ainda um desafio (CHAMBERS et al. 2002; KAPLAN
et al. 2006).

O céncer colorretal (CCR) é uma neoplasia de origem epitelial e
abrange tumores de coélon [0 apéndice (vermiforme), ceco, cdlon
ascendente, angulo hepatico do célon, colon transverso, angulo esplénico do
célon, colon descendente e colon sigmoide], juncao retossigmoide e reto em
homens e mulheres (AMIN et al. 2018). E uma doenga tratavel e
frequentemente curavel quando na auséncia de extensdo para outros 6rgaos
(AMIN et al. 2018).

A classificagdo TNM define o nivel de agressividade dos tumores
colorretais e é usada para uma melhor abordagem terapéutica. Sua
classificagao € definida em: T é referente ao tumor primario e seu nivel de
acometimento (TO - sem evidencia de tumor; Tis - carcinoma in situ:
intraepitelial ou intramucosa; T1 - submucosa; T2 - muscular proépria; T3 -

subserosa; T4a - peritbnio viscera T4b - outros 6rgéos.) (Figura 1), N é



referente ao acometimento linfonodal (NO — auséncia de linfonodos regionais
acometidos; N1a - 1 linfonodo regional; N1B 2 ou 3 linfonodos regionais; N1c
- depésitos tumorais na subserosa, mesentério ou tecidos nao peritoneais,
pericolicos ou perirretais / mesorretais sem metastase nodal regional; N2a-
de 4 a 6 linfonodos regionais; N2b > 7 linfonodos regionais) e M a presenga
de metastase a distancia (MO - auséncia de metastase M1a -presencga de
metastase confinada a 1 6rgdo sem metastase peritoneal; M1b — presenca
em 2 ou mais 6rgaos sem metastase peritoneal; M1c — metastase na
superficie peritoneal com ou sem acometimento a outros 6rgaos) (AMIN et

al. 2018).

Spread to other organs

Fonte: NIBBE e CHANCE (2009).
Figura 1 - Diferentes estagios de acometimento de tumores colorretais

primarios.



As estimativas indicam que o cancer colorretal sera o segundo maior
tipo tumoral em relagcdo a causa de mortes em todo o mundo com 862.000
casos, ficando apenas atras de cancer de pulmao (1.76 milhdes) (World
Health Organization-WHO 2018). As estimativas no Brasil em 2018 sao de
36.360 novos casos, sendo 17.380 homens e 18.980 mulheres (Ministério da
Saude 2018), sendo o terceiro tipo de cancer mais frequente para homens e
o segundo entre as mulheres (Ministério da Saude 2018).

Os principais fatores de risco sao: idade acima de 50 anos; histéria
familiar de cancer de colon e reto; histéria pessoal de cancer de ovario,
endomeétrio ou mama; obesidade e sedentarismo. Também s&o fatores de
risco, doencgas inflamatdrias do célon como retocolite ulcerativa cronica e
doenga de Crohn e algumas condi¢des hereditarias como Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP) e Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipoide
(HNPCC) (Ministério da Saude 2018). A dieta com alto conteudo de gordura
e baixo teor de calcio também estao relacionadas ao maior risco (Ministério
da Saude 2018), mas o consumo de carne vermelha e processada tem sido
descrita como o principal fator da dieta em relacédo ao alto risco de cancer de
colon, a relacdo com o cancer na porgao do reto nao foi relacionada a esse
consumo de carne (MAGALHAES et al. 2012).

Os fatores convencionais para prognostico de sobrevida do paciente
sdo: grau histolégico (diferenciagao) (PUPPA et al. 2010) e o estagio do
tumor, que é baseado no nivel de invasdo, acometimento de linfonodos
regionais e metastase para outros 6rgaos (COMPTON 2003). Com a

ocorréncia de metastase a sobrevida dos pacientes em cinco anos apos a



cirurgia, cai drasticamente de 90% a menos de 10% (O'CONNELL et al.
2004; BELQV et al. 2010).

Exames de pesquisa de sangue oculto nas fezes,
retossigmoidoscopia e colonoscopia sao recomendados em varios paises
em pessoas com mais de 50 anos. Pélipos adenomatosos sao considerados
precursores do cancer colorretal, e a sua retirada reduz consideravelmente a
chance de desenvolver a doenca (SABBAGH et al. 2011).

Apesar dos tumores colorretais terem essa denominagao, o célon e o
reto possuem diferengcas significativas, comegando pela escolha do
tratamento como terapias adjuvantes para célon e reto e assim como
neoadjuvantes como radio/quimioterapia para reto sao substancialmente
diferentes (ANDREONI et al. 2007).

O tratamento principal do CCR ainda € a cirurgia, porém ao longo do
tempo houve uma evolugdo do tratamento quimioterapico, com alvo nos
pacientes metastaticos, inicialmente constituido apenas pelo uso isolado do
5-fluorouracil (5-FU) e, ao longo do tempo, foi modificado sendo incluidos
outros agentes, promovendo uma resposta clinica mais eficiente para os
pacientes (TONON et al. 2007).

Outros quimioterapicos adicionados a terapia com o 5-FU foram o
leucovorin (5-FU/LV), irotecano (FOLFIRI) e oxaliplatina (FOLFOX), essas
terapias mostraram uma melhora nas taxas de sobrevida em relacdo a
terapia padrao (SALTZ et al. 2000; DE GRAMONT et al. 2000). Outra forma
de tratamento desenvolvida foi a terapia com o uso de anticorpos

monoclonais, que se ligam a antigenos tumorais especificos e



desencadeiam respostas imunoldgicas devido a sua especificidade, evitando
que as células normais sejam afetadas, mostrando ainda uma toxicidade
menor que a quimioterapia tradicional. Trés anticorpos monoclonais
(Cetuximabe, Bevacizumabe e Panitumumabe) sdo usados no tratamento do
CCR e muitos outros estdo sendo validados em testes clinicos. O potencial
da terapia com o uso de anticorpos monoclonais é associado a varios
mecanismos incluindo as interferéncias vias de sinalizagao vital através da
imuno-citotoxidade seletiva, a porcdo Fc do anticorpo que esta
especificamente ligado ao tumor, reconhecida pela resposta imune e morte
celular (NOGUCHI et al. 2013).

O Cetuximabe (Erbitux®), por exemplo, € um anticorpo quimérico, que atua
no dominio extracelular do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), como antagonista competitivo, impedindo o crescimento e
proliferagdo celular. Apesar dos resultados clinicos significativos melhores,
as respostas terapéuticas ao cetuximab permanecem amplamente variadas (
YU et al. 2018).

O Bevacizumabe (Avastin®) é um anticorpo monoclonal humanizado
que atua inibindo de forma especifica o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), impedindo sua ligacdo com seu receptor, e
consequentemente diminuindo a angiogénese e a capacidade de VEGF de
regular a permeabilidade vascular, participando, assim, da hemostasia
fisiolégica (ALEKSHUN e GARRETT 2005).

