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RESUMO

Matos LA. Avaliacdo das sintases de Oxido nitrico, nitrato e nitrito e suas
associagdes com  alteraces moleculares de  O°-methylguanine-DNA-
methyltransferase (MGMT) no cancer colorretal. Sdo Paulo; 2010. [Dissertagéo
de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

INTRODUCAO - O oxido nitrico (NO) é sintetizado a partir da L-arginina por
enzimas denominadas de sintase do Oxido nitrico (NOS). Esta molécula tem um
importante papel em Vvarios processos bioldgicos e também em muitas doencas
humanas, entre elas o cancer. O NO e espécies derivadas deste composto tem a
capacidade de formar adutos no DNA e interferir em processos de reparo, tais como
a atividade da enzima O6- Methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT ou
AGT). A inativacdo de MGMT também pode ocorrer devido a hipermetilacdo da
regido promotora deste gene. OBJETIVOS - Avaliar o status de metilacdo do gene
MGMT e a expressdo de sua proteina associando com a expressdo das proteinas
NOS1, NOS2, NOS3 e concentra¢des plasmaticas de nitrito/nitrato em pacientes com
cancer colorretal (CCR). METODOS - Foram avaliadas as expressdes de NOSI,
NOS2, NOS3 e MGMT por imunoistoquimica. As concentragdes plasmaticas de
nitrato e nitrito foram analisadas por meio de espectofotometria. O status de
metilacdo da regido promotora do gene MGMT foi analisado utilizando-se a técnica
de pirossequenciamento. RESULTADOS - No presente estudo, foi observado
68,8% de metilacdo na regido promotora do gene MGMT e 32,6% de perda da
expressdo protéica, sendo que destes, 93,9% encontravam-se metilados. Ndo houve
associacédo significante entre a metilagdo de MGMT e sua expressao proteica com a
expressao das proteinas NOS ou com nitrato/nitrito. Houve associagdo significativa
da expressdo da proteina MGMT com o status de metilacdo do gene (p<0,001). A
expressao de NOS2 se mostrou positivamente associada com o comprometimento de
linfonodos (p=0,046) e tumores em estadio avancado (p=0,048). A presenca de
nitrito plasméatico nos pacientes com CCR também esteve associada com
envolvimento de linfonodos (p=0,010). CONCLUSAO - A perda da expressdo da
proteina MGMT é frequentemente associada pela metilacdo da regido promotora do
gene. Tanto a expressdo proteica quanto a metilacdo do gene MGMT ndo estéo
associadas com as enzimas NOS ou nitrato/nitrito. A expresséo da enzima NOS2 e a
concentracdo plasmatica de nitrito podem servir como preditores de prognostico em
pacientes portadores de CCR.



SUMMARY

Matos LA. [The association of nitric oxide synthase, nitrate ande nitrite and
correlations with molecular changes of O° — methylguanine - DNA
methyltransferase (MGMT) in colorectal cancer]. Sdo Paulo; 2010. [Dissertagédo
de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

INTRODUCTION - Nitrogen oxide (NO) synthesized from L-arginine by nitric
oxide syntases (NOS) plays a critical role in various biological processes and many
disorders including cancer. NO or species derived from it are known to be able to
form DNA adducts and inhibit some repair processes, such as Og-Methylguanine -
DNA-Methyltransferase (MGMT or AGT) activity. Inactivation of MGMT can also
occur by promoter CpG island hypermetilation. OBJECTIVES — The aim of this
study was to evaluate the association between NOS, plasma nitrate/nitrite with
molecular changes of O6- methylguanine-DNA methyltransferase, in colorectal
cancer (CRC). METHODS - We investigated the expression of NOS1, NOS2,
NOS3 and MGMT protein by immunohistochemistry. Plasma concentrations of
nitrate/nitrite were analyzed by spectrophotometry. Methylation in the promoter
region was investigated by pyrosequencing. RESULTS — Methylation of MGMT and
loss of MGMT expression was detected in 68.8% and 32.6% of tumors, respectively.
There was no significant association between MGMT methylation and protein
expression with NOS1, NOS2 and NOS3 or nitrate/nitrite. Significant association
was found between MGMT expression with methylation status (p <0.001). NOS2
immunoreactivity was observed in the cytoplasm of the malignant cells (95.7 %) and
positively associated lymph node involvement (p=0.046) and advanced stage
(p=0.048). Nitrite also showed association with lymph node involvement (p=0.010).
CONCLUSION - Loss of expression of MGMT protein is frequently caused by
promoter hypermethylation at the MGMT gene and both are not associated with NOS
enzymes or nitrate/nitrite. NOS2 overexpression and plasma concentration of nitrite
may serve as a predictor for the prognosis of patients with CRC.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais incidente no mundo
(NEVES et al. 2005). No Brasil, a estimativa de incidéncia do Instituto Nacional do
Céancer (INCA) para 2010 é de 28.110 novos casos, sendo 13.310 em homens e
14.800 em mulheres. Esses valores correspondem a 14 novos casos para 100 mil
homens e 15 novos casos para 100 mil mulheres. Na regido Sudeste é o 3° tipo de
cancer mais frequente (19/100.000). A maior incidéncia de casos ocorre na faixa
etaria entre 50 e 70 anos, mas a possibilidade de desenvolvimento de CCR aumenta a
partir dos 40 anos. As regides sul e sudeste apresentam incidéncia similar a dos
paises industrializados, provavelmente decorrente de habitos alimentares e estilo de
vida semelhantes (NEVES et al. 2005; Ministério da Saude 2009).

Nove em cada dez casos de CCR ocorre em pacientes sem antecedentes
familiares importantes, ou seja, de maneira esporadica (PEREZ et al. 1998). Nesses
casos os fatores de risco ambientais mais importantes sdo os habitos de vida e as
dietas pouco saudaveis. As doengas inflamatorias intestinais, como retocolite
ulcerativa e doenca de Crohn, também sdo fatores de risco importantes. O aumento
da incidéncia parece ser decorrente do alto consumo de gordura animal e carnes,
principalmente carnes vermelhas, processadas e industrializadas, seus diferentes
métodos de preparo, e do baixo consumo de frutas e vegetais. Além disso, a

obesidade e o sedentarismo também sdo associados a um aumento no risco de CCR



(SANDHU et al. 2001; WU et al. 2001; SINHA 2002; SUGIMURA et al. 2004;
GUNTER et al. 2005; SINHA et al. 2005; DANAEI et al. 2005).

Segundo dados do European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC), um estudo prospectivo em 23 centros de 10 paises europeus,
incluindo 519,978 individuos, na faixa etéaria entre 35-70 anos, recrutados entre 1992
e 1998 e desenhado especialmente para investigar a relacdo entre dieta e cancer,
confirmou uma associacdo positiva entre o consumo de carne vermelha e carnes
processadas com o risco de desenvolvimento de CCR (GONZALEZ e RIBOLI
2006).

Os mecanismos bioquimicos e genéticos pelos quais o alto consumo de carne
vermelha e processada aumenta o risco de CCR tém sido estudados. Entre eles temos
a formacdo, a partir de derivados da carne vermelha, de agentes carcinogénicos,
como 0s compostos N-nitrosos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas
heterociclicas (HCAs) (SANDHU et al. 2001; JAGERSTAD e SKOG 2005).

As HCAs estdo relacionadas com tumores mais freqlientes em paises
ocidentais (célon, mama e prdstata), onde a ingestdo de carnes vermelhas e

processadas € maior (KEATING et al. 1999; JAGERSTAD e SKOG 2005).

1.2 AMINAS HETEROCICLICAS

Existem mais de 12 tipos de HCAs, entre elas, cinco sdo mais comuns na
dieta ocidental (PhIP, MelQXx, 4,8-DiMelQx, 1Q e AaC). Sdo consideradas potentes
agentes mutagénicos e, também carcinogénicos. O processo de sua formacdo é

desconhecido, mas um dos mecanismos mais aceitos seria a partir da exposicao de



certas proteinas e aminoacidos a altas temperaturas, ou quando certos aminoacidos
(e, em alguns casos acgucares) reagem em altas temperaturas com creatina e
creatinina, que estdo presentes somente em carnes com musculos como bife, carne de
porco, aves e peixes (BERNER 1996).

SINHA et al. (2001) demonstraram associagdo entre adenomas colorretais e
maior ingestéo de carne vermelha e carne vermelha bem passada, provavelmente por
aumento na atividade mutagénica de HCAs.

A bioativagdo das HCAS é feita por uma hidroxiamina derivada do citocromo
P450s e, subsequente acetilacdo pela N-acetiltransferase tipo 2 (NATZ2). Alguns
autores demonstraram que carnes preparadas sob altas temperaturas podem ativar
CYP1A2 e NAT2 (SINHA et al. 1994; CROSS e SINHA 2004; JAGERSTAD e
SKOG 2005).

Com base em estudos experimentais, a amina heterociclica 1Q tem sido
classificada pelo International Agency for Research on Cancer (IARC) no grupo
2A, ou seja, como possivel carcinogénico humano, e outras, tais como PhIP, MelQX,
AoC e 4,8-DiMelQx, no grupo 2B, como provavel agente carcinogénico
humano(JAGERSTAD e SKOG 2005; IARC 2006).

As HCAs também podem gerar compostos N-nitrosos (nitrosaminas e
nitrosamidas) a partir do éxido nitrico (NO), assim como o0 nitrato e o nitrito

(SANDHU et al. 2001; LAKSHMI et al. 2005).



1.3 COMPOSTOS N-NITROSOS

1.3.1 Oxido nitrico

O NO é um gas incolor com um curto tempo de vida que é moderadamente
soluvel em &gua e altamente solGvel em solventes organicos. E sintetizado a partir da
L-arginina por varias enzimas chamadas de sintases do 6xido nitrico (NOS). As trés
principais formas destas enzimas sdo: neuronal ou nNOS (NOS1), induzida ou iINOS
(NOS2) e a endotelial ou eNOS (NOS3). Em geral, NOS1 e NOS3 séo expressas em
neurdnios e células endoteliais, respectivamente, e ambas sdo calcio dependentes. A
expressao de NOS2 produz altas concentracBes de NO e esta diretamente relacionada
a carcinogénese humana. Isto pode ocorrer de diversas maneiras, como por exemplo,
alteracdes nas bases de &cidos nucléicos, inativacdo de proteinas de reparo do DNA,
inativacdo da proteina p53, inibicdo da apoptose, inducdo da angiogénese ou
modulacdo de fatores de transcricio (PEEYUSH e CHAKRABORTY 2001;
JAISWAL et al. 2001; RAO 2004; WANG et al. 2005).

TANAKA et al. (2005), em um estudo experimental, induziram a formacao
de adenocarcinomas coldnicos com administracdo de PhIP, MelQx e DSS (dextran
sodio sulfato). Ap6s 16 semanas, todos 0s casos positivos expressavam, a
imunoistoquimica, iINOS, COX2 e B-catenina. A expressdo destas proteinas esta
fortemente associada a carcinogénese de varios tumores em modelos murinos e
humanos, demonstrando a importancia da exposicao a estes fatores ambientais.

YAGIHASHI et al. (2000) detectaram, por imunoistoquimica, a expressao de

INOS em 88% dos casos de CCR, com expressao citoplasmatica difusa. Além disso,



demonstraram aumento de cinco vezes da expressao de mRNA em tecido tumoral
quando comparado com a mucosa colénica normal.

YU et al (2006) encontraram expressdo de NOS2 de padrdo granular no
citoplasma das células neoplasicas em 78,2% dos CCR, e somente 25,6% no tecido
coldnico normal. Observaram também a presenca da expressdo citoplasmatica de
NOS3, com aspecto granular e, em alguns casos, a expressao nuclear em 33,3% no
tecido de tumores colorretais, comparado com 60,3% de expressdo desta proteina na
mucosa coldnica normal.

O NO tem um elétron ndo pareado que se torna um cation (NO™) ou um anion
(NO") pela doacdo ou aceitacdo de um elétron, respectivamente. O anion pode sofrer
dimerizacdo espontanea para formar 6xido de dinitrogénio (N.O), ou reagir com
metais. Ja o cation esta envolvido em reacdes de nitrosacdo com amidas, carboxilas,
hidroxilas e anéis aromaticos. Pode reagir com O, para formar dioxido de nitrogénio
ou nitrito (NOy"), com O, para formar o peroxinitrito (ONOQ?), ou com transi¢éo de
ions de metal para formar o complexo metal nitrosil (M-NO), estes sdo conhecidos
como espécies reativas de nitrogénio (RNOS). Isto demonstra que este composto é
altamente reativo e de baixa meia-vida, desta maneira sua analise é realizada de
forma indireta, através de seus produtos ou das enzimas relacionadas com a sua

reacio (PEEYUSH e CHAKRABORTY 2001).

1.3.2 Nitrato e nitrito
A principal fonte exdgena de nitrato e nitrito € a dieta. Cerca de 60 a 80% do
nitrato ingerido diariamente vem dos vegetais e da agua. O nitrito é usualmente

adicionado a carnes processadas, para manter sua coloracdo avermelhada, aroma e



protecdo contra microorganismos como Clostridium botulinum. Alem disso, o nitrito
pode ser formado a partir do nitrato pela acdo de bactérias durante a digest&o.

A segunda principal fonte é enddgena, a via L-arginina-NO (LUNDBERG et
al. 2004; MILKOWSKI et al. 2009), e por isso, seus niveis bioldgicos podem indicar
a producéo celular de NO (GHASEMI et al. 2009). Por outro lado, recentemente tem
sido mostrado que, em uma situacdo de hipoxia, nitrito é capaz de formar NO
independentemente da presenca de NOS (LUNDBERG et al. 2004).

O metabolismo do nitrato e do nitrito também pode resultar na formacéo de
N-nitrosaminas. O mecanismo exato como isso ocorre ainda ndo € bem conhecido,
podendo ou ndo envolver agentes nitrosantes ou bactérias que catalisam a formacao
de compostos nitrosos a partir do nitrito em pH neutro (LUNDBERG et al. 2004).

Os compostos nitrosos sdo capazes de formar adutos no DNA, como por
exemplo, o 0O°MeG  (O6-methylguanine) e o 0O° CMG (O6-
carboxymethyldeoxyguanosine) (POVEY et al. 2000).

O O° MeG ¢ o principal responséavel pela mutagenicidade e carcinogenicidade
dos agentes alquilantes. Ele leva a alteracdo G:C » A:T em cultura de célula e
modelos animais, quando ndo reparado pela proteina MGMT (O°-methylguanine
DNA methyltransferase) (GOLDMAN e SHIELDS 2003).

Devido as suas caracteristicas mutagénicas, por promover instabilidade
gendmica e inativagdo de genes de reparo do DNA, as HCAs e o NO tém sido
associados a diferentes tumores, tais como: mama, prostata, célon, pele e figado.
Essas moléculas apresentam um importante papel na carcinogénese humana,
principalmente em tumores associados as alteragdes nos genes HRAS, KRAS, TP53,

APC e p-catenina (SUGIMURA 2000).



1.4  O° METHYLGUANINE DNA METHYLTRANSFERASE

O gene O°-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) est4 localizado
no braco longo do cromossomo 10 (10g26). Codifica uma proteina denominada O°-
alkylguanine DNA alkyltransferase (MGMT ou AGT), que atua no processo de
reparo do DNA removendo radicais alquila do oxigénio da posicdo 6 (O°) das
guaninas. A adicdo de radicais alquila a0 O° da guanina é uma importante fonte de
mutacdes pois a O°-metil-guanina, durante a replicacdo do DNA pareia com timina e
ndo com citosina, acarretando a troca de pares guanina-citosina (GC) por adenina-
timina (AT). Além disso, a O°-metil-guanina pode formar ligagdes cruzadas com
citosinas da fita de DNA complementar, impedindo a replicacdo do DNA. A proteina
MGMT participa do reparo do DNA transferindo os grupos alquila do O° das
guaninas para um sitio aceptor na sua propria estrutura, e entdo se desliga do DNA e
é degradada por ubiquitinacdo (ESTELLER et al. 2000; ZUO 2004; KAINA et al.
2007).

O papel de reparacdo de MGMT contra o cancer tém sido demonstrado em
experimentos com camundongos transgénicos e knockout. Em colon, reduz a
formacdo de criptas aberrantes e mutacGes no gene KRAS ( KAINA et al. 2007).

Esta claro que a expressdao de MGMT varia de acordo com o tecido, mesmo
em individuos saudaveis. Ha4 maior expressao no figado e no célon e uma menor
expressao no cérebro (KAINA et al. 2007). Da mesma forma, ha uma variacao inter-
individual de sua expressdo. Em tecidos de tumor, sua expressdo é ainda mais
variavel, sendo maior em cancer de mama, colon, pulméo e ovario (KAINA et al.

2007).



Alguns estudos demonstram a existéncia de reacdes de NO com as proteinas
de reparo do DNA. LAVAL e WINK (1994) reportaram que o NO inibe a proteina
de reparo MGMT sendo dose e tempo dependente, mas podendo ser reversivel ao
longo do tempo (LAVAL e WINK 1994). Os autores observaram que a ubiquitinagdo
de MGMT ocorre logo depois da retirada dos adutos alquilantes, pois a incorporacao
destes causa uma mudanga em sua estrutura desencadeando sua degradagdo. Outro
estudo demonstrou que NO colabora com a degradacdo de MGMT por meio da
capacidade deste em gerar compostos nitrosos, sendo que os mesmos se ligam a esta
proteina, proporcionando uma conformagdo similar aquela observada quando da
retirada de agentes alquilantes, levando assim, a ubiquitinagdo da mesma (LIU et al.
2002).

Mutagcdes no gene MGMT raramente sdo observadas, assim sendo, a
metilacdo na regido promotora do gene € considerada outro mecanismo essencial
para o seu silenciamento (NAGASAKA et al. 2008).

A adicdo de um grupo metil (CH3) ocorre quase que exclusivamente nas
citosinas que sdo imediatamente seguidas por uma guanina, assim denominadas de
dinucleotideos CpG. O genoma humano possui poucas sequéncias desses
dinucleotideos, no entanto, algumas sequéncias denominadas ilhas CpG sdo
comparativamente ricas nestas sequéncias (1 a 2%) (ATTWOOD et al. 2002). E

estas, se encontram principalmente na regido promotora do gene (Figura 1).
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Fonte: WORM e GULDBERG (2002)
Figura 1 - Sequéncias de dinucleotideos CpG adicionadas com o grupo metil.

As alteracbes na metilagdo do DNA possuem um papel central no
desenvolvimento e na progressdo de varios canceres, principalmente por estarem
associadas a repressao transcricional de varios genes. Essas alteragdes sao
consideradas epigenéticas, porque embora modifiqguem a constituicdo quimica do
DNA, ndo alteram diretamente a sequéncia de nucleotideos. A denotacdo CpG
descreve a unido de uma citosina a uma guanina por uma ligacdo fosfodiéster na
mesma fita de DNA o que difere das ligacdes CG unidas por pontes de hidrogénio
nas fitas opostas de DNA (WORM e GULDBERG 2002; ATTWOOQD et al. 2002).

O status de metilacdo da regido promotora das ilhas CpGs confere informacéo

sobre a atividade transcricional do gene. Conforme ilustrado na Figura 2.
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Ilha CpG

laasannant

Promotor | Exon1 Exon 2

Transcrigdo
A) Regido promotora ndo metilada, associada com atividade transcricional;
Ilha CpG

osogoseye

Tran}@ﬁgéo
B) Regido promotora hipermetilada, associada com silenciamento transcricional;

Fonte: WORM e GULDBERG (2002).
Figura 2 - Status de metilacdo da regido promotora e atividade transcricional.

O gene MGMT encontra-se metilado em 20%-50% em diferentes neoplasias,
como por exemplo, colon, cérebro, pulmao e mama (ESTELLER et al. 1999; ZUO
2004).

XU et al. (2004) avaliaram o perfil de metilacdo na regido promotora das
ilhas CpGs em 31 genes relacionados ao CCR. O gene MGMT apresentou
hipermetilacdo em 20% dos casos, mas a presenca desta ndo demonstrou uma
associacdo clara com a sua expressdo quando comparado com a imunoistoquimica.
No entanto, ESTELLER et al. (1999), demonstram que a hipermetilacdo do gene
MGMT esté relacionada com a perda de sua expressdo (ESTELLER et al. 1999).

