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RESUMO

Stinghen Neto JA. Expressio de quinases pouco estudadas e seus aspectos clinicos e

histopatolégicos em tumores solidos. [ Dissertacdo]| Sdo Paulo; Fundagdo Antonio Prudente; 2024.

O cancer ¢ uma doenga complexa caracterizada pela prolifera¢do celular descontrolada e pela
capacidade de invadir tecidos adjacentes e formar metdstases. As proteinas quinases, uma
familia de enzimas que catalisam a transferéncia de grupos fosfato para proteinas-alvo,
desempenham um importante papel na regulacdo de diversos processos celulares, incluindo
proliferagdo, diferenciagdo e apoptose. Alteragdes na atividade das quinases estao
frequentemente associadas ao desenvolvimento e progressdo tumoral, tornando-as alvos
promissores para o desenvolvimento de novas terapias. Em uma colaboragdo entre o A.C.
Camargo Cancer Center e a Aché Laboratorios Farmacéuticos, este estudo investigou a
expressao e o papel de quatro quinases pouco estudadas (VRK1, VRK2, PKMYT1 e LMTK3)
em diferentes tipos de tumores so6lidos. O objetivo principal foi analisar a expressdo dessas
quinases em tumores como gliomas, carcinoma hepatocelular, carcinoma de mama,
adenocarcinoma pulmonar, adenocarcinoma de coélon e carcinoma renal de células claras,
correlacionando os resultados com caracteristicas histopatologicas e dados clinicos dos
pacientes. Através de imuno-histoquimica em ftissue microarrays (TMAs), nossos dados
revelam um perfil complexo de expressdo dessas quinases e suas associagdes com
caracteristicas clinicas e patologicas. Destacamos a alta expressdo de VRKI e VRK2
associada a glioblastomas e astrocitomas anaplasicos; a baixa expressdo de PKMYTI1 em
adenocarcinoma pulmonar, correlacionada com melhor sobrevida, e sua alta expressdo em
tecidos metastaticos de carcinomas renais de células claras; e a associagdo entre a baixa
expressao de LMTK3 e pior progndstico no subtipo luminal B do cancer de mama. Esses
resultados, somados as nossas demais descobertas sobre a relagdo entre as proteinas quinases
e diferentes aspectos da biologia tumoral, corroboram a hipdtese de que essas moléculas
desempenham um papel fundamental na tumorigénese e progressdo tumoral, abrindo novas
perspectivas para o desenvolvimento de terapias direcionadas.

Descritores: Proteinas Quinases. Tumores Solidos. Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Stinghen Neto JA. Expression of understudied kinases and their clinical and histopathological

aspects in solid tumors. [Dissertacdo] Sao Paulo; Fundagdo Antonio Prudente; 2024.

Cancer is a complex disease characterized by uncontrolled cell proliferation and the ability to
invade adjacent tissues and form metastases. Protein kinases, a family of enzymes that
catalyze the transfer of phosphate groups to target proteins, play a crucial role in regulating
various cellular processes, including proliferation, differentiation, and apoptosis. Alterations
in kinase activity are frequently associated with tumor development and progression, making
them promising targets for new therapies. In a collaboration between A.C. Camargo Cancer
Center and Aché Laboratorios Farmacéuticos, this study investigated the expression and role
of four understudied kinases (VRK1, VRK2, PKMYTI, and LMTK3) in different solid
tumors. The primary objective was to analyze the expression of these kinases in tumors such
as gliomas, hepatocellular carcinoma, breast adenocarcinoma, lung adenocarcinoma, colon
adenocarcinoma, and clear cell renal cell carcinoma, correlating the results with
histopathological features and patient clinical data. Through immunohistochemistry on tissue
microarrays (TMAs), our data reveal a complex expression profile of these kinases and their
associations with clinical and pathological characteristics. We highlight the high expression of
VRKI1 and VRK2 associated with glioblastoma and anaplastic astrocytoma, the low
expression of PKMYT1 in lung adenocarcinoma correlated with better survival, and its high
expression in metastatic tissues of clear cell renal cell carcinoma; and the association between
low expression of LMTK3 and worse prognosis in the luminal B subtype of breast cancer.
These results, together with our other findings on the relationship between protein kinases and
different aspects of tumor biology, support the hypothesis that these molecules play a pivotal
role in tumorigenesis and progression, opening new avenues for the development of targeted
therapies.

Key words: Protein Kinases. Solid Tumors. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1PROTEINAS QUINASES

As proteinas quinases sdo importantes enzimas que conduzem a fosforilagdo de
proteinas, regulando diversos processos bioldgicos. Sua importidncia ¢ tamanha que elas
constituem a maior familia de proteinas em eucariotos, com mais de 50 familias distintas
(Fabbro et al., 2015). No organismo humano, centenas delas desempenham um papel crucial
no crescimento e na multiplicagdo celular, além de estarem intimamente envolvidas na
resposta imunologica. O genoma humano possui 518 proteinas quinases, cerca de 20 quinases
lipidicas e 156 fosfatases, que controlam a fosforilagdo e desempenham papéis vitais em
processos biologicos como proliferacdo e apoptose (Castelo-Soccio et al., 2023; Theivendren
et al., 2021).

A fosforilagdo, um processo catalisado pelas quinases, consiste na adicdo de um grupo
fosfato a um residuo de aminoacido especifico (serina, treonina ou tirosina) em uma proteina-
alvo. Essa modificacdo pos-traducional induz alteragdes conformacionais na proteina,
impactando significativamente sua fun¢do (Lodish, 2021; Weber, 2010). As consequéncias da
fosforilagdo sdo diversas, incluindo a ativagdo ou inativagdo de enzimas, a regulacao da
localizagdo subcelular de proteinas, o controle da expressdo génica e a modulacdo de
interacdes proteicas (Bhullar et al., 2018; Roskoski, 2023).

A especificidade da fosforilagdo ¢é conferida pela estrutura das quinases, que
reconhecem sequéncias de aminoacidos especificas nos seus substratos (Kobe & Kemp, 2010).
A familia das quinases ¢ extremamente diversificada, com centenas de membros em humanos,
cada uma com fungdes celulares distintas (Duong-Ly & Peterson, 2013). A ativagdo de
diferentes quinases desencadeia uma cascata de eventos moleculares que regulam processos
bioldgicos fundamentais, como a proliferacdo celular, adesdo celular, o desenvolvimento
embrionario, a resposta imune ¢ o metabolismo (Bhullar et al., 2018; Roskoski, 2023).

A fosforilagdo atua como um “interruptor molecular”, ativando ou desativando
proteinas diretamente (Duong-Ly & Peterson, 2013; Essegian et al., 2020). Entre os fosfatos o
(alfa), B (beta) e y (gama), o fosfato a ¢ o mais préximo a ribose, o fosfato B esta localizado
entre os fosfatos a e y, e o fosfato y € o mais distante da ribose (sendo o fosfato a o primeiro a
ser removido durante a hidrélise do ATP, seguido pelo fosfato B e, por ultimo, o fosfato y). As

quinases, atuando como fosfotransferases, ligam-se especificamente ao y-fosfato (Castelo-



Soccio et al., 2023). A ligacdo ocorre em cadeias de serina com mais frequéncia. Ja a
fosforilagdo de tirosina acontece de forma menos comum, mas também significativa,
especialmente no dominio de tirosina quinase. Outros aminoacidos, como histidina e aspartato,
também podem ser fosforilados, mas acontecem com menos frequéncia. As fosfatases

revertem esse processo, removendo o grupo fosfato (Theivendren et al., 2021).
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Figura 1: Fosforilacdo de uma proteina. O processo ocorre através da transferéncia de um
fosfato (P) presente no ATP (trifosfato de adenosina) de uma quinase para o residuo de serina,
treonina ou tirosina de sua proteina alvo. O processo pode ser revertido através de proteinas
fosfatases.

Fonte: Adaptado de Theivendren et al, 2021.

As proteinas quinases, por serem criticas, necessitam de uma rigorosa regulagao para
exercerem suas fungdes corretamente. Erros na regulagdo podem levar a problemas, como
diversas neoplasias (Cheng et al., 2011). A regulagdo de proteinas quinases pode ser dividida
em mecanismos intrinsecos (autofosforilagdo, dominios regulatorios e isoformas) e
extrinsecos (proteinas regulatérias, modificagdes pds-traducionais, estresse celular e
moléculas pequenas) (Fabbro; Cowan-Jacob; Moebitz, 2015; Reinhardt; Leonard, 2023).

Tomando partida dos mecanismos intrinsecos, as proteinas quinases podem possuir



sitios de autofosforilagdo, podendo modular sua atividade catalitica e assim ativar, inibir ou
alterar a especificidade do substrato da quinase (Reinhardt; Leonard, 2023). Os dominios
estruturais intrinsecos a quinase, ou dominios regulatérios, como os lébulos N e C, que sao
dominios estruturais responsaveis pela ligacdo do ATP e do substrato, respectivamente,
facilitando a transferéncia do grupo fosfato, podendo adotar diferentes conformagoes,
expondo ou ocultando o sitio alvo. Alteragdes conformacionais induzidas por ligantes ou
modifica¢des pds-traducionais podem regular a atividade da quinase (Fabbro; Cowan-Jacob;
Moebitz, 2015). As proteinas quinases podem possuir diversas isoformas, ¢ diferentes
isoformas de uma mesma quinase podem apresentar propriedades cinéticas e regulatOrias
distintas, expandindo o repertério funcional da familia de quinases (Fabbro; Cowan-Jacob;
Moebitz, 2015; Theivendren et al., 2021).

Os mecanismos extrinsecos possuem as proteinas reguladoras, que como o seu proprio
nome diz, sdo proteinas que regulam a atividade de quinases. Temos as proteinas reguladoras,
que se ligam tanto a quinase quanto ao substrato, facilitando o processo de fosforilacao
(Reinhardt; Leonard, 2023). Existem também as proteinas scaffold, ou proteinas estruturais,
as quais desempenham um papel fundamental na organizagdo de cascata de sinalizacdo,
favorecendo a eficacia desses processos. Essas proteinas sdao altamente dinamicas, passiveis
de mudangas conformacionais que exercem influéncia sobre a sinalizacdo em questao
(Dirusso; Dashtiahangar; Gilmore, 2022). Por fim, a respeito de proteinas reguladoras, ha os
inibidores, que se ligam ao sitio ativo ou a outros sitios alostéricos da quinase, bloqueando
sua atividade (Castelo-Soccio et al., 2023).

Além das proteinas reguladoras, existem as modifica¢des pos-traducionais. Dentre elas,
a fosforilagdo de residuos de aminoacidos especificos pode ativar ou inibir a atividade da
quinase. J& a ubiquitinacdo pode direcionar a quinase para a degradacdo proteossomal
(Castelo-Soccio et al., 2023). Por fim temos a sumoila¢do (sumoylation). Ela ocorre em
proteinas quinases através da conjugacao covalente de proteinas SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier) a estas enzimas, um processo que pode alterar a fungao, estabilidade ou localizagao
da proteina quinase (Chen et al., 2023; Huang; Sahin; De Thé; Lallemand-Breitenbach, 2022;
Huang; Yang; Lin, 2024; Yang; Lin, 2024).

O estresse celular também pode desempenhar um papel regulador. Em determinadas
circunstancias de estresse, como exposi¢do a altas temperaturas ¢ danos ao material genético,
podem desencadear vias de sinalizagdo que controlam a atividade de enzimas quinases (Arter
et al.,, 2022). J& as moléculas pequenas, como AMPc, Ca2+ e diacilglicerol também

participam da regulacdo de proteinas quinses. Elas se ligam as quinases dependes de segundo



mensageiro, ativando-as (Arter et al., 2022; Reinhardt; Leonard, 2023; Theivendren et al.,
2021). Por fim temos os farmacos, utilizados em diversos tipos de tratamentos patoldgicos, e
atuam diretamente como inibidores de proteinas quinases (Castelo-Soccio et al., 2023).