Panitumumabe é um anticorpo humanizado que atua de forma

semelhante ao cetuximabe, inibindo EGFR, porém nos tumores colorretais



com mutagdes nos genes da familia RAS (rat sarcoma viral oncogene
homolog) a eficiéncia de panitumumabe é afetada (AMADO et al. 2008),
assim como a do Cetuximabe. As mutacgdes principalmente no gene KRAS
tipicamente ocorrem em lesdes precursoras como nos adenomas de alto
grau e sao encontradas em 40% de todos os tumores colorretais, com
predominio de altera¢des nos cédons 12 (82%) e 13 (17%) da sequéncia
génica. (KARAPETIS et al. 2008)

Nenhuma caracteristica histopatolégica referente ao cancer colorretal,
quando isolada, é confiavel para prever metastases e a avaliacdo de varios
fatores de risco associados a doenca nao sao utilizados como rotina padrao
(GLASGOW et al. 2012). Algumas caracteristicas moleculares como a
hiperexpressao de HER2 e EGFR ja foram associadas a doenga metastatica
linfonodal (LU et al. 2012), mostrando a importancia da busca de novos
marcadores moleculares associados as metastases tanto linfonodais como

em o6rgaos a distancia.

1.2 O CANCER COLORRETAL E A DOENGA METASTATICA

O mecanismo de metastase é constituido por uma cascata de eventos
moleculares e celulares, que envolve a invasao celular, transporte e evaséo
tumoral da resposta imune no sistema circulatério, estabelecimento em um
local secundario, extravasamento e, finalmente, colonizagdo e crescimento

(CHAMBERS et al. 2002; KAPLAN et al. 2006), tornando-se a principal



causa de morte dos pacientes com cancer. Melhorar os meios de prever o
seu desenvolvimento é o principal objetivo da pesquisa clinica.

Quase 50% dos pacientes com CCR irdo desenvolver metastases no
figado, enquanto que cerca de 10-15% dos pacientes desenvolverao
metastases pulmonares. Geralmente, as metastases de CCR ocorrem
inicialmente no figado e, posteriormente, aparecem de forma sistémica
devido a drenagem venosa. Diferente do que ocorre no figado, as
metastases pulmonares sdo mais propensas a disseminagao bilateral,
tornando a taxa de ressecgdo menor que a de metastases hepaticas (LI et
al. 2010). Em média a sobrevida de pacientes com cancer colorretal
metastatico é de 30 meses (VENOOK et al. 2017). Ja foi demonstrado que a
ressecgcao cirurgica de metastases pulmonares isoladas é capaz de
aumentar as taxas de sobrevivéncia destes pacientes para 40% em cinco
anos (VILLENEUVE e SUNDARESAN 2009).

Compreender as diferencas entre o tumor primario e sua metastase é
essencial para melhor foco terapéutico, harelatos da alta concordancia
gendmica entre carcinoma colorretal primario e suas metastases, que
indicam que mutacdes somaticas podem se acumular no microambiente de
um cancer primario antes de se disseminar para seus locais metastaticos

(CHEN et al. 2017; OUZOUNOVA et al. 2017).



1.3 RHO GTPASES E O CANCER

Algumas caracteristicas aberrantes dos tumores como aumento da
migragao, proliferagédo, invasdo e interagbes célula-célula associadas, que
podem levar ao perfil metastatico, podem estar relacionados as alteracdes
da subfamilia das proteinas Rho GTPases. Essas proteinas sdo de baixo
peso molecular (21-25kDa) e constituem mais de 20 membros que sé&o
classificadas de acordo com sua similaridade em subfamilias: Rac (Rac1,
Rac2, Rac3 e RhoG); Cdc42 (Cdc42, RhoQ e Rhod); CHP e RhoU; RhoH;
Rho BTB (RhoBTB1, RhoBTB2); Rho (RhoA, RhoB e RhoC); RND (RND1,
RND2 e RND3); e Rif (RhoF e RhoD) (CHI et al. 2013). Dentre elas, séo
melhor caracterizadas: RhoA (Ras homolog family member A), Rac1 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) e Cdc42 (Cell cicle division 42)
(Figura 2). Estas proteinas tém a capacidade de regular uma grande
variedade de processos celulares e possuem um papel crucial para os
rearranjos do citoesqueleto necessarios para a motilidade celular. Estédo
envolvidas na progresséo do ciclo celular e regulam a transcrigcdo de genes.
E cada vez mais claro que elas desempenham um papel importante na

tumorigénese (SAHAI e MARSHALL 2002; MERTENS et al. 2003).
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Fonte adaptado de: HEASMAN e RIDLEY (2008)
Figura 2 - As diferentes subfamilias das Rho GTPases separadas pela sua

similaridade e a porcentagem de semelhanga com a principal proteina de

cada grupo.

Rac1, uma das principais proteinas da familia da Rho GTPases, induz
a polimerizagdo da actina e a montagem do complexo de adesédo de
integrinas na periferia das células, levando a protrusdo da membrana, o que
€ essencial para a migragédo das células. Os mecanismos bioquimicos pelos
quais Rac1 catalisa a polimerizacdo de actina sdo de grande interesse. Um
exemplo € o complexo Arp2/3, que catalisa a polimerizagdo de actina e a
formagao de novos filamentos (CONDEELIS 2001). Além desse mecanismo

com o complexo Arp2/3, Rac1 pode regular a formacdo de lamellipodia
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afetando a viabilidade da actina livre e bloqueando proteinas ou rompendo a
actina através da confilina ou gelsolina1, e de uma terceira forma, Rac1
pode aumentar a viabilidade dos monémeros de actina para incorporagao
dos filamentos através da regulagdo da confiina (HEASMAN e RIDLEY
2008). Além da funcdo de formacdo de lamellipodia, Rac1 também foi
identificado atuando na ativagdo de células fagocitarias, gerando
superoxidos, o que coordena um mecanismo de defesa antibacteriano
(MOREL et al. 1991).

O gene Rho foi identificado em 1985, mas foram as observagdes
relatadas em 1992 que forneceram a inspiracao inicial para identificar a
funcdo celular de Rho GTPases. Foi observado que Rho, juntamente com
Rac1, induz a contragdo da actina e dos filamentos de miosina
(lamellipodia), e posteriormente foi demonstrado que o Cdc42 também
promove alteragdes na contragdo interagindo com actina (filopddia)
(ETIENNE-MANNEVILLE e HALL 2002). Durante a formacgéo do epitélio, o
contato célula-célula controlado pelas Caderinas leva ao desenvolvimento de
juncgdes aderentes, porém nao se tem certeza como isso ocorre. No primeiro
momento Cdc42 e Rac1 séo ativados e recrutados, devido ao contato das
Caderinas entre células vizinhas, levando a formacado de lamellipodia e/ou
filopédia que penetra nessas células vizinhas isso parece gerar uma forga
motriz propiciando o contato proximo entre as células. A inibicdo da Rho
também impede a aderéncia das células, aparentemente contribuindo para
estabilizar as jungbes através do conjunto de filamentos de actina, (NOBES

e HALL 1995; KOZMA et al. 1995; ETIENNE-MANNEVILLE e HALL 2002).
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Ja foi relatado que a inibicdo de RhoA promove progressdo tumoral e
metastase em cancer colorretal (RODRIGUES et al. 2014).