Desta forma, dois mecanismos sdo responsaveis pela perda da proteina
MGMT e podem contribuir para a carcinogénese colorretal. Um deles, causado pela

inativacdo funcional da proteina pela nitrosacdo da mesma e outro decorrente da
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perda de producdo por hipermetilacdo do gene que a codifica. Sendo que, ambos

podem contribuir para a carcinogénese colorretal.



12

2 JUSTIFICATIVA

Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma associagdo do CCR ao
consumo de alimentos que contém nitrito e nitrato, no entanto, o mecanismo
molecular envolvido neste processo ainda € desconhecido. Sabe-se que tanto nitrito
como nitrato estdo envolvidos na formacdo de nitrosaminas, que Sd0 0S mais
abundantes de todos os carcinogénicos quimicos ambientais. Esta formacdo pode
estar associada a efeitos indiretos do NO.

O NO é uma molécula reativa que exerce um importante namero de funcbes
bioldgicas, como regulacdo vascular, modulacdo da resposta imune e
neurotransmissao. Ele reage com oxigénio e moléculas biologicas, para formar
variados produtos, incluindo o nitrito e o nitrato. O NO gerado pelas NOS a partir da
L-arginina é oxidado no sangue e tecidos para formar nitrito e nitrato. Individuos que
apresentam maior expressdao de NOS3 também apresentam maiores niveis circulantes
de nitrato. Da mesma forma, individuos com doencas inflamatorias possuem altos
niveis de nitrito e nitrato, devido a alta producdo de NOS2. A determinacdo destes
metabdlitos pode refletir o status de um paciente quanto a sua producdo de NO. Altas
concentracOes de nitrato e nitrito sugerem que grandes quantidades de NO foram
produzidas.

O NO pode participar de numerosas reagdes, incluindo a formacao bioldgica
de espécies reativas de nitrogénio (RNOS), que podem ser carcinogénicas tanto por
alterar quimicamente o DNA, como através da genotoxidade de outras substancias

como os agentes alquilantes.



13

Altos niveis de NO podem inativar proteinas de reparo resultando em
mutacdes indiretas no DNA. A atividade de proteinas de reparo pode ser influenciada
pelo NO e/ou RNOS inibindo sua atividade. A proteina de reparo MGMT que atua
no processo de reparo do DNA removendo radicais alquila do oxigénio da posicao 6
(O°) das guaninas tem demonstrado sofrer esta inibicAo.

Outro mecanismo que leva a perda de MGMT é decorrente da hipermetilagdo
em ilhas CpGs na regido promotora do gene, sendo que, ambos podem contribuir
para a carcinogénese colorretal.

Apesar da intrinseca associacdo entre NO e seus derivados e a proteina
MGMT, existem poucas publicacfes a respeito, principalmente associando alteragdes

moleculares com dados anatomopatoldgicos e clinicos.



14

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo visou avaliar o status de metilagdo do gene MGMT e a
expressao de sua proteina associando-os com a expressao das proteinas NOS1,

NOS2, NOS3 e concentracgdo de nitrito e nitrato nos adenocarcinomas colorretais.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a expressédo das proteinas NOS1, NOS2 e NOS3 em adenocarcinomas
colorretais e sua associagdo com dados anatomo-clinicos;
o Avaliar os niveis de nitrito e nitrato no sangue de pacientes com

adenocarcinomas colorretais e sua associa¢do com dados anatomo-clinicos;

° Avaliar o status de metilacdo do gene MGMT e a expressdo de sua proteina

com os dados anatomo-clinicos.
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4 CASUISTICA E METODOS

41 ASPECTOSETICOS

Este estudo retrospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Fundacéo Antonio Prudente, sob o numero 1011/07, em 18 de Fevereiro de

2008.

42 LEVANTAMENTO DOS CASOS E COLETA DAS AMOSTRAS

O estudo utilizou amostras bioldgicas de pacientes com CCR esporadico que
foram operados no Hospital A.C. Camargo no periodo de 2000-2006 e que se
encontravam armazenadas no Banco de Tumores. O prontuario destes pacientes foi
avaliado para obtencdo de informacdes clinicas (Anexo 1). As laminas de H&E
presentes no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica foram avaliadas para

confirmacéo diagndstica e para obter as variaveis anatomopatologicas.

4.2.1 Critérios de Inclusédo
Os casos selecionados foram de CCR esporadicos, com disponibilidade de
dados anatomopatologicos e clinicos, tecido congelado, sangue e tecidos fixados em

parafina e processados em formalina.
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4.2.2 Critérios de Exclusao

o Pacientes que receberam tratamento cirlrgico ou quimioterdpico prévio em
outra instituig&o.

o Pacientes que receberam tratamento neoadjuvante com radio ou
quimioterapia.

o Pacientes que tiveram outra neoplasia primaria, com excecdo de neoplasias de
pele ndo melanoma.

o Pacientes portadores de sindromes associadas a predisposicdo de tumores

colorretais.

4.3 REVISAO DOS CASOS

Foram revistos 388 casos de CCR que se encontravam armazenados no Banco
de Tumores, excluindo 77 pacientes com tumores prévios, 10 com tumores
sincronicos, 31 que fizeram neoadjuvéancia, operados em outra instituicdo 15, 1 com
prontuario incompleto, 1 com registro hospitalar desconhecido, 5 com polipose
familiar e 18 com sindrome de Lynch.

Devido ao pequeno numero de casos (31 casos) que apresentavam plasma
armazenado no banco de tumores para avaliacdo do nitrito e nitrato, foram inclusos
mais 10 casos de pacientes operados no ano de 2007 que tinham este material
disponivel para o estudo. Desta forma foram selecionados 240 pacientes para o
estudo.

Todas as amostras selecionadas foram submetidas & revisdo por um

patologista do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital A. C. Camargo
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para confirmacdo diagndstica de adenocarcinoma, do estadiamento e para obter as
seguintes variaveis anatomopatoldgicas: grau de diferenciacdo, padrdo de
crescimento macroscdpico, desmoplasia, invasdes sanguinea, linfatica e perineural,
infiltrado linfocitario peritumoral, necrose suja, budding, borda de invasdo, tipo
histolégico e associagdo ou origem em adenomas (Figura 3) . Segundo Jass (2007)
budding se caracteriza por células isoladas ou agrupamento com menos de cinco
celulas na fronte de invaséo.

Histologicamente a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (HAMILTON et
al. 2000) classifica os carcinomas colorretais em: adenocarcinoma mucinoso (>50%
de mucina extracelular); adenocarcinoma com células em anel de sinete (> 50% de
células em anel de sinete); carcinoma epidermdide, carcinoma adenoescamoso;
carcinoma de pequenas células; carcinoma medular; carcinoma indiferenciado, e
outros (carcinoma de células claras, adenocarcinoma papilifero etc.).

O adenocarcinoma colorretal ¢ graduado levando-se em consideracdo a
extensdo da aparéncia glandular do tumor, sendo subdividido em: bem diferenciado
(mais de 95% de estruturas glandulares), moderadamente diferenciado (50 a 95% de
formagdes glandulares) e pouco diferenciados (5 a 50% de formacGes glandulares).

Além da classificacdo histolégica e do estadiamento, outros parametros
histol6gicos devem ser considerados, pois estdo associados ao valor progndstico. Sao
eles: a invasdo angiolinfatica, a invasdo perineural, o infiltrado inflamatério
peritumoral ou intratumoral, a desmoplasia e 0 padrdo de crescimento do tumor

(infiltrativo ou expansivo).
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E - Desmoplasia (10X); F - Invasdo vascular sanguinea (10x)




K - Adenoma classico (20X) L - Adenoma serreado tradicional (20X)

Figura 3 — Fotomicrografia de varidveis anatomopatoldgicas do adenocarcinoma
colorretal utilizadas neste estudo.
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44  ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

O estudo imunoistoquimico para as proteinas NOS1, NOS2, NOS3 e MGMT
foi realizado em tecido de tumor dos casos selecionados. Foram utilizados cortes de
5um dos blocos de parafina dos tumores correspondentes ao tumor colonico que se
encontrava no banco de tumores. Foram usados anticorpos contra as proteinas:
NOS1, NOS2 e NOS3 e MGMT, conforme Tabela 1.

Para a avaliagdo da expressdo da proteina MGMT foi usado o anticorpo da
Labvision® (clone MT 3:1) nas seguintes dilui¢gdes 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500,
1: 1000 e 1:2000 nos pHs 6 e 9, tanto com recuperacdo antigénica em panela de
pressdo, quanto em panela pascal e em banho-maria. Por se tratar de uma proteina
nuclear esperava-se encontrar positividade exclusivamente nuclear (Figura 4).
Porém, neste estudo foi constatada positividade tanto nuclear quanto citoplasmatica.
Por isso, foram testadas as mesmas diluicdes e os mesmos pHs em tecido congelado,
na tentativa de um achado mais conclusivo, mas também foi constatada positividade
tanto nuclear quanto citoplasmatica (Figura 5). Diante disso, foram mantidas as
analises com material parafinado e os casos com expressdao citoplasmatica foram

considerados inconclusivos (Figura 6) e retirados das analises.



Tabela 1 — Anticorpos, clones, origens e dilui¢des utilizadas.
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Antigeno

Clones Titulos

Recuperacéo Antigénica

Fabricante

NOS 1

NOS 2

NOS 3

MGMT

16 1:200
6 1:25
3 1:2000

MT3:1 1:100

Citrato PH6,0

Panela presséo

Citrato PH6,0

Panela pressao

Citrato PH6,0

Panela presséo

EDTA Tris PH9,0

Panela Pascal

BDtranduction cat#610309

BDtranduction cat#610329

BDtranduction cat#610297

Labvision
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Figura 4 — Mucosa colonica normal. Expressdo de MGMT com controle nuclear
positivo (40X).

Figura 5 — Adenocarcinoma colorretal. Expressdio de MGMT com positividade
citoplasmatica, encontrada nas amostras de tecido congelado (40X).

Figura 6 - Adenocarcinoma colorretal. Expressio de MGMT considerada
inconclusiva (20X).
O protocolo realizado segue no Anexo 2.
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4.4.1 Critério de Analise Imunoistoquimica

A leitura das laminas foi realizada em microscopio éptico comum. Os cortes
histologicos de neoplasia foram examinados e considerados perda da expressdo da
proteina de reparo MGMT quando houve negatividade nuclear na reacdo de
imunoistoquimica e a presenca de células positivas no estroma. A expressdo de
MGMT foi classificada quanto a perda da expresséo e presenca da expressao.

A expressdo de NOS1, NOS2 e NOS3 foi avaliada multiplicando-se a
extensdo da positividade pela intensidade da expressdo, sendo de 0 a 4 pouco
expressivo, de 5 a 8 expressdo intermediaria e de 9 a 12 expressdo intensa. A
extensdo da positividade foi estabelecida em uma escala de 0 a 4 e a intensidade da

expressao foi medida de 0 a 3, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Escore para leitura imunoistoquimica das laminas de NOS1, NOS2 e
NOS3.

Intensidade Extenséo

0: ndo expressao 0: Negatividade

1: pouca intensidade 1:1-25%

2: moderada intensidade 2: > 25% <50%

3: grande intensidade 3:>50% <75%
4: > 75%

Para o controle das reacdes imunoistoquimicas foram usadas mucosas

coldnicas normais.
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45 MICRODISSECCAO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE DNA

Para a microdissec¢do manual das amostras foram realizados de cada amostra
15 cortes de 5um em creostato a -20°C dos tumores congelados que se encontravam
no banco de tumor e que eram correspondentes aqueles usados para a realizacdo do
estudo imunoistoquimico. Os cortes foram capturados em laminas de vidro e
colocados em caixa de laminas que foram acondicionadas em caixas de isopor
contendo gelo seco com cuidados para evitar DNases e RNases. Um dos cortes foi
corado utilizando a técnica de hematoxilina e eosina para avaliar a quantidade de
tumor e marcar a area do tumor para realizar a microdisseccdo manual (scrape) ou
selecionar os casos onde seria necessaria a realizacdo de microdisseccdo a laser
(LCM). Os casos contendo mais de 60% de volume do tumor foram realizados
microdissec¢cdo manual e nos demais LCM. Para a realizacdo da microdissec¢do
manual quatro ldminas foram selecionadas e postas contra a ldmina marcada para que
retirasse apenas o material do tumor raspando a lamina com bisturi e transferindo
para um tubo de 1,5 ml contendo o buffer adequado para a lise das células. Para a
realizacio de LCM foram coradas quatro laminas e foram capturadas
aproximadamente 2000 células malignas de cada caso. Cada macrocapsula
(Molecular Devices) utilizada no processo de microdissec¢do contendo as células de
interesse foi colocada em um tubo de 1,5 ml contendo o buffer adequado para lise
das células.

O DNA foi extraido do material utilizando-se o KIT de extracdo QIAamp
DNA Micro (Qiagen, Uniscience do Brasil), conforme Anexo 3 e quantificado por

espectrofotometria utilizando-se 1uL de DNA no NanoDrop 1000 (Thermo
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scientific). Para verificar a integridade das amostras extraidas foi realizado PCR

utilizando iniciadores para o gene B-ACTINA (Tabela 3).

Tabela 3 - Sequéncia de iniciadores para amplificacio do gene B-ACTINA
empregados para verificar a integridade das amostras de DNA.

GENE INICIADOR SENSO (5’ - 3) INICIADOR ANTISENSO (3’ -5’)

B-ACTINA GTGTTGTGGGTGTAGGTAG CATGTCACACTGGGGAAG

Essa reacdo foi realizada sob as seguintes condigdes: 1X tampéo de PCR,
1,5mM de MgCly; 0,2mM de dNTPs; 10pMol de cada iniciador; 1,0U de Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) e 100ng de DNA em um volume final de 25ul. Os ciclos
foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf Mastercycler Gradient
(Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte maneira: utilizado foi: 94°C por
5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 66°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto;
72°C por 7 minutos. Para visualizacdo dos produtos amplificados as amostras foram

aplicadas em gel de agarose a 2% (Figura 7) e, posteriormente estocadas a - 20° C.

Figura 7 - Gel representativo da PCR para teste da integridade do DNA antes do

tratamento com bissulfito de sédio.
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46 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

A seguir foi realizado um tratamento com bissulfito de sodio. Neste
tratamento ocorre a conversdo das citosinas ndo metiladas em uracilas, por
deaminacdo. As citosinas metiladas séo protegidas da conversdo e permanecem como

citosinas. A Figura 8 ilustra esta converséo.

’—g—ge_e — 5 g—ge—e—
—G—G;Aj)—? - G—cigﬁ—s

N\ -
N

5’—U—C?G—G — 5 U—UG—G —
+ +
—G—GE—U —5’ —G—GUU—>5

Fonte: TRINH et al. (2001)

Figura 8 — Conversdo do tratamento com bissulfito de sddio. O bissulfito de sédio
modifica a sequéncia do DNA genbmico pela conversao de citosinas ndo metiladas (circulos
abertos) em uracilas, enquanto citocinas metiladas (circulos fechados) permanecem

inalteradas.

Um pg de DNA de cada amostra foi submetido ao tratamento com bissulfito
de sodio através do kit EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research), conforme Anexo

4. Para verificar sua integridade foi realizado PCR utilizando primers constitutivos

de B-ACTINA tratada com bissulfito (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sequéncia de iniciadores para amplificacdo do gene B-ACTINA tratada
com bissulfito.

GENE INICIADOR SENSO (5’ - 3’) INICIADOR ANTISENSO (3’ -57)

B-ACTINA BISSULFITO TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

Essa reacdo foi realizada sob as seguintes condigdes: 1X tampédo de PCR,
1,5ul de MgCly; 0,5ul de dNTPs; 1ul de cada iniciador; 0,2ul de Taq Platinum
(Invitrogen) e 2ul de DNA em um volume final de 25ul. O programa de PCR
utilizado foi: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 66°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 7 minutos. Para visualizacdo dos produtos

amplificados as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 2% (Figura 9) e,

posteriormente estocado a - 80° C.

M 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

- o e & A el e - =

Figura 9 - Gel representativo da PCR para teste da integridade do DNA depois do
tratamento com bissulfito de sddio.

Ap0s o tratamento as amostras foram amplificadas utilizando-se a técnica de
PCR. Cada reacdo de PCR continha 2 pl de DNA, 10pmols de iniciadores senso e
antisenso (Pyromark™ MGMT- Qiagem), 1,5ul de MgCly; 1ul de dNTPs e 0,5ul de
HotStar Taq (Qlagem) em um volume total de 50ul. Os ciclos foram realizados em
uma maquina de PCR Eppendorf Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments,

Westbury, NY) da seguinte maneira: 95°C por 15 minutos, 35 ciclos de 95°C por 20
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segundos, 53°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e finalmente 7 minutos a

72°C. A seguir visualizado em gel de agarose 2% (Figura 10).

M 1234 56 78 9101112 13141516171819 20212223 C+C-

Figura 10 - Gel representativo para teste da integridade do DNA ap6s amplificacéo
do gene MGMT

47 EXTRACAO, METILACAO IN VITRO E TRATAMENTO COM

BISSULFITO DE SODIO DE DNA DE LINFOCITOS

O DNA de linfocitos metilados in vitro e tratado com bissulfito de sodio foi
empregado como controle das reagdes. Seguindo protocolo, conforme Anexo 5.
Vinte aliquotas de 2ug de DNA metilado in vitro, foram tratadas com

bissulfito de sodio, conforme protocolo j& descrito no Anexo 4.

48 AVALIACAO DO STATUS DE HIPERMETILACAO DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE MGMT POR MEIO DA TECNICA

DE PIROSSEQUENCIAMENTO

O pirossequenciamento é uma abordagem baseada no monitoramento em
tempo real da sintese do DNA. A reacdo de pirossequenciamento é catalisada por
quatro enzimas: DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase. Apos 0
anelamento do iniciador, a cada nucleotideo incorporado, pela atividade da DNA

polimerase, ocorre a liberacdo de fosfato inorganico (PPi), substrato da ATP
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sulfurilase para a producdo de ATP. Este por sua vez reage com a luciferase
produzindo luz, cuja intensidade é proporcional a quantidade de nucleotideos
incorporados. A apirase degrada os nucleotideos ndo incorporados e 0 excesso de
substrato (Figura 11) (NORDSTROM et al. 2002; AGAH et al. 2004; AHMADIAN

et al. 2006; SWAN et al. 2006).

ATP
sufurilase

@M PPI

Figura 11 — Enzimas que catalisam a reacdo de pirossequenciamento. Apds a

incorporacdo dos nucleotideos pela DNA polimerase hé liberacdo de fosfato inorganico (PPi)
que reage com a luciferase produzindo luz. A apirase degrada os nucleotideos néo

incorporados e 0 excesso de substrato.

A aplicacdo do pirossequenciamento na avaliacdo da hipermetilacdo
apresenta algumas vantagens com relacdo aos demais métodos empregados
atualmente (MSP, QMSP, sequenciamento, COBRA). Com essa abordagem é
possivel avaliar diversos sitios CpG, sem que seja necessario ficar restrito aqueles

presentes nos iniciadores e/ou sondas; ndo depende da presenca de sitios de restri¢do;
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ndo requer o sequenciamento de diversos clones e permite a quantificagdo dos sitios
de CpG (RAJEEVAN et al. 2006). Em nosso estudo foram avaliados os niveis de
metilacdo das posi¢es 17-39 no exon 1 do gene MGMT. Este experimento foi
realizado utilizando o kit Pyromark MGMT (Biotage, Suica) no qual contém todos os
primers necessarios para a avaliacdo dos sitios designados. Foi também avaliado
como controle de incorporacdo do tratamento de bissulfito um sitio de C seguido de
A na sequéncia original. A sequéncia de nucleotideos dispensados para o
sequenciamento em tempo real foi: ATCAGTTGTCAGTCTGATCAGTCAGTCGA.

A purificagdo da fita simples de DNA utilizada como molde na reagéo de
sequenciamento foi realizada em uma placa de 96-wells (Millipore, Bedford, MA).
Vinte e cinco pl do produto biotinilado foi purificado utilizando sefarose beads
marcadas com estreptoavidina (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). A
reacdo de sintese por sequenciamento da fita complementar foi realizada
automaticamente pelo instrumento PyroMark ID (Biotage) em temperatura ambiente
usando reagentes PyroGold (Biotage) (Figura 12). O sinal emitido durante a
incorporacdo de cada nucleotideo é detectado por uma cadmera CCD e convertido em

picos para formar um pirograma (Figura 13).