O ntcleo funcional da proteina quinase ¢ o dominio catalitico, caracterizado por uma
estrutura altamente conservada (Arter et al., 2022; McClendon et al., 2014). Este dominio
contém os residuos cataliticos essenciais para a transferéncia do grupo fosfato e geralmente
adota uma conformagao bilobular, composta por um lobo N-terminal ¢ um lobo C-terminal,
interligados pelas regides R-spine e C-spine. A fenda catalitica, localizada entre ambos, abriga
o sitio ativo onde ocorre a reacao de fosforilacao (Arter et al., 2022). A R-spine, também
chamada de coluna regulatoria, funciona como um gatilho que sinaliza a ativacdo da quinase.
A C-spine, ou coluna catalitica, age como as engrenagens do mecanismo, sendo ancorada na
aF-hélice, o que garante a estabilidade da proteina (Kornev, Taylor, & Ten Eyck, 2008). A
aC-hélice, localizada no dominio N, participa da ativacdo da quinase, movendo-se como um

gatilho para permitir a ligagdo com o substrato e a fosforilagao (Palmieri & Rastelli, 2013).
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Figura 2: Estrutura basica de uma proteina quinase e a diferenga entre inativagdo e ativacao.
(A) Quando a quinase esta inativa, seus dois lobos ndo estdo corretamente conectados. (B)
Para ativar a quinase, ¢ necessario que o ATP se ligue a ela, o que faz com que os lobos se
conectem corretamente. Isso permite que as estruturas R-spine e C-spine se alinhem, ativando
a proteina, com a ajuda da alga de ativacao (AL).

Fonte: Adaptado de Goégl et al. (2019)

Uma caracteristica marcante das proteinas quinases ¢ sua alta flexibilidade



conformacional, que permite a essas enzimas adotarem multiplas formas para interagir com
diferentes moléculas ou ambientes, desempenhando diversas fungdes bioldgicas de maneira
eficiente (Huse; Kuriyan, 2002). A conformag¢do do dominio catalitico pode variar
significativamente entre os estados ativo e inativo, e a transicdo entre estes estados ¢
frequentemente mediada por interagdes com outras proteinas ou pequenas moléculas (Huse;
Kuriyan, 2002).

Além do dominio catalitico, muitas proteinas quinases possuem dominios regulatdrios
que modulam sua atividade. Estes dominios podem interagir com outras proteinas, pequenas
moléculas ou modificagdes pos-traducionais, como a fosforilagdo, para controlar a atividade
enzimatica (Kornev; Taylor; Ten Eyck, 2008).

Muitas proteinas quinases formam complexos com outras proteinas, o que pode
influenciar sua atividade e especificidade. A formagdo destes complexos ¢ frequentemente
mediada por motivos estruturais especificos, como hélices anfipaticas que podem servir como

andaimes para a montagem de estruturas maiores (Kornev; Taylor; Ten Eyck, 2008).

1.2CLASSIFICACAO

A classificagdo das quinases se baseia na estrutura de seus dominios cataliticos,
compostos por 250 a 290 aminoacidos aproximadamente (Kostich et al., 2002). A
conservagdo de muitos desses aminoacidos € essencial para a categorizagdo das quinases em
oito grupos principais, cada um com caracteristicas distintas e func¢des especificas em
processos celulares (Fabbro et al., 2015). As quinases sdo classificadas pelo aminoacido que
fosforilam, sendo a maioria serina/treonina quinase. Elas podem ser ativadas ou desativadas
de varias maneiras, incluindo autofosforilagdo e interagdo com proteinas ativadoras ou

inibidoras. (WURTZ et al., 2011)
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Figura 3: O quinoma humano possui dois grupos, as quinases proteicas e lipidicas. A arvore
das ePKs (proteinas quinases eucarioticas) ¢ formada por 8 grupos que se ramificam em
diferentes familias.

Fonte: Adaptado de Duolong-Ly; Peterson (2013).

1.2.1 GRUPO TK

As tirosinas quinases (TKs) constituem uma ampla familia de enzimas responsaveis
pela fosforilagdo do aminoacido tirosina em proteinas substrato, desempenhando papéis
fundamentais na regulacdo de diversos processos celulares, como proliferacdo, diferenciacao,
sobrevivéncia e motilidade (Alberts et al., 2015; Yang et al., 2020). Dentre esse grupo, mais
da metade sdo as receptoras tirosina quinases (RTKs), proteinas transmembrana que atuam na
cascata de sinaliza¢do iniciada pela ligacdo de fatores de crescimento a seus dominios
extracelulares (K. Bhanumathy et al., 2021; Rozen; Shohet, 2021). A ativagdo das RTKs
desencadeia rotas de sinalizacdo intracelulares complexas, mediadas por proteinas
adaptadoras e quinases efetoras, culminando em respostas celulares variadas (Esteban-
Villarrubia et al., 2020). O genoma humano abriga 20 subfamilias de RTKSs, enquanto outras
9 subfamilias, chamadas de CTKs ou nRTKs, estdo presentes no citoplasma (Lemmon &
Schlessinger, 2010).

O desbalanco na sinalizacdo mediada por TKs estd implicado na patogénese de
diversas doengas, incluindo o cancer. Mutagdes ativadoras em genes codificadores de RTKSs,
ou amplificacdes génicas, podem promover a proliferacdo celular descontrolada e a
sobrevivéncia de células tumorais (Hartmann et al., 2009; Shyam Sunder; Sharma; Pokharel,
2023). O desenvolvimento de inibidores de tirosina quinase (TKIs) representou um avango
terapéutico significativo no tratamento do cancer, bloqueando especificamente a atividade

dessas enzimas oncogénicas (Gao et al., 2023). No entanto, a resisténcia a TKIs ¢ uma



limitacdo clinica importante, exigindo a busca por novas estratégias terapéuticas (Bai et al.,

2019).

1.2.2 GRUPO TKL

A familia de proteinas tyrosine kinase-like (TK-like) representa um grupo
diversificado de receptores transmembrana que, embora ndo possuam a atividade enzimatica
intrinseca de fosforilagao de tirosina caracteristica das tirosinas quinases receptoras (RTKs),
compartilham similaridades estruturais e funcionais com estas ultimas. Essas proteinas
desempenham um papel crucial na transdugao de sinais extracelulares para o interior da célula,
modulando uma variedade de processos biologicos, incluindo proliferacdao, diferenciagao,

sobrevivéncia e resposta imune (Baier & Szyszka, 2020; Schaefer et al., 2007).

1.2.3 GRUPO STE

Serina/treonina quinases sdo enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo
fosfato do ATP para os residuos de serina ou treonina em proteinas alvo, processo
fundamental na regulagdo de diversas fungdes celulares. Essa modificagdo pos-traducional
confere versatilidade funcional a essas quinases, influenciando processos como proliferagao,
diferenciagdo, resposta ao estresse e apoptose (Hunter, 2001; Hurst & Dohlman, 2013). A
especificidade por substratos distintos ¢ determinada por complexas interagdes proteina-
proteina e motivos de reconhecimento de sequéncia (Ma; Nicolet, 2023).

Conservadas evolutivamente, as serina/treonina quinases desempenham papéis
essenciais em diferentes organismos. Em bactérias, regulam processos como viruléncia e
formagdo de biofilmes (Sathya Narayanan Nagarajan; Lenoir; Christophe Grangeasse, 2022).
Em eucariotos, a Proteina Quinase C (PKC) exemplifica a diversidade funcional dessas
quinases, estando envolvida em processos de transducdo de sinais celulares (Garcia-Concejo;
Larhammar, 2021).

A desregulagdo dessas quinases esta associada a diversas patologias, especialmente o
cancer (Manning et al., 2002). A quinase Akt, por exemplo, desempenha papel central na
proliferacdo celular e sobrevivéncia, sendo sua ativacdo constitutiva um marcador de

prognostico desfavoravel em canceres como o de mama (Miricescu et al., 2020).



1.2.4 GRUPO CK1

Conhecido por sua distingdo estrutural e funcdes celulares essenciais, o grupo CKl1
(Cell Kinase 1, ou mais conhecida como Caseina Kinase 1) ¢ pequeno, mas desempenha um
papel fundamental na regulagdo da proliferacdo celular, segregacdo cromossdmica e ritmo
circadiano (Fulcher; Sapkota, 2020; Knippschild et al., 2005).

As quinases da familia CK1 (Cell Kinase 1, ou mais conhecida como Caseina Kinase
1) constituem um grupo diversificado de enzimas que desempenham papéis cruciais em uma
ampla gama de processos celulares em eucariotos (Fulcher; Sapkota, 2020; Knippschild et al.,
2005). Caracterizadas por sua especificidade para os aminoacidos serina e treonina, essas
quinases atuam como reguladores-chave em diversas vias de sinalizagdo, incluindo Wnt,
ritmos circadianos, transporte nucleocitoplasmatico de fatores de transcri¢ao, reparo do DNA
e transcri¢do génica (Niehrs, 2012).

A familia CKI1 exibe uma complexidade notdvel, com multiplas isoformas que
apresentam padroes de expressao tecidual e subcelular distintos. Essa diversidade funcional
permite que as CK1s participem em uma variedade de processos biologicos. Este grupo inclui
11 quinases diferentes, separadas em trés grupos: CK1, VRK e TTBK e sua importancia das
CKls na tumorogénese tem sido amplamente reconhecida, com diversas isoformas sendo
associadas ao desenvolvimento e progressao de diferentes tipos de cancer (Ikezu & Ikezu,

2014; Knippschild et al., 2005).

1.2.5 GRUPO AGC

O grupo de quinases AGC ¢ composto por 63 quinases de proteinas relacionadas
evolutivamente, incluindo PDK1, PKB/Akt, SGK, PKC, PRK/PKN, MSK, RSK, S6K, PKA,
PKG, DMPK, MRCK, ROCK, NDR, LATS, CRIK, MAST, GRK, Sgk494 ¢ YANK12. Essas
quinases sdo ativadas fisiologicamente a jusante da sinalizagcdo do fator de crescimento e sdo
efetores a jusante de uma ampla gama de sinais (Leroux; Schulze; Biondi, 2018; Pearce et al.,
2010). A conformacdo do dominio catalitico de muitas quinases AGC ¢ regulada
alostericamente através da modulacdo da conformacdo de um local regulatério no pequeno
lobo do dominio da quinase, o "bolso PIF" (PIF-pocket) (Arencibia et al., 2013; Leroux;
Schulze; Biondi, 2018).



1.2.6 GRUPO CAMK

As quinases dependentes de Ca2+/calmodulina (CAMKSs) sd3o uma familia de
proteinas serina/treonina quinases que desempenham papéis fundamentais em muitos
processos bioldgicos, incluindo a transducdo de sinal de célcio, a plasticidade sinaptica e a
regulacdo da expressdo génica (Brzozowski; Skelding 2019). As CAMKSs sao ativadas pela
ligagdo de Ca2+/calmodulina, que resulta em uma mudanga conformacional que alivia a
autoinibi¢cdo do dominio quinase (Brzozowski; Skelding 2019; Simon Dontoro Dekomah et al.
2022)

E composto por 17 quinases categorizadas em oito familias e existem varios subtipos
de CAMKs, incluindo CAMKI1, CAMK2, CAMK4 ¢ CAMKK, cada um com fungdes ¢
localizagdes subcelulares distintas (Bayer; Schulman, 2019; Junho et al., 2020). Por exemplo,
a CAMK?2 ¢ abundantemente expressa no cérebro e € crucial para a plasticidade sindptica e a
memoria, enquanto a CAMKI1 e a CAMK4 estio envolvidas na regulagdo da expressao génica
através da fosforilagdo de fatores de transcri¢ao (Bayer; Schulman, 2019; Junho et al., 2020;

Simon Dontoro Dekomabh et al. 2022)

1.2.7 GRUPO CMGC

As quinases CGMC, nomeadas a partir das iniciais de suas principais familias de
quinases, CDKs, MAPKs, GSKs e CLKs, desempenham papéis criticos em muitos processos
celulares. A desregulacdo dessas quinases tem sido associada ao desenvolvimento e
progressdo do cancer, destacando sua importancia na biologia do cancer (Chowdhury; Dashi;
Keskitalo, 2023; Garai et al. 2012; Varjosalo et al. 2013). As quinases CGMC, que incluem as
quinases dependentes de ciclina (CDKs), as quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs), as
quinases de glicogénio sintase (GSKs) e as quinases semelhantes a Cdc2 (CLKs),
desempenham papéis fundamentais nas vias de sinalizag¢do celular, incluindo a regulacao do
ciclo celular, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e regulacdo da expressdo génica

(Chowdhury; Dashi; Keskitalo, 2023).
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1.2.8 GRUPO RGC

O grupo de quinases RGC (Receptor Guanylate Cyclases) ¢ caracterizado por uma
estrutura incomum: sdo receptores transmembranares de passagem Unica que possuem um
dominio de guanilato ciclase ativo e um dominio de quinase cataliticamente inativo no lado
intracelular (Duda et al. 2011). O dominio de guanilato ciclase produz o segundo mensageiro
c¢GMP, enquanto o dominio de quinase pode ter um papel regulatério e pode se ligar ao ATPI.