As Rho GTPases sdo mediadas por uma grande quantidade de
proteinas que estdo divididas em fatores de troca GDP/GTP (GEFs),
proteinas ativadoras de GTPases (GAPs) e inibidores de dissociagdo da
guanina (GDIs). As GEFs se ligam as GTPases no estado GDP e aceleram
a troca por GTP, o que faz com que as GTPases figuem na sua forma ativa,
enquanto as GAPs fazem o papel inverso, levando do estado ativo GTP para
o inativo GDP. As GDIs permitem a translocag¢ao entre membrana e citosol,
e mantém as proteinas na forma inativa no citoplasma (BOS et al. 2007; XU
et al. 2010; DAVID et al. 2012; CHI et al. 2013).

As GEFs podem ser as principais responsaveis pelas diferentes
funcdes e estimulos que controlam as Rho GTPases. Entre elas esta Tiam1
(T-lymphoma invasion and metastasis) que € especifica de Rac1, e
originalmente foi identificada em uma tela de proteinas cuja superexpressao
mostrou que pode causar um fendtipo invasivo em células de linfoma T
(ADAMS et al. 2010). Estudos posteriores identificaram papéis para Tiam1
na regulacédo da polaridade apical-basal em células epiteliais, crescimento e
diferenciagdo de neurbnios e motilidade celular (MERTENS et al. 2006;

ADAMS et al. 2010).
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1.4 CDC42

A proteina humana Cdc42 foi primeiramente purificada a partir de
membranas de placentas e inicialmente nomeada como GP, analogia as
heterotrimérica proteinas Gs e Gi (CHEN et al. 2012). Cdc42 surgiu como
um ponto de convergéncia de transdugao de sinal em redes de sinalizagéo
intracelular, e medeia varias vias de sinalizacao, incluindo os receptores da
tirosina quinase, receptores de citocinas e integrinas (SINHA e YANG 2008).

Assim como as outras GTPases, Cdc42 também é mediada por GEFs
em resposta a estimulos celulares, convertendo da sua forma inativa GDP
para sua forma ativa GTP. Duas familias de GEFs que atuam em Cdc42
foram identificadas até o momento, uma delas, possui o dominio DH/PH,
chamada familia Dbl, e a outra contendo dominios homologos a DOCK1
(DHR1 e DHR2) chamada familia Dock (ZHENG 2001; DEL POZO et al.
2002). Entre as GEFs mais estudadas estao a intersectina-l (familia Dbl), -
Pix (Arhgef7, familia Dbl), Zizimin1 (DOCK9), ACG (DOCK11) e colibistina
(Arhgef9, familia Dbl) (CHEN et al. 2012).

Quando ativado, Cdc42 medeia uma cascata de sinalizagdo que
conduz a ativagdo de varios efetores, resultando em muitas atividades
celulares, tais como a adesao celular, motilidade, polaridade, citocinese e
crescimento. Os efeitos da ativacdo de Cdc42 levam a regulagdo da
estrutura do citoesqueleto, incluindo estruturas de actina e tubulina, e trafico
de membrana, pela interacéo e ativacido de mais de uma duzia de efetores,

incluindo PAKs e MRCKs (VAN AELST e D'SOUZA-SCHOREY 1997).
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A perda ou o ganho de Cdc42, em certos tipos de células de tecidos
em ratos, pode manifestar fendtipos patolégicos imitando estados de
doenca, tais como doenca proliferativa mieloide, linfopenia, anemia, e
envelhecimento prematuro. Tem sido mostrado que a desregulacdo da
atividade de Cdc42 na transformacgao celular pode levar ao desenvolvimento
de cancer e metastase. (STENGEL et al. 2011).

Varias mutagdes proteicas de Cdc42, incluindo Cdc42Q61L e
Cdc42G12V, representam mutagdes constitutivamente ativadas, e
Cdc42F28L, que exibe ciclagem espontanea e acelerada entre os estados e
GDP-GTP, sao capazes de induzir a formagcao de focos e crescimento
independente de ancoragem em fibroblastos imortalizados (FIDYK et al.
2003), porém essas mutagdes ndo foram descritas em tumores em humanos
(STENGEL et al. 2011). Mas a superexpressao de Cdc42 ja foi relatada em
diversos tipos de tumores como cancer ndo pequenas células de pulméo
(LIU et al. 2009), adenocarcinoma colorretal (GOMEZ DEL PULGAR et al.
2008), melanoma (TUCCI et al. 2007), cancer de mama (FRITZ et al. 2002)
e cancer testicular (KAMAI et al. 2004).

Enquanto o aumento da ativacdo de Cdc42 tem mostrado provocar a
transformacao celular, e também modificar a capacidade de outras
oncoproteinas, incluindo Ras e EGFR, a perda de Cdc42 impede a
transformagao oncogénica por Ras, possivelmente pela sua capacidade de
aumentar a atividade de PI3K e Raf, duas bem caracterizadas vias efetoras
de Ras. Além disso, Cdc42 é necessario para a transformacao celular

mediada pelo EGFR, através da regulacédo da ubiquitina ligase c-Cbl, que é
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necessaria para a endocitose, degradacdo e/ou reciclagem do receptor
EGFR. Na auséncia de Cdc42, EGFR é rapidamente degradado, suprimindo
a transformacdo mediada pelo EGFR (WU et al. 2003; ZENONOS e
KYPRIANOU 2013).

Devido a essas interagdes Cdc42 pode estar relacionado a metastase
(BOUZAHZAH et al. 2001; JOHNSON et al. 2010). Ha evidéncias que
sugerem que Cdc42 esteja envolvido na formagcdo de estruturas
invadopodia, assim como na producdo e a ativacdo de metaloproteinases
(MMPs) responsaveis pela digestdo necessaria para a invasdao da matriz
extracelular (ECM). Em células de adenocarcinoma mamario de rato, a
ativacao de Cdc42 apods estimulacao EGF é necessaria para a formacao da
invadopodia. Ativacao de Cdc42 leva a polimerizagado das actinas mediadas
por N-WASP e Arp2/3 resultando na formacao invadopodia na matriz. Além
disso, a estabilizacdo da estrutura de invadopodia requer a atividade da
cofiina, que pode também ser modulada pela sinalizacdo Cdc42
(YAMAGUCHI et al. 2005).

Durante a movimentagdo de células mesenquimais CDC42 gera a
contracdo actomiosina na auséncia da sinalizacdo Rho-ROCK, nesse caso o
efetor de Cdc42 chamado MRCK é necessario para a fosforilagdo de MLC2
e pode estar relacionado a invasao celular (WILKINSON et al. 2005). Essa
funcdo em células mesenquimais é importante no contexto da metastase,
uma vez que a transicdo epitélio-mesénquima (EMT) é um importante
mecanismo que as células tumorais podem desenvolver e formar

metastases.
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Os estudos em células de melanoma indicam que, além do
movimento das células mesenquimais, a atividade Cdc42 é também crucial
para movimento celular ameboide, através da ativacdo de Cdc42 pela GEF
DOCK10 e subsequente ativagcdo dos efetores PAK2 e N-WASP. A
inativacdo de DOCK10, PAK2 ou N-WASP resulta em uma transicido de uma
morfologia amebdide a uma morfologia mesenquimal. No entanto, o bloqueio
de Cdc42 inibe tanto o movimento amebdide e mesenquimal e a invasao das
células tumorais em geral, mostrando a importancia de Cdc42 no contexto
tumoral (GADEA et al. 2008).