Primer
Sequenciamento
Senso

—Pp = EEEEEEEEEEEn * YYYYYQ
< L
Antisenso biotinilado
Figura 12 - |llustracdo da reacdo de PCR para o gene MGMT por

pirossequenciamento. Y, sitio CpG; Q, controle do tratamento de bissulfito.
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GGTCAGTGAC/CG

C me
L Bissulfito l
u mC

GOTUAGTGAU/MCG

U me
l PCR
v

GGTTAGTGAT/CG
l Andlise l

Figura 13 — Procedimento para analise de metilacdo do DNA. Tratamento com
bissulfito que transforma as citosinas ndo metiladas em uracilas; PCR para amplificacdo da

gene regido alvo do gene; analise por pirossequenciamento atraves da emissao do pirograma.

4.8.1 Critérios de Analise do Perfil de Metilacéo

Todos os ensaios foram feitos em duplicata, com duas amplificacdes
realizadas em momentos diferentes. Foram levados em consideragéo os resultados
gue permaneceram iguais em ambos os ensaios. Os casos que ndo obtivemos o0s
mesmos resultados foram excluidos da analise(N=32), pois ndo havia reagentes
suficientes para repeti-los.

Ainda ndo ha um consenso sobre valores utilizados para estabelecer um
cutoff, e também quais critérios devem ser usados para considerar um caso metilado.
No entanto, alguns estudos consideraram casos metilados, aqueles que variam de 9 a
15% das ilhas CpGs metiladas. Outros autores, estabeleceram que casos

demonstrando de 10 a 26% de metilagdo como intermediarios ou com baixo nivel de
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metilacdo e acima destes valores como metilado ou alto nivel de metilacéo,
respectivamente (RAJEEVAN et al. 2006; MINESKA et al. 2007; LEE et al. 2008;
EVERHARD et al. 2009).

Em nosso estudo para determinar o nivel de metilagdo de uma amostra,
utilizamos os critérios descritos por SHAW et al. (2006), com algumas modificacdes.
Os autores estabeleceram o indice de metilacdo (Mtl) para cada sitio CpG, utilizando
a seguinte férmula: mC/(mC+C) onde, mC corresponde ao numero de citosinas
metiladas e C ao numero de citosinas ndo metiladas. As citosinas metiladas
demonstram uma porcentagem correspondente ao dinucleotideo C e as citosinas ndo
metiladas demonstram uma porcentagem correspondente ao dinucleotideo T. Apds o
calculo deste indice para cada sitio CpG avaliado foi realizada uma média dos cinco
sitios avaliados para cada amostra.

Em nosso estudo ndo houve nenhuma amostra que apresentou 0% de
metilacdo para os cinco sitios CpGs avaliados. Assim sendo, consideramos uma
discreta porcentagem de metilagdo como sendo background. No estudo de SHAW et
al. (2008) foi considerado um cut-off de 5% de forma aleatéria. Diante disso, para
estabelecer um cut-off mais acurado, avaliamos o nivel de metilacdo do promotor do
gene MGMT em nove amostras de tecido colénico normal. Observamos que os sitios
mC demonstraram uma variagdo de 1% a 10%. Assim sendo, foi realizada uma
média destes sitios onde, Mtl igual ou menor que 0,10 foi considerado dentro do
padréo de variabilidade dos casos ndo metilados. Os casos que demonstraram Mtl

maior que 0,10 foram considerados metilados.
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Tabela 5 - Critérios de classificacdo do status de metilacdo do gene MGMT.

Nao metilado Metilado

Mtl 0a 0,10 Mtl > 0,10

A Figura abaixo representa 0s pirogramas emitidos com a variagdo de
incorporacdo do nucleotideo T nas ilhas CpGs que sdo utilizados para o calculo do

Mtl.

A12 :T/CGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGTAGG

2% 3% 2% 1% 3% Mtl = 0,02
125
100
75F
50F
=T L UL d LL U_k L___L_L
Ol““ﬁ——r*r_llll‘lllllllllllllllLT‘—lll
E S ATCAGTTGTCAGTCTGATC CAGTCAGCTCGA
5 10 15 20 ,'3’ 30
7 7
A — Pirograma demonstrando variacao de incorporacéo de T nas ilhas CpGs de 1 a 3%;
G4:T/CGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGTAGG
51% 48% 52% 42% 52% Mtl = 0,49
200
150
100
"L L—MT—*LM—MLV‘ L‘m
OE L‘L‘l——‘

E S ATCAGTTGTCAGJICTGATCAGTCAGCTCGA
5 10 / 15 20 30
B - Pirograma demonstrando variacéo de incorporagdo de T nas ilhas CpGs de 42 a 52%;

Figura 14 — Pirogramas de incorporacdo de nucleotideos T nas ilhas CpGs de DNA
tratado com bissulfito. Seta preta representa a ilha CpG e seta vermelha o controle.
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4.9 ANALISE DO NIVEL DE NITRATO E NITRITO NO SANGUE

A analise de nitrato e nitrito foi realizada na amostra do plasma congelado
(arquivado no Banco de Tumores). Dos pacientes selecionados, apenas 38 amostras
de plasma estavam disponiveis no banco de tumores para o estudo. Assim, foram
incluidos mais 3 casos operados no ano de 2007, chegando num total de 41 casos
analisados e 50 controles com individuos sem neoplasia, cujas amostras foram
cedidas pelo laboratdrio responsavel pela dosagem. A média de idade destes foi de
63,6 anos. A concentracdo de nitrito neste grupo variou de 8,8 mg/l a 98,9mg/l e, a
de nitrato variou de 10,2mg/l a 144,4Amg/l e, estes resultados foram usados como

referéncia para as nossas analises.

4.9.1 Nitrato

O método se baseia na reducdo do nitrato, presente na amostra, a nitrito. O
nitrito € determinado pela formacdo de um azo corante, por copulacdo entre acido
sulfanilico diazotado e dicloridrato de N-(1-naftyl)-etilediamina. A leitura € feita em
um comprimento de onda de 500nM.

O protocolo foi sequido conforme Anexo 6.

4.9.2 Nitrito

O método se baseia na formacdo de um azo corante , por copulacdo entre
acido sulfanilico diazotado e dicloridrato de N-(1-naftyl)-etilediamina, em um pH
entre 2,0 e 2,5. Como o acido sulfanilico diazotado é gerado no meio por reacdao

entre o acido sulfanilico adicionado e o nitrito presente na amostra. A intensidade da
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coloracgdo final depende da concentracdo de nitrito na amostra. A leitura ¢é feita em
um comprimento de onda de 500nM.

O protocolo foi sequido conforme Anexo 6.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas foram utilizados bancos de dados obtidos a partir
das informacdes de dados clinicos e anatomopatologicos armazenados no programa
SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows, versdo 17.0. Na analise
de associacdo entre as variaveis foi utilizado o teste do qui-quadrado ou teste exato
de Fisher

A significancia estatistica foi determinada para um valor de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 DESCRICAO DA AMOSTRA

6.1.1 Descricdo Anatomopatologica

No presente estudo, a revisdo de ldminas para a confirmacdo diagnostica foi
possivel em 212 casos que apresentavam laminas armazenados no Servigo de
Anatomia Patolégica do Hospital A C Camargo, mas 1 destes ndo havia blocos para
realizacdo de novos cortes e analise imunoistoquimica . Neste momento, também foi
realizado a confirmacdo das seguintes variaveis anatomopatoldgicas: grau de
diferenciagdo, sendo bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado; padrdao de crescimento macroscépico do tumor, sendo dividido em
exofitico, endofitico, difuso e misto; borda de invasdo, infiltrativa ou expansiva,;
Infiltrado tipo Crohn; presenca de infiltrado linfocitario peritumoral leve, moderado
ou intenso; desmoplasia leve, moderada ou intensa; invasGes vascular sanguinea,
linfatica e perineural; budding; necrose suja; adenomas associados, ou tumores
oriundo em adenomas como, adenoma classico, adenoma serreado tradicional, polipo
hiperplasico e adenoma sessil serreado.

De acordo com o grau de diferenciacdo foi observado a predominéncia de
adenocarcinoma moderadamente diferenciado, sendo este 163 casos (76,9%), pouco
diferenciado em 25 casos (11,8%) e bem diferenciado em 24 casos (11,3%). Quanto
ao padrdo de crescimento macroscépico do tumor, em 52 casos (23,8%) foi exofitico,

em 49 (22,8%) endofitico, em 5 (2,4%) difuso, em 103 (44,1%) era misto e, em 3
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casos (1,5%) nédo foi possivel avaliar. De acordo com a borda de invasdo, em 153
casos (72,2%) o tumor era infiltrativo, em 58 (27,4%) era expansivo e, em um caso
(0,5%) ndo havia invasdo. Em 4 casos (1,9%) encontramos presenca de infiltrado
tipo Crohn e, em 208 (98,1%) ndo foi encontrado este tipo de infiltrado. Infiltrado
linfocitéario peritumoral moderado foi mais predominante, correspondendo a 95 casos
(44,8%), seguido de 89 casos (42%) com infiltrado linfocitéario leve, 23 (10,8%)
intenso e, em 5 casos (2,4%) estava ausente. Desmoplasia ocorreu de forma leve e
moderada no mesmo numero de casos, 67 casos (31,6%), em 20 casos (9,4%)
apresentou-se de forma intensa e, em 58 (27,4%) estava ausente. Em relacdo a
invasdo sanguinea, em 199 casos (93,9%) estava ausente e, em 13 (6,1%) presente.
Invasdo linfatica foi encontrada em 29 casos (13,7%) e ausente em 183 casos
(86,3%). Invasao perineural estava ausente em 190 casos (89,6%) e, presente em 22
casos (10,4%). Budding estava ausente em 124 casos (58,5%), e presente em 76
casos, sendo leve em 69 casos (32,5%), moderado em 6 (2,8%), intenso em 1 caso
(0,5%) e ignorado em 12 casos (5,7%). Necrose suja estava ausente em 53 casos
(25%) e presente em 84, sendo leve em 27 casos (12,7%), moderada em 34 (16%),
intensa em 23 (10,8%) e ignorada em 75 casos (35,4%). Foi encontrada associagdo
com adenoma em 42 casos, sendo adenoma classico em 27 casos (12,7%), adenoma
serreado tradicional em 13 (6,2%), polipo hiperplasico em 7 (3,3%), adenoma séssil
serreado em 1 caso (0,4%). Todas as variaveis anatomopatoldgicas estdo

sumarizadas na Tabela 6.



Tabela 6 - Variaveis anatomopatoldgicas (n=212).

Variavel N %
Grau de diferenciagéo
Bem 24 11,3
Moderadamente 163 76,9
Pouco 25 11,8
Padré&o de crescimento macroscopico
Exofitico 52 23,8
Endofitico 49 22,8
Difuso 5 2,4
Misto 103 44,1
Ignorado 3 15
Borda de invasao
Infiltrativa 153 72,2
Expansiva 58 27,4
Ausente 1 0,5
Infiltrado tipo Crohn
Ausente 208 98,1
Presente 4 1,9
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 5 2,4
Leve 89 42
Moderado 95 44,8
Intenso 23 10,8
Desmoplasia
Ausente 58 27,4
Leve 67 31,6
Moderada 67 31,6
Intensa 20 94
Invasdo sanguinea
Ausente 199 93,9
Presente 13 6,1
Invasao linfatica
Ausente 183 86,3
Presente 29 13,7
Invaséo perineural
Ausente 190 89,6
Presente 22 10,4
Budding
Ausente 124 58,5
Presente 76 35,8
Ignorado 12 57
Necrose suja
Ausente 53 25,0
Leve 27 12,7
Moderada 34 16,0
Intensa 23 10,8
Ignorado 75 35,4
Tipo histolégico
Tubular 140 66,0
Com diferenciacédo mucinosa 26 12,3
Mucinoso 16 7,5
Cribriforme 8 3,8
Anel de sinete 1 0,5
Outros 20 94
Ignorado 1 0,5
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 11 52
Adenoma séssil serreado 2 0,9
Adenoma tradicional 5 2,4
Ausente 194 91,5
Adenoma associado
Adenoma classico 27 12,7
Adenoma serreado tradicional 13 6,2
Pélipo hiperplasico 7 3.3
Adenoma séssil serreado 1 0,4
Ausente 164 77,4

39
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6.1.2 Descricao de dados clinicos

As variaveis clinicas foram coletadas durante a revisdo dos prontudrios,
sendo: localizagdo do tumor, tipo de cirurgia realizada, estadio T, N e M e grupo por
estadio.

Os tumores col6nicos foram mais presentes nesta amostra, sendo em 92 casos
(31,7%) no cdlon direito, também em 92 casos (31,7%) no cdlon esquerdo e, em 56
(19,3%) localizados no reto. Colectomia parcial foi a cirurgia mais prevalente, 163
casos (68,2%), seguida da resseccdo anterior do reto em 58 casos (24,3%) e outras
em 18 casos (7,5%). Em relacdo ao estadio T, 49 casos (20,4%) estavam entre T1 e
T2 e, 191 (79,6%) entre T3 e T4. Cento e vinte casos (50%) se apresentaram sem
comprometimento de linfonodo (NO), 118 (49,2%) apresentavam-se entre estadio N1
e N2 e, em 2 casos (0,8%) esta informacdo ndo constava no prontuario. Em relacéo a
metastase ao diagndstico, em 187 casos (77,9%) ndo apresentaram metastase. Dos
que apresentaram, 28 casos (11,7%) era no figado, 8 (3,3%) no pulmédo ou
retroperitbneo e, em 17 casos (7,1%) em outras localizacbes. Quanto ao estadio
clinico, 115 casos (47,9%) estavam entre estadio | e 1, e 125 casos (52,1%) entre 0s

estadios I1l e V. As variaveis clinicas estdo descritas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Variaveis clinicas (n=240).

Varidveis N %
Tumor primario
Célon direito 92 31,7
Colon esquerdo 92 31,7
Reto 56 19,3
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 163 67,9
Ressecc¢do anterior do reto 58 24,2
Outras 19 7,9
Estadio pT
T1-T2 49 20,4
T3-T4 191 79,6
Estadio pN
NO 120 50,0
N1-N2 118 49,2
Ignorado 2 0,8
Metastase ao diagndstico
Figado 28 11,7
Pulméo ou retroperitdneo 8 3,3
Outros 17 7,1
Ausente 187 77,9
Grupo por estadio
-1 115 47,9
" -1v 125 52,1

6.2 ANALISE DA METILACAO DE MGMT

Em todos os casos disponiveis no banco de tumores foi realizada revisdo da
lamina de H&E em microscopio éptico comum e a area do tumor foi demarcada.
Quatro casos foram excluidos por apresentarem apenas material de adenoma, e onze
por apresentarem menos que 10% de tecido tumoral.

De acordo com os critérios estabelecidos para a analise 43 casos (31,2%)
encontravam-se ndo metilados, 95 casos (68,8%) metilados, conforme demonstrado

na Tabela 8.
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Tabela 8 - Perfil de metilacdo de MGMT (n=138)

Metilacdo de MGMT N %
Né&o metilado 43 31,2
Metilado 95 68,8

Todos os valores de metilacdo de cada caso estdo descritos no Anexo 7.

6.3 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

6.3.1 MGMT
Foram encontrados 43 casos (32,6%) com perda de expressao(Figura 15), 89
(67,4%) com presenca da expressdo de MGMT (Figura 16). Conforme descrito na

Tabela 9.

Tabela 9 — Expressdo da proteina MGMT de acordo com a presenca ou perda da
proteina (n=132).

MGMT N %

Perda da expresséo 43 32,6

Presenca da expressdo 89 67,4
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Figura 15 — Adenocarcinoma colorretal. Perda da expressdao de MGMT (40X).

Figura 16 — Adenocarcinoma colorretal. Expressdo de MGMT com positividade

nuclear e citoplasmatica, encontrada nas amostras parafinadas (20X).

A associagdo do perfil de metilacgdo de MGMT com a expressdo de sua
proteina demonstrou que, 93,9% dos casos com perda da expressdo da proteina

encontravam-se metilados (p<0,001), conforme demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Associacdo do perfil de metilaghio de MGMT com a expressao da
proteina MGMT (n=76).

Metilagdo de MGMT Expressdo de MGMT p
Perda Presenga
N&o metilado 2(6,1%) 21(48,8%)
Metilado 31(93,9%) 22(51,2%) <0,001

6.3.2 NOS1, NOS2 e NOS3

A imunorreatividade da NOS1 foi negativa em 4 (1,9%) dos 211 pacientes e
positiva em 204 (98,1%). Dentre estes com expressdo positiva, a marcacdo foi
evidenciada em 34 (16,4%) casos no nucleo, 43 (20,8%) no citoplasma e, 130
(62,8%) no nucleo e citoplasma. Para a NOS2 foi negativa em 4 (1,9%) e positiva em
207 (98,1%). Em todos os casos a positividade foi citoplasmatica. Na NOS3 foi
negativa em 9 (4,3%) e positiva em 202 (95,7%). Dentre estes casos de positividade
a distribuicdo da marcacao ocorreu em 2 (0,9%) casos no nucleo, 195 (96,5%) no
citoplasma e 5 (2,6%) no nucleo e citoplasma (Tabela 11 e 12). Foi analisada a

expressao das proteinas NOS1, NOS2 e NOS3 como demonstrado na Figura 17.
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A - NOS1 demonstrando expressao nuclear e B - NOS2 demonstrando expressao
citoplasmética (40x) citoplasmatica (40x)

C - NOS3 demonstrando expressdo nuclear e D - NOS3 demonstrando expressao
citoplasmaética (20x) citoplasmaética (20x)
Figura 17 - Fotomicrografia demonstrando as expressdes protéicas nos

adenocarcinomas colorretais com os anticorpos contra NOS1, NOS2 e NOS3.

Tabela 11 — Expressdes das enzimas NOS (n=211) de acordo com a auséncia ou
presenca.

Marcador Expressao N %
NOS1 Positiva 207 98,1
Negativa 4 1,9
NOS2 Positiva 207 98,1
Negativa 4 19
NOS3 Positiva 202 95,7

Negativa 9 4,3




Tabela 12 — Expressdes das enzimas NOS
expressao(n=207).
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de acordo com a localizagdo da

Marcador Expressao N %
NOS1 Ndcleo 34 16,4
Citoplasma 43 20,8
Nicleo e citoplasma 130 62,8
NOS2 Citoplasma 207 100,0
NOS3 Nucleo 2 0,9
Citoplasma 195 96,5
Nucleo e citoplasma 5 2,6

Para a avaliacdo das associacdes da expressdo das proteinas NOS1 foi

dividida em dois grupos, expressao nuclear e citoplasmatica, NOS2 e NOS3 em

apenas um grupo, todas levando em consideracédo a intensidade da expresséo.

A associacdo da expressdo de NOS1, NOS2 e NOS3 ndo apresentou

associacdo com a expressdo de MGMT (Tabela 13).

Tabela 13 - Associacdo entre a expressao de MGMT com as expressdes das

proteinas NOS1, NOS2 e NOS3(n=132).

Variaveis Expressdo de MGMT p
Perda Presenga

NOS1 nuclear
Ausente/ Fraca 33(76,7%) 62(69,7%) 0,396
Forte / Moderada 10(23,3%) 27(30,3%)

NOS1 citoplasmaética
Ausente/ Fraca 43(100,0%) 81(91,0%) NA
Forte / Moderada - 8(9%)

NOS?2 citoplasmatica
Ausente/ Fraca 23(53,5%) 38(42,7%) 0,244
Forte / Moderada 20(46,5%) 51(57,3%)

NOS3 nuclear e citoplasmatica
Ausente/ Fraca 31(72,1%) 66(74,2%) 0,801
Forte / Moderada 12(27,9%) 23(25,8%)

NA- Néo avaliavel
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A associacdo do perfil de metilacdo de MGMT néo foi significativa com a
expressdo das proteinas NOS1, NOS2 e NOS3. Todos os dados estdo demonstrados

na Tabela 14.

Tabela 14 - Associacdo do perfil de metilagdo de MGMT com as expressfes das
proteinas NOS1, NOS2 e NOS3 (n=115).