Os dominios de quinase dos RGCs animais carecem do motivo catalitico HRD e sdo
classificados como pseudocinases (Duda et al. 2011; Duong-Ly; Peterson, 2013). No entanto,
sabe-se que alguns se ligam ao ATP1 e isso ¢ pensado para causar mudanga conformacional e
regular a atividade do dominio de guanilato ciclase (Duda et al. 2011). As quinases de
proteinas sdo enzimas intracelulares que regulam o crescimento e a proliferacao celular, bem
como o desencadeamento e a regulacdo das respostas imunologicas. As quinases de proteinas
sdo alvos terapéuticos importantes no cancer devido ao seu papel critico nos mecanismos de

sinalizacdo que impulsionam as caracteristicas das células malignas (Theivendren et al., 2021).

1.3 QUINASES POUCO ESTUDADAS

Historicamente, a maioria das pesquisas tem focado em quinases bem conhecidas
devido as suas claras implicacdes em muitas doencas, especialmente o cincer (Baier; Szyszka,
2020; Bhullar et al., 2018; Southekal et al., 2021). No entanto, o dark kinome, composto por
quinases pouco estudadas, representa uma fronteira relativamente inexplorada que pode
conter chaves fundamentais para novos entendimentos e terapias (Berginski et al., 2020;
Essegian et al., 2023; Flax et al., 2024; Moret et al., 2020; Nguyen et al., 2017).

Essas quinases pouco estudadas, também conhecidas como quinases 6rfas, abrangem
aproximadamente 20% do kinoma humano. Isso significa que aproximadamente 160 quinases
ainda t€m sua fun¢do e importancia largamente desconhecidas (Moret et al., 2020). Iniciado
em 2014, o projeto [lluminating the Druggable Genome (IDG) tem sido importante para
trazer atencdo para essas proteinas negligenciadas, visando preencher as lacunas no
conhecimento sobre proteinas que sdo potenciais alvos terapéuticos, mas que tém sido
subexploradas pela pesquisa biomédica convencional (Sharma et al., 2024).

A abordagem sistematica de consorcios como o IDG inclui a utilizag@o de tecnologias
de ponta, como CRISPR-Cas9 para edicdo de genes e RNA-Seq para andlise de expressao

génica, possibilitando a analise funcional dessas quinases de maneira inédita (Moret et al.,
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2020; Soleymani et al., 2023; Safer et al., 2024). Esses avan¢os na tecnologia de biologia
molecular permitem a investigagdo funcional dessas quinases com uma precisdo sem
precedentes, facilitando a identificagdo de novas fungdes e interagdes (Soleymani et al., 2023).

A caracterizagdo funcional dessas quinases envolve uma combinacido de abordagens
experimentais e computacionais. Ferramentas como o ja dito CRISPR-Cas9 permitem a
edi¢do precisa do genoma para criar modelos de knockout e estudar a fungdo de quinases
especificas. Estudos de protedmica e transcriptomica de alto rendimento sdo essenciais para
mapear as vias de sinalizacdo e as redes de interagdo proteica dessas quinases. Ensaios
fenotipicos de alto rendimento tém sido particularmente uteis na identificagdo de fungdes
bioldgicas dessas quinases em diferentes contextos celulares (Moret et al., 2020).

A necessidade de estudar essas quinases pouco caracterizadas advém de sua potencial
contribuicdo para novas descobertas em biologia celular e molecular. Quinases pouco
estudadas podem desempenhar papéis cruciais em vias celulares ndo convencionais ou
redundantes que s6 se tornam aparentes sob condigdes patoldgicas especificas, como em
certos tipos de tumores sélidos (Sharma et al., 2024). Estudos recentes indicam que algumas
dessas quinases podem influenciar o microambiente tumoral, modulando interagdes entre
células tumorais e células do estroma, e influenciando processos como angiogénese, invasao e
metastase (Essegian et al., 2020; Gomez et al., 2024).

A relevancia clinica das quinases pouco estudadas ¢ ressaltada pela descoberta de
mutagdes especificas em genes dessas quinases em tumores s6lidos, como as mutacdes em
PKMYTI em cancer de pulmao de células ndo pequenas e TLK2 em leucemia mieloide aguda
(Asquith; Laitinen; East, 2019; Jin et al., 2024). Identificar e caracterizar essas mutagdes pode
levar ao desenvolvimento de terapias personalizadas que visem essas alteracdes especificas,
melhorando a eficacia do tratamento e minimizando os efeitos colaterais. Este desequilibrio
no conhecimento € atribuido a uma combinac¢ao de desafios técnicos e uma historica falta de
interesse devido a auséncia de dados preliminares promissores (Gomez et al., 2024; Oprea et
al., 2018). O estudo das quinases pouco exploradas oferece a oportunidade de desenvolver
inibidores especificos para essas proteinas, resultando em novas abordagens terapéuticas para
diversos tipos de cancer (Essegian et al., 2020). Em colaboragdo com a Aché Laboratérios
Farmacéuticos S.A., o A.C. Camargo Cancer Center estd identificando e validando quatro
quinases pouco estudadas como potenciais alvos terapéuticos em tumores so6lidos: VRKI,
VRK2, PKMYTI1 e LMTK3. Essas quinases, embora pouco conhecidas na literatura, t€m o

potencial de oferecer novas op¢des de tratamento em oncologia.
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1.3.1 VRKI1

VRK1 (Vaccinia-related kinase 1) pertence a familia de proteinas quinases VRK,
composta por trés membros: VRK1, VRK2 e VRK3. Classificada no grupo CK1, a VRK1 ¢
amplamente expressa em todos os tecidos humanos e ao longo do ciclo celular, localizando-se
predominantemente no citoplasma (Elke P.F. Klerkx; Lazo; Askjaer, 2009).

A VRKI1 atua ativamente no checkpoint de G2/M, prevenindo a divisdo celular na
presenca de DNA danificado, um mecanismo estritamente regulado e necessario para a
manuten¢do da integridade gendmica (Lopez-Serrano et al., 2014). Entre os seus substratos
estdo p53, Sox2 e Jun, cuja fosforilagdo por VRKI modula suas atividades e fungoes,
influenciando processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Campillo-
Marcos; Lazo, 2018). Esta capacidade de fosforilar multiplas proteinas sublinha a
versatilidade e importancia da VRK1 em diversas vias celulares (Monte-Serrano; Lazo, 2023).

A estrutura da VRKI1 revela uma tipica configuragdo de quinase com dominio
catalitico bem conservado, similar ao de outras proteinas do grupo CK1. Esta quinase também
possui dominios regulatdrios que facilitam suas interagdes com outras proteinas, tanto dentro

do nucleo quanto no citoplasma (Salzano et al., 2014).
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Figura 4: VRKI participa na fosforilacao de diversas proteinas.

Fonte: Adaptado de Campillo-Marcos; Lazo (2018).

No contexto das interagdes proteicas, a VRKI1 ¢ conhecida por interagir com varios
parceiros moleculares, incluindo proteinas envolvidas em vias de reparo de DNA, como a

proteina p53. A fosforilagdo de p53 pela VRKI ¢ um evento critico que influencia a
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estabilidade e atividade transcricional de p53, promovendo a resposta celular ao dano no
DNA (Campillo-Marcos; Lazo, 2018). Além disso, a VRKI interage com fatores de
transcri¢do e proteinas de estrutura nuclear, refletindo seu papel multifacetado na regulagao da
expressao génica e manuten¢do da estrutura cromatinica (Navarro-Carrasco e Lazo, 2021).

Em gliomas, particularmente no glioblastoma, a expressdo de VRKI1 tem sido
associada a resisténcia ao tratamento (Ben; Gong; Qiu, 2018). Estudos demonstraram que a
auséncia de VRK1 aumenta a sensibilidade das células tumorais a baixas concentra¢des de
Temozolomida e Olaparib, sugerindo um papel protetor da VRKI1 contra danos no DNA
induzidos por esses agentes quimioterapicos (Navarro-Carrasco e Lazo, 2021).
Adicionalmente, a VRK1 foi identificada como um alvo sintético letal em glioblastomas
deficientes de VRK2, indicando uma potencial vulnerabilidade terapéutica nestes tumores (So
et al., 2022).

No carcinoma hepatocelular, estudos mostraram que baixos niveis de VRK1 inibem a
proliferacdo celular, sugerindo um papel oncogénico da VRK1 nesta patologia. Mecanismos
exatos ainda estdo sendo investigados, mas a fosforilagdo de proteinas chave envolvidas na
regulacdo do ciclo celular e apoptose parece ser um fator contribuinte significativo (Huang et
al., 2016; Lee et al., 2017; Lee et al., 2015).

J4 em carcinoma, a VRKI também estd associada a resisténcia a tratamentos que
causam danos no DNA. A alta expressao de VRKI1 tem sido correlacionada com uma resposta
adaptativa das células tumorais que lhes confere uma vantagem proliferativa em ambientes de
estresse genotoxico, como aqueles induzidos por quimioterapias (Mon et al., 2018; Salzano et
al., 2014). Esses achados destacam a importancia da VRK1 na biologia do cancer € como um

potencial alvo terapéutico para melhorar a eficacia dos tratamentos atuais.

1.3.2 VRK2

VRK2 (Vaccinia-related Kinase 2) é o segundo membro da familia VRK, pertencente
também ao grupo CK1, compartilhando 61% de seu dominio catalitico com VRKI1 (Blanco et
al., 2006; Nichols; Traktman, 2004). Esta serina/treonina quinase possui duas isoformas
principais, VRK2A e VRK2B, que diferem em suas expressdes e localizagdes subcelulares,
desempenhando papéis distintos em diversas vias celulares.

VRK2A ¢ uma proteina de maior cumprimento quando comparada com VRK2B que
reside no citosol, ancorada ao reticulo endoplasmatico e membranas mitocondriais,

desempenhando um importante papel em respostas contra hipéxias e estimulos de citocinas
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(Blanco, Santos, & Lazo, 2007). Em contraste, VRK2B ¢ uma proteina de menor tamanho em
relacdo a VRK2A presente tanto no citosol quanto no nticleo. Embora sua fungdo ndo seja
totalmente compreendida, sabe-se que VRK2B fosforila a treonina 18 e a histona H3 de p53,
além de regular o fator de transcri¢cdo nuclear NFAT1 junto com VRK2A (Blanco et al., 2006;
Viézquez-Cedeira; Lazo, 2012).

A localizagdo subcelular das isoformas da VRK2 ¢ determinante para suas diferentes
fungdes bioldgicas. VRK2A, localizada na membrana do reticulo endoplasmatico, influencia a
estabilidade da proteina p53 em linhas celulares tumorais (Blanco, 2006). Esta diferenca de
localizagao subcelular € critica, pois determina a interagdo da VRK2 com diferentes substratos

e parceiros de sinalizagdo.
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Figura 5: Participacdo de VRK2A e VRK2B na regulagdo de NFAT1 no ciclo celular.
Fonte: Adaptado de Vazquez-Cedeira; Lazo (2012).

Estudos recentes sugerem que VRK2A pode desempenhar um papel crucial em
diferentes tipos de cancer. Pesquisas de Chen et al. (2021) indicam que células de carcinoma
hepatocelular com superexpressio de VRK2A podem apresentar resisténcia ao tratamento
com sorafenib, tornando-a um possivel alvo terapéutico para carcinoma hepatocelular. A
inibicao ou a reducgdo da expressao de VRK2 pode reduzir a fosforilagdo, a ubiquitinagdo ¢ a
atividade de TKT, bem como a proliferacdo e migracao de células de carcinoma hepatocelular

(Zhang et al., 2023). Estudos recentes também identificaram a VRK2A como um modulador
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da evasdo imunoldgica em canceres hepaticos, através da ativacdo da via ROS-mTOR
mediada pela transcetolase, enzima que transfere fragmentos de dois carbonos entre agucares
(Zhang et al., 2023). Esta funcdo imunomoduladora de VRK2 pode ter implicagdes
significativas para o desenvolvimento de terapias imunoldgicas contra o cancer.

Em glioblastoma, altos niveis de VRK2A estdo associados a um prognostico mais
favoravel e maior sobrevida em comparagdo com pacientes com baixa expressao de VRK2A
(Rodriguez-Hernandez et al., 2013). Além disso, Shields et al. (2022) e So et al. (2022)
descobriram uma relagdo sinérgica-letal entre VRK2A metilado que ¢ uma modificacao
epigenética onde grupos metil sdo adicionados ao gene VRK2A, afetando sua expressdo e
funcdo, e a auséncia de VRK1 em gliomas, apontando para potenciais estratégias terapéuticas
para gliomas e tumores do sistema nervoso central.