Em relagdo a migracdo coletiva ja foi relatado que fibroblastos,
também podem funcionar como células iniciadoras da migragao das células
tumorais, nesse caso os fibroblastos requerem a ativacdo de MRCK
mediada por Cdc42 (GAGGIOLI et al. 2006). Ja foi mostrado que o miR-224
atua em Cdc42 e reduz a migracéao celular (KE et al. 2014).

Cdc42 tem um papel importante no cancer e compreender suas
fungdes celulares juntamente com seus efetores, pode ser de grande valia
para o prognostico de carcinomas colorretais. Essa importancia na migragéao
e metastase tem sido muito discutida na literatura, e alguns autores tém
demonstrado a interacdo de algumas proteinas, como por exemplo, Cdc42
induz o silenciamento de ID4 que é considerado um supressor tumoral
(GOMEZ DEL PULGAR et al. 2008), e que Cdc42 pode ser induzido por
VEGF, atuando na formagéo de novos vasos (LAMALICE et al. 2004). Todos

esses estimulos e funcdes se devem a diferentes moléculas que atuam nas
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Rho GTPases como as GEFs ou moléculas efetoras como a MRCK-

(WILKINSON et al. 2005).

1.5 MRCK-B

MRCK-a e MRCK-B (myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-
binding kinases) sdo proteinas que possuem sitios de ligacdo de Cdc42 e
Rac1 e tém um papel importante na organizagdo do citoesqueleto. S&o
classificadas dentro da subfamilia DMPK (myotonic dystrophy protein
kinase). Ambas sdo proteinas de 190 kDa com multiplos dominios e s&o
expressas em uma grande diversidade de tecidos. MRCK possui uma regiao
idéntica a ROCK, uma proteina efetora de Rho da mesma subfamilia DMPK,
e possui a capacidade de fosforilar grupos similares de substratos, como a
miosina de cadeia leve. Tem sido observado que a contragdo da actomiosina
requerida para invasao das células com uma morfologia mesenquimal é
dependente da sinalizagdo Cdc42-MRCK (WILKINSON et al. 2005).

Apenas a inibicdo de MRCK por RNA de interferéncia ndo tem efeito
significativo na invasao celular. O mesmo acontece com o silenciamento de
ROCK, mas quando silenciados ao mesmo tempo sdo muito mais efetivos
na inibicao da invasdo. A morfologia da célula tende a ter um formato espiral
e nao alongada, mostrando que durante invasdo mesenquimal, ROCK e
MRCK regulam vias de forma independente e cooperativa, n&o
compensatoéria. Juntas as proteinas devem regular a capacidade da célula

de mudar a morfologia, respondendo a diferentes estimulos causados na
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invasado celular (HEIKKILA et al. 2011). Uma importante contribuicdo da
MRCK é aparentemente na invasao coletiva, promovendo a contracdo da
actomiosina que ajuda na manutengao da co-adesao das células (HEIKKILA
et al. 2011).

Rac1 n&o possui uma forte interagdo com MRCK mesmo possuindo
um sitio de ligacdo (SCHWARZ et al. 2012). Esses dados juntos mostram
que a inibicdo de MRCK e ROCK, que séo regulados principalmente por
Cdc42 e Rho respectivamente, poderiam interferir e diminuir diferentes
processos de invasao tumoral (HEIKKILA et al. 2011).

MRCK-B durante o processo de migragcdo celular possui uma co-
expressao com Zbénula de oclusao 1 (ZO-1 é um tipo de jungao intercelular
que estabelece a adesdo célula-célula e mantém a estrutura, ancorando e
gerando grupos de moléculas transmembranais e proteinas do
citoesqueleto), esta interacdo requer que Cdc42 module MRCK-B na
membrana das células que estdo no processo de migragao. A interrupgao do
complexo Z0-1/MRCK-B inibe a migragdo celular, o que mostra a

importancia de MRCK-f durante esse processo (HUO et al. 2011).

1.6 ROCK2

Outras proteinas efetoras que podem ter um papel crucial na
metastase em cancer colorretal sdo as ROCKs (Rho-associated coiled-coll
containing protein kinases). S&o proteinas bem descritas como efetoras de

RhoA e estdo presentes em duas similares isoformas: ROCK1 e ROCK2
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(MATSUI et al. 1996), ambas possuem fungdes diferentes na regulagao do
citoesqueleto de actina, através de fosforilacdo de diferentes proteinas (SHI
et al. 2013). ROCK2 ¢ ativada através da interagdo com RhoA e modula a
adesdo e motilidade celular, devido a essa capacidade também esta
diretamente relacionada a invasao tumoral (VISHNUBHOTLA et al. 2007).

Estudos mostraram que polimorfismos de ROCK2 estdo associados
com o desenvolvimento de tumores, a alteracdo Thr431Asn na proteina
ROCK2 pode ser um alto risco para metastases em cancer de mama
(KALENDER et al. 2009). No caso do cancer colorretal estudos, in vitro,
mostraram a capacidade de invasao através da agao de ROCK2 em MMP-2
e MMP-13 (VISHNUBHOTLA et al. 2007).

A via da familia Rho GTPases e as proteinas relacionadas
diretamente, como MRCK- e ROCK2, e sua capacidade de regular diversos
processos celulares, principalmente a motilidade e migracéo celular, estao
cada vez mais relacionadas a tumorigénese e formacdo de metastases.
Estudos das Rho GTPases e suas proteinas relacionadas em cancer
colorretal, ndo conseguem estabelecer com precisao padroes de expressao
que possam servir como fator preditivo ou progndstico do cancer. Desta
forma, a identificacdo e validacdo dessas proteinas expressas em tumores
com caracteristicas e evolugbes diferentes, pode ter um papel muito

importante para o diagndstico e prevencao do cancer colorretal.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a importancia das proteinas MRCK-3 e Cdc42 no processo de
migragdo celular e formagdo de metastases em adenocarcinomas
colorretais, através estudos de expressao génica, expressao proteina e

estudos funcionais em linhagens celulares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar a expressao de MRCK-B e Cdc42 através de
imunoistoquimica entre tumores colorretais metastaticos ou nao;

o Comparar a expressdo das proteinas que mostrarem diferenca na
imunoistoquimica, em linhagens celulares de cancer colorretal
metastaticas ou nao;

o Ampliar a expressao das proteinas que mostrarem diferenca na
imunoistoquimica nas diferentes linhagens celulares e avaliar as

possiveis alteragdes migracao e invasao celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionados 60 casos de CCR (30 adenocarcinomas de reto e
30 adenocarcinomas de coélon) metastaticos, as respectivas metastases (54
hepaticas, 3 pulmonares e 3 hepaticos e pulmonares) e 48 casos de CCR
que nao desenvolveram metastases retrospectivamente dos arquivos do
departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center entre
1990 e 2011. Entre os casos selecionados 2ul de RNA de 44 amostras de
CCR (18 primarios metastaticos 10 primarios ndo metastaticos e 16
metastases) disponiveis no banco de tumores foram extraidos para
realizacao dos qRT-PCR. Os critérios de inclusdo foram casos que o tumor
primario e a metastase foram tratados no A.C.Camargo Cancer Center e
cinco anos de acompanhamento para os casos ndo metastaticos. Critérios
de exclusao: auséncia de material suficiente ou baixa qualidade da amostra

mensurada por RIN (RNA integrity number).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