Variaveis Perfil de metilagéo

N&o metilado Metilado

NOS 1 nuclear
Ausente/ Fraca 27(67,5%) 57(76,0%) 0,328
Forte / Moderada 13(32,5%) 18(24,0%)

NOS 1 citoplasméatica
Ausente/ Fraca 37(92,5%) 72(96,0%) 0,421
Forte / Moderada 3(7,5%) 3(4,0%)

NOS 2
Ausente/ Fraca 20(50%) 25(33,3%) 0,081
Forte / Moderada 20(50%) 50(66,7%)

NOS 3
Ausente/ Fraca 25(62,5%) 54(72,0%) 0,295
Forte / Moderada 15(37,5%) 21(28,0%)

6.4 CONCENTRACAO PLASMATICA DE NITRATO E NITRITO

Foram analisadas amostras de plasma de 41 pacientes que foram elegiveis
para o estudo e possuiam material disponivel no Banco de Tumores. Os resultados
estédo apresentados em mg/I.

A concentragdo de nitrito variou de 9,9mg/l a 58,3mg/l e, a de nitrato variou
de 6,7 mg/l a 66,6mg/l. A média da concentracdo de nitrito foi significativamente
maior no grupo controle do que nos pacientes, 37,82mg/L e 23,05mg/L
respectivamente (p=0,001), assim como a média da concentracdo de nitrato foi

significativamente maior no grupo controle do que nos pacientes, 35,44mg/L e
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24,65mg/L respectivamente (p=0,010) Estes dados encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15 — Descri¢do da concentracdo de Nitrito e Nitrato entre casos e controles.

Caracteristicas Casos n(41) Controle n(50) p
Concentracédo de Nitrito (mg/L) 23,05 37,82 0,001*
Concentracédo de Nitrato (mg/L) 24,65 35,44 0,010*

A concentracdo média de nitrito e nitrato ndo foi associada com a expressao

da proteinas NOS1, NOS2 e NOS3, conforme demonstrado na Tabela 16.

Tabela 16 - Associacdo entre as concentracfes de Nitrito e Nitrato com as
expressdes das proteinas NOS1, NOS 2 e NOS3 (n=40).

Variaveis Concentracéo de p Concentracao de p
Nitrito Nitrato
Média Média
NOS 1 nuclear
Ausente/ Fraca 23,77 0,589 24,97 0,753
Forte / Moderada 20,99 23,13
NOS 1 citoplasmatica
Ausente/ Fraca 23,64 0,510 25,08 0,493
Forte / Moderada 18,77 19,30
NOS 2
Ausente/ Fraca 22,78 0,829 23,70 0,716
Forte / Moderada 23,64 25,35
NOS 3
Ausente/ Fraca 23,53 0,856 25,12 0,764
Forte / Moderada 22,77 23,68

A expressdo de MGMT ndo apresentou associacdo significativa com as

concentracdes de nitrito e nitrato (Tabela 17).
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Tabela 17 - Associagéo entre a expressao da proteina MGMT com as concentracfes
de Nitrito e Nitrato (n=21).

MGMT Concentracdo de Nitrito p Concentracédo de Nitrato p
Média Média
Perda da expressdo
17,65 0,108 18,55 0,154
Presenca da expressdo
26,47 26,68

A concentracdo de nitrito e nitrato ndo apresentou associa¢do com o perfil de

metilacdo, conforme demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18 - Associacdo do perfil de metilacdo de MGMT com as concentragcfes de
Nitrito e Nitrato (n=16).

Metilagdo MGMT Concentracéo de Nitrito p Concentracéo de Nitrato p

Média Média
Nao metilado 14,40 15,80
Metilado 22,26 0,243 25,28 0,267

6.5 ASSOCIACAO COM DADOS ANATOMO-CLINICOS

A associacao do perfil de metilagdo de MGMT foi realizada para as variaveis
clinicas e anatomopatologicas estabelecidas no estudo. Porém, ndo apresentou

nenhuma associacao significativa (Tabelas 19 e 20).
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Tabela 19 - Associacdo do perfil de metilagdo de MGMT com variaveis clinicas
(n=138)

Variaveis Perfil de metilagdo de MGMT
Metilado N&o metilado p
Tumor primario
Colon direito 15(34,9%) 33(34,7%)
Colon esquerdo 19(44,2 %) 45(47,4%) 0,827
Reto 9(20,9%) 17(17,9%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 27(62,8%) 70(73,7%) 0,140
Ressecc¢do anterior do reto 12(27,9%) 21(22,1%)
outras 4(9,3%) 4(4,2%)
Estadio T
T1-T2 10(23,3%) 16(16,8%) 0,372
T3-T4 33(76,7%) 79(83,2%)
Estadio N
NO 23(53,5%) 41(43,6%) 0,283
N+ 20(46,5%) 53(56,4%)
Metéstase ao diagndstico
Ausente 34(79,1%) 72(75,8%) 0,672
Presente 9(20,9%) 23(24,2%)

Grupo por estadio
-1 23(53,5%) 37(38,9%) 0,111
" -1v 20(46,5%) 58(61,1%)




Tabela 20 - Associacdo do perfil
anatomopatoldgicas (n=116).
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de metilacio de MGMT com variaveis

Perfil de metilacdo de MGMT

Variaveis N&o Metilado Metilado P
Grau de diferenciacao
Bem 4(10,0%) 6(7,9%)
Moderadamente 32(80,0%) 63(82,9%) 0,875
Pouco 4(10,0%) 7(9,2%)
Padréo de crescimento macroscépico
Exofidico 9(22,5%) 19(25,0%)
Endofidico 10(25,0%) 16(21,1%) NA
Difuso - 2(2,6%)
Misto 21(52,5%) 39(51.3%)
Desmoplasia
Ausente 8(20,0%) 24(31,6%) 0,185
Presente 32(80,0) 52(68,4%)
Invasdo sanguinea
Ausente 38(95,0%) 68(89,5%) 0,313
Presente 2(5,0%) 8(10,5%)
Invasao linfatica
Ausente 35(87,5%) 68(89,5%) 0,749
Presente 5(12,5%) 8(10,5%)
Invaséo perineural
Ausente 34(85,0%) 68(89,5%) 0,482
Presente 6(15,0%) 8(10,5%)
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 1(2,5%) 1(1,3%) 0,641
Presente 39(97,5%) 75(98,7%)
Necrose suja
Ausente 7(26,9%) 15(34,9%) 0,492
Presente 19(73,1%) 28(65,1%)
Budding
Ausente 22(59,5%) 46(64,8%) 0,586
Presente 15(40,5%) 24(35,2%)
Borda de invaséo
Ausente 31(77,5%) 51(67,1 %) NA
Infiltrativa 9(22,5%) 25(32,9%)
Expansiva - -
Tipo histolégico
Tubular 28(71,8%) 44(57,9%)
Mucinoso ou ¢/ diferenciacdo mucinosa 4(10,3%) 17(22,4%) 0,341
Cribriforme 3(7,7%) 4(5,3%)
Outros 4(10,3%) 11(14,5%)
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 2(66,7%) 3(50,0%)
Adenoma séssil serreado - 1(16,7%) NA
Adenoma tradicional 1(33,3%) 2(33,3%)
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 2(20,0%) 5(35,7%)
Adenoma séssil serreado - - NA
Pélipo hiperplasico 1(10,0%) 3(21,4%)
Adenoma classico 7(70,0%) 6(42,9%)

NA- Néo avaliavel
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A expressdao de MGMT foi também associada com as varidveis clinicas e
anatomopatoldgicas do estudo.

A presenca da expressdao mostrou associagdo com a presenca de linfonodos
positivos (p=0,047), com a presenca de desmoplasia (p=0,003), com a presenca de
necrose suja (p=0,002) e com a presenca de budding (p=0,007). Todas as associagdes

analisadas estdo demonstradas nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21 - Associacdo entre a expressao da proteina MGMT com variaveis clinicas
(n=132).

Variaveis Expressdo de MGMT p

Negativa Positiva

Tumor primario

Célon direito 17(39,5%) 35(39,3%) 0,762
Colon esquerdo 19(44,2%) 36(40,4%)
Reto 7(16,3%) 18(20,2%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 32(74,4%) 54(60,7%) 0,188
Ressecc¢éo anterior do reto 8(18,6%) 27(30,3%)
outras 3(7,0%) 8(9,0%)
Estadio T
T1-T2 8(18,6%) 18(20,2%) 0,826
T3-T4 35(81,4%) 71(79,8%)
Estadio N
NO 27(62,8%) 39(44,3%) 0,047*
N+ 16(37,2%) 49(55,7%)
Metéstase ao diagndstico
Ausente 35(81,4%) 64(73,0%) 0,293
Presente 8(18,6%) 24(27,0%)

Grupo por estadio
=1l 24(55,8%) 39(43,8%) 0,196
Hi-1v 19(44,2%) 50(56,2%)
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Tabela 22 — Associacdo entre a expressdo da proteina MGMT com variaveis

anatomopatoldgicas (n=132)

Variaveis Expressdo de MGMT p
Negativa Positiva
Grau de diferenciacéo
Bem 5(11,6%) 6(6,7%) 0,720
Moderadamente 35(81,4%) 67(75,3%)
Pouco 3(7,0%) 16(18,0%)
Padrao de crescimento macroscépico
Exofidico 9(20,9%) 24(27,3%)
Endofidico 12(27,9%) 20(22,7%) 0,831
Difuso 2(4,7%) 1(1,1%)
Misto 20(46,5%) 43(48,9%)
Desmoplasia
Ausente 16(37,2%) 13(14,6%) 0,003*
Presente 27(62,8%) 76(85,4%)
Invasao sanguinea
Ausente 38(88,4%) 83(93,3%) 0,341
Presente 5(11,6%) 6(6,7%)
Invasdo linfatica
Ausente 40(93,0%) 74(83,1%) 0,121
Presente 3(7,0%) 15(16,9%)
Invasdo perineural
Ausente 42(97,7%) 79(88,8%) 0,83
Presente 1(2,3%) 10(11,2%)
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 1(2,3%) 2(2,2%) 0,977
Presente 42(97,7%) 87(97,8%)
Necrose suja
Ausente 13(59,1%) 14(23,0%) 0,002*
Presente 9(40,9%) 47(77,0%)
Budding
Ausente 27(71,1%) 38(44,7%) 0,007*
Presente 11(28,9%) 47(55,3%)
Borda de invasdo
Ausente - -
Infiltrativa 29(67,4%) 74(83,1%) NA
Expansiva 14(32,6%) 15(16,9%)
Tipo histolégico
Tubular 25(58,1%) 61(69,3%)
Mucinoso ou ¢/ diferenciacdo mucinosa 12(27,9%) 14(15,9%) 0,474
Cribriforme 1(2,3%) 5(5,7%)
Outros 5(11,6%) 8(9,1%)
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 2(66,7%) 5(83,3%)
Adenoma séssil serreado - 1(16,7%) NA
Adenoma tradicional 1(33,3%) -
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 3(30,0%) 5(26,3%)
Adenoma séssil serreado - - NA
Pélipo hiperplésico 1(10,0%) 1(5,3%)
Adenoma classico 6(60,0%) 13(68,4%)

NA- Né&o avaliavel
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As expressdes protéicas de NOS1, NOS2 e NOS3 foram associadas com as
variaveis clinicas e anatomopatolégicas ja citadas.

A expressdo moderada/forte de NOS1 citoplasméatica foi associada com
linfonodos positivos. Ja a expressdo nuclear de NOS1 ndo apresentou significancia

estatistica com as variaveis clinicas, conforme descrito nas Tabelas 23 e 24.

Tabela 23 - Associacdo entre a expressdo de NOS1 citoplasmatica com variaveis clinicas
(n=211)

Variaveis NOS1 citoplasmatica
Fraca/ Moderada/ P
Negativa Forte

Tumor primario

Colon direito 75(37,7%) 7(58,3%)
Colon esquerdo 75(37,7%) 3(25,0%) 0,219
Reto 49(24,6%) 2(16,7%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 137(68,8%) 9(75,0%)
Ressec¢do anterior do reto 49(24,6%) 2(16,7%) 0,809
Outras 13(6,5%) 1(8,3%)
Estadio T
T1-T2 36(22,9%) 2(22,2%) 0,915
T3-T4 121(77,1%) 42(77,8%)
Estadio N
NO 112(56,6%) 2(16,7%) 0,007*
N+ 86(43,4%) 10(83,3%)
Metastase ao diagndstico
Ausente 163(81,9%) 9(75,0%)
Presente 36(18,1%) 3(25,0%) 0,549

Grupo por estadio
-1 107(53,8%) 3(25,0%)
" - v 92(46,2%) 9(75,0%) 0,053
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Tabela 24 - Associacdo entre a expressdo de NOS1 nuclear com variaveis clinicas
(n=211)

Variaveis NOS1 nuclear
Fraca/ Negativa  Moderada/ P
Forte

Tumor primario

Colon direito 55(35,0%) 27(50,0%)
Colon esquerdo 64(40,8%) 14(25,9%) 0,221
Reto 38(24,2%) 13(24,1%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 107(68,2%) 39(72,2%)
Ressecgdo anterior do reto 38(24,2%) 13(24,1%) 0,403
Outras 12(7,6%) 2(3,7%)
Estadio T
T1-T2 36(22,9%) 12(22,2%) 0,915
T3-T4 121(77,1%) 42(77,8%)
Estadio N
NO 88(56,4%) 26(48,1%) 0,294
N+ 68(43,6%) 28(51,9%)
Metéstase ao diagndstico
Ausente 129(82,2%) 43(79,6%)
Presente 28(17,8%) 11(20,4%) 0,679
Grupo por estadio
-1 85(54,1%) 25(46,3%)
I -1v 72(45,9%) 29(53,7%) 0,320

A expressdo forte/moderada de NOS1 citoplasmatica apresentou associacao
significativa com a auséncia das invasdes sanguinea (p=0,005), linfatica (p=0,035) e
perineural (p=0,05), sendo que os demais dados associados ndo foram significativos,

como demonstrado na Tabela 25.
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Tabela 25 -Associacdo entre a expressdo de NOS1 citoplasmatica com variaveis
anatomopatoldgicas (n=211).

Variaveis NOS1 citoplasma
Fraca/ Moderada/ p
Negativa Forte
Grau de diferenciagéo
Bem 24(12,1%) -
Moderadamente 156(78,4%) 6(50%) NA
Pouco 19(9,5%) 6(50%)
Padréo de crescimento macroscopico
Exofitico 51(25,8%) 2(16,7%)
Endofitico 44(22,2%) 4(33,3%) NA
Difuso 5(2,5%) -
Misto 98(49,5%) 6(50%)
Desmoplasia
Ausente 53(26,6%) 5(41,7%%) 0,257
Presente 146(73,4%) 7(58,3%)
Invasdo sanguinea
Ausente 189(95,0%) 9(75,0%) 0,005*
Presente 10(5,0%) 3(25,0%)
Invasdo linfatica
Ausente 175(87,9%) 8(66,7%) 0,035*
Presente 24(12,1%) 4(33,3%)
Invaséo perineural
Ausente 189(95,0%) 9(75,0%) 0,005*
Presente 10(5,0%) 3(25,0%)
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 5(2,5%) -
Presente 194(97,5%) 12(100%) 0,578
Necrose suja
Ausente 48(37,8%) 5(55,6%) 0,291
Presente 79(62,2%) 4(44,4%)
Budding
Ausente 120(63,8% 4(36,4%) 0,068
Presente 68(36,2%) 7(63,6%)
Borda de invaséo
Ausente 1(0,5%) -
Infiltrativa 142(71,4%) 10(83,3%) NA
Expansiva 56(28,1%) 2(16,7%)
Tipo histolégico
Tubular 132(66,3%) 7(63,6%
Mucinoso ou c/diferenciagdo mucinosa 39(19,6%) 3(27,3%) NA
Cribriforme 8(4,0%%) -
Outros 20(10,1%) 1(9,1%)
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 10(55,6%) 1(100%)
Adenoma séssil serreado 2(11,1%) - NA
Adenoma tradicional 5(27,8%) -
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 11(28,2%) -
Adenoma seéssil serreado 1(2,6%) - NA
Pélipo hiperpléasico 3(7,7%) 1(33,3%)
Adenoma classico 24(61,5%) 2(66,7%)

NA- Néo avaliavel
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A expressdo forte/moderada de NOS1 nuclear apresentou associacdo
significativa com a presenca de budding (p=0,013) e, os demais dados de suas

expressdo com variaveis anatomopatolégicas estdo apresentados na Tabela 26.



Tabela 26 - Associacdo entre a
anatomopatoldgicas (n=211).
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expressao de NOS1 nuclear com variaveis

Variaveis

NOS1 nuclear

Grau de diferenciacao
Bem
Moderadamente
Pouco
Padréo de crescimento macroscopico
Exofitico
Endofitico
Difuso
Misto
Desmoplasia
Ausente
Presente
Invasdo sanguinea
Ausente
Presente
Invasao linfatica
Ausente
Presente
Invasdo perineural
Ausente
Presente
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente
Presente
Necrose suja
Ausente
Presente
Budding
Ausente
Presente
Borda de invaséo
Ausente
Infiltrativa
Expansiva
Tipo histologico
Tubular
Mucinoso ou c/diferenciagdo mucinosa
Cribriforme
Outros
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional
Adenoma séssil serreado
Adenoma tradicional
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional
Adenoma séssil serreado
Pélipo hiperpléasico
Adenoma classico

Fraca/ Negativo Moderada/ Forte p
18(11,5%) 6(11,1%)

122(77,7%) 40(74,1%) 0,569
17(10,8%) 8(14,8%)

38(24,4%) 15(27,8%)

40(25,6%) 8(14,8%) 0,555

4(2,6%) 1(1,9%)

74(47,4%) 30(55,6%)

45(28,7%) 13(24,1%) 0,515

112(71,3%) 41(75,9%)

147(93,6%) 51(94,4%) 0,830
10(6,4%) 3(5,6%)

139(88,5%) 44(81,5%) 0,188
18(11,5%) 10(18,5%)

141(89,8%) 49(90,7%) 0,844
16(10,2%) 5(9,3%)

4(2,5%) 1(1,9%)

153(97,5%) 53(98,1%) 0,772
37(38,1%) 16(41,0%) 0,755
60(61,9%) 23(59,0%)

100(67,1%) 24(48,0%) 0,016*
49(32,9%) 26(52,0%)

1(0,6%) -

109(69,4%) 43(79,6%) NA
47(29,9%) 11(20,4%)

105(67,3%) 34(63,0%)

28(17,9%) 14(25,9%) 0,855
6(3,8%) 2(3,7%)
17(10,9%) 4(7,4%)
8(53,3%) 3(100%)
2(13,3%) - NA
5(33,3%) -
8(25,0%) 3(30,0%)
1(3,1%) - NA
4(12,5%) -
19(59,4%) 7(70,0%)

NA- Né&o avaliavel
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A expressdo moderada/forte de NOS2 apresentou associacdo estatisticamente

significativa com o estadio N+ (p=0,046) e com o estadio clinico Il - IV (p=0,048).

Os demais dados ndo apresentaram significancia estatistica e estdo apresentados nas

Tabelas 27 e 28.

Tabela 27 - Associacdo entre a expressdo de NOS2 com variaveis clinicas (n=211).