A identifica¢do inicial de VRK2A, juntamente com VRKI, revelou sua semelhanga
estrutural com a quinase B1R do virus vaccinia, sugerindo uma possivel origem evolutiva
comum (J Nezu et al., 1997). Estudos subsequentes demonstraram que VRK2A desempenha
um papel critico na modulagdo da apoptose através da interacdo com a proteina Bel-xL e da
regulacdo da expressdao do gene BAX (Monsalve et al., 2013). Esta fun¢do antiapoptdtica de
VRK?2 ¢ particularmente relevante em células tumorais, onde a resisténcia a apoptose € uma
caracteristica comum.

VRK2A também tem sido associada a distirbios psiquiatricos e neurolégicos. Estudos
de expressdo génica identificaram VRK2A, que pode apresentar mutagdes pontuais e
variagdes na expressao, como um gene candidato para esquizofrenia e transtorno bipolar, com
essas variagdes na expressao e mutagdes, como a substituicao de aminodacidos especificos (por
exemplo, a substituicdo de serina por treonina) e a presenga de exons alternativos (como os
exons la, 1b e a auséncia do exon 13), correlacionando-se com a suscetibilidade a esses
disturbios (Li; Yue, 2018; Tesli et al., 2016; Yin et al., 2023). A modulacao da expressao da
VRK2 pode, portanto, representar uma nova abordagem para o tratamento de doencas
neuropsiquiatricas.Em termos de interagdo com outras proteinas, VRK2 foi demonstrada
como um modulador da interacdo lisossoma, que envolve a fusdo de lisossomos, organelas
responsdveis pela digestdo intracelular, com outras estruturas celulares, permitindo a
degradacdo de moléculas e a reciclagem de componentes celulares, com a proteina Akt,
influenciando a sobrevivéncia celular e a resposta ao estresse (Hirata et al., 2018). Esta
interagdo ¢ particularmente relevante em células cancerigenas, onde a sinalizagdo de Akt ¢

frequentemente desregulada.
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1.3.3 PKMYT1

A quinase PKMYTI1, também conhecida como proteina quinase membrana-associada
tirosina/treonina 1, ¢ um membro da familia de quinases WEEl e do grupo CKI,
desempenhando um papel crucial como regulador negativo do ponto de checagem G2/M. Isso
ocorre por meio da fosforilacdo das treoninas 14 e 15 em CDKI e pela inibi¢cdo do complexo
CDK1-Ciclina B, impedindo sua entrada no nucleo (Asquith, Laitinen, & East, 2019; Long et
al., 2020; Liu et al., 2017). Durante a fase M do ciclo celular, a PKMYT1 ¢ regulada por
fosforilagdo por PLK1 e CDC2 (Nakajima et al., 2003).

A regulacdo de PKMYT]1 ¢ complexa e envolve multiplos niveis de controle, incluindo
fosforilagdo, localizagdo subcelular e interagdo com outras proteinas reguladoras do ciclo
celular. PKMYTI ¢ regulada negativamente pela fosfatase CDC25, que remove 0s grupos
fosfato de Thr14 e Tyrl5, permitindo a ativagdo de CDK1 e a progressdo para a mitose. Além
disso, a regulagao negativa de PKMYT1 também pode ocorrer através da degradagdo mediada
pelo proteassoma, onde a ubiquitinagdo marca PKMYT]1 para degradacdo, reduzindo seus
niveis na célula e facilitando a entrada na mitose (Asquith, Laitinen, & East, 2019 (Schmitd et
al., 2017; Wang et al., 2022). Além disso, PKMYT1 pode ser regulada por vias de sinaliza¢ao
como a via PI3K/AKT, que modula sua atividade e estabilidade. A ativagdo da via PI3K/AKT
pode levar a fosforilagdo de PKMYT]1, alterando sua localizagdo subcelular e promovendo
sua degradacdo mediada pelo proteassoma, o que reduz seus niveis na célula e facilita a
entrada na mitose (Wang et al., 2022) Além de sua funcao inibitéria sobre a CDK1, PKMYT1
também estd envolvida na manutencdo da estabilidade genomica. PKMYT1 desempenha um
papel na resposta ao dano ao DNA, essencial para a sobrevivéncia celular sob estresse
genotodxico (Ghelli Luserna Di Rora et al., 2020). Ela ajuda a prevenir a entrada prematura na
mitose até que o reparo do DNA seja concluido, evitando a “catastrofe mitdtica” e a morte
celular. Essa fungdo de “recuperagdo do checkpoint” permite que as células normais
mantenham a integridade genomica, enquanto em células cancerigenas, pode proporcionar
tempo para a recuperagdo de danos severos (Asquith; Laitinen; East, 2019 Ghelli Luserna Di
Rora et al., 2020). A inibigdo de PKMYTI pode levar a entrada prematura na mitose,
resultando em catastrofe mitdtica e apoptose celular, especialmente em células cancerigenas
que dependem de mecanismos de reparo de DNA. PKMYT1 normalmente atua como um
regulador negativo da CDK 1, impedindo a ativacdao prematura do complexo CDK1/ciclina B.
Quando PKMYTI ¢ inibida, essa regulacdo ¢ perdida, permitindo que as células entrem na

mitose antes que o reparo do DNA esteja completo, o que pode causar danos irrepardveis ao
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DNA e levar a morte celular (Ghelli Luserna Di Rora et al., 2020).
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Figura 6: Participagdo de PKMYT1 na regulagdo do ciclo celular.
Fonte: Adaptado de Ghelli Luserna di Rora et al. (2020).

Em relagdo ao carcinoma renal de células claras (CRCC), PKMYTI1 tem sido
implicada como um biomarcador promissor para diagnostico e prognostico. A expressao de
PKMYT]1 ¢ significativamente elevada em tumores de CRCC comparados a tecidos normais,
e sua alta expressdo estd correlacionada com estagios patoldgicos avangados e menor
sobrevida global (Chen et al., 2021). A analise funcional sugere que PKMYT1 pode promover
a transi¢ao epitelio-mesenquima, um processo critico para a invasdo e metastase tumoral
(Chen et al., 2021). A supressdo de PKMYT1 em linhas celulares de ccRCC resultou em
reducdo da proliferacdo, migra¢do e invasdo celular, além de promover apoptose celular
(Chen et al., 2021).

No carcinoma hepatocelular, PKMYT1 também desempenha um papel crucial. A
superexpressdo de PKMYT1 em Carcinoma Hepatocelular (CHC) estd associada a um
prognostico desfavordvel e a progressdo tumoral. Estudos indicam que PKMYT1 pode
promover a tumorigénese ao regular negativamente a autofagia e induzir apoptose. Além
disso, PKMYTI1 pode promover a tumorigénese ao interagir com a via PI3K/AKT,
modulando a atividade e estabilidade de proteinas envolvidas na sobrevivéncia celular e

prolifera¢do (Asquith, Laitinen, & East, 2019). A inibicdo de PKMYT1 em modelos de HCC
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resultou em supressdo significativa do crescimento tumoral, sugerindo que PKMYT1 pode
ser um alvo terapéutico potencial para HCC (Asquith, Laitinen, & East, 2019). A alta
expressao de PKMYT1 promove o crescimento e a motilidade celular, contribuindo para a
progressdao tumoral. PKMYT1 regula negativamente a autofagia e interage com a via
PI3K/AKT, modulando a atividade e estabilidade de proteinas envolvidas na sobrevivéncia
celular e proliferacdo. Essa interagdo promove a reorganizacio do citoesqueleto e a formagao
de protrusdes celulares, facilitando a migra¢do e invasdo celular. Por outro lado, sua
inativacao resulta no efeito oposto, reduzindo o crescimento e a motilidade celular (Liu et al.,
2017; Wu et al., 2023).

Em adenocarcinoma pulmonar, PKMYTI tem sido identificada como um supressor
tumoral significativo. Estudos demonstram que a expressdo reduzida de PKMYT1 em tecidos
de adenocarcinoma pulmonar estd associada a um progndstico desfavoravel. PKMYT1 exerce
fungdes antitumorais potentes ao inibir a ativagdo da AKTI1, uma quinase crucial para a
progressdo do ciclo celular e sobrevivéncia celular (Wang et al., 2022). A inibi¢do de AKT1
por PKMYT]1 resulta na repressdo da progressdo do ciclo celular, o que é essencial para a
supressdo do crescimento tumoral (Wang et al., 2022). Além disso, a inativacdo de PKMYTI

aumenta a sensibilidade das células a radioterapia (Long et al., 2020).

1.3.4 LMTK3

A quinase LMTK3 (Lemur Tyrosine Kinase 3) é uma proteina transmembranar
peretencente a familia LMR e ao grupo TK, desempenhando um papel crucial na regulagdo de
diversas vias celulares. LMTK3 ¢ conhecida por sua capacidade de regular a atividade da
proteina fosfatase-1 (PP1), atuando como uma proteina estrutural que facilita a interacdo entre
PP1 e seus substratos. LMTK3 foi inicialmente identificada em um estudo de triagem de
quinases reguladoras do receptor de estrogénio alfa (REa) em cancer de mama. Este estudo
revelou que LMTK3 promove a super-regulacdo do REa através da inibi¢do da proteina
quinase C (PKC) e impede a degradacao de REa por meio da fosforilagdo direta, que € o
processo de adicdo de um grupo fosfato diretamente a uma proteina ou molécula alvo,
alterando sua atividade, localiza¢do ou interagdo com outras moléculas (Stebbing et al., 2012).
Presente no citoplasma e niucleo, LMTK3 regula o receptor de estrogeno alpha no citoplasma,
influenciando a expressdo do RNA mensageiro e niveis proteicos (Giamas et al., 2011; Xu et
al., 2014). Além disso, ¢ substrato do complexo HSP90-CDC37, essencial para sua

estabilidade, e estd envolvida na proliferagdo, invasdo e migragdo (Ditsiou et al., 2020; Vella;
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Giamas; Ditsiou, 2021). Desde entdo, estudos recentes tém destacado a importancia de
LMTK3 na progressdo tumoral, resisténcia a terapias e metéstase, tornando-a um alvo
promissor para o desenvolvimento de novas terapias anticancer (Agnarelli et al., 2023; Cho et
al., 2024).

A fungdo fisiologica mais bem caracterizada da LMTK3 estd no sistema nervoso
central, onde ¢ expressa em regides como o cortex cerebral, estriado, cerebelo, hipocampo e
bulbo olfatoério. Estudos em modelos de camundongos knockout para LMTK3 mostraram que
esses animais apresentam hiperatividade, menor ansiedade e comportamentos relacionados a
esquizofrenia e transtorno bipolar. Esses achados destacam a importancia da LMTK3 na
regulacdo da excitabilidade neuronal e no comportamento (Cho et al., 2024). LMTK3 facilita
a invasdo e migracdo aumentando a abundancia de integrina a5B1, interagindo com GRB2 e
ativando Ras e CDC42. Também regula o trafego de EphA2 para a membrana (Gundry C et
al., 2017). No ntcleo, LMTK3 remodela a cromatina, ligando-se a PP1a e KAPI, resultando
na condensac¢do da cromatina e na repressdo de genes supressores de tumor (Xu Y et al.,

2014).
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Figura 7: Fun¢des conhecidas da proteina LMTK3. (A) Regulagdo do receptor de estrogeno
alpha, (B) estabilidade de LMTK3, (C) remodelagao da cromatina, (D) invasdo ¢ metastase
tumoral e (D) repulsao célula-célula.

Fonte: Adaptado de Ditsiou et. al (2021).

Em carcinoma, LMTK3 tem se mostrado um fator critico na progressao da doenca e

na resisténcia a terapias hormonais (Stebbing et al., 2018). Estudos demonstraram que a
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inibi¢do de LMTK3 pode levar a reducao da proliferagdo celular e a inducao de apoptose em
células de cancer de mama. Além disso, LMTK3 foi implicada na regulacdo da dindmica dos
microtubulos, afetando a estabilidade celular e a capacidade de invasdo das células tumorais
(Stebbing et al., 2011; Lu et al., 2017). LMTK3 também tem sido associada a resisténcia a
terapias em cancer de mama, mediando a resisténcia ao tamoxifeno, um medicamento
amplamente utilizado no tratamento do cancer de mama ERa-positivo. A inibicdo de LMTK3
pode potencialmente restaurar a sensibilidade ao tamoxifeno, oferecendo uma nova
abordagem para superar a resisténcia terapéutica (Gundry et al., 2017).