Foram realizados cortes de quatro micrémetros de espessura postos
em laminas com carga elétrica (StarFrost) e mantidas em estufa a 60°C

overnight. As laminas foram identificadas e desparafinadas em xilol (2 trocas
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de 10 minutos cada); entdo, passadas em alcool etilico em concentragao
decrescente (100%, 85% e 75%) e lavadas em agua corrente por 5 minutos.
A Recuperagdo antigénica foi realizada em banho Maria 96°C por 40
minutos, em solugédo FLEX pH alto. A peroxidase enddégena foi bloqueada
com reagente do mesmo fabricante por 5 minutos. Em seguida os cortes
foram incubados com bloqueador de proteinas endégenas (DAKO®) por 5
minutos, a temperatura ambiente e em camara umida. Os cortes foram
incubados com os seguintes anticorpos primarios anti-Cdc42, anti-ROCK2 e
anti-MRCK-B (Quadro 1) por 20 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente incubados com o anticorpo secundario Envision FLEX/HRP
(DAKO®) durante 20 minutos cada a temperatura ambiente. Apds lavagem
em PBS, os cortes foram incubados com o cromégeno Diaminobenzidina
(DAB — DAKO®) por 5 minutos e entdo lavados em &agua corrente e
contracorados com hematoxilina de Harris por 10 segundos. Em seguida, as
laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, xilol, e

montadas em equipamento automatizado (Tissue-Tek film).

Quadro 1 - Marcadores imunoistoquimicos, dilui¢des, clones, fabricantes e
padrao de marcagao.

Marcador Diluicao Clone Fabricante Padrao de marcagao
Cdc42 1/200 26E11 AbFrontier® Citoplasmatico
MRCK-B 1/200 2F4 LifeSpan Citoplasmatico

BioSciences®

ROCK2 1/100 Policlonal Sigma-Aldrich®  Citoplasmatico
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Para a analise da imunoistoquimica, as laminas foram digitalizadas
(3DHISTECH’s®) e a intensidade de marcagao bem como a contagem de
células de cada caso (dependendo do marcador), foram analisadas de forma
automatizada pelo programa analisador de imagens (Pannoramic viewer,

3DHISTECH’s®) utilizando o algoritmo DesitoQuant.

3.3 gRT-PCR

Material congelado disponivel dos casos avaliados pela
imunoistoquimica foi solicitado para o biobanco da instituicdo (18 primarios
metastaticos, 16 metastases e 10 primarios ndo metastaticos) e o
Departamento Anatomia Investigativa realizou a extracdo dos RNAs. Os
cDNAs foram sintetizados a partir de 2 ug do RNA total, utilizando o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), seguindo especificagbes do fabricante. As reagbes de qRT-
PCR foram realizadas no aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystem). Os ensaios foram realizados
utiizando o sistema TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), seguindo as especificagdes do fabricante. Como iniciadores da
reagcdo de polimerizagdo foram obtidos Assays (conjunto de primers e
sondas) inventoriados pela Applied Biosystems do Brasil, para CDC42 e
MRCK-B. Como controle enddgeno foi usado GAPDH (gliceraldeido fosfato

desidrogenase).
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3.4 LINHAGENS E CULTURA CELULAR

As linhagens celulares humanas de cancer colorretal HCT116 (perfil
metastatico) e SW480 (perfil ndo metastatico) foram obtidas da ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) e foram mantidas
em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) com uma alta concentracédo de glicose, suplementado com 10%
soro fetal bovino (LGC, Sao Paulo, SP, BR) 100 unidades/ml penicilina e 100
pg/ml estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 2mM L-glutamina
(Invitrogen, CA, USA), e 1.0 mM piruvato de sédio (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA).

3.5 WESTERN-BLOT

A expressdao do MRCK-B, que mostrou estar diferencialmente
expressa nos diferentes tumores, foi quantificada e comparada entre as
diferentes culturas por meio de western-blot. Resumidamente, as células
foram lisadas em um tampao de lise contendo 10% SDS (sodium dodecyl
Sulfate) e inibidores de protease (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA). Ap6s 10 minutos no gelo, as amostras foram centrifugadas a 12.000
rom por 10 minutos a fim de remover os restos celulares. Em seguida, os
lisados celulares (40 ug) foram corridos em um gel SDS-PAGE composto
por 10% poliacrilamida. Apds a eletroforese, as respectivas proteinas foram

eletrotransferidas para membranas de PVDF (GE Healthcare, Little Chalfont,
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Buckinghamshire, UK), sendo que a eficiéncia da transferéncia foi
monitorada por meio do corante Ponceau (0,5%). Posteriormente, as
membranas foram incubadas no tampéao de bloqueio contendo 10% BSA 10
mM Tris—HCI, pH 7.6 150 mM NaCl, e 0.1% Tween 20 por 2 horas a
temperatura ambiente e, entdo, incubadas por toda a noite a temperatura de
4°C com o anticorpo primario anti-MRCK-B. Apds incubagdo com os
anticorpos conjugados com a peroxidase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a
deteccédo foi realizada por meio de reagentes quimioluminescentes de alta

performance (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK).

3.6 TRANSFECGAO

As linhagens celulares SW480 e HCT116 foram cultivadas em placas
de 6 pogos até uma confluéncia de 70%, e, em seguida, a linhagem SW480
foi transfectada com o plasmideo de superexpressdo de MRCK-f3 (origene) e
a linhagem HCT116 foi transfectada com shRNA contra MRCK-B (Sigma
Aldrich, USA). Os plasmideos (um vetor vazio e outro contendo a sequéncia
para superexpressao/shRNA) foram diluidos com meio Opti-MEM sem soro
(Invitrogen Corp.) por 5 min e foram misturados com Lipofectamine® 2000
Reagent (Invitrogen) por 20 min, para formar o complexo siRNA-
Lipofectamine ® 2000 Reagent (Invitrogen). Apds 24 horas, as células foram

lavadas com PBS e um novo meio foi adicionado.
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3.7 ENSAIOS DE MIGRAGAO POR CICATRIZAGAO

Apds a transfecgdo, as células atingiram a confluéncia, foram
mantidas na condicdo de “starving” (células sem meio adequado para
proliferagdo) e foi adicionada a mitomicina (0,2ug/ml) por uma hora. Foi
realizado um risco com uma ponteira de 10 yl no meio da cultura e lavada
com PBS para retirar as células suspensas. Marcas foram criadas na placa
de cultura para ser possivel avaliar a mesma regido, e as fotos dos campos
marcados foram tiradas no tempo 0 24h, 48h com o aumento de 200x e
luminosidade 60 a analise das imagens foi feita pelo programa ImageJ, no

qual tempo 0 h foi considerado 0% de migragéo.

3.8 ENSAIO DE INVASAO POR TRANSWELL

As células transfectadas foram lavadas em PBS para retirada do meio
e a tripsina foi usada para liberar as células da adesao com a placa, foram
colocadas em um tubo falcon junto com meio com soro para desativar a
tripisina e centrifugadas a 12000 rmp durante 3 minutos as células foram
ressuspendidas em meio sem soro e 10yl foram usados na cdmara de
Newbawer, quatro campos foram contados para quantificar o numero de
células de cada cultura. 5x10° células em starving foram adicionados na
camara superior do transwell que possui filtros com poros de 8um e meio de
cultura com soro foi adicionado no compartimento abaixo dos filtros. As

células ficaram a 37°C por 24 h a 5% de CO,, em seguida foram lavadas em
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PBS, fixadas através de metanol por 15 min, outra lavagem de PBS foi
realizada, e foram coradas por hematoxilina. As células que ndo migraram
foram retiradas com um swab e as células que migraram foram contadas no

aumento de 200X em 5 campos aleatdrios por filtro.