Variaveis NOS2 p
Fraco/ Negativo Moderado/ Forte
Tumor primario
Colon direito 42(46,7%) 40(33,1%)
Colon esquerdo 29(32,2%) 49(40,5%) 0,820
Reto 19(21,1%) 32(26,4%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 62(68,9%) 84(69,4)
Ressecgdo anterior do reto 23(25,6%) 28(23,1%) 0,873
outras 5(5,6%) 9(7,4%)
Estadio T
T1-T2 20(22,2%) 28(23,1%) 0,875
T3-T4 70(77,8%) 93(76,9%)
Estadio N
NO 56(62,2%) 58(48,3%) 0,046*
N+ 34(37,8%) 62(51,7%)
Metéstase ao diagndstico
Ausente 75(83,3%) 97(80,2%) 0,558
Presente 15(16,7%) 24(19,8%)
Grupo por estadio
-1 54(60,0%) 56(46,3%) 0,048*
I -1v 36(40,0%) 65(53,7%)




Tabela 28 - Associacdo entre a expressao de

anatomopatoldgicas (n=211).
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NOS2 com variaveis

Variaveis

Grau de diferenciacgéo
Bem
Moderadamente
Pouco
Padréo de crescimento macroscépico
Exofidico
EndofidicO
Difuso
Misto
Desmoplasia
Ausente
Presente
Invasdo sanguinea
Ausente
Presente
Invasao linfatica
Ausente
Presente
Invaséo perineural
Ausente
Presente
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente
Presente
Necrose suja
Ausente
Presente
Budding
Ausente
Presente
Borda de invasdo
Ausente
Infiltrativa
Expansiva
Tipo histolégico
Tubular
Mucinoso ou c/ diferenciacdo mucinosa
Cribriforme
Outros
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional
Adenoma séssil serreado
Adenoma tradicional
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional
Adenoma séssil serreado
Pélipo hiperplésico
Adenoma classico

NOS 2 p
Fraco/ Moderado/
Negativo Forte
7(7,8%) 17(14,0%)
69(76,7%) 93(76,9%%) 0,058
14(15,4%) 11(9,1%)
23(25,8%) 30(24,8%)
20(22,5%) 28(23,1%) 0,931
2(2,2%) 3(2,5%)
44(49,4%) 60 (49,6%)
28(31,1%) 30(24,8%) 0,309
62(68,9%) 91(75,2%)
84(93,3%) 114(94,2%) 0,792
6(6,7%) 7(5,8%)
75(83,3%) 108(89,3%) 0,210
15(16,7%) 13(10,7%)
84(93,3%) 106(87,6%) 0,169
6(6,7%) 15(12,4%)
3(3,3%) 2(1,7%) 0,427
87(96,7%) 119(98,3%)
23(42,6%) 30(36,6%) 0,482
31(57,4%) 53(63,4%)
52(61,9%) 72(62,6%) 0,919
32(38,1%) 43(37,4%)
- 1(8,0%)
62(68,9%) 90(74,4%) NA
28(31,1%) 30(24,8%)
57(64%) 82(67,8%)
20(22,5%) 22(18,2%) 0,693
2(2,2%) 6(5,0%)
10(11,2%) 11(9,1%)
7(77,8%) 4(44,4%)
1(11,1%) 1(11,1%) NA
1(11,1%) 4(44,4%)
5(31,3%) 6(23,1%)
- 1(3,8%) NA
1(6,3%) 3(11,5%)
10(62,5%) 16(61,5%)

NA- Néo avaliavel
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Dos casos com expressdao forte/moderada da proteina NOS3, 59,7%
apresentou associacdo significativa com presenca de desmoplasia (p=0,006), 60,5%
estiveram associados a auséncia de necrose suja (p=0,001) e, 43,5% a tumores do

tipo tubular (p=0,004) (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29 - Associacdo entre a expressdo de NOS3 com variaveis clinicas (n=211).

Variaveis NOS3 p

Fraco/ Negativo  Moderado/ Forte

Tumor primario

Célon direito 51(34,2%) 31(50,0%)
Célon esquerdo 55(36,9%) 23(37,1%) 0,07
Reto 43(28,9%) 8(12,9%)
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 99(66,4%) 47(75,8%)
Resseccdo anterior do reto 41(27,5%) 10(16,1%) 0,424
outras 9(6,0%) 5(8,1%)
Estddio T
T1-T2 30(20,1%) 18(29,0%) 0,160
T3-T4 119(79,9%) 44(71,0%)
Estadio N
NO 81(71,1%) 33(28,9%) 0,546
N+ 68(70,8%) 28(29,2%)
Metéastase ao diagndstico
Ausente 119(79,9%) 53(85,5%) 0,234
Presente 30(20,1%) 9(14,5%)

Grupo por estadio
-1 76(51,0%) 34(54,8%) 0,612
"n-v 73(49,0%) 28(45,2%)
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Tabela 30 - Associacdo entre a expressdo de NOS3 com variaveis
anatomopatoldgicas (n=211).
o NOS3 p
Variaveis Fraca/ Negativa Moderada/ Forte
Grau de diferenciacdo
Bem 12(8,1%) 12(19,4%) 0,098
Moderadamente 119(79,9%) 43(69,4%)
Pouco 18(12,1%) 7(11,3%)
Padréo de crescimento macroscopico
Exofidico 37(25,0%) 16(25,8%)
Endofidico 36(24,3%) 12(19,4%) 0,661
Difuso 4(2,7%) 1(1,6%)
Misto 71(48,0%) 33(53,2%)
Desmoplasia
Ausente 33(22,1%) 25(40,3%) 0,006*
Presente 116(77,9%) 37(59,7%)
Invasdo sanguinea
Ausente 136(91,3%) 62(100%) NA
Presente 13(8,7%) -
Invaséo linfatica
Ausente 130(87,2%) 53(85,5%) 0,731
Presente 19(12,8%) 9(14,5%)
Invasdo perineural
Ausente 138(92,6%) 52(83,9%) 0,053
Presente 11(7,4%) 10(16,1%)
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 4(2,7%) 1(1,6%)
Presente 145(97,3%) 61(98,4%) 0,540
Necrose suja
Ausente 30(30,6%) 23(60,5%) 0,001*
Presente 68(69,4%) 15(39,5%)
Budding
Ausente 85(61,2%) 39(65,0%) 0,607
Presente 54(38,8%) 21(35,0%)
Borda de invaséo
Ausente 1(0,7%) -
Infiltrativa 111(74,5%) 41(66,1%) NA
Expansiva 37(24,8%) 21(33,9%)
Tipo histologico
Tubular 112(75,5%) 27(43,5)
Mucinoso ou ¢/ diferenciacdo 18(12,2%) 24(38,7%) 0,004*
mucinosa 5(3,4%) 3(3,8%)
Cribriforme 13(8,8%) 8(12,9%)
Outros
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 9(75,0%) 2(33,3%)
Adenoma séssil serreado 1(8,3%) 1(16,7%) NA
Adenoma tradicional 2(16,7%) 3(50,0%)
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 7(22,6%) 4(36,4%)
Adenoma séssil serreado 1(3,2%) - NA
Pélipo hiperplasico 3(9,7%) 1(9,1%)
Adenoma classico 20(64,5%) 6(54,5%)

NA- Né&o avaliavel
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Associando os dados clinicos e anatomopatologicos destes 41 pacientes com

a concentracdo de nitrito e nitrato, a concentracdo de ambos foi significativamente

maior em individuos com linfonodos positivos, 34,7mg/l (p= 0,01) e 33,5mg/l (0,05)

respectivamente. Nao houve associacao significativa entre as concentragcdes de nitrito

e nitrato com os demais dados estudados. Os valores estdo na Tabelas 31 e 32.

Tabela 31 — Associacdo entre as concentra¢fes de Nitrito e Nitrato com as variaveis

clinicas (n=41).

Variaveis

Tumor primario
Célon direito
Colon esquerdo
Reto

Estadio N
NO
N+

Estadio M
Ausente
Presente

Estadio T
T1+T2
T3+ T4

Grupo por estadio

-1l
Hn-1v

Concentracéo de
Nitrito

Média

26,3
21,8
22,5

23,9
34,7

22,7
24,7

25,3
22,3

23,4
22,3

p

0,631

0,010*

0,649

0,505

0,776

Concentracdo de Nitrato

Média

26,1
23,5
24,6

24,6
33,5

23,9
28,4

26,7
24,0

241
25,7

p

0,862

0,050*

0,436

0,597

0,731
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Tabela 32 — Associacédo entre as concentracdo de Nitrito e Nitrato com as variaveis
anatomopatoldgicas (41 casos).

Variaveis Concentracao de p Concentracéao p
Nitrito de Nitrato
Média Média
Grau de diferenciagéo
Bem 21,7 19,7
Moderadamente 23,8 0,870 25,5 0,644
Pouco 20,7 26,2
Padréo de crescimento macroscépico
Exofidico 25,8 25,5
Endofidico 19,6 0,707 22,4 0,954
Difuso 15,2 20,1
Misto 23,1 25,6
Desmoplasia
Ausente 23,1 0,927 23,6 0,687
Presente 23,4 25,4
Invasdo sanguinea
Ausente 22,8 0,329 24,4 0,614
Presente 31,6 29,5
Invasao linfatica
Ausente 23,6 0,770 24,1 0,623
Presente 22,1 26,8
Invaséo perineural
Ausente 23,6 0,612 24,9 0,749
Presente 20,7 22,8
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 13,7 12,0
Presente 23,5 0,431 24,9 0,361
Tipo histolégico
Tubular 23,1 24,7
Mucinoso ou ¢/  diferenciagdo 20,7 0,216 215 0,281
mucinosa 34,6 36,0
QOutros
Necrose suja
Ausente 22,4 0,820 24,4 0,829
Presente 23,6 23,2
Budding
Ausente 23,7 0,830 24,8 0,949
Presente 22,8 24,5
Borda de invasao
Infiltrativa 20,8 0,66 22,1 0,94
Expansiva 28,3 29,9
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 29,7 26,8
Adenoma séssil serreado 38,6 32,3
Adenoma tradicional 29,1 0,844 13,8 0,731
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 22,6 22,8
Pélipo hiperplésico 19,4 0,491 20,0 0,889

Adenoma classico 17,1 19,9
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66 O PAPEL DA COMBINACAO DO STATUS DE
METILACAO DE MGMT COM SUA EXPRESSAO PROTEICA,
ASSOCIADOS COM AS NOS, NITRITO E NITRATO E COM AS

VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMPATOLOGIAS

Os pacientes avaliados para ambos, metilacdo e imunoistoquimica foram
selecionados e divididos em 4 grupos: Grupo 1 - metilado com perda da expressdo
(n=31); Grupo 2 - metilado sem perda da expressao(n=22); Grupo 3 - ndo metilado
com perda da expressdo(n=2); Grupo 4 - ndo metilado sem perda da
expressao(n=21).

Estes foram, entdo associados com a expressdo das NOS, nitrato e nitrito e
com as variaveis clinicas e anatomopatoldgicas. Nenhum dos grupos mostrou

associacdo com a expressdo das NOS (Tabela 33 e 34).

Tabela 33 - Combinagdo da metilacdo e expressdo protéica de MGMT, associados
com a expressao das proteinas NOS1, NOS2 e NOS3(n=53).

Variaveis Metilado c/ perda Metilado s/ perda p
da expressdo da expressdo

NOSL1 nuclear
Ausente/ Fraca 24(77,4%) 15(68,2%) 0,452
Forte / Moderada 7(22,6%) 7(31,8%)

NOS1 citoplasmatico
Ausente/ Fraca 31(100,0%) 21(95,5%) NA
Forte / Moderada - 1(4,5%)

NOS2
Ausente/ Fraca 14(45,2%) 6(27,3%) 0,186
Forte / Moderada 17(54,8%) 16(72,7%)

NOS3
Ausente/ Fraca 23(74,2%) 18(81,8%) 0,513
Forte / Moderada 8(25,8%) 4(18,2%)

NA- Né&o avaliavel
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Tabela 34 — Combinacdo do status ndo metilado e expressdo protéica de MGMT,

associados com a expressdo das proteinas NOS1, NOS2 e NOS3 (n=23).

Variaveis

NOSI1 nuclear
Ausente/ Fraca
Forte / Moderada

NOSL1 citoplasmatica

Ausente/ Fraca

Forte / Moderada
NOS2

Ausente/ Fraca

Forte / Moderada
NOS3

Ausente/ Fraca

Forte / Moderada

Néao Metilado ¢/

perda da expresséo

1(50,0%)
1(50,0%)

2(100,0%)

1(50,0%)
1(50,0%)

1(50,0%)
1(50,0%)

Nao Metilado s/

perda da expressédo

14(66,7%)
7(33,3%)

18(85,7%)
3(14,3%)

10(47,6%)
11(52,4%)

14(66,7%)
7(33,3%)

0,636

NA

0,949

0,636

NA- N&o avaliavel

A associacdo dos grupos 1 e 2 com as concentracGes de nitrito e nitrato

também ndo demonstraram nenhuma significancia estatistica, conforme demonstrado

na Tabela 35.

Tabela 35 — Combinacdo da metilacdo e expressao protéica de MGMT, associados
com as concentrac@es de nitrito e nitrato(n=8).

Variaveis

Metilado ¢/ perda da
expressao
Metilado s/ perda da

expressdo

Concentracdo de p
Nitrito
Média
16,03
0,080
31,22

Concentracdo de Nitrato

p

Média
18,40

33,24

0,162
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Devido ao pequeno nimero de casos(n=2) ndo foi possivel avaliar os grupos
3 e 4 com as concentracdes de nitrito e nitrato.

A associagdo dos grupos 1 e 2 com as variaveis clinicas também ndo
demonstraram nenhuma significancia estatistica, conforme demonstrado na Tabela

36.

Tabela 36 — Combinacdo da metilacdo e expressao protéica de MGMT, associados
com as variaveis clinicas(n=53).

Variaveis Metilado ¢/ perda  Metilado c/ presenga p
da expressao da expresséo

Tumor primario

Célon direito 12(38,7%) 6(27,3%) 0,379
Colon esquerdo 15(48,4%) 12(54,5%)
Reto 4(12,9%) 4(18,2%)

Cirurgia realizada
Colectomia parcial 24(77,4%) 12(54,5%) NA
Ressecgdo anterior do reto 7(22,6%) 9(40,9%)
outras - 1(5,0%)

Estadio T
T1-T2 6(19,4%) 4(18,2%) 0,914
T3-T4 25(80,6%) 18(81,8%)

Estadio N
NO 19(61,3%) 8(38,1%) 0,100
N+ 12(38,7%) 13(61,9%)

Metéstase ao diagndstico
Ausente 25(80,6%) 16(72,7%) 0,497
Presente 6(19,4%) 6(27,3%)

Grupo por estadio
-1 17(54,8%) 7(31,8%) 0,097
- 14(45,2%) 15(68,2%)

NA- Nao avaliavel



68

Ja, em relacdo as variaveis anatomopatologicas, foram associados a presenca de
desmoplasia (p=0,046), presenca de necrose suja (p=0,002) e de budding (p=0,024)

(Tabela 37).
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Tabela 37 - Combinacao da metilacdo e expressédo protéica de MGMT, associados
com as variaveis anatomopatologicas(n=53).

Variaveis Metilado ¢/ perda  Metilado c/ presenca p
da expressao da expressao
Grau de diferenciagéo
Bem 3(9,7%) -
Moderadamente 26(83,9%) 18(81,8%) NA
Pouco 2(6,5%) 4(18,2%)
Padrao de crescimento macroscépico
Exofidico 6(19,2%) 5(22,7%)
Endofidico 8(25,8%) 3(13,6%) NA
Difuso 2(6,5%) -
Misto 15(48,4%) 14(63,6%)
Desmoplasia
Ausente 12(38,7%) 3(13,6%) 0,046*
Presente 19(61,3%) 19(86,4%)
Invasdo sanguinea
Ausente 27(87,1%) 19(86,4%) 0,938
Presente 4(12,9%) 3(13,6%)
Invasdo linfatica
Ausente 29(93,5%) 18(81,8%) 0,184
Presente 2(6,5%) 4(18,2%)
Invaséo perineural
Ausente 30(96,8%) 20(90,9%) 0,363
Presente 1(3,2%) 2(9,1%)
Infiltrado linfocitario peritumoral
Ausente 1(3,2%) - NA
Presente 30(96,8%) 20(100,0%)
Necrose suja
Ausente 9(64,3%) 1(7,1%) 0,002*
Presente 5(35,7%) 13(92,9%)
Budding
Ausente 19(73,1%) 9(40,9%) 0,024*
Presente 7(26,9%) 12(59,1%)
Borda de invaséo
Ausente - -
Infiltrativa 20(64,5%) 18(81,8%) NA
Expansiva 11(35,5%) 4(18,2%)
Tipo histolégico
Tubular 16(51,6%) 16(72,7%)
Mucinoso ou ¢/ diferenciacdo 9(29,0%) 3(13,6%) 0,247
mucinosa 1(3,2%) 1(4,5%)
Cribriforme 5(16,1%) 1(4,5%)
Outros
Oriundo em adenoma
Adenoma serreado tradicional 2(66,7%)
Adenoma séssil serreado - - NA
Adenoma tradicional 1(33,3%)
Associado com adenoma
Adenoma serreado tradicional 2(33,3%) 1(50,0%)
Adenoma séssil serreado - - NA
Pélipo hiperplésico 1(16,7%) -
Adenoma classico 3(50,0%) 1(50,0%)

NA- Né&o avaliavel
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A associagédo do grupo 3 e 4 com as variaveis clinicas e anatomopatoldgicas
também ndo demonstraram nenhuma significancia estatistica, e os dados estdo

demonstrados nas Tabelas 38 e 39.

Tabela 38 — Combinacdo do status ndo metilado e expressdo protéica de MGMT,
associados com as variaveis clinicas(n=23).

Variaveis N&o Metilado ¢/  N&o Metilado s/ perda p
perda da expressao da expresséo
Tumor primario
Célon direito 2(100,0%) 21(100,0%) NA
Colon esquerdo - -
Reto - -
Cirurgia realizada
Colectomia parcial 2(100,0%) 13(61,9%) NA
Resseccdo anterior do reto - 4(19,0%)
outras - 4(19,0%)
Estddio T
T1-T2 - 5(23,8%) NA
T3-T4 2(100,0%) 16(76,2%)
Estadio N
NO 2(100%) 8(38,1%) NA
N+ - 13(61,9%)
Metastase ao diagndstico
Ausente 2(100,0%) 14(66,7%) NA
Presente - 7(33,3%)
Grupo por estadio
-1 2(100,0%) 8(38,1%) NA
"n- v - 13(61,9%)

NA- Nao avaliavel
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Tabela 39 - Combinagdo da metilacdo e expressdo protéica de MGMT, associados

com as variaveis anatomopatoldgicas (n=23).

Variaveis N&o Metilado ¢/
perda da expressédo

Grau de diferenciacéo

Bem -

Moderadamente 2(100,0%)

Pouco -
Padrao de crescimento macroscépico

Exofidico 1(50,0%)

Endofidico -

Difuso -

Misto 1(50,0%)
Desmoplasia

Ausente 1(50,0%)

Presente 1(50,0%)
Invasao sanguinea

Ausente 2(100,0%)

Presente -
Invasédo linfatica

Ausente 2(100,0%)

Presente -
Invasdo perineural

Ausente 2(100,0%)

Presente -
Infiltrado linfocitario peritumoral

Ausente -

Presente 2(100,0%)
Necrose suja

Ausente -

Presente -
Budding

Ausente 2(100,0%)

Presente -
Borda de invasao

Ausente 1(50,0%)

Infiltrativa 1(50,0%)

Expansiva -
Tipo histologico

Tubular 1(50,0%)

Mucinoso ou ¢/ diferenciacdo 1(50,0%)
mucinosa -

Cribriforme -

Outros
Oriundo em adenoma

Adenoma serreado tradicional -

Adenoma séssil serreado -

Adenoma tradicional -
Associado com adenoma

Adenoma serreado tradicional 1(50,0%)

Adenoma séssil serreado -

Pélipo hiperplésico -

Adenoma classico 1(50,0%)

N&o Metilado s/
perda da expressao

2(9,5%)
15(71,4%)
4(19,0%)

5(23,8%)
6(28,6%)

10(47,6%)

4(19,0%)
17(81,0%)

19(90,5%)
2(9,5%)

17(81,0%)
4(19,0%)

16(76,2%)
5(23,8%)
21(100,0%)

3(20,0%)
12(80,0%)

9(50,0%)
9(50,0%)

19(90,5%)
2(9,5%)

12(60,0%)
3(15,0%)
3(15,0%)
2(10,0%)

2(100,0%)
1(16,7%)

1(16,7%)
4(66,7%)

p

NA

NA

0,311

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA- Nao avaliavel
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7 DISCUSSAO

Com a finalidade de estudar compostos que interferem no status de metilacédo
do gene MGMT e na expressdao de sua proteina no CCR, este estudo avaliou a
expressao das NOS e as concentracdes de nitrito e nitrato.

As concentracdes de nitrito e nitrato foram avaliadas por meio da técnica de
espectofotometria, a expressio de NOS1, NOS2, NOS3 e MGMT por
imunoistoquimica e o status de metilagdo do gene MGMT, utilizando-se a técnica de
pirossequenciamento.