No adenocarcinoma pulmonar, LMTK3 foi implicada na regulacdo da via de
sinalizacdo do fator de crescimento epidérmico (EGFR), que ¢ frequentemente alterada em
canceres de pulmio. A inibicdo da LMTK3 pode interferir na sinalizagio do EGFR,
resultando em uma diminuigao da proliferagdo celular e na indugao de apoptose (Ditsiou et al.,
2020). Pesquisas indicam que a superexpressao de LMTK3 esta correlacionada com um pior
prognostico e maior agressividade tumoral (Sun et al., 2019). A inibicdo da LMTK3 em
modelos de adenocarcinoma pulmonar resultou em uma diminui¢do da viabilidade celular e
na supressdo da capacidade metastatica. Esses achados sugerem que LMTK3 pode ser um
biomarcador 1til para a progressdo da doenga e um alvo terapéutico potencial (Lesly Torres-
Gonzalez et al., 2024).

Estudos recentes revelaram o papel de LMTK3 em cancer colorretal, promovendo
resisténcia ao Cetuximabe, um anticorpo monoclonal quimérico humano-murino que se liga
ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), através da via ERK/MAPK. Além
disso, em cancer de mama, LMTK3 contribui para o crescimento tumoral e a invasdo (Giamas

etal., 2011; Wang et al., 2021; Xu et al., 2014).

1.4 ESTRATEGIAS DE DESENVOLVIMENTO DE NOVAS
DROGAS UTILIZANDO QUINASES POUCO ESTUDADAS

Importante mencionar que o presente estudo da continuidade a um projeto iniciado em
2019, fruto de uma colaboragdo entre a Unicamp, o Grupo Aché e o AC Camargo Cancer
Center, cujo objetivo era identificar e explorar o potencial terapéutico de proteinas quinases
menos estudadas (GAP quinases) em tumores solidos. A iniciativa visava selecionar um
grupo de quinases promissoras para aprofundar estudos que pudessem revelar seu papel como

alvos terapéuticos. A abordagem integrou ferramentas de bioinformatica, biologia celular e
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molecular e quimica medicinal, contando com a expertise complementar de cientistas das trés
institui¢cdes envolvidas.

No projeto inicial, foi realizada uma triagem a partir de 272 proteinas quinases listadas
por Drewry et al. (2017), focando naquelas sem sondas quimicas suficientemente seletivas
descritas na literatura. O resultado desse trabalho prévio permitiu a selecdo de 40 proteinas
para investigacdo detalhada para investigagdo da expressdo protéica de algumas quinases por
imunohistoquimica em tecidos tumorais do arquivo do AC Camargo. A etapa inicial contou
com contribui¢des significativas de pesquisadores das instituigdes parceiras, incluindo os
seguintes pesquisadores das trés instituicdes. Ache Laboratorios: Cristiano Guimaraes,
Hatylas Azevedo e Alessandra Mascarello do AC Camargo Cancer Center: Vilma R Martins,
Dirce M Carraro, Israel Tojal da Silva e Martin Roffe, ¢ mais recentemente, Glaucia Hajj, e
da UNICAMP- Centro De Biologia Molecular E Engenharia Genética CBMEG: Katlin
Massirer e Mario Henrique Bengtson.

Alguns detalhes do trabalho anterior foram trazidos em seguida para melhor
compreensdo. As quinases selecionadas estdo sendo investigadas simultaneamente em varias
instituicdes, seguindo um fluxo de trabalho bem definido. Este processo inclui o
desenvolvimento de drogas inibidoras direcionadas a esses alvos, testes em modelos in vitro e
in vivo, bem como a avalia¢ao da expressdo proteica dessas quinases em tumores de interesse.
Além disso, esta sendo analisada a relacdo entre a expressdo dessas quinases € as
caracteristicas clinicas e histopatologicas dos pacientes, bem como seu impacto no
prognostico. Esses estudos ajudam a entender melhor como essas quinases influenciam o

desenvolvimento e a progressao dos tumores (conforme ilustrado nas Figuras 8 ¢ 9).
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Figura 8: Workflow paralelo de desenvolvimento de novas drogas baseadas na caracterizagao
de quinases pouco estudadas.

Fonte: propria autoria.

No A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC), esforcos foram direcionados para
identificar os padrdes de expressdo das quinases VRKI, VRK2, PKMYTl e LMTKS3,
correlacionando-os com caracteristicas clinicas, histopatologicas, além do progndstico. Para
alcangar esses objetivos, foram utilizados microarranjos de tecido (TMAs) previamente
confeccionados em estudos anteriores, assim como TMAs produzidos especificamente para
este projeto. Nesses TMAs, a expressao das quinases de interesse foi avaliada por meio de
imuno-histoquimica (Tabela 1). Essa abordagem tinha o objetivo de contribuir para o

desenvolvimento de novas terapias destinadas ao tratamento de tumores sélidos.

Progndstico

Superexpressdo Proliferacdo
Quinases pouco < :‘;173 o dados . N=105 + N=57
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top 10%) * Metastase versus * Campbell_2016_siR
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Literatura

Figura 9: Workflow de andlises bioinformaticas para a priorizacdo de candidatos a novos
alvos terapéuticos em tumores.

Fonte: propria autoria.

O estudo, como comentado anteriormente, teve inicio com a identificagdo de quinases
pouco exploradas em bancos de dados especializados. Métodos de predicao, foram utilizados
para avaliar a propensdo dessas quinases em participar de processos bioldgicos relevantes. Em

seguida, as quinases mais promissoras foram selecionadas para estudos de superexpressao,
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nos quais seus perfis funcionais foram analisados por meio de dados de bancos previamente
estabelecidos. A partir dessas andlises, 57 proteinas quinases foram previamente identificadas,
culminando na selecdo de VRKI1, VRK2, LMTK3 ¢ PKMYTI como candidatas mais
promissoras para as fases iniciais da pesquisa por novos inibidores. A caracterizagao
detalhada dessas quinases foi objetivo dessa dissertagdo. Como mostrado na Tabela 1, essas
quinases foram escolhidas para estudo em diferentes tumores s6lidos, nos quais demonstraram

caracteristicas favoraveis, como dados de superexpressao.

Tabela 1: Quinases priorizadas na colaboracdo ACCCC-Aché e os tumores de interesse.

Quinase Tipo Tumoral (codigo TCGA)
VRK1 Gliomas, LIHC, BRCA
VRK2 LIHC, LUAD, Gliomas

PKMYT1 LUAD, LIHC, KIRC

LMTK3 BRCA, COAD

LIHC: Carcinoma Hepatocelular, BRCA: Carcinoma de Mama Invasivo, LUAD: Adenocarcinoma Pulmonar,
KIRC: Carcinoma Renal de Células Claras, COAD: Adenocarcinoma de Colon.

Fonte: propria autoria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Analisar a expressdo das quinases VRK1, VRK2, PKMYT1 e LMTK3 através
de imuno-histoquimica de amostras tumorais de Gliomas, Carcinoma
Hepatocelular, Carcinoma de Mama, Adenocarcinoma Pulmonar,
Adenocarcinoma de Colon e Carcinoma Renal de Células Claras organizadas
em TMAs,

2.2 Correlacionar a expressdo das proteinas com aspectos histopatologicos
relevantes para a doenga,

2.3 Correlacionar a expressdo das proteinas com dados clinicos dos tumores de

interesse, assim como seu impacto na sobrevida.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA, CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Apds aprovagio do projeto no Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Fundagio
Antonio Prudente no A.C.Camargo Cancer, para este projeto numerado como 2709/19, foi
utilizado um conjunto de 18 TMAs para a realizacdo das rea¢des de imuno-histoquimica nos
tecidos estudados. O acervo do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital A. C.
Camargo forneceu 1326 amostras parafinadas, organizadas em TMAs. Dados clinicos e
patologicos foram obtidos a partir de prontudrios médicos da institui¢do. As informagdes
utilizadas para este estudo constam na Tabela 2. Todo material desta pesquisa, representado
pelo bloco de parafina e suas respectivas laminas estdo arquivados no Departamento de
Anatomia Patologica do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A C Camargo.
As amostras que ndo possuirem representacdo adequada das neoplasias nos blocos de
parafinas serdo excluidas, além dos casos que apresentassem menos de um més de
permanéncia no hospital.

Os prontuarios médicos forneceram dados clinicos detalhados sobre diversos
diagnosticos, como gliomas, carcinoma de mama, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma renal
de células claras, carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma colorretal. Essas informagdes
foram entdo inseridas em um sistema de captura de dados eletronicos conhecido como
REDCap (Harris, 2019; Harris, 2009). Todo o conjunto de dados esta armazenado de forma
segura nos servidores do A.C. Camargo Cancer Center, garantindo a integridade e

confidencialidade dos registros médicos.
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Tabela 2: Descri¢do dos TMAs utilizados.

. Tipo . . | Quantidade | Quantidade | TMAs e a quantidade
HEED Tumoral S (e de amostras de TMASs de amostras em cada
Carci d Mama 45 = 143
Mamario | BRCA arﬁn‘r’nma ¢ 486 3 Mama 46 = 123
ama Mama 59 = 187
Macrotrabecular-
massivo
Hepatico | LIHC Esteatohepatico 48 1 CHC =48
Carcinoma
fibrolamelar
Sem Origem Pulmao 03 =32
Rulmogag LUAD Especifica >6 2 Pulmao 05 =24
Astrocitoma
Difuso GBM02=114
Cerebral | Glioma Astrocitoma 192 3 GBM 03 =20
Anaplésico GBM HCP = 58
Glioblastoma
Carcinoma Renal Rim-10=150
Ll RCC de Células Claras 201 I Rim-16 =51
. Colon 08 =202
Intestinal | COAD SOE 376 2 Colén 09 = 174

LIHC: Carcinoma Hepatocelular, BRCA: Carcinoma de Mama Invasivo, LUAD: Adenocarcinoma Pulmonar,
KIRC: Carcinoma Renal de Células Claras, COAD: Adenocarcinoma de Colon.

Fonte: propria autoria.

3.2 TECNICA DE MICROARRANJOS TECIDUAIS

A utiliza¢do de Microarranjos Teciduais, ou TMAs, possibilita o estudo da expressdo
proteica de tumores em larga escala através de ensaios de imuno-histoquimica, com uma
acuracia comprovada. Seu emprego ¢ justificado uma vez que oferece vantagens de custo e
tempo para pesquisas em grandes centros com grandes bancos de dados (Milanes-Yearsley et
al. 2002; Gulmann et al. 2003).

As construcdes dos TMAs foram realizadas apos ser escolhida e identificada, por um

patologista, a area adequada na neoplasia através de uma marcacdo circular em cada nova
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lamina de vidro na regido mais representativa do tumor e correspondente ao bloco de parafina
escolhido. Usando o tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, Maryland) a
area de interesse foi retirada com um core de 0,6 mm de cada bloco doador e transferido para
outro bloco chamado de receptor. Todos os TMAs foram montados com amostras em
duplicata. A partir desse novo bloco foram preparados cortes histologicos seriados em ldminas
de vidro cortadas através de microtomia mecanica na espessura de 4 um. Estas ldminas foram
examinadas no microscopio Optico para observar a representatividade das células neoplasicas.
A avaliagdo da representagdo celular da neoplasia foi definida como aproveitamento do TMA.
Para uma amostragem ser considerada satisfatoria foi necessaria uma representacdo de pelo
menos 10% de area circular do core de 0,6 mm apds uma analise no microscopio de campo

claro de varios niveis de corte.

3.3 REACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes provenientes dos TMAs foram desparafinizados pela incubagdo a 60°C por
24 horas, seguido de banhos sucessivos em trés solugdes de xilol por 10 minutos cada, poste-
riormente hidratados em solugdes com concentragdes decrescentes de etanol (100%, 95%,
80%, 70%) e lavadas em agua corrente e destilada. Para a recuperagdo antigénica as laminas
foram incubadas em solu¢ao tampao de citrato 10 mM pH 6.0 em camara de pressao (DAKO
S2801, USA) por 15 minutos até elevacao de temperatura a 125 °C, 18-24 psi e posterior res-
friamento. Para o bloqueio da peroxidase enddgena as ldminas foram imersas em H202 10%
(3 lavagens de 10 minutos cada) (Merck, Germany). Apos etapa adicional de lavagem em
agua corrente (5 minutos), foi realizado bloqueio de interagdes inespecificas com Dako
Protein Block (Dako, USA) por 1 hora em cuba escura. A seguir, todas as laminas foram
incuba-das com o anticorpo primario (Tabela 3) diluido em titulo a ser estabelecido, em
solugcdo de bloqueio por 18 horas a 4 °C em camara umida. Apds este periodo foi realizada
lavagem com PBS (duas lavagens de 5 minutos cada) e posterior incubacdo de todas as
laminas com poli-mero HRP link (DAKO, USA) por 30 minutos em cuba escura. Apds as
lavagens, as ldminas foram incubadas com HRP enzyme (DAKO, USA) por 30 minutos em
cuba escura. Apds la-vagem, a revelagdo foi feita utilizando cromogeno 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB) (Biocare Medical, USA), diluido em DAB 24 Substrate Buffer
(1:50). As laminas foram contra-coradas com hematoxilina e montadas em Tissue-Tek®

Prisma®/Film (Sakura, USA).
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Ap6s etapa adicional de lavagem em agua corrente (5 minutos), foi realizado bloqueio
de interagdes inespecificas com reagentes especificos para cada anticorpo, variando o tempo
de bloqueio conforme necessario. A seguir, todas as laminas foram incubadas com o anticorpo
primario, cada um com seu tempo de incubacao especifico, em solugdo de bloqueio por 18
horas a 4 °C em camara umida. Apos este periodo foi realizada lavagem com PBS (duas
lavagens de 5 minutos cada) e posterior incubagdo de todas as ldminas com polimero HRP
link (DAKO, USA) por 30 minutos em cuba escura.