3.9 A ANALISE ESTATISTICA

O programa Prisma 5 para Windows, versdo 5.02, foi utilizado para a
andlise estatistica. O teste de Wilcoxon foi usado para comparar os
diferentes grupos de variaveis categoricas dependentes. O teste Kappa foi
usado para avaliar a concordancia entre os diferentes grupos de variaveis
categoricas. O teste do Qui quadrado foi usado para avaliar as frequéncias
de escores aplicados aos diferentes grupos. A curva de sobrevida de Kaplan
Meier foi utilizada para tal avaliagdo. O teste t de Student foi utilizado para
avaliar as diferencas entre dois grupos de variaveis numeéricas de
distribuicdo normal e o teste ANOVA para acima de dois grupos. O teste de
Mann Witney foi utilizado para avaliar as diferengas entre dois grupos de
distribuicdo ndo normal e o teste de Kruskal Walis para acima de dois
grupos. A normalidade das distribuicbes foi avaliada pelo teste de

Kolmogorov Smirnov. O valor de significancia considerado foi p = 0,05.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZAGOES DOS PACIENTES

A descricao dos pacientes avaliados no estudo esta representada na
Tabela 1, comparando o grupo de pacientes metastaticos e os que néo
apresentaram metastase em pelo menos cinco anos de acompanhamento.
Os pacientes metastaticos apresentam pior sobrevida quando comparado

aos néo metastaticos (p= 0,001) (Figura 3).

Tabela 1 - Caracterizagao dos pacientes nos dois grupos avaliados.

Caracterizagao Categoria Numero de pacientes Numero de
ndo metastaticos (%) pacientes
metastaticos (%)

Idade ao < 50 13 (27%) 19 (33%)
diagnostico > 50 35 (73%) 38 (67%)
Género Homem 15 (31%) 37 (64%)
Mulher 33 (69%) 21 (36%)
Local da doenga Reto 18 (37,5%) 27(47%)
Colon 30 (63,5%) 31(53%)
Status final Com Doenga 10 (22%) 21 (39%)
Sem Doenga 33 (72%) 13 (24%)

Morte pela Doenca 3 (6%) 20 (37%)
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Figura 3 - Curva de sobrevida entre tumores metastaticos e néo

metastaticos.

4.2 ACHADOS IMUNOISTOQUIMICOS

MRCK- mostrou maior expressdo nos tumores colorretais primarios
com metastases (Figura 4) enquanto Cdc42 e ROCK2 mostraram maior
expressao nos tumores primarios colorretais ndo metastaticos (Figura 5 e 6),

todos com um valor de p menor que 0,001 (Tabela 2).
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Figura 6 - Imunoistoquimica (10x), (A) Tumor colorretal primario metastatico
mostrando uma expressao fraca de CDC42 e (B) Tumor colorretal primario

nao metastatico, mostrando uma forte expressao de CDC42 (p = 0,001).
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Tabela 2 - Avaliagcéo entre a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos

e 0os CCR metastaticos e ndo metastaticos.

Desvio
Marcador Tecido n Média padrdo Minimo Mediana Maximo p
Cdc42 PM 60 144,93 66,78 2470 15511 25653 <0.001
PNM 45 219,20 42,31 90,57 227,08 273,76
ROCK2 — py 60 19399 43,16 5856 20342 25941 <0.001
PNM 47 225,64 33,66 100,04 2319 274,13
MRCK-B  ppm 60 3638 5099 000 6290 21282 <0.001
PNM 47 1,96 8,79 0,00 0,02 57,17
PNM: tumor primario ndo metastatico; PM tumor primario metastatico.
Quando comparado os tumores primarios e suas respectivas

metastases, ROCK2 mostrou maior expressdo no tumor primario (0,042)

(Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliagao entre a expressao dos marcadores imunoistoquimicos

e os CCR primarios e suas respectivas metastases.

Desvio
Marcador Tecido n Média padrdo Minimo Mediana Maximo p
Cdcd2  py 60 14493 66,78 24,70 15511 25653 0477
Meta 50 141,54 57,24 1552 151,61 231,77
ROCKZ  py 60 193,99 43,16 5856 203,42 25941 0.042
Meta 51 178,13 4568 2201 18549 26844
MRCK-B  py 60 3638 50,99 000 629 212,82 0723
Meta 56 26,41 4023 000 645 164,45

PM: tumor primario metastatico; Meta : metastase, correspondente ao tumor primario



33

As correlagdes das expressdes entre todos os marcadores também foram
realizadas e foram incluidos outros marcadores, referentes a um estudo
preliminar intitulado “Estudo de proteinas da familia das rho gtpases e seu
valor prognéstico em carcinomas colorretais”, devido a relevancia de se
avaliar de uma forma mais ampla as expressdes de varias proteinas que

participam da mesma via de sinalizagao (Tabela 4).

Tabela 4 — Correlac&o entre os marcadores nos diferentes grupos tumorais.

Primério Primario nédo ]
Metastases
metastatico metastatico
Correlagéo r p r p r p

MRCK-B  Paki 0,336 003 NS NS NS NS
MRCK-  Tiam1 NS NS NS NS NS NS
MRCK-B  Cdc42 NS NS NS NS 0.364 0,006
MRCK-B Rho NS NS NS NS NS NS
MRCK-B Rac1 NS NS NS NS NS NS
MRCK-B  Rock2 NS NS NS NS NS NS

Cdc42 Rock2 0,410 0,001 0,776 <0,001 0,557 <0,001

Cdc42 Tiam1 0,447 0,003 0,335 0,061 NS NS

Cdc42 Rho 0,343 0,023 NS NS NS NS

Cdc42 Pak1 NS NS NS NS NS NS

Cdc42 Rac1 0,343 0,023 0,674 <0,001 NS NS

Rock2 Pak1 0,425 0,006 0,486 0,004 NS NS

Rock2 Tiam1 0,472 0,002 0,525 0,001 NS NS

Rock2 Rho 0,408 0,008 0,366 0,033 NS NS

Rock2 Rac1 0,329 0,014 0,763 <0,001 NS NS

NS: N&o significativo.
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43 EXPRESSAO DE MRCK-B E AS CARACTERISTICAS

CLINICAS

A expressao imunoistoquimica de MRCK-B foi comparada com as
caracteristicas clinicas dos pacientes e mostrou pior sobrevida quando
positiva (P= 0,024) (Figura 7). Quando comparado com sexo, idade, local da

doenga e tratamento, MRCK-B ndo mostrou ser uma variavel independente.

1,0 y MRCK-
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+ g I o\ v,
4 Negativo
08 Y
|
1
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- P=0.001

Curvade sobrevida

T T T T T T T
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Figura 7 - A auséncia de expressdo de MRCK-B, avaliada pela

imunoistoquimica, mostrou maior sobrevida (p= 0,001).
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44 CORRELAGAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA COM

RT-PCR

A expressdao dos marcadores MRCK-B e Cdc42 também foram
avaliados através de qRT-PCR e ndo mostram correlagcdo com a expressao

imunoistoquimica (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlagdo da expressao imunoistoquimica e RT-PCR.