O gene MGMT pode encontrar-se metilado entre 41% (DE VOGEL at al.
2009) e 60,7% (CHEN et al. 2009) dos tumores colorretais e, isso tém sido
relacionado com a perda de expressdo proteica. Entretanto, a perda da expressédo de
MGMT também foi associada a exposicdo ao NO e a compostos por ele formado
(LIU et al. 2002; LAVAL e WINK 2004). Porém, até o presente momento nenhum
estudo incluiu a avaliagdo de compostos nitrosos com perfil de metilacdo e a
expressao de MGMT em CCR.

O NO ¢ resultado da oxidacdo da L-arginina pela NOS e reage com o
oxigénio formando produtos como o nitrato e o nitrito (LUNDBERG et al. 2004). O
NO tem um importante papel na defesa do hospedeiro diante da agressdo por
patdgenos e também na manutencdo da homeostase normal do organismo. Contudo,
excessiva ou prolongada exposi¢cdo a NO pode causar uma variedade de processos
patoldgicos incluindo a carcinogénese. Por ser um gas com curto tempo de vida, sua

determinacdo laboratorial é complexa e, geralmente é feita de maneira indireta por



73

meio de seus produtos ou das enzimas NOS que atuam em seu metabolismo, como
realizado neste estudo.

No presente estudo, foram avaliadas as concentra¢Bes plasmaticas de nitrito e
nitrato nos pacientes com CCR comparando com o grupo controle de individuos sem
cancer. Estes apresentaram concentrac0es significativamente maiores, tanto de nitrito
(p=0,001) quanto de nitrato (p=0,010).

Na literatura os resultados séo diferentes daqueles obtidos no presente estudo.
SZALECZKY et al. (2000) demonstraram maior concentragdo de nitrito e nitrato
(p<0.001) em pacientes com CCR, quando comparados ao grupo controle. Da mesma
forma, PATEL et al. (2010) com o objetivo de estimar a formacao de NO, avaliaram
as concentragOes plasmaticas de nitrito e nitrato e seu papel na patogénese do cancer
oral. Estes ultimos, encontraram concentragfes significativamente maiores em
pacientes com lesdes pré-neoplésicas e pacientes com tumor na cavidade oral,
quando comparado com o grupo controle, associando isso a uma maior atividade do
NO.

KODAMA et al. (2003) ndo observaram diferenga entre a concentragdo de
nitrito e nitrato em pacientes portadores de cancer gastrico e com gastrite atréfica,
embora a concentracdo de nitrito no suco gastrico tivesse sido maior nos pacientes
com cancer. Estes resultados demonstram que processos inflamatérios também
colaboram com o aumento da concentragdo dos compostos nitrosos.

Tanto nos estudos descritos acima, como neste estudo, foram utilizados os
mesmos testes para a determinacdo de nitrito e nitrato no plasma dos individuos.
Sendo que em todos foi utilizado plasma congelado. Assim sendo, a alegacéo de

diferencas entre as metodologias ndo € cabivel neste caso. Além disso, se espera
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biologicamente que haja um aumento destes compostos no tumor quando comparado
com o individuo sem tumor. No entanto, uma possivel explicacdo seja 0 nimero
diminuto de casos utilizados neste estudo para a determinacao de nitrito e nitrato no
plasma de pacientes portadores de CCR.

JOBGEN et al. (2007) discutem que devido ao fato de nitrito e nitrato néo
serem somente um produto especifico da metabolizacdo do NO, mas também
poderem ser originados de outras fontes, o0 uso de suas concentragdes em amostras
biol6gicas como indicador de NO deve ser usado com cautela.

O outro método indireto utilizado para evidenciar o papel do NO na
carcinogénese foi através das enzimas NOS, onde observamos 98,1% de expresséo
positiva de NOS1 e NOS2 e, 95,7% de NOS3.

Véarios autores demonstraram a expressdao das enzimas NOS em
adenocarcinomas colorretais. YAGIHASHI et al. (2000) descreveram expressdo de
NOS2 em 88% dos pacientes estudados, NOS3 em 20% e ndo observaram a
expressdo de NOS1. YU et al. (2006) observaram expressdao de NOS2 em 78,2% e,
de NOS3 em 60,3% dos casos avaliados. ZAFIRELLIS et al. (2010) encontraram
expressdo de NOS2 em 45% dos pacientes com CCR estudados.

Em outros tumores a expressdo das enzimas NOS, principalmente NOS2,
também foi investigada em diversos estudos. Como exemplo, temos no cancer
gastrico, que BEGNAMI et al. (2004) avaliaram a expressao das enzimas NOS e
observaram expressdo mais freqiente das NOS1 (70%) e NOS3 (42%) do que da
NOS2 (30%). Por outro lado, também em tumores gastricos, WANG et al. (2005),
encontraram 81,2% dos casos com expressdéo de NOS2 e somente 20% com

expressdo de NOS3.
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Como demonstrado acima, os dados da literatura mostram uma intensa
variabilidade na expressdo das enzimas NOS tanto nos carcinomas colorretais como
em tumores gastricos. Uma possivel explicacdo para estas discrepancias seja
decorrente dos diferentes anticorpos utilizados entre os estudos.

A hipermetilagdo das ilhas CpGs localizadas na regido promotora do gene
MGMT é a principal responsével pela perda funcional de MGMT em muitos tumores
(ESTELLER e HERMAN 2004). Segundo JASS (2007) a metilacdo de MGMT ¢ a
mais frequente alteragdo molecular que ocorre no CCR que demonstra baixa
instabilidade de microssatélites (MSI-L) e mutacdo do gene KRAS.

No presente estudo, foi observado 68,8% de metilacdo na regido promotora
do gene MGMT e 32,6% de perda da expressdo protéica, sendo que destes, 93,9%
encontravam-se metilados (31/33 casos).

SHEN et al. (2005), utilizando a metodologia combined bisulfite restriction
analysis (COBRA) e methylation-sensitive polymerase chain reaction (MSP-PCR),
demonstraram 46% de casos com metilagdo de MGMT nos adenocarcinomas
colorretais avaliados, utilizando um cutoff >3% de nivel de metilacdo. CHEN et al.
(2009) demonstraram hipermetilacdo da regido promotora de MGMT, por meio de
MSP-PCR, em 60,7% dos pacientes com CCR na populacdo Taiwanesa. ESTELLER
et al. (2000) encontraram hipermetilacdo de MGMT, por meio de reverse
transcription-PCR (RT-PCR), em 42% dos casos de CCR. Esta grande variabilidade
do nivel de metilacdo entre os estudos, pode ser decorrente da diferenca de
metodologias utilizadas nos mesmos. Além disso, podemos formular a hipétese que
esta variabilidade possa ser devido a uma diferenca populacional. Como

demonstrado anteriormente, CHEN et al. (2009) observaram nos pacientes
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Taiwaneses, um nivel de metilacdo maior que os descritos em populacbes dos
Estados Unidos e Europa. Assim sendo, 0s niveis de metilagdo em maior proporcéo
observados neste estudo, também podem ser decorrentes de uma diferenca entre as
populagOes estudadas.

A perda da expressdo protéica relacionada ao perfil de metilacdo ja foi
evidenciada por outros autores. KIM et al. (2003) avaliaram alteracdes moleculares
do gene MGMT em CCR esporadicos e em casos de polipose adenomatosa familiar
(FAP). Nos tumores esporadicos, 95% dos casos metilados demonstraram perda da
expressao de MGMT (58/61 casos). O mesmo ocorreu na FAP, onde 80% dos casos
metilados (4/5 casos) ndo demonstraram expressdo da proteina. NAGASAKA et al.
(2008) encontraram perda da expressdo protéica em 81% dos pacientes que
apresentaram hipermetilacdo na regido promotora de MGMT em tumores colorretais.
Entretanto, XU et al. (2004) demonstraram ndo haver associacdo entre a metilacao e
a expressdo de MGMT no CCR. A contradicdo em relacdo ao XU et al. (2004) e os
demais, incluindo o presente estudo, pode ser explicada pelo fato deste ultimo ter
observado exclusivamente uma expressdo citoplasmética. As proteinas de reparo
atuam no nucleo das células reparando o DNA. Desta forma, a marcacéo apresentada
pela técnica de imunoistoquimica utilizando anticorpos contra tais proteinas,
apresenta padrdo de reacdo nuclear. A auséncia de reacdo de imunoistoquimica no
nacleo de células tumorais é indicativo de deficiéncia no sistema de reparo. As
células tumorais que apresentam apenas reagdo citoplasmatica devem, na verdade,
ser consideradas como apresentando um padréo anormal e, devem ser interpretadas
como inconclusivas.

Na literatura também ha exemplos da associacdo entre metilacdo e perda da
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expressao protéica em outros tipos de tumores. Em sarcomas de partes moles, KIM et
al. (2009) observaram perda da expressdao nuclear de MGMT em 66,7% (14/21) dos
casos hipermetilados. BAE et al. (2002) também demonstraram associacao
significativa entre a metilacdo e a perda da expressdao de MGMT em céancer gastrico.

Os resultados deste estudo demonstram o que prévios estudos ja tém
evidenciado que a hipermetilacdo da regido promotora do gene leva a perda da
expressdo protéica de MGMT (p<0,001). No entanto, neste estudo, em alguns casos a
metilacdo ndo foi a responsavel pela perda da proteina (6,1%). Isto indica que a
expressdo desta proteina pode ser regulada por outros fatores que nao a metilagdo do
gene, como por exemplo, a mutacdo do mesmo, como sugere HALFORD et al
(2005). Além disso, recentemente, LAVON et al. (2007) demonstraram que NF-kB
pode regular a expressdo de MGMT independente do status de metilacdo da regido
promotora deste gene.

O NO gerado pelas NOS2 pode inibir processos de reparo de danos causado
ao DNA (JAISWAL et al. 2001). JAISWAL et al. (2000) observaram que a ativacao
de NOS2 e a producdo excessiva de NO em resposta a citocinas inflamatorias
causaram danos ao DNA e inibicdo do processo de reparo em tecido hepatico.
IWAKUMA et al. (1997), em um estudo experimental em ratos, com MGMT
silenciado, induziram a formac&o de tumores no pulméo e figado utilizando injecGes
de nitrosaminas (produto da reagdo do nitrito com aminas). LIU et al. (2002)
demonstraram que a exposi¢do ao NO leva a uma perda irreversivel da capacidade de
reparo do DNA por adutos alquilantes, pois in vitro e in vivo MGMT £ inativado
irreversivelmente pela formacéo de S-nitrosilcisteina no residuo de cisteina Cys 145,

sitio aceptor de alquil.
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Entretanto, neste estudo ndo foi observada associacdo entre a expressdo das
enzimas NOS1, NOS2 e NOS3 e alteracbes na expressao de MGMT (p=0,396,
p=0,244 e p=0,801, respectivamente) ou no status de metilacio do gene MGMT
(p=0,328, p=0,081 e p=0,295, respectivamente). Da mesma forma, que ndo foi
observada relacdo de nitrito e nitrato com o perfil de metilacdo (p=0,243 e p=0, 267,
respectivamente) e a expressdo da proteina MGMT (p=0,108 e p=0, 154,
respectivamente). Neste estudo, ndo foi possivel demonstrar a interferéncia dos
compostos nitrosos no status de metilacdo do gene MGMT e na expressao de sua
proteina no CCR. No entanto, sabe-se que outros fatores podem estar envolvidos na
metilagcdo génica, dentre estes fatores, poderiamos sugerir a expressao da familia de
enzimas chamadas DNA - metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b),
complexos protéicos com dominios de ligagdo ao DNA metilado, as methil CPG-
binding domain proteins (MBDs) (WORM e GULDBERG 2002), a deficiéncia de
folato e a ingestdo de alcool (VAN ENGELAND et al. 2003; ARASARADNAN et
al. 2008).

A relacdo dos dados clinicopatolégicos e a hiperexpressdo de NOS1
citoplasmatica apesar de estar associada significativamente com o comprometimento
dos linfonodos (p=0,007), mostrou-se inversamente associada a presenca de invasao
sanguinea (p=0,005), linfatica (p=0,035) e perineural (p=0,005). A hiperexpressao
nuclear de NOS1 demonstrou associagéo com a presenca de budding (p=0,016).

Como citado anteriormente, poucos autores tem analisado a expressdo de
NOS1 no CCR. BEGNAMI et al. (2004) estudou NOS1 em tumores gastricos, mas

ndo identificou nenhuma relagdo com caracteristicas clinicopatolégicas.
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A hiperexpressdo de NOS2, em concordancia com a literatura, esteve
relacionada com o comprometimento dos linfonodos (p=0,046) e com o estadio
clinico mais avangado (p=0,048). ZAFIRELLIS et al. (2010) demonstraram
associacao entre a expressdo de NOS2 e o envolvimento de linfonodos, além de uma
correlacdo com a menor sobrevida, independente de outros fatores prognésticos, em
adenocarcinomas colorretais.

Em tumores gastricos, BEGNAMI et al. (2004), apesar de ndo demonstrarem
expressdo de NOS2 na maioria dos casos (30%), encontraram associacdo com
tumores mais avancados. WANG et al. (2005) também demonstraram, nestes
tumores, uma associacdo entre a expressdo de NOS2 e o comprometimento dos
linfonodos.

Desta forma, os achados, tanto do presente estudo como da literatura,
relacionados a isoforma NOS2, favorecem a hipotese da associagdo de sua expressao
com tumores de pior prognostico.

Em relagdo a hiperexpressdo de NOS3, neste estudo, houve associagcdo com a
presenca de desmoplasia (p=0,006), auséncia de necrose suja (p=0,001) e com
tumores do tipo histoldgico tubular (p=0,004). YU et al. (2006) ndo observaram, em
CCR, associacdo significativa da expressao de NOS3 com fatores progndsticos.

No céancer gastrico, BEGNAMI et al. (2004) também ndo demonstraram
associacao entre a expressdo de NOS3 e progndstico.

Quanto ao nitrito e nitrato, neste estudo, foi observado unicamente associagéo
com o comprometimento dos linfonodos (p=0,010 e p=0,050, respectivamente),
poucas s@o as referéncias na literatura associando estas concentragfes com dados

clinicopatoldgicos, no CCR. Mesmo SZALECZKY et al. (2000), que encontraram
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concentracOes significativamente maiores destes compostos em pacientes com CCR,
ndo observaram nenhuma associacdo com dados clinicopatoldgicos. Porém, novos
estudos com um maior nimero de pacientes precisam ser realizados para um melhor
entendimento desta correlacao, pois neste estudo foram avaliados apenas 41 amostras
de pacientes com CCR e no estudo de SZALECZKY et al. (2000) foram avaliadas 89
amostras.

No presente estudo, ndo houve significancia entre a associa¢do do status de
metilacdo do gene MGMT e a perda da proteina com parametros prognosticos. No
entanto, a positividade da expressdéo de MGMT foi significativa em relagdo a
desmoplasia (p=0,003), necrose suja (p=0,002) e budding (p=0,007). No entanto, a
perda da expressdo da proteina MGMT esteve associada apenas com tumores que nao
apresentaram comprometimento de linfonodos (p=0,047). Quando a amostra foi
dividia em quatros grupos, amostras metiladas com perda e sem perda da expressao
protéica e ndo metiladas com e sem perda da expressdo protéica, a associacao entre a
presenca da expressao com desmoplasia (p=0,046), necrose suja (p=0,002) e budding
(p=0,024) se mantiveram inalteradas. Os dados na literatura relacionando uma
associacdo da metilagdo da regido promotora do gene MGMT e a consequente perda
protéica com parametros progndsticos é ainda controversa. KRTOLICA et al. (2007),
em casos de CCR, ndo observaram associacdo da metilagdo de MGMT com a
histologia do tumor, a macroscopia, a localizacdo, a diferenciacdo e o estadio da
doenca. BAI et al. (2004) também ndo demonstraram nenhuma associacao entre o
perfil de metilacdo de MGMT com dados clinicopatolgicos.

Por outro lado, KRAKOWCZYK et al. (2008) demonstraram que o perfil de

metilacdo de MGMT, em CCR, foi significativamente relacionado com o estadio C e
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D de Dukes. NAGASAKA et al. (2008) encontraram associacao entre a metilacdo e o
estadio T, sendo que 43% dos tumores colorretais T3 e T4 demonstram perda da
expressdo devido a hipermetilacdo da regido promotora do gene MGMT, e sugeriram
que a metilagdo neste gene € um evento central na progressao do tumor.

Em outras neoplasias a presenca de metilacdo do gene MGMT e perda da
expressdo protéica associada a fatores progndésticos também € controversa. LEE et al.
(2008) avaliaram o perfil de metilagdo de MGMT em carcinomas de glandula salivar
e ndo demonstraram nenhuma associa¢do com a localizacdo do tumor, metéastase em
linfonodos, estddio da doenca e grau de diferenciacdo. No entanto, em
adenocarcinoma de es6fago, BAUMANN et al. (2006) observaram que a
hipermetilagdo do gene MGMT foi mais freqiente em tumores grau 1 e 2, mas ndo
mostraram associacdo com a classificacdo de Laurén, classificacdo da OMS, com a
localizacdo do tumor, estadio T e N. A associacdo da perda da expressdao protéica
com tumores menos invasivos em adenocarcinomas de esofago descrita pelos autores
acima é semelhante ao encontrado neste estudo, onde a perda da expressdo da
proteina esta associada com tumores sem invasdo de linfonodos, denotando que em
alguns casos a perda de expressao protéica estd mais associada a um melhor
progndstico. KIM et al. (2003) apesar de no texto do artigo afirmarem que a perda da
expressdo da proteina estd associada com tumores colorretais mais invasivos (T3 e
T4) e estadios mais avancados de Astler-Coller (B/C/D), quando se analisa as tabelas
reproduzidas no proprio artigo, vé-se que a positividade é que estd associada com
estes fatores de pior prognostico e ndo a perda da expressao da proteina.