Apos as lavagens, as 1aminas foram incubadas com HRP enzyme (DAKO, USA) por
30 minutos em cuba escura. Apds lavagem, a revelacdo foi feita utilizando cromégeno 3,3 -
Diaminobenzidine (DAB) (Biocare Medical, USA), diluido em DAB 24 Substrate Buffer
(1:50). As laminas foram contra-coradas com hematoxilina e montadas em Tissue-Tek®
Prisma®/Film (Sakura, USA). Todas as reagdes especificas para cada anticorpo e TMA

correspondente podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3: Condicdes das diferentes reagdes de imuno-histoquimica nos TMAs de Gliobmas,
Carcinoma de Mama, Gliomas, Adenocarcinoma Colorretal, Carcinoma Renal de Células
Claras, Carcinoma Hepatocelular e Adenocarcinoma Pulmonar.

Tecido Anticorpo TMA Recuperagéo antigénica Bloqueio Titulagdo do anticorpo | Tempo de incubagdo
3 des 6xido de hidrogéni 1
GBM 02 pH 9 em banho-maria vezes de > min (pe,rc)“ o de hidrogénio) e 1/500 1 hora
vez de 20min Soro de Cabra
VRK1 Cell Signaling 3 vezes de 5 min (perdxido de hidrogénio) e 1
H 9 em banho- 1h
1F6 mAb#3307 GBMO3 PR S embanho-maria vez de 20min Protein Block 1/100 ore
3 de 5 mi 6xido de hidrogéni 1
Gliomas GBM HCP pH 9 em banho-maria vezes de>min (pe.roxl o de hidrogénio) e 1/200 1 hora
vez de 20min Soro de Cabra
GBM 02 " 3 de5 6xido de hidrogé 1 .
pH 6.0 em panela de pressdo vezes deomin (pe.roxl o de hidrogénio) e 1/10 Durante a noite
VRK2 (H-5) Santa Cruz GBM HCP vez de 60min Soro de Cabra
sc-365199 3 de5 5xido de hidrogé 1
GBM 03 pH 9.0 em panela de pressdo vezes de>min (pe.rcxl o de hidrogénio) 1/10 Durante a noite
vez de 60min Soro de Cabra
LMTK3 (I-17) Santa Mama 45 pH 9.0 em panela de pressio 3 vezes de5min lpéroxldo del"udrogenlojel 1/200 Durante a noite
Cruz:sc-100418 Mama 46 vez de 20 min em Protein Block
Carcinoma de Mama
VRK1 Cell Signaling Mama 45 Cell conditioning 2 60Ab 1/50 1 hora
1F6 mAb#3307 Mama 59 60 min
Adenocarcinoma LMTK3 (1-17) Santa Colon 08 pH 9.0 em panela de presso 3 vezes de 5 min(pe.réxidode hidrogénio) e 1 1/200 Durante a noite
Colorretal Cruz: sc-100418 Colon 09 vez de 20min Soro de Cabra
Carcinoma Renal de PKMYT1 Invitrogen Rim 10 pH 9.0 em panela de pressio 3 vezes de5min (péréxido dehidrogénm) el 1/100 1 hora
Células Claras (OTISEL): MA525034 Rim16 vez de 20 min em Protein Block
VRK1 Cell Signaling pH 9 em banho-maria 3 vezes de5min (péréxldo der.udrogénlo)el 1/200 1 hora
Carcinoma 1F6 mAb#3307 vez de 20 min em Protein Block
CHC
Hepatocelular - i 23 i ani
VRK2 (H-5) Santa Cruz pH 9 em banho-maria 3 vezes de5min (p?roxldo deltudrogenlojel 1/10 1 hora
sc-365199 vez de 20 min em Protein Block
Adenocarcinoma PKMYT1 Invitrogen Pulm&o 03 pH 9.0 em panela de press3o 3 vezes de Smin (peréxido de hidrogénio) e 1 1/100 1 hora
Pulmonar (OTISE1): MAS525034 Pulm3o 05 vez de 20 min em Protein Block

Fonte: propria autoria.
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3.4 HSCORE

As laminas foram examinadas por patologistas que avaliaram a presenca de
tecido da histologia correta e a qualidade da marcagdo. Todos os patologistas consideraram
que um spot deveria conter ao menos 25% de 4area tumoral avalidvel; caso contrario, era
considerado ndo avaliavel. Além disso, verificou-se a presenga do anticorpo no spot ¢ a
ocorréncia de artefatos durante a aplicagdo na lamina. Todos os spots que ndo mais
representassem area tumoral original devido a perda de tecido durante a reagdo de imuno-
histoquimica, que apresentassem areas de necrose ou qualquer padrao tecidual ndo condizente
com o objetivo deste estudo foram excluidos da analise.

Os TMAs de Gliomas, Carcinoma Hepatocelular, Carcinoma de Mama,
Adenocarcinoma Pulmonar e Carcinoma Renal de Células Claras foram quantificados
juntamente com os patologistas Dr. Felipe D’almeida Costa, Dr. Gabriel Oliveira Dos Santos,
Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osorio, Dr. Clovis Antonio Lopes Pinto e Dra.
Stephania Martins Bezerra do departamento de Anatomia Patoléogica do ACCCC,
respectivamente. Dr. Felipe quantificou VRKI e VRK2 em gliomas; Dr. Gabriel
quantificouVRKI1 e VRK2 em carcinoma hepatocelular e LMTK3 em adenocarcinoma
colorretal; Dra. Cynthia quantificou VRK1 ¢ LMTK3 em Carcinoma de Mama; Dr. Clovis
quantificou PKMYT1 em adenocarcinoma pulmonar; e Dra. Stephania quantificou PKMYT1
em carcinoma renal de células claras.

O patologista avaliou a porcentagem de células marcadas e a intensidade de marcagao
na amostra. A determinacdo do HScore ¢ definida pela porcentagem de células marcadas
(variando-se de 0-100%) multiplicada pela intensidade. Em nosso estudo, investigamos uma
variedade de tipos tumorais, cada um exibindo padrdes unicos de intensidade de marcagao,
aqui definidas como zero igual a auséncia de marcag¢do, um para fraca, dois para moderada e
trés para forte/intensa. Estas duas grandezas serdo utilizadas para as andlises estatisticas e

poderao ser utilizadas em separado ou compondo um escore histoquimico, ou HScore.
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Tabela 4: Marcacgdes utilizadas e seus respectivos métodos nas proteinas quinases estudadas.

Tipo Tumoral Localizagdo da
Proteina Quinase . L. 4 N Método Utilizado
(Abreviagdo) Marcagao
Gliomas Citoplasmatica HScore
VRK1 Cit. HScore
Cit. Contingéncia
Gliomas Cit. HScore
VRK2 , , —
Cit. Contingéncia
UAD Total HScore
PKMYT1 KIRC Cit. e Nuclear HScore
Cit. e Nuclear HScore
LMTK3 COAD Total Contingéncia

BRCA - Carcinoma de Mama, LIHC - Carcinoma Hepatocelular, LUAD - Adenocarcinoma Pulmonar, KIRC -
Carcinoma Renal de Células Claras, COAD - Adenocarcinoma de Cdlon.
Cit = Citoplasmatico.

Fonte: propria autoria.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas deste estudo foram conduzidas utilizando o software
GraphPad Prism 8. Para comparar a distribuicdo de varidveis quantitativas entre diferentes
grupos, foram empregados testes ndo paramétricos como o teste de Mann-Whitney (para duas
amostras) e o teste de Kruskal-Wallis (para trés ou mais grupos). A associag@o entre varidveis
categoricas foi avaliada utilizando o teste exato de Fisher e o teste do qui-quadrado. A relacao
entre variaveis quantitativas foi avaliada por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman,
quando apropriado.

A analise de sobrevida, tanto global quanto livre de progressdo, foi realizada
utilizando o estimador de Kaplan-Meier e o teste de Log Rank. O teste de Log Rank foi
utilizado para comparar as curvas de sobrevivéncia entre os diferentes grupos, e o Hazard
Ratio (HR) foi calculado para quantificar o risco relativo de ocorréncia do evento de interesse
em cada grupo. Um HR maior que 1 indica um maior risco de ocorréncia do evento no grupo

em questao, enquanto um HR menor que 1 indica um menor risco.
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Em todas as andlises, o nivel de significancia adotado foi de 5%.

A andlise de sobrevida permitiu avaliar a influéncia de fatores progndsticos na
sobrevivéncia dos pacientes. Os pacientes foram estratificados com base no primeiro quartil
dos niveis de expressdo das proteinas analisadas, possibilitando a identificagdo de subgrupos
de pacientes com diferentes prognésticos. As andlises de associacdo entre varidveis
categoricas, como o tipo de tumor ¢ a presenca de metastases, foram realizadas utilizando o
teste exato de Fisher e o teste do qui-quadrado. A andlise de correlagdo, por sua vez, auxiliou
na identificacdo de associagdes entre varidveis quantitativas, como a intensidade de
biomarcadores ¢ o historico familiar de cancer dos pacientes. As analises de medianas,
realizadas através dos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, permitiram comparar a
expressao de biomarcadores entre diferentes grupos de pacientes, identificando diferencas

significativas.

3.6 CULTURA CELULAR

Para a conducdo deste projeto, adquirimos linhagens celulares: MCF7, um carcinoma
de mama obtido de uma paciente do sexo feminino com 69 anos de idade (ATCC® HTB-
22™) e a linhagem renal HEK-293T, que deriva de rim embriondrio (ATCC® CRL-3216™).
Ambas as linhagens foram selecionadas a partir do acervo do Biobanco da American Type
Culture Collection (ATCC). Para garantir a integridade e confiabilidade dos nossos resultados,
seguimos rigorosamente as diretrizes e orientacdes fornecidas pelo ATCC para a manutencao

e cultivo dessas linhagens celulares.
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3.7 VALIDACAO DE ANTICORPOS ATRAVES DE ENSAIO DE
WESTERN BLOT

Utilizamos a técnica de Western blot para avaliar a especificidade dos anticorpos em
relacdo as proteinas do nosso projeto, seguindo o protocolo de Roffé et al. 2013. Os detalhes

sobre os anticorpos utilizados estdo na Tabela 5.

Tabela 5: Validacao dos anticorpos utilizados nas reagoes de TMAs.

Anticorpo Célula Titulagao Solvente
VRK1 Cell Signaling: HEK-293T 1:1000 TBS-T + BSA 5%
1F6 mAb#3307 MCF7 1:1000 TBS-T + BSA 5%
VRK2 (H-5): HEK-293T 1:500 TBS-T + Leite 5%
Santa Cruz: sc-365199 MCF7 1:500 TBS-T + Leite 5%
LMTK3 (1-17) HEK-293T 1:500 TBS-T + Leite 5%
Santa Cruz: sc-100418 MCF7 1:1000 TBS-T + Leite 5%
PKMYT1 (OTI5E1) HEK-293T 1:500 TBS-T + Leite 5%
Invitrogen: MA525034 MCF7 1:1000 TBS-T + BSA 5%

Fonte: propria autoria.
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Para garantir a especificidade dos anticorpos usados nos ensaios de imuno-

histoquimica nos TMAs, conduzimos a validacdo por meio da técnica de Western blot

(Figura 13). Utilizamos a linhagem celular de cancer de mama MCF7 (Figura 13.A) ¢ a

linhagem de rim embrionario HEK-293T (Figura 13.B) como padrdo de validagdo dos

anticorpos.
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Figura 10: Anticorpos validados em duas linhas linhagens celulares, MCF7 e HEK 293T.