Marcadores r p
MRCK-f gRT-PCR 0,028 0,858
Cdc42 gRT-PCR - 0,002 0,990

45 COMPARAGAO DAS LINHAGENS CELULARES POR

WESTERN-BLOT

A partir dos resultados encontrados na imunoistoquimica, foi realizado
um Western-blot para a expressdo de MRCK-B em cultura de células,
utiizando as linhagens HCT116 que possui um perfil metastatico e a
linhagem SW480 que possui um perfil ndo metastatico. A expressao da beta-
actina foi usada como normalizador por estar expressa de forma endégena.
MRCK-B apresentou uma maior expressao na linhagem metastatica
(HCT116) em comparacdo a linhagem nao metastatica (SW480),

corroborando com os achados imunoistoquimicos dos pacientes (Figura 8).
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Figura 8 - Diferenga de expressdo de MRCK-3 entre a linhagem celular
HCT116 e a linhagem SW480. MRCK-B mostrou maior expressao na

linhagem com maior capacidade de migragao.

4.6 ENSAIOS FUNCIONAIS

Os plasmideos de superexpressao e shRNA, e seus respectivos
controles, foram inseridos em bactérias competentes através de choque
térmico, em seguida as bactérias foram incubadas a 37°C e selecionadas
com ampicilina. Apos o crescimento das col6nias resistentes devido aos
plasmideos possuirem gene de resisténcia a antibidtico, o DNA foi extraido
para realizagédo das transfec¢cées e uma aliquota de bactérias transformadas

foi armazenada.
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As duas linhagens foram transfectadas e selecionadas por antibioticos
(G418 1,4ug/ml para o plasmideo de superexpressao na linhagem SW480 e
puromicina a 0,4ug/ml para a o shRNA na linhagem HCT116), porém apesar
das linhagens transfectadas resistirem ao antibiético (Figura 9) foi visto que
a expressdao de MRCK-B a longo prazo é perdida, como podemos ver na
figura 10 com o plasmideo de superexpressdao. Uma vez que nao foi
possivel estabelecer uma linhagem permanente, foram impossibilitados os

ensaios “in vivo”.

Controle - basal

CDC42BPB - superexpressao

Vetor Vazio

Figura 9 - Células SW480 transfectadas contendo o gene de resisténcia a

antibidtico sobrevivem ao G418.
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Figura 10 - Western-Blot da linhagem SW480 com o plasmideo de

superexpressao, apos o tratamento com antibidtico. A superexpressio apds os

dias de tratamento com antibiético & perdida.

Desta forma foram realizadas transfec¢des transientes, e os ensaios
de Werstern-blot mostraram a superexpressdo de MRCK-B. Essa
superexpressdo aparece com duas bandas devido ao GFP presente no

plasmideo, que é lido junto com a proteina avaliada (Figuras 11 e 12).

Basal Mock Cdc42bpb
) \ \ - |

T R ———— B

Alfa-tubulina - -“

Figura 11 - Western-Blot da linhagem SW480 com o plasmideo de

superexpressao. Resultado de transfeccao transiente.
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Western-Blot (p= 0,001)
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comvetor vazio MRCK-f

Figura 12 - Diferenga da express&o em todas as condigdes realizadas pelo
Western-Blot (p= 0,001).

4.6.1 Transwell
Em seguida foram realizados os ensaios de transwell que mostraram
um aumento de migragao de 45% a mais de células quando comparado com

a linhagem nao transfectada (p= 0,017) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparagdao da migracdo por transwell entre as diferentes
condigbes de transfecgao.

Sw480 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Média Média Média
Razao Razao Razao
de células de células de células
Basal 17 1 15 1 7.4 1
CDC42BPB /| 31 1,81 20 1,33 9,2 1,20
MRCK-B
Mock 25,5 1,49 14 0,89 6,3 0,78

4.6.2 Ensaio De Cicatrizagao

A quantidade de células eficientes apds a transfeccéo transiente nao
foi suficiente para realizacido dos ensaios de cicatrizagdo, uma vez que a
baixa quantidade de células ndo foi suficiente para preencher a cicatriz
criada e tera resultado igual a condigdo normal das células. O plasmideo da
superexpressao possui GFP, dessa forma € possivel ver a quantidade de
células transfectadas em um microscopio de fluorescéncia (Figuras 13 e 14).
E importante lembrar que essa baixa quantidade de células transfectadas

nao interfere no ensaio de transwell.
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Figura 13 - Ensaio de cicatrizacdo nao mostra eficiéncia com a baixa

quantidade de células transfectadas.

Figura 14 - Expressdo do GFP apenas em poucas células, por meio do

microscépio de fluorescéncia.
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As transfecgdes utilizando o shRNA também mostraram dificuldades
técnicas, e nao foi possivel reproduzir os ensaios com uma taxa aceitavel
para considerar a inibicdo proteica do alvo estudado, inviabilizando os
ensaios de migracao. Foram repetidas inUmeras transfec¢des procurando as
melhores condicdes para uma maior eficiéncia, porem nao foi obtida uma

eficiéncia maior que 50 % (Figura 15).

Western-Blot
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Figura 15 - Ensaios de Western-Blot, com a linhagem HCT116, apds a

transfecgcdo com shRNA.
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5 DISCUSSAO

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia de origem epitelial,
tratavel e frequentemente curavel quando na auséncia de extensao para
outros 6rgaos. A estimativa € de 36.360 novos casos por ano no Brasil de
acordo com o Instituto Nacional de Cancer (Ministério da Saude 2018).

No presente estudo foi avaliada a diferente expressao da proteina
MRCK-B, juntamente, também foram avaliadas as proteinas Cdc42 e
ROCK2, em carcinomas colorretais metastaticos, suas metastases pareadas
e carcinomas colorretais ndo metastaticos, com pelo menos cinco anos de
acompanhamento. E a possivel relagdo entre MRCK-B e metastase foi
avaliada através de ensaios de linhagens celulares.

Entre a casuistica avaliada, como esperado, o0s pacientes
metastaticos apresentaram menor tempo de sobrevida, quando comparados
aos nao metastaticos (Figura 3) (CHAMBERS et al. 2002). 51% eram do
sexo feminino e 69% dos pacientes foram diagnosticados com céancer
colorretal com idade superior a 50 anos, ambos os dados mostram acordo
com a literatura existente (GOLAN et al. 2013).

Outro ponto avaliado foi o local da doenga, sendo que 61 casos (58%)
apresentaram doenca no coélon e 45 casos (42%) apresentaram doenga no
reto. No estudo de GOLAN et al. em 2013, foram avaliados 42.347 pacientes
e apenas 16% apresentavam doenga no reto, uma porcentagem menor do

que apresentada nessa casuistica.
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Uma vez que o cancer colorretal foi o terceiro tipo de cancer que mais
levou a o6bito em 2015, (774.000 mortes no mundo) (WHO 2018) e
metastase sendo a principal causa de morte por cancer, a avaliagao de
marcadores relacionados a motilidade e migragdo celular, pode ser de
grande importancia para identificagcdo de pacientes, que irdo desenvolver
essas metastases e consequentemente auxiliar no tratamento e prevencao.