Em resumo, a metilacdo na regido promotora do gene MGMT tem um

importante papel na carcinogénese colorretal e estd associada com a perda da
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expressao da proteina e a diminuicdo de sua capacidade de reparo. No entanto, nao
foi demonstrada uma associacdo no reparo do DNA com 0s compostos nitrosos
avaliados neste estudo. A expressdo da enzima NOS2 e maior concentracao
plasméatica de nitrito podem servir como preditor do prognéstico de pacientes

portadores de CCR.
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CONCLUSOES

A metilacdo na regido promotora do gene MGMT demonstrou associagcdo com
a perda da expresséo protéica;

A expressdo da proteina MGMT e o status de metilacdo do gene ndo estdo
associadas com a expressao das enzimas NOS1, NOS2 e NOS3;

A expressdo da proteina MGMT e o status de metilacdo do gene ndo estdo
associadas com as concentracfes plasmaticas de nitrito e nitrato;

N&o houve associagdo entre o perfil de metilagdo e as dados
clinicopatolégicos;

A expressdo da proteina MGMT esta associada com estadio N, presenca de
desmoplasia, presenca de necrose suja e presenca de budding;

A expressdo de NOS2 esta associada com estadio N e estadio clinico
avancado;

A concentragdo de nitrito e nitrato esta associada com o estadio N.
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Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados - CCR

PACIENTE:

RGH:
NATURALIDADE:
ESCOLARIDADE:

PROFISSAO:
DATA DE ADMISSAOQO: / /
DATA NASCIMENTO: / /

IDADE AO DIAGNOSTICO:
SEXO: 1- FEMININO () 2-MASCULINO () 3-IGNORADO ()
RACA: 1-BRANCA( ) 2-NEGRA( ) 3-AMARELA( ) 4-OUTRAS( )
TABAGISMO 1-SIM () 2-NAO ()

PESO:

ALTURA:

TUMOR PRIMARIO:

1- COLON PROX (D+T)

2- COLON DISTAL (E+S)

3- RETO

9- IGNORADO

DATA DA CIRURGIA:

CIRURGIA:

1- COLECTOMIA PARCIAL

2- COLECTOMIA TOTAL

3- PCT

4- RA/APP

5- EXANTERACAO

6- RESSECCAO LOCAL ENDOSCOPICA
7- RESSECCAOABERTA TRANSANAL
8- OUTRA

9- IGNORADO

ESTADIOT:

TO (0) T1(1) T2(2) T3(3) T4(4) TX(O9

ESTADION :
NO (0) N1 (1) N2(2) NX(9)

ESTADIO M :
MO (0) M1 (1) - retroperitoneo M1 (2) - figado M1 ( 3) — pulméo
M1 (4) - outro ( ) MX (9)

] dt_adm
] dt_nasc
]idd_diag
] sexo

] raca

] tab

] peso

] alt
Jtu_prim

— e — — —

[ cir

[ ]estadiot

[ Jestadion

[ ]estadiom



GRUPOS POR ESTADIOS

0(0) 1 (1) NA(2) NB(3) IA@) B G) HIC®6) IV (7) [ ]gr_estadio
NUMERO DE LINFONODOS DISSECADOS [ linf_dis
888 () NAO REALIZADO 999 () IGNORADO

NUMERO DE LINFONODOS POSITIVOS [ ]linf_pos
888 ( ) NAO REALIZADO 999 ( ) IGNORADO

RESSECCAO DE METASTASE [ Jres_meta
(0) SEM METASTASE (1) SIM (2) NAO (9) IGNORADO

GRAU DE DIFERENCIACAO [ grau_dife
(1) BEM (2) MODERADAMENTE (3) POUCO

(4) INDIFERENCIADO (8) OUTRO (9) IGNORADO
CONFIGURACAO DO TUMOR [ Jconf tu

(1) EXOFITICA (2) ENDOFITICA (3)DIFUSA  (4) OUTRAS  (9)IGNORADO
DIMENSAO DO TUMOR: 999 — IGNORADA [ ]dim_tu
BORDA DE INVASAO: [ Joorda_inv
(1) INFILTRATIVA (2) EXPANSIVA (9) IGNORADO

INFITRADO TIPO CROHN: [ Jinf_crohn

(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

INFILTRADO LINFOCITARIO PERITUMORAL [ Jinf_linfoperi
(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

DESMOPLASIA [ ]desmo
(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

INVASAO VASCULAR SANGUINEA [ Jinvasc_sang
0) Vo (1)1 ) V2 (9) Vx
INVASAO VASCULAR LINFATICA [ Jinvasc_linf

©)LO (1)LL @) L2 (9) Lx



INVASAO PERINEURAL [ Tinv_peri
(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

MARGENS ANATOMOPATOLOGICAS [ ]Jmarg_anatomo
(0) ndo operado (1) livres (2) comprometida (9) ignorado

MARGEM DISTAL.: mm [ ]margem_dis
888-COLON E SIGMOIDE 999- IGNORADA

MARGEM RADIAL: mm [ Jmargem rad

888-COLON E SIGMOIDE 999- IGNORADA

TIPO HISTOLOGICO: [ Itipo_histo
1- ADENOCARCINOMA TUBULAR  2- ADENOCA C/ DIF MUCINOSA ATE 50%
3- ADENOCA MUCINOSO 4- DIFERENCIACAO NEUROENDOCRINA
5- CEC 6- CRIBIFORME (<50%)
7-ADENOESCAMOSO 8- INIFERENCIADO
9- PEQUENAS CELULAS 10-ANEL DE SINETE
11-MEDULAR 12- OUTROS
99 - IGNORADO
ADENOMA ASSOCIADO [ Jadeno_asso
(0) SIM (1) NAO (9) IGNORADO
ADJUVANCIA [ ]adjuvancia
(0) AUSENTE (1) QT (2 RT (9) IGNORADO
QUIMIOTERAPICOS ADJUVANTES [ Igt_adj
(0)SEM QT (1)5-FU/LV (2)FOLFOZ/FLOX

(3)CAPECITABINA
(4)BEVACIZUMAB (8)OUTROS (9) IGNORADO
ESTADO DA QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE [ Jest_gtadj
(0) SEM QT (1) INCOMPLETA (2) COMPLETA
PRIMEIRA RECIDIVA: [ Jprim_rec
1- PELVICA 2- PAREDE ABDOMINAL 3-PERITONEO
4- ANASTOMOSE 5- LINFONODO 6- FIGADO
7-PULMAO 8-0SSO 9- IGNORADO

10-OUTRO LOCAL

DATA DA RECIDIVA POS CIRURGIA:




METILACAO
TOTAL (1) PARCIAL (2) AUSENTE (3)

CONCENTRAGAO DE NITRITO
ALTA (1) MODERADA (2) BAIXA (3)

CONCENTRAGAO DE NITRATO
ALTA (1) MODERADA (2) BAIXA (3)

EXPRESSAO DAS NOS
NOS 1
NOS 2
NOS 3

DATA DA ULTIMA INFORMACAO:

ESTADO ATUAL 1 - VIVO SEM DOENCA ()
2 - VIVO COM DOENCA ( )
3- MORTE POR CANCER ( )
4 — MORTE POR OUTRAS CAUSAS ()
5- PERDIDO DE VISTA ( )

NUMERO DO ANATOMOPATOLOGICA
AP DA BIOPSIA

AP DA PECA COLORRETAL
AP OUTRA PECA
AP OUTROS

[

[

[

] metil

]co_nitri

]co_nitra

]ex_nosl
]ex_nos2
]ex_nos3

] e_atual



Anexo 2 - Protocolo de Imunoistoquimica

As lédminas para o estudo das foram previamente tratadas com 3-
aminopropiltrietoxi-silano (Sigma, A-3648, USA) e deixadas por 24 horas em estufa
a 60°C, ou utilizando-se laminas especiais polarizadas do tipo Superfrost. Os cortes
histoldgicos nela acondicionados foram submetidos a desparafinizacdo em xilol a
60°C por 20 minutos, e, entdo xilol a temperatura ambiente por 20 minutos.
Posteriormente, sua preparacao foi através de passagens sucessivas em etanol a cada
30 segundos (100%, 95% e 70%), e, entdo lavagem em agua corrente. As laminas
foram entdo submetidas a recuperacdo antigénica pelo calor. A seguir, o blogueio da
peroxidase enddgena com solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% (&dgua oxigenada
10 vol.), com trés trocas de 10 minutos cada, seguida de lavagens com solugédo salina
tamponada com fosfatos (PBS - phosphate buffered saline — 10mM e pH7.4) por 5
minutos. Incubou-se as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-
estabelecido, em tampdo PBS, contendo albumina bovina (BSA) a 1% (SIGMA,
A9647, USA) e azida sédica (NaN3) a 0,1%, por 30 minutos a 37°C, por 30 minutos
e 18 horas a 4°C em cadmara Umida. Apds a incubacdo, lavaram-se as laminas em
tampdo PBS com trés trocas de 3 minutos cada e foram submetidas a um sistema de
amplificagdo incubando por 30 minutos a 37°C com SuperPicture Poly HRP
conjugate (Invitrogen cat# 87-8963, Camarillo, CA, EUA). Com posterior lavagem
em tampdo PBS com trés trocas de 3 minutos cada. As ldaminas foram incubadas em
solucdo substrato 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 100mg% (Sigma,
D-5637 USA), 1mL de dimetilsulféxido (DMSO), 1mL de agua oxigenada 6%,
100mL de PBS, por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Ap6s a observacdo do
desenvolvimento do precipitado castanho, as laminas foram lavadas em &gua
corrente e agua destilada por 3 minutos e contracoradas com Hematoxilina de Harris
por 1 minuto. Seguiu-se, entdo, a desidratagdo das laminas em etanol e xilol e
subseqiiente montagem das mesmas para a leitura. As reagdes foram acompanhadas
de controle positivo, em tecido sabidamente positivo para o anticorpo testado, e

controle negativo, realizado pela omissao do anticorpo primario.



Anexo 3 - Protocolo de Extracdo do DNA

Resumidamente, 0 DNA microdissecado manualmente foi extraido seguindo

as seguintes etapas:

1.
2.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Foram separados 5 cortes de tecido congelado de 5um para cada caso.
Imediatamente foram desidratados em 2 banhos de alcool 100%, 5 minutos
cada.

Esperou-se secar em temperatura ambiente e realizado a raspagem com o
bisturi da regido marcada.

Adicionou-se em 90 uL de Buffer ATL (fornecido pelo Kit).

Seguido da digestdo das amostras em 20 uL de proteinase K (pertencente ao
Kit) e incubacdo a 56°C overnight até a lise total dos tecidos.

Adicdo de 110uL de Buffer AL (fornecido pelo kit) e 1uL de carrier RNA
(fornecido pelo kit)

Adicdo de 100uL de etanol 100%, homogenizacdo através do vortex e
incubacdo por 5 minutos em temperatura ambiente. Transferéncia das
amostras para colunas de purificacdo (fornecidas pelo kit) e centrifugacéo a
8000rpm por 1 minuto.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicionados 500uL de Buffer AW1 (fornecido pelo kit) e centrifugacéo de 1
minuto a 8000rpm.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicdo de 500uL de Buffer AW2 (proveniente do kit) e centrifugacéo por 1
minutos a 8000rpm.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicdo de 500uL de alcool 70% e centrifugacdo por 1 minuto a 8000rpm.
Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Centrifugacédo por 3 minutos a 14000rpm.



16.

etapas:
1.
2.

10.

11.
12.

13.
14.

Transferéncia das colunas para novos tubos eppendorf 1,5ml e adicionar
50uL de &gua ultrapura. Incubados por 1 minuto e nova centrifugacéo a
14000rpm por 1 minuto.

O DNA obtido através de técnica de LCM foi extraido seguindo as seguintes

Adicionados a amostra 15uL de Buffer ATL (fornecido pelo kit).

Digestdo das amostras em 10uL de proteinase K (pertencente ao Kkit) e
incubag&o a 56°C overnight até a lise total dos tecidos.

Adicéo de 25uL Buffer ATL (fornecido pelo Kit).

Adicdo de 50uL de Buffer AL (fornecido pelo kit) e 1uL de carrier RNA
(fornecido pelo kit)

Adicdo de 50uL de etanol 100%, homogenizacdo atraves do vortex e
incubacdo por 5 minutos em temperatura ambiente. Transferéncia das
amostras para colunas de purificacdo (fornecidas pelo kit) e centrifugacédo a
8000rpm por 1 minuto.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicionar 500uL de Buffer AW1 (fornecido pelo kit) e centrifugacdo de 1
minuto a 8000rpm.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicdo de 500uL de Buffer AW2 (proveniente do kit) e centrifugacéo por 1
minutos a 8000rpm.

Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Adicdo de 500uL de alcool 70% e centrifugacao por 1 minutos a 8000rpm.
Transferéncia das colunas para novos tubos. Descarte das colunas contendo
os filtrados.

Centrifugacédo por 3 minutos a 14000rpm.

Transferir as colunas para novos tubos eppendorf 1,5 ml e adicionar 50uL de
agua ultrapura. Incubar por 1 minuto e nova centrifugacdo a 14000rpm por 1

minuto.



Anexo 4 - Protocolo de Tratamento de Bissulfito

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

Resumidamente o tratamento de bissulfito seguiu as seguintes etapas:

Partir de uma quantidade minima de 1ug de DNA (que equivale a 1000ng).
Ou seja, feita a quantificacdo no NanoDrop deve-se usar uma quantidade de
amostra suficiente para atingir 1ug de DNA, de forma de ndo ultrapasse
45uL, pois 0 volume da amostra mais o acréscimo de 5ulL de M-Dilution
Buffer (fornecido pelo kit) deve ser igual a 50 pL e, caso ndo chegue nesta
quantidade, completar com &gua ultrapura.

Incubacdo a 37°C por 15 minutos;

Adicdo de 100uL de CT conversion (fornecido pelo kit) homogeneizando no
vortex;

Incubacao no escuro a 50°C por 12 a 16 horas;

Incubagéo no gelo por 10 minutos;

Adicdo de 400uL de M-Biding Buffer (fornecido pelo kit), homogeneizar
vertendo e em seguida centrifugar por 30 segundos a 11500rpm;
Transferéncia do material para a coluna e nova centrifugacao por 30 segundos
a 11500rpm;

Trocar o tubo de conexéo e adi¢cdo de 100uL de M-Wash buffer, seguida de
nova centrifugacao por 30 segundos a 11500rpm;

Adicdo de 200uL M-Desulphonation (fornecido pelo kit) e incubacdo em
temperatura ambiente por 15 a 20 minutos;

Adicdo de 200uL de M-Wash buffer, seguida de nova centrifugacdo por 30
segundos a 11500rpm;

Troca do conection tube e adicdo de 200uL de M-Wash buffer, seguida de
nova centrifugacao por 30 segundos a 11500rpm;

Transferéncia do material para tubos de 1,5ml e adicdo de 20uL de M-Elution
buffer (fornecido pelo kit), seguida de nova centrifugacdo por 30 segundos a
11500rpm;

Separacdo de 2 uL para a PCR do gene constitutivo e posterior estocagem a -
80°C.



Anexo 5 - Extracao e Metilacdo de Linfdcitos para Controle das Reacdes

Duas aliquotas de 20mL de sangue periférico foram submetidas a
centrifugacdo (em tubo de Falcon de 15mL) para separagdo do soro da porcéo
celular, o primeiro foi retirado e estocado a -80°C. A porcéo celular foi adicionada
solucdo de Tris-EDTA pH8,0 1X (TE 1X) — 10mM Tris-EDTA pH8,0 e 1 mM
EDTA pH8,0 — em volume suficiente para 15mL, para lise das hemacias, seguida de
centrifugagédo por 5 minutos a 1.500rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet de
linfdcitos foi ressuspendido em 1mL de TE 1X e transferido para tudo de 1,5mL. A
amostra foi submetida a nova centrifugacdo por 1 minuto a 13.000 rpm e o
sobrenadante foi descartado.

Para obtencdo do DNA foi utilizado o protocolo de digestdo com Proteinase
K e extracgdo do DNA com fenol-cloroférmio. Em seguida foi realizada a
quantificacdo de DNA por espectrofotometria (Nanodrop) e a integridade do DNA
foi verificada com PCR para o fragmento de 133 pb do gene B-actina.

A metilacdo in vitro do DNA de linfocitos foi realizada com o kit CpG
Methylase-SssI (New England Biolabs), segundo instrugdes do fabricante.
Resumidamente, o volume final da reacdo foi de 250uL contendo 20ug de DNA,
0,032mM de S-adenosilmetionina (SAM — doador de radicais metil) e 25 unidades de
enzima metilase. A reacdo foi incubada por 4 horas a 37°C, periodo apos o qual foi
adicionado 0,064mM de SAM e 12,5 unidades da enzima metilase. Apos nova
incubacdo de 4 horas a 37°C, as amostras foram submetidas a extracdo com
fenolcloroférmio e precipitacdo com etanol. Os pellets formados foram secos a
temperatura ambiente e ressuspendidos em 15ul. de &gua e o DNA metilado foi

estocado a -20°C.



Anexo 6 - Nitrato — Estudo das amostras de plasma

Reagentes utilizados:

Reagente NTA-S1

Reagente NTI-S2

Reagente NTA-S3

Reagente NTA-S4

Solucéo padréo de nitrato

Curva de Calibracéo:

Pipetar solugéo padréo de nitrato em duplicata de acordo com as
concentracgdes de: 0,20; 0,40; 0,60; 5,0; 10,0;15,0;20,0.
Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S1
Adicionar 50 microlitros do reagente NTA-S2
Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S3
Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S4

Agitar e incubar overnight em temperatura ambiente.
Realizar a leitura em 500 nm.

Tragar curva de calibracéo.

0
: A
s s 6
S
9,
]
¢
| | | |
0,200 0,400 0,600 | 50 | | 10,0 | | 15,00 | | 20,00 |
CONC CONC___

Gréfico 1 - Curva calibracdo do Nitrato; ABS — Absorbancia; Conc — Concentracéo; A
medida que aumenta a concentracdo de nitrato ¢ feita a leitura pelo comprimento da onda
(nm). Al= 0,008nm; A2 = 0,019nm; A3 = 0,029nm; A4 = 0,230nm; A5 = 0,475nm; A6 =
0,700nm; A7 = 0,940nm




Procedimento:
Pipetar 500 microlitros de 4gua deionizada
Adicionar 100 microlitros de cada concentracdo dos padrdes

Pipetar 500 microlitros de 4gua deionizada

Adicionar 100 microlitros de cada concentracdo dos padroes
Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S1

Adicionar 50 microlitros do reagente NTA-S2

Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S3

Adicionar 100 microlitros do reagente NTA-S4

Agitar e incubar overnight em temperatura ambiente.

O limite de detec¢do do método estabelecido é de 0,2 mg/L

NITRITO - Estudo das amostras de plasma.

REAGENTES
Reagente NTI-S1 ( &cido sulfanilico diazotado)- Solucdo Sulfanilica
Reagente NTI-S2 ( N-(1-naftyl)-etilenodiamina)- Solu¢cdo NED
Solucdo padréo de nitrito 100 mg/L

CURVA DE CALIBRACAO
Pipetar solugcdo padrdo de nitrito em duplicata de acordo com as
concentragdes de: 0,02; 0,04; 0,06; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50.
Adicionar 500 microlitros de dgua deionozada
Adicionar 100 microlitros de cada concentracdo dos padrdes
Adicionar 50 microlitros do reagente NTI-S1 ( acido sulfanilico diazotado)
Adicionar 50 microlitros do reagente NTI-S2 ( N-(1-naftyl)-etilenodiamina)
Agitar e incubar overnight em temperatura ambiente.
Realizar a leitura em 500 nm.

Tracgar curva de calibracéo.



A :
- 0
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010 020 030 050 0,02 0,04 0,06
CONC. CONC___

Absorbancia; Conc — Concentracio; A medida que aumenta a concentragio de nitrato € feita a leitura
pelo comprimento da onda (nm). Al= 0,122 nm; A2 = 0,244 nm; A3 = 0,366 nm; A4 = 0,61 nm; A5 =
1,22 nm; A6 = 1,83 nm; A7 = 3,05nm

PROCEDIMENTO

Pipetar 500 microlitros de agua deionizada

Adicionar 100 microlitros de amostra

Adicionar 50 microlitros do reagente NTI-S1 ( acido sulfanilico diazotado)
Adicionar 50 microlitros do reagente NTI-S2 ( N-(1-naftyl)-etilenodiamina)
Agitar e incubar overnight em temperatura ambiente.

Realizar a leitura em 500 nm.