Fonte: propria autoria.
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Os gliomas foram selecionadas para avaliar a expressdo das quinases VRKI1 e VRK2

através de imuno-histoquimicca, para isso foram construidos trés TMAs contendo 157 casos.

Retirando os casos ndo avalidveis, o nimero foi reduzido para 121, que abrangem os

estadiamentos clinicos II (15), IIT (13) e IV (89). Os tecidos ndo neoplésicos foram retirados

das margens livres de neoplasia dos mesmos pacientes que tiveram tumores. Para evitar

duplicidade, esses tecidos foram incluidos apenas na analise de estadiamento clinico, onde

foram comparados com Astrocitoma Anaplasico, Astrocitoma Difuso e Glioblastoma



34

Multiforme, totalizando 143 casos. Os casos descritos como “ignorados”, observados nas
Tabelas 6, 7 ¢ 8 sdo aqueles que ndo possuiam dados para aquela variavel, logo ndo fizeram

parte da analise.

4.2.1 VRK1

Para investigar a expressao de VRKI1 em gliomas, utilizamos o anticorpo da Cell
Signaling (cat.: 1F6 mAb#3307). Em nossas quantificacdes, a proteina VRKI1 mostrou
expressao predominantemente citoplasmatica, enquanto a marcacao nuclear foi
majoritariamente negativa na maioria dos gliomas examinados. Portanto, ao calcular o HScore
relacionado a VRKI1, focamos nas marcagdes citoplasmaticas. As variagdes nas diferentes
intensidades de VRKI1 estdo ilustradas na Figura 10, onde ¢ possivel observar uma alta

quantidade de marcagdes citoplasmaticas e um baixo niimero de nticleos marcados.

Figura 11: Diferengas nas intensidades de VRK1 em tecidos ndo neoplasicos e em gliomas.
(A) Tecido nao neoplésico, (B) sem marcagdo, (C) marcagdo fraca, (D) marcacdo moderada e
(E) marcacao intensa.

Fonte: propria autoria.

Ao analisar a proteina VRK1, ndo observamos associagdao entre VRKI e as variaveis
clinicas e patologicas, como histérico familiar de cancer, presenga de outra neoplasia e
presenga de mutagdo no gene PTEN. No entanto, observamos uma alteragdo significativa na
expressao de VRKI1 (p = 0,0001) ao comparar tecido normal com os estagios II, IIT e IV de
gliomas. Em neoplasias do sistema nervoso central de mais alto grau, houve um aumento na
expressao de VRKI1 de 175% em Astrocitoma Anapléasico e de 183% em Glioblastoma

Multiforme.
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Tabela 6: Associacdo da expressdo de VRKI1 com as variaveis clinicas e patoldgicas

relacionadas a gliomas. Teste de Mann- Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-
Wallis para trés ou mais variaveis.

VRK1 - HSCORE

HScore
g . o
Variavel Categoria N (%) Ql (Mediana) Q3 p valor
Ndo 8(9) 163 170 195
. 0,402
Histérico Sim 4 (4) 82,5 225 270
Familiar Ignorado 77 (87)
Total 89 (100)
Ndo 72 (81) 92,5 175 240
) 0,2009
) Sim 10 (13) 87,5 155 170
Outra neoplasia
Ignorado 7 (6)
Total 89 (100)
Normal 31 (20) 30 60 140
Il (AD) 13 (8) 65 80 165
0,0001
Estadiamento Il (AA) 10(7) 90 165 192,5
Clinico IV (GBM) 89 (58) 90 170 210
Ignorado 10(7)
Total 153 (100)
Perda total 8(9) 90 155 175
Perda parcial 25 (28) 105 180 210 0,5795
Mutagdo
PTEN Selvagem 35 (39) 80 170 225
Ignorado 21 (24)
Total 89 (100)

AD: Astrocitoma Difuso; AA: Astrocitoma Anaplasico; GBM: Glioblastoma Multiforme.
Ql: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

A andlise de sobrevida global foi subdividida em duas categorias. Primeiramente,
avaliamos os estadiamentos clinicos II, III e IV, onde, o valor de p, com um ponto de corte de
190, foi de 0,2515 (Figura 12A). Também conduzimos uma analise especifica para o grau IV,
glioblastoma, que revelou um valor de p = 0,2585 com um valor de corte de 100 (Figura
12B). Em ambas as analises os resultados ndo se apresentaram significativos, podendo-se
entender que a expressdo de VRKI1 ndo estd associada a sobrevida global e a progressdao em
gliomas. Para a Figura 13A, foram ignorados 25 casos que nao possuiam dados relacionados
a sobrevida global, ja a Figura 13B foram ignorados 17 casos que compreendiam aos

estadiamentos II e III, junto com os 25 casos previamente mencionados.
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Figura 12: Curva des sobrevida global utilizando HScore de VRK1 em gliomas (A) e apenas
com casos de glioblastoma (B). Teste Log-rank (Mantel-Cox).

Fonte: propria autoria.

4.2.2 VRK2

Para analisar a expressdo de VRK2 em gliomas, utilizamos o anticorpo VRK2 (H-5)
Santa Cruz (cat.: sc-365199). Também optamos por empregar o HScore e aplicamos as
mesmas variaveis utilizadas para VRK1 em gliomas nos mesmos nimeros de casos analisados
em VRKI. E relevante observar que, assim como em VRKI, a marcagdo nuclear de VRK2
frequentemente apresentou poucos resultados positivos, tornando-a menos significativa em
nossas analises estatisticas. Portanto, concentramo-nos nas marcagdes citoplasmaticas, que
podem ser observadas na Figura 12, das amostras para avaliar VRK2, na qual podemos

observar também a alta positividade de citoplasma e baixa de ntcleos.

Figura 13: Variacdes nas intensidades da marcacdo de VRK2 em tecidos ndo neoplasicos e
gliomas. (A) Tecido ndo neoplasico, (B) auséncia de marcagdo, (C) marcacdo fraca, (D)
marcacao moderada e (E) marcacao forte.

Fonte: propria autoria.
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Ao investigar as correlagdes entre VRK2 e diferentes varidveis clinicas e
histopatologicas (Tabela 7), ndo observamos associagdo com variaveis como historico
familiar de cancer, presenga de outra neoplasia e presenca de mutagdo no gene PTEN. No
entanto, observamos que o estadiamento clinico foi significativamente alterado pela expressao
de VRK2 (p=0,0007), apresentando um aumento de 333% para Astrocitoma Difuso, 833%

para Astrocitoma Anaplasico e 233% para Glioblastoma Multiforme.

Tabela 7: Associagdo da expressio de VRK2 com as variaveis clinicas e patoldgicas

relacionadas a gliomas. Teste de Mann- Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-
Wallis para trés ou mais variaveis.

VRK2 - HScore

HScore
. . o
Varidvel Categoria N (%) Q1 (Mediana) Q3 p valor
Nao 8(9) 37,5 130 157,5
_ 0,6545
Histérico Sim 4 (4) 22,5 115 147,5
Familiar Ignorado 78 (87)
Total 90 (100)
N3o 79 (87) 5 50 90
. 0,6979
Outra Sim 11 (12) 20 35 130
Neoplasia Ignorado 1(1)
Total 90 (100)
Normal 32 (21) 0 15 38,75
Il (AD) 14 (9) 13,5 65 110
0,0007
Estadiamento 11 (AA) 10(7) 33,75 140 168,8
Clinico IV (GBM) 97 (63) 4 50 92,5
Ignorado 0(0))
Total 153 (100)
Perda total 8(9) 0 15 32,5
Perda parcial 27 (30) 5 50 90 0,213
Mutagdo
PTEN Selvagem 38 (42) 0 52,5 81,25
Ignorado 17 (19)
Total 90 (100)

AD: Astrocitoma Difuso; AA: Astrocitoma Anaplasico; GBM: Glioblastoma Multiforme.
QI: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Posteriormente realizamos analise de sobrevida global para todos os gliomas
demonstrou um valor de p igual a 0,0338, utilizando um ponto de corte de <10 para Low
e >10 para High (Figura 13A). Esse ensaio sugere que a expressao de VRK2 pode influenciar
a sobrevida dos pacientes com gliomas de forma substancial, com o grupo de baixa expressao

(low) apresentando aproximadamente 72% maior de obito (Hazard Ratio: 1,719). Ao isolar os
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casos de glioblastoma de definirmos um ponto de corte de <15 para Low e >15 para High
(Figura 13B), obtivemos um valor de o de 0,1792, significando ndo haver relagdo clara na

sobrevida global dos casos de glioblastoma e a expressao de VRK2.
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Figura 14: (A) Curva de Sobrevida Global em gliomas utilizando ponto de corte de HScore
de 10. (B) Curva de Sobrevida Global em Glioblastoma usando ponto de corte de HScore de
15. Teste de Log-rank (Mantel-Cox).

Fonte: propria autoria.

Os resultados sugerem uma associagdo entre a expressdo de VRK2 e o prognostico
dos pacientes com gliomas, bem como sua relagdo com caracteristicas clinicas, destacando a
importincia de investigacdes futuras para elucidar completamente o papel dessa quinase

nesses tumores cerebrais.

4.2.3 ANALISE COMBINADA DE VRK1 E VRK2

Através dos estudos de Shields et al. (2022) e So et al (2022) tomamos a decisdo de
realizar analises combinadas de VRK1 com VRK2, ja VRK2 pode ter um papel redundante
em certos momentos do ciclo celular. Com isso em mente, seguimos uma abordagem
semelhante aquelas utilizadas previamente para VRK1 e VRK2 separadamente, com algumas
adaptacdes. Aqui os valores de HScore podem variar de 0 a 600, devido a soma de ambas as
proteinas. Como nas andlises anteriores, consideramos apenas a marcagao citoplasmatica de
ambas as proteinas, uma vez que a marca¢do nuclear ndo demonstrou relevancia estatistica
devido a sua baixa expressdo. Consideramos aqui somente os casos avalidveis que possuiam
tanto VRK1 quanto VRK2, logo descartamos aqueles casos que apenas possuiam um de dois

resultados para avaliagdo.
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Ao combinar os HScore de VRKI1 ¢ VRK2 (Tabela 8), nossa andlise revelou um
achado interessante em relacdo ao estadiamento clinico. O valor de p obtido para essa analise
foi de <0,0001, o que sugere uma correlacdo mais significativa do que aquela observada
quando analisamos VRK1 e VRK2 separadamente. Além da comparagcdo com tecidos nao
neopléasicos, o destaque se vale também novamente para a alta expressaio de VRKI
citoplasmatico em tecidos neoplésicos de alto grau (III e IV). Essa alta expressao ¢ ainda mais
evidente especificamente no grau III, onde apresenta cerca de 32% mais expressa quando se

comparado ao glioblastoma (grau V).

Tabela 8: Associacdo das expressdoes de VRKI e VRK2 com as varidveis clinicas e

patoldgicas relacionadas a gliomas. Somatoria dos valores de HScore variam de 0 a 600. Teste
de Mann- Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

VRK1 + VRK2 - HScore

H.
Variavel Categoria N (%) Ql (Mj;(;r:a) Q3 p valor
Nao 8(9) 222,5 275 327,5
0,5697
Histérico Sim 4 (4) 105 340 417,5
Familiar lgnorado 78 (87)
Total 90 (100)
Nao 72 (80) 132,5 214 307,5
0,9083
Outra Sim 10 (11) 150 197,5 300
neoplasia Ignorado 8(9)
Total 90 (100)
Normal 31 (13) 45 75 167,5
Il (AD) 13 (5) 80 170 272,5
<0,0001
Estadiamento Il (AA) 10 (4) 211,3 280 345
clinico IV (GBM) 89 (38) 140 213 295
Ignorado 94 (40)
Total 237 (100)
Perda total 8(9) 116,3 165 208,8
Perda parcial 25 (28) 140 220 315 0,3451
Mutagéo Selvagem 35 (39) 120 190 270
PTEN
Ignorado 22 (24)
Total 90 (100)

AD: Astrocitoma Difuso; AA: Astrocitoma Anaplasico; GBM: Glioblastoma Multiforme.
QI: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Ao examinarmos a sobrevida global, a analise combinada de VRK1 e VRK2 em todos
os gliomas, usando um ponto de corte de HScore <290 para baixa expressao e >290 para alta

expressdo, resultou em uma diferenga nao tao significante quando comparada ao resultado de
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VRK?2 individual (Figura 14A). Isso demonstra que para gliomas em um aspecto geral, a
combinagdo de ambas as quinases ndo demonstra tanto impacto na sobrevida global, mesmo
apresentando relativa diferenca entre os grupos de baixa e alta expressdo, com o grupo de

baixa expressao possuindo relativo pior progndstico e assim pior sobrevida
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Figura 15: Curvas de Sobrevida Global VRK1 somado a VRK2. (A) Somente gliomas
utilizando ponto de corte de HScore de 290. (B) Somente com glioblastoma usado o ponto de

corte HScore de 90. Valores de HScore presentes variam de 0 a 600. Teste de Log-rank (Mantel-
Cox).

Fonte: propria autoria.

O mesmo se aplica quando analisamos somente o grau IV dos gliomas, o glioblastoma.
Aqui vemos que, quando utilizamos um ponto de corte de HScore <245 para baixa expressao
e >245 para alta expressdo, a mesma tendéncia de sobrevida pior para a baixa expressdao de
VRK1 e VRK2 se mantém (Figura 14B), o que indicar uma tendéncia para a observacao da

baixa expressdo de ambas as proteinas em glioblastoma.

4.3CARCINOMA HEPATOCELULAR

Ao iniciarmos as avaliagdes em carcinoma hepatocelular, o médico patologista Dr.
Gabriel Oliveira Dos Santos realizou o procedimento de forma similar ao Dr. Felipe. Dos 49
casos disponiveis, distribuidos em um TMA, para avaliacdo, apenas um caso que ndo pode ser
avaliado em nosso TMA, sendo este descartado de nossas analises. Os casos ignorados nas

tabelas seguintes sdo aqueles que ndo possuiam informacao da variavel analisada.
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4.3.1 VRK1

Realizamos as quantificagdes da expressdo de VRKI1 utilizando o anticorpo VRK1
Cell Signaling (1F6 mAb#3307). Ao observarmos as marcacdes de VRK1, notamos que elas
quase sempre apresentavam 100% de positividade, apresentando assim pouca
heterogeneidade e assim dificultando inicialmente as nossas analises. Com essa dificuldade,
optamos por adotar uma abordagem que nao usasse o HScore, que sera explicada no proximo
topico. As marcagdes de VRKI1 em carcinoma hepatocelular apresentaram majoritariamente

citoplasmadticas, tornando-se irrelevante a avaliagdo nuclear para as nossas analises.

Figura 16: Variacdes das intensidades da marcacdo de VRK1 em Carcinoma Hepatocelular.
(A) Tecido ndo neoplasico, (B) auséncia de marcagdo, (C) marcagdo fraca e (D) marcagdo
moderada.

Fonte: propria autoria.

Na avaliacdo da expressio de VRKI1 no carcinoma hepatocelular (Tabela 9),
adotamos uma abordagem especifica ao dividir os casos em dois grupos distintos: aqueles
com positividade de marcacao inferior a 100%, chamada de negativa, e aqueles com
positividade de marcacgao igual a 100%, categorizada como positiva. Essa divisao foi baseada
na observacdo de variacdes sutis na positividade da marcagdo e na intensidade em muitos
casos, tornando ineficiente o uso do HScore para conferir relevancia estatistica.

Ao analisar as variaveis clinicas e patologicas do Carcinoma Hepatocelular em relagdo
a auséncia ou presenga da expressio de VRKI1, ndo observamos correlagdo com historico
familiar de céncer, presenga de outra neoplasia, estadiamento clinico, tabagismo, etilismo e
grau de Edmondson Steiner. No entanto, a varidvel BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)
apresentou uma tendéncia a uma associacdo estatisticamente significativa (p=0,065). O

sistema BCLC classifica a doenca em estagios que variam de 0 (muito precoce) a D (terminal),
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considerando a extensdo do tumor, a fungdo hepatica e o estado geral do paciente (“Liver
Cancer Stages - NCI”, 2022).

A distribuicdo dos casos sugere que a expressdo de VRKI1 pode variar entre os
diferentes estagios do sistema BCLC. Especificamente, hd uma maior propor¢do de casos

VRK1+ no estagio 0 (46%) em comparacdo com os estagios A/B (21%) e C/D (4%).
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Tabela 9: Associagdo da expressio de VRKI com varidveis clinicas e patoldgicas de

Carcinoma Hepatocelular. Analisado pelo teste exato de Fisher.

VRK1
Variavel Categoria Negativo Positivo p valor
N&o 3(4) 10 (21)
s - 0,7006
Histdrico familiar Sim 7 (15) 13 (30)
de cancer
Ignorado 14 (30)
N&o 7 (14) 12 (25)
_ 0,2401
Outra Neoplasia S 2(3) 13 (27)
Ignorado 15 (31)
| 6 (13) 20 (43)
I 2(4) 3(6) 0,6851
Estadiamento clinico |||/|V 5 (11) 11 (23)
Ignorado 0(0)
Nio 3 (6) 7(15)
Tabagismo Ex-fumante 4 (8) 14 (29) 0,2665
Sim 3 (6) 2(5)
Ignorado 15 (31)
Nio 2(5) 7(15)
3 _ >0,9999
Etilismo Sim 6(12) 18 (37)
Ignorado 15 (31)
0 7 (15) 22 (46)
_ A/B 2 (4) 10 (21) 0,065
Sistema BCLC
Cc/D 4(9) 2(4)
Ignorado 1(1)
N3o 4(8) 4(8)
0,1701
Cirrose Sim 6 (13) 24 (50)
Ignorado 10 (21)
A/B 4(8) 4 (8)
. C 2 (4) 8(17) 0,1864
Hepatite .
Sem subtipo 2 (4) 11 (23)
Ignorado 17 (36)
Il 4(9) 14 (29)
Grau de >0,9999
Edmondson Steiner /v 5 (10) 20 (42)
Ignorado 5(10)
Total 48 (100)

Fonte: propria autoria.
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Quanto as andlises de sobrevida global e sobrevida livre de progressdao (Tabela 10),

mantivemos a mesma divisdo de grupos mencionada anteriormente. No entanto, ¢ importante

destacar que nenhuma das andalises realizadas para esses grupos apresentou resultados

estatisticamente significativos.

Tabela 10: Analise de sobrevida global e sobrevida livre de progressdo em carcinoma

hepatocelular. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

VRK1
H Rati

Variavel Categoria N (%) (Posﬁf\7£7NeC’gt;$ivo p valor
Sobrevida Negativo 29 (60) 09077 0,8797

Global Positivo 12 (25) ’ ’
Sobrevida Negativo 29 (60) 1788 02405

Livre de Progressdo Positivo 12 (25) ’ '

Ignorado 7 (15)
Total 48 (100)
Fonte: propria autoria.
4.3.2 VRK2

Para a avaliagdo da expressdo de VRK2 em carcinoma hepatocelular, foi-se usado o

anticorpo VRK2 (H-5) Santa Cruz (cat.: sc-365199). Utilizamos o mesmo TMA para avaliar

VRK?2, sendo descartado um tnico caso devido a ndo ser possivel a sua avaliagdo, e também

posteriormente descartada em nossas analises. Diferente do que foi encontrado em VRK1, em

VRK2 encontramos positividade heterogénica, mas varios casos com intensidades de

marcacdes que beiravam ao negativo. Com isso em maos, resolvemos nao utilizar o HScore

aqui também e a usar outra abordagem que serd mencionada nos topicos seguintes. VRK2

também apresentou pouca marcacdo nuclear, fazendo com que ndo utilizdssemos em nossas

analises.
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Figura 17: Diferencas nas intensidades de marcacdo de VRK2 no Carcinoma Hepatocelular.
(A) Tecido ndo neoplasico, (B) auséncia de marcagdo, (C) marcagdo fraca e (D) marcagdo
moderada.

Fonte: propria autoria.

Conduzimos andlises considerando a predominancia da marcacdo citoplasmatica,
devido a auséncia de marcacdo nuclear nas amostras. Inicialmente, tentamos aplicar o HScore
como de praxe, mas observamos que os valores obtidos eram baixos e homogéneos, o que
limitou a relevancia estatistica desses dados. Para superar essa limitagdo, optamos por criar
dois grupos distintos: um composto pelos casos em que a marcacdo estava presente, adotada
como positiva, e outro pelos casos em que a marcagdo estava ausente, chamada de negativa,
devido ao alto numero de casos negativos encontrados nas amostras avaliadas.

Nao observamos associagdes entre a expressdo de VRK2 e varidveis clinicas e
patoldgicas, como historico familiar de cancer (Tabela 11), presenca de outra neoplasia,
estadiamento clinico, tabagismo, etilismo, sistema BLCC, cirrose, hepatite e grau de

Edmondson Steiner.
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Tabela 11: Associagdo da expressio de VRK2 com as varidveis clinicas e patoldgicas
relacionadas a Carcinoma Hepatocelular. Analisado pelo teste exato de Fisher.

VRK2 Negativo/Positivo

Variavel

Histdrico familiar
de cancer

Outra
Neoplasia

Estadiamento
clinico

Tabagismo

Etilismo

Sistema BLCC

Cirrose

Hepatite

Grau de
Edmondson Steiner

Categoria

Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
/1
/v
Ignorado
Nao
Sim/ex-fumante
Ignorado
Nao
Sim/Social/Ex
Ignorado
0
A/B/C/D
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
A/B/C
Sem subtipo
Nao
Ignorado
Il
/v
Ignorado
Total

Negativo

6(12)
6(12)

9(19)
8 (17)

16 (33)
8(17)

4(3)
13 (27)

4(8)
11 (23)

15 (31)
9(19)

5 (10)
16 (33)

9(19)
8 (17)
1(2)

12 (25)
11 (23)

21 (44)

16 (33)

5(10)

19 (40)

19 (40)

5(10)

12 (25)

13 (27)

7 (15)
48 (100)

Positivo

6(12)
9 (20)

9(19)
6(12)

12 (25)
7 (15)

5(10)
7 (15)

5 (10)
9(19)

11 (23)
8(17)

3(7)
12 (25)

8 (17)
5 (10)
4(8)

5(10)
13 (27)

p valor

0,7068

0,7345

>0,9999

0,4223

0,6999

>0,9999

>0,9999

0,283

0,2011

Fonte: propria autoria.

Realizamos analise quanto a sobrevida global e livre de progressdo utilizando

novamente os grupos ausente e presente (Tabela 12), entretanto os resultados nado

apresentaram significativos.
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Tabela 12: Analise de sobrevida global e sobrevida livre de progressdao de VRK2 em
carcinoma hepatocelular. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

VRK2
1 valor
Varidgvel Categoria N (%) (Pol-sliiiz\i:;lNzagt;iivo P
Negativo 23 (48) 1,05 0,9366
Sobrevida Global Positivo 21 (44)
Ignorado 4 (8)
Negativo 20 (42) 1,932 0,2118
Sobrevida
Positi 16 (33
Livre de Progressdo osttive (33)
Ignorado 12 (25)
Total 48 (100)

Fonte: propria autoria.

A andlise isolada da quinase VRK2 ndo demonstrou potencial como marcador para o
diagndstico ou detecgdo de carcinoma hepatocelular. Além disso, nossas investigagdes sobre a
sobrevida global e livre de progressdo nao revelaram significancia estatistica na expressao de

VRKZ2, sugerindo que essa proteina ndo possui relevancia significativa para essas analises.

4.3.3 ANALISE COMBINADA DE VRK1 E VRK2

Devido a possivel relagdo de redundancia de VRK2 com VRKI1 (Shields et al., 2022;
So et al, 2022), partimos para as nossas analises combinadas. Utilizamos os casos onde ambas
as proteinas estavam presentes, assim totalizavam 48 casos. Como nao foi possivel utilizar o
HScore tanto para VRKI quanto para VRK2, combinamos os nossos grupos de VRKI
(classificado com "pesitivo" quando a positividade da marcagdo era igual a 100% e
"negativo" quando essa positividade era inferior a 100%) e VRK2 (classificado com
"positivo" para positividades acima de 0% ¢ "negativo" para valores iguais a 0%) e se
totalizaram quatro: VRK1- e VRK2-, VRKI1+ e VRK2-, VRKI1- ¢ VRK2+, ¢ VRKI1+ e
VRK2+.

Realizamos anélises combinando VRK1 e VRK2 com variaveis clinicas e patoldgicas
em Carcinoma Hepatocelular. Nao foram encontradas associagcdes com histdrico familiar de
cancer, estadiamento clinico, tabagismo, etilismo, sistema BLCC e grau de Edmondson
Steiner (Tabela 13). No entanto, a andlise sugere que a expressdo combinada de VRK1 e
VRK2 estd associada a presenca de outra neoplasia. Especificamente, a categoria “Sim”
(presenga de outra neoplasia) apresentou