Um desses marcadores é proteina MRCK-3. Ela é efetora de Cdc42 e
tem um papel importante na organizagao do citoesqueleto (HUO et al. 2011).
No presente estudo a avaliagdo de MRCK-B, pela imunoistoquimica,
apresentou expressdo na maioria dos tumores colorretais primarios
metastaticos, enquanto nos tumores nao metastaticos, ndo houve expressao
(p=0001). Este dado mostra que quando ausente n&o ha grande relevancia,
uma vez que ambos 0S grupos possuem casos sem marcagao, porém,
quando presente é indicativo de pior prognéstico em tumores colorretais.
Nao existem estudos na literatura que mostram essa diferenca.

A auséncia de expressido de MRCK-B, avaliada pela
imunoistoquimica, mostrou maior sobrevida (p= 0,001), seguindo o padréao
esperado, uma vez que, esta diretamente relacionada aos tumores
metastaticos (UNBEKANDT M et al 2014). Em relagdo as outras
caracteristicas clinicas, apenas a expressao de MRCK-B ndo mostrou ser
um fator independente.

Outro marcador avaliado pela imunoistoquimica foi o Cdc42, que
mostrou maior expressao nos tumores nao metastaticos (p=0,001). Este

dado entra em desacordo com a literatura sobre a relagdo de Cdc42 com
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MRCK-3, uma vez que, ja foi descrita que a co-expressao de MRCK-B com
Zb6nula de oclusao 1 (Z0O-1), é dependente de Cdc42 durante o processo de
migragado, mas quando as células estao confluentes e param de migrar, a co-
expressdo ndo é mais visualizada (HUO et al. 2011). Porém no presente
estudo, a correlagcdo de Cdc42 e MRCK-, no grupo das metastases foi de
p=0,006, indicando que nesse grupo a relagcdo dessas proteinas esta
vinculada a migragdo das células. A correlacdo de ambas as proteinas
expressas por imunoistoquimica e com o respectivo RNA de tecidos a fresco
disponiveis, foi realizada, mas ndo mostrou significancia.

Independente de todos os processos e estimulos que as células
sofrem durante a migracdo como a invasao celular, transporte e evasao da
resposta imune no sistema circulatério, parada em um local secundario,
extravasamento e, finalmente, colonizagéo e crescimento (KAPLAN et al.
2006), MRCK-B e CDC42 apresentaram, em suas metastases, 0 mesmo
padrao de marcagao observado nos respectivos tumores primarios. Esta
expressao entre primarios e suas metastase reforca ainda mais a
importancia da avaliagcdo dos tumores primarios em cancer colorretal para
identificar os tipos tumorais que virao a desenvolver metastases.

ROCK2 também foi avaliada entre os tumores primarios e mostrou
maior expressao nos tumores ndo metastaticos (p= <0,001), essa expressao
elevada no grupo ndo metastatico ndo corrobora com os dados da literatura,
que mostram a associacao de ROCK2 com a invasdo tumoral uma vez que,
em cancer colorretal, foi demonstrada uma expressao significativamente

maior do que tecidos nao cancerosos (VISHNUBHOTLA et al. 2007). Porém,
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diferente dos outros marcadores avaliados, ROCK2 mostrou maior
expressao nos tumores primarios quando comparado as respectivas
metastases (p= 0,042). Estudos mostram que ao inibir ROCK2, a invaséao e
capacidade metastatica significantemente diminuem (ZHONG et al. 2018),
isso nao justifica essa diferengca de expressao observada e deve ser melhor
avaliada.

Dentre todos os resultados encontrados nas avaliacbes de
imunoistoquimica, MRCK-3 mostrou significativa importancia, uma vez que
esta presente na maioria dos primarios metastaticos e ausente em todos os
nao metastaticos, desta forma foi eleito para as analises em diferentes
linhagens celulares, uma com caracteristicas metastaticas (HCT116)
(ISHIZU et al. 2007) e uma com caracteristicas nao metastaticas (SW480)
(FLATMARK et al. 2004). O Western-Blot confirmou a especificidade do
anticorpo anti-MRCK-B nas duas linhagens avaliadas, ambas reconheceram
uma banda de 194kDa e nao apresentaram bandas inespecificas. MRCK-3
apresentou uma maior expressao na linhagem metastatica (HCT116) em
comparagao a linhagem nao metastatica (SW480), corroborando com os
achados imunoistoquimicos (Figura 5).

Apos as fracassadas tentativas de criar transfecgdes permanentes,
foram realizadas transfecgdes transientes tanto para a superexpressdo como
para a inibicdo de MRCK-B.

A superexpressao realizada na linhagem SW480, com perfil ndo
metastatico, juntamente com os ensaios transwell, mostraram aumento da

migragdo celular em 45% quando comparado com a linhagem néo
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transfectada (p= 0,017), como esperado por HEIKKILA et al. (2011) MRCK-$
esta envolvido na capacidade de invasdo e migragao no cancer, reforcando
ainda mais os achados imunoistoquimicos e indicando o seu potencial
prognostico.

Ja os estudos com shRNA na linhagem HCT116, com o objetivo de
silenciar a expressao de MRCK-3, mostraram uma taxa de no maximo 50%
de eficiéncia da transfec¢cado, uma possivel explicagao para a baixa eficiéncia
€ a interferéncia de mecanismos endogenos de RNAI criando uma
competicao entre eles (ROSSI et al. 2008). Devido a baixa eficiéncia nao foi
possivel avaliar a migracao celular, uma vez que nao seria possivel saber se
a auséncia da diferenca de expressao entre os transfectados e os controles,
seria por causa da baixa eficiéncia ou apenas a porque nao existe diferenca
ao diminuir a expressao de MRCK-3.

A mesma dificuldade ocorreu nos ensaios de cicatrizagcdo (Figuras
13,14 e 15), a baixa taxa de transfecgao impossibilitou a analise.

Esta diferenca de expressdao de MRCK-3 nunca foi descrita e pode ter
grande importancia durante o processo metastatico no cancer colorretal,
devido a suas fungbes de motilidade e migragcdo celular. Apesar das
dificuldades relatadas, os achados imunoistoquimicos e os estudos celulares
mostrando maior migragcdo quando MRCK-B esta superexpressa ja
demonstram um alto valor prognéstico para a avaliagcdo da metastase em
cancer colorretal. E necessario que mais estudos sejam realizados para
validacdao de MRCK-B em cancer colorretal e em outros tipos tumorais,

incluindo o silenciamento do marcador e estudos experimentais.
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6 CONCLUSAO

MRCK-B mostrou expressao apenas entre os tumores metastaticos,
indicando ser um potencial marcador de metastase em cancer colorretal.
Cdc42 mostrou maior expressdao em tumores ndo metastaticos.

MRCK-B mostrou em linhagens celulares uma maior expressao na
linhagem HCT116, que possui um maior potencial metastatico, e uma menor
expressao na linhagem SW480, que possui menor potencial metastatico.

A expressdao de MRCK-B foi ampliada na linhagem SW480, e foi
avaliado que o potencial de migracdo celular é aumentado, através de

ensaios de transwell.
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