Anexo 7 - Percentual de metilagao de cada ilha CpG avaliada

CASO CORRIDA 1 Index 1 CORRIDA 2

sitio 1{™c1 |[sitio 2|Mc2 |sitio 3|™c3 |[sitio 4|Mc4 |[sitio 5|™c5 sitio 1{™c1 |[sitio 2|Mc2 |[sitio 3™c3 |sitio 4|™c4 [sitio 5|™c5
1 93 0,93 |34 0,34 |100 |1 76 0,76 |95 0,95 0,796(93 0,93 |92 0,92 (97 0,97 (83 0,83 |96 0,96
2 1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 0,01|1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 (1 0,01 |1 0,01
3 23 0,23 |20 0,2 |23 0,23 |17 0,17 |24 0,24 | 0,214|23 0,23 |19 0,19 (24 0,24 (17 0,17 |24 0,24
4 1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 0,0141 0,01 |1 0,01 |1 0,01 (O 0 1 0,01
5 60 0,6 |25 0,25 |61 0,61 |46 0,46 |57 0,57 0,498(41 0,41 |36 0,36 [42 0,42 (31 0,31 |42 0,42
6 91 0,91 |33 0,33 |100 |1 74 0,74 1100 |1 0,796(68 0,68 |66 0,66 [72 0,72 |61 0,61 |71 0,71
7 0 0 1 0,01 |1 0,01 |0 0 2 0,02 0,008|1 0,01 |2 0,02 (2 0,02 (1 0,01 |2 0,02
8 4 0,04 |5 0,05 |5 0,05 |3 0,03 |4 0,04 | 0,042|1 0,01 |2 0,02 |3 0,03 |1 0,01 |2 0,02
9 77 0,77 |32 0,32 |98 0,98 |60 0,6 |78 0,78 0,69|79 0,79 |77 0,77 |83 0,83 [73 0,73 |82 0,82
10 49 0,49 |45 0,45 |48 0,48 |37 0,37 |48 0,48 0,454|48 0,48 |43 0,43 (51 0,51 (40 0,4 |45 0,45
11 10 0,1 |18 0,18 |29 0,29 |16 0,16 |52 0,52 0,25|13 0,13 |21 0,21 [32 0,32 |20 0,2 |66 0,66
12 13 0,13 |22 0,22 |36 0,36 |22 0,22 |73 0,73 0,332(16 0,16 |26 0,26 |[38 0,38 [25 0,25 |77 0,77
13 62 0,62 |56 0,56 |52 0,52 |48 0,48 |63 0,63 0,562|58 0,58 |52 0,52 |55 0,55 [47 0,47 |62 0,62
14 2 0,02 |2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |2 0,02 0,022(2 0,02 |3 0,03 |3 0,03 |2 0,02 |2 0,02
15 22 0,22 |15 0,15 |21 0,21 |17 0,17 |24 0,24 | 0,198(28 0,28 |21 0,21 (27 0,27 (20 0,2 |29 0,29
16 78 0,78 |30 0,3 |91 0,91 |58 0,58 |75 0,75 0,664(90 0,9 |89 0,89 [93 0,93 [82 0,82 |92 0,92
17 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 0,016(1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01
18 2 0,02 |2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |3 0,03 0,024(2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
19 26 0,26 |21 0,21 |27 0,27 |18 0,18 |27 0,27 0,238|26 0,26 |21 0,21 (27 0,27 [19 0,19 |25 0,25
20 39 0,39 |22 0,22 |34 0,34 |30 0,3 |37 0,37 0,324(62 0,62 |58 0,58 [63 0,63 [52 0,52 |57 0,57
21 60 0,6 |53 0,53 |59 0,59 |47 0,47 |61 0,61 0,56|56 0,56 |42 0,42 |54 0,54 (43 0,43 |58 0,58
22 28 0,28 |30 0,3 |39 0,39 |33 0,33 |36 0,36 0,332(38 0,38 |34 0,34 (39 0,39 (29 0,29 |38 0,38
23 0 0 1 0,01 |1 0,01 |0 0 2 0,02 0,008(1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
24 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 0,016(1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
25 13 0,13 |11 0,11 |13 0,13 |9 0,09 |11 0,11 0,114(7 0,07 |9 0,09 [12 0,12 |9 0,09 |11 0,11
26 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 0,016(1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |0 0 1 0,01
27 48 0,48 |43 0,43 |51 0,51 |40 0,4 |51 0,51 0,466|51 0,51 |48 0,48 (52 0,52 (42 0,42 |52 0,52
28 1 0,01 |3 0,03 |2 0,02 |0 0 2 0,02 0,016|0 0 0 0 2 0,02 |0 0 0 0
29 89 0,89 |35 0,35 |100 |1 73 0,73 |92 0,92 0,778(90 0,9 |89 0,89 [89 0,89 [80 0,8 |92 0,92
30 79 0,79 |32 0,32 |92 0,92 |61 0,61 |83 0,83 0,694|71 0,71 |69 0,69 [76 0,76 [66 0,66 |78 0,78
31 2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |2 0,02 |2 0,02 0,022(1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01
32 1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 0,0141 0,01 |1 0,01 |1 0,01 (1 0,01 |1 0,01
33 18 0,18 |16 0,16 |18 0,18 |13 0,13 |19 0,19 0,168(14 0,14 |10 0,1 14 0,14 [10 0,1 |15 0,15
34 40 0,4 |32 0,32 |59 0,59 |40 0,4 |54 0,54 0,45|41 0,41 |36 0,36 [42 0,42 (31 0,31 |41 0,41
35 70 0,7 |61 0,61 |71 0,71 |55 0,55 |68 0,68 0,65|69 0,69 |62 0,62 |72 0,72 |57 0,57 |71 0,71
36 0 0 2 0,02 |2 0,02 |0 0 2 0,02 0,012(1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 (1 0,01 |1 0,01
37 17 0,17 |12 0,12 |18 0,18 |13 0,13 |20 0,2 0,16|19 0,19 |16 0,16 (21 0,21 (14 0,14 |20 0,2
38 1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 0,0141 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01
39 0 0 1 0,01 |1 0,01 |0 0 2 0,02 0,008(1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 (1 0,01 |2 0,02
40 60 0,6 |29 0,29 |60 0,6 |50 0,5 |60 0,6 0,518(77 0,77 |75 0,75 |77 0,77 |68 0,68 |77 0,77
41 27 0,27 |23 0,23 |25 0,25 |19 0,19 |28 0,28 0,244(23 0,23 |20 0,2 24 0,24 (18 0,18 |25 0,25




42 83 0,83 |82 0,82 |83 0,83 |73 0,73 |84 0,84 0,81(82 0,82 |78 0,78 (87 0,87 (70 0,7 |86 0,86
43 94 0,94 |34 0,34 |100 (1 72 0,72 198 0,98 | 0,796(88 0,88 |86 0,86 (93 0,93 [78 0,78 |91 0,91
44 1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,014(1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 1 0,01 |1 0,01
45 5 0,05 |5 0,05 |6 0,06 |4 0,04 |3 0,03 | 0,046(2 0,02 |2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |3 0,03
46 53 0,53 |52 0,52 148 0,48 |45 0,45 |56 0,56 | 0,508(59 0,59 |41 0,41 (52 0,52 (48 0,48 |67 0,67
47 74 0,74 134 0,34 1100 |1 69 0,69 [100 |1 0,754(85 0,85 |82 0,82 (87 0,87 [75 0,75 |87 0,87
48 46 0,46 |40 0,4 |47 0,47 |36 0,36 |45 0,45 | 0,428(41 0,41 |37 0,37 (44 0,44 (33 0,33 |43 0,43
49 6 0,06 |6 0,06 |6 0,06 |5 0,05 |6 0,06 | 0,058|9 0,09 |7 0,07 |9 0,09 (7 0,07 |9 0,09
50 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,016(1 0,01 |1 0,01 1 0,01 |O 0 1 0,01
51 45 0,45 |40 0,4 |44 0,44 |35 0,35 |44 0,44 | 0,416(43 0,43 |35 0,35 (44 0,44 (32 0,32 143 0,43
52 34 0,34 |29 0,29 |35 0,35 |25 0,25 |35 0,35 | 0,316|30 0,3 |27 0,27 (32 0,32 [23 0,23 [32 0,32
53 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,016(1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
54 45 0,45 |42 0,42 |45 0,45 |37 0,37 |46 0,46 0,43|50 0,5 |46 0,46 (48 0,48 (39 0,39 |46 0,46
55) 45 0,45 |24 0,24 |41 0,41 |37 0,37 |48 0,48 0,39|53 0,53 |48 0,48 [53 0,53 [47 0,47 |56 0,56
56 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,016(1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
57 6 0,06 |6 0,06 |7 0,07 |5 0,05 |7 0,07 | 0,062(4 0,04 |6 0,06 |5 0,05 |3 0,03 |4 0,04
58 31 0,31 |41 0,41 |40 0,4 |38 0,38 [100 |1 0,5(35 0,35 |39 0,39 [40 0,4 [37 0,37 |98 0,98
59 64 0,64 |33 0,33 |67 0,67 |55 0,55 |68 0,68 | 0,574|40 0,4 |37 0,37 (41 0,41 [32 0,32 |41 0,41
60 22 0,22 |18 0,18 |23 0,23 |16 0,16 |22 0,22 | 0,20272 0,72 |69 0,69 (74 0,74 |63 0,63 |76 0,76
61 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |0 0 2 0,02 | 0,014]|2 0,02 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |3 0,03
62 26 0,26 |22 0,22 |25 0,25 |20 0,2 125 0,25 | 0,236(27 0,27 |22 0,22 (26 0,26 (20 0,2 |28 0,28
63 1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 | 0,012(1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |O 0] 1 0,01
64 71 0,71 |67 0,67 |67 0,67 |61 0,61 |69 0,69 0,67(77 0,77 |63 0,63 [77 0,77 |65 0,65 |88 0,88
65 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 | 0,014(3 0,03 |3 0,03 |3 0,03 |3 0,03 |2 0,02
66 23 0,23 |18 0,18 |26 0,26 |20 0,2 |26 0,26 | 0,226(40 0,4 |36 0,36 (28 0,28 (31 0,31 |40 0,4

67 82 0,82 |35 0,35 |91 0,91 |69 0,69 |81 0,81 | 0,716(90 0,9 |89 0,89 (91 0,91 (80 0,8 [90 0,9

68 47 0,47 |38 0,38 |81 0,81 |51 0,51 |68 0,68 0,57(49 0,49 |42 0,42 (50 0,5 (38 0,38 |51 0,51
69 45 0,45 |24 0,24 |41 0,41 |33 0,33 |46 0,46 | 0,378(41 0,41 |38 0,38 [39 0,39 (33 0,33 |38 0,38
70 56 0,56 |28 0,28 |56 0,56 |46 0,46 |63 0,63 | 0,498(64 0,64 |60 0,6 |67 0,67 [55 0,55 |66 0,66
71 57 0,57 |34 0,34 |80 0,8 |50 0,5 |70 0,7 0,582(40 0,4 |37 0,37 [41 0,41 (33 0,33 |40 0,4

72 33 0,33 |23 0,23 |31 0,31 |29 0,29 |37 0,37 | 0,306|73 0,73 |71 0,71 (74 0,74 [62 0,62 |75 0,75
73 53 0,53 |37 0,37 |88 0,88 |53 0,53 |72 0,72 | 0,606(35 0,35 |34 0,34 (42 0,42 (18 0,18 |43 0,43
74 63 0,63 |29 0,29 |62 0,62 |46 0,46 |66 0,66 | 0,532(63 0,63 |60 0,6 [65 0,65 [52 0,52 |65 0,65
75 18 0,18 |16 0,16 |18 0,18 |17 0,17 |20 0,2 0,178|22 0,22 |19 0,19 (24 0,24 [16 0,16 |22 0,22
76 1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,016(2 0,02 |1 0,01 (2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
77 1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 | 0,014(1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
78 48 0,48 |41 0,41 |47 0,47 |38 0,38 |47 0,47 | 0,442)|44 0,44 140 0,4 |46 0,46 (33 0,33 |45 0,45
79 39 0,39 |22 0,22 |34 0,34 |29 0,29 |41 0,41 0,33(69 0,69 |65 0,65 (68 0,68 [59 0,59 |69 0,69
80 49 0,49 |25 0,25 |43 0,43 |41 0,41 |53 0,53 | 0,422|62 0,62 |58 0,58 [61 0,61 (51 0,51 |62 0,62
81 1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 | 0,014(1 0,01 |1 0,01 1 0,01 1 0,01 |1 0,01
82 56 0,56 |27 0,27 |56 0,56 |43 0,43 |58 0,58 0,48(53 0,53 |47 0,47 [54 0,54 (46 0,46 |56 0,56
83 30 0,3 |21 0,21 |28 0,28 |27 0,27 |36 0,36 | 0,284(43 0,43 |40 0,4 |46 0,46 (39 0,39 |48 0,48
84 71 0,71 129 0,29 |76 0,76 |52 0,52 |74 0,74 | 0,604(73 0,73 |68 0,68 [79 0,79 [67 0,67 |81 0,81




85 0 0 1 0,01 |2 0,02 |0 0 1 0,01 | 0,008]|0 0 0 0 1 0,01 (O 0 1 0,01
86 88 0,88 |33 0,33 |100 (1 72 0,72 |85 0,85 | 0,756(42 0,42 |37 0,37 [42 0,42 (32 0,32 140 0,4

87 1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 | 0,012(1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |O 0 1 0,01
88 47 0,47 |24 0,24 143 0,43 |39 0,39 |32 0,32 0,37|55 0,55 |50 0,5 [49 0,49 [43 0,43 |36 0,36
89 3 0,03 |3 0,03 |4 0,04 |2 0,02 |3 0,03 0,030 0 1 0,01 |2 0,02 |0 0] 2 0,02
90 19 0,19 |20 0,2 |28 0,28 |22 0,22 |27 0,27 | 0,232|40 0,4 |36 0,36 (42 0,42 (31 0,31 [42 0,42
91 16 0,16 |12 0,12 |15 0,15 |12 0,12 |11 0,11 | 0,132|10 0,1 |7 0,07 (17 0,17 (11 0,11 |10 0,1

92 9 0,09 |8 0,08 |9 0,09 |6 0,06 |8 0,08 0,08|7 0,07 |4 0,04 |6 0,06 (4 0,04 |6 0,06
93 29 0,29 |24 0,24 |28 0,28 |22 0,22 |27 0,27 0,26(33 0,33 |30 0,3 [36 0,36 [26 0,26 [34 0,34
94 48 0,48 |36 0,36 |100 (1 47 0,47 192 0,92 | 0,646(34 0,34 |33 0,33 [42 0,42 (12 0,12 |42 0,42
95 54 0,54 |33 0,33 |90 0,9 |50 0,5 |84 0,84 | 0,622|70 0,7 |64 0,64 (71 0,71 [57 0,57 |71 0,71
96 2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |1 0,01 |3 0,03 | 0,022(1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 |1 0,01 |2 0,02
97 29 0,29 |18 0,18 |24 0,24 |21 0,21 |28 0,28 0,24(36 0,36 |32 0,32 [35 0,35 [28 0,28 |31 0,31
98 32 0,32 |20 0,2 |31 0,31 |25 0,25 |37 0,37 0,29|37 0,37 |34 0,34 [40 0,4 [32 0,32 |41 0,41
99 58 0,58 |33 0,33 |100 |1 58 0,58 |95 0,95 | 0,688(39 0,39 |31 0,31 (38 0,38 [29 0,29 |40 0,4

100 62 0,62 |28 0,28 |61 0,61 |45 0,45 |63 0,63 | 0,518(60 0,6 |51 0,51 (60 0,6 |47 0,47 |60 0,6

101 65 0,65 |31 0,31 |69 0,69 |54 0,54 |67 0,67 | 0,572|67 0,67 |66 0,66 (71 0,71 [62 0,62 |70 0,7

102 65 0,65 |30 0,3 |68 0,68 |53 0,53 |67 0,67 | 0,566(83 0,83 |81 0,81 (84 0,84 (74 0,74 |83 0,83
103 6 0,06 |8 0,08 |7 0,07 |4 0,04 |7 0,07 | 0,064(5 0,05 |6 0,06 |8 0,08 |3 0,03 |4 0,04
104 1 0,01 |1 0,01 |1 0,01 |0 0 2 0,02 0,010 0 1 0,01 |1 0,01 |O 0 2 0,02
105 4 0,04 |4 0,04 |4 0,04 |3 0,03 |5 0,05 0,04(4 0,04 |3 0,03 |5 0,05 (3 0,03 |5 0,05
106 47 0,47 |41 0,41 |46 0,46 |38 0,38 |45 0,45 | 0,434(42 0,42 |37 0,37 [42 0,42 (33 0,33 |42 0,42
107 50 0,5 148 0,48 |45 0,45 |42 0,42 |34 0,34 | 0,438(48 0,48 |46 0,46 (46 0,46 (42 0,42 |32 0,32
108 1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |2 0,02 | 0,014f1 0,01 |1 0,01 (2 0,02 1 0,01 |2 0,02
109 40 0,4 |24 0,24 |37 0,37 |35 0,35 |43 0,43 | 0,358(60 0,6 |57 0,57 (64 0,64 (50 0,5 |63 0,63
110 19 0,19 |21 0,21 |31 0,31 |20 0,2 |60 0,6 0,302(18 0,18 |24 0,24 (31 0,31 [22 0,22 |70 0,7

111 2 0,02 |2 0,02 |3 0,03 |2 0,02 |2 0,02 | 0,022(1 0,01 |2 0,02 |2 0,02 |1 0,01 |3 0,03
112 73 0,73 |31 0,31 |80 0,8 |57 0,57 |75 0,75 | 0,632|77 0,77 |75 0,75 [77 0,77 |68 0,68 |77 0,77
113 47 0,47 |27 0,27 |40 0,4 |41 0,41 |42 0,42 | 0,394(|75 0,75 |72 0,72 |76 0,76 |65 0,65 |71 0,71
114 1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |1 0,01 |1 0,01 | 0,012(1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 |0 0 1 0,01
115 14 0,14 |23 0,23 |33 0,33 |22 0,22 |76 0,76 | 0,336|16 0,16 |27 0,27 (38 0,38 [25 0,25 |85 0,85
116 45 0,45 |40 0,4 |44 0,44 |34 0,34 |46 0,46 | 0,418(45 0,45 |38 0,38 [46 0,46 [34 0,34 |47 0,47
117 41 0,41 |23 0,23 |37 0,37 |33 0,33 |43 0,43 | 0,354(55 0,55 |50 0,5 [58 0,58 [47 0,47 |58 0,58
118 27 0,27 |25 0,25 |26 0,26 |22 0,22 |27 0,27 | 0,254|21 0,21 |14 0,14 (14 0,14 (14 0,14 |20 0,2

119 77 0,77 |30 0,3 |97 0,97 |61 0,61 |79 0,79 | 0,688(72 0,72 |70 0,7 (84 0,84 [65 0,65 |75 0,75
120 35 0,35 |22 0,22 |33 0,33 |30 0,3 |42 0,42 | 0,324(45 0,45 |42 0,42 (50 0,5 (39 0,39 |48 0,48
121 79 0,79 |31 0,31 |100 |1 64 0,64 |83 0,83 | 0,714|84 0,84 |81 0,81 (84 0,84 [72 0,72 |82 0,82
122 58 0,58 |26 0,26 |49 0,49 |40 0,4 |56 0,56 | 0,458(62 0,62 |58 0,58 [55 0,55 [49 0,49 |61 0,61
123 41 0,41 |24 0,24 |38 0,38 |33 0,33 |43 0,43 | 0,358(56 0,56 |51 0,51 [56 0,56 (47 0,47 |55 0,55
124 36 0,36 |23 0,23 |34 0,34 |31 0,31 |42 0,42 | 0,332|63 0,63 |60 0,6 [64 0,64 [54 0,54 |64 0,64
125 32 0,32 |20 0,2 |32 0,32 |25 0,25 |37 0,37 | 0,292(29 0,29 |25 0,25 (31 0,31 [22 0,22 |31 0,31
126 49 0,49 |34 0,34 |81 0,81 |47 0,47 |79 0,79 0,58(41 0,41 |37 0,37 (41 0,41 (32 0,32 |41 0,41
127 38 0,38 |32 0,32 |61 0,61 |38 0,38 |56 0,56 0,45(41 0,41 |38 0,38 [41 0,41 [32 0,32 |41 0,41




128 44 0,44 |24 0,24 |40 0,4 (33 0,33 [46 0,46 | 0,374|64 0,64 |59 0,59 [62 0,62 (54 0,54 |62 0,62
129 3 0,03 (3 0,03 (4 0,04 (2 0,02 (3 0,03 0,03|1 0,01 |1 0,01 |2 0,02 1 0,01 |1 0,01
130 9 0,09 |7 0,07 |8 0,08 |5 0,05 |9 0,09 [ 0,076|2 0,02 |2 0,02 |2 0,02 ]1 0,01 [2 0,02
131 49 0,49 |34 0,34 |73 0,73 (48 0,48 [69 0,69 | 0,546|41 0,41 |35 0,35 [40 0,4 [32 0,32 |41 0,41
132 52 0,52 |45 0,45 |46 0,46 (41 0,41 (49 0,49 | 0,466|46 0,46 |41 0,41 [45 0,45 (37 0,37 |46 0,46
133 29 0,29 |25 0,25 |28 0,28 (21 0,21 (30 0,3 0,266|29 0,29 |23 0,23 [29 0,29 [22 0,22 |29 0,29
134 20 0,2 |15 0,15 |21 0,21 (17 0,17 (23 0,23 | 0,192]|20 0,2 |18 0,18 |21 0,21 |15 0,15 (21 0,21
135 88 0,88 |33 0,33 |100 |1 70 0,7 |85 0,85 | 0,752|79 0,79 |78 0,78 [86 0,86 (74 0,74 |82 0,82
136 41 0,41 (37 0,37 |40 0,4 [32 0,32 (41 0,41 | 0,382|39 0,39 |32 0,32 (40 0,4 [29 0,29 |40 0,4
137 46 0,46 (27 0,27 |41 0,41 (40 0,4 |47 0,47 | 0,402|56 0,56 (50 0,5 |[58 0,58 |43 0,43 [56 0,56
0,01 (1 0,01 |1 0,01 |0 0 1 0,01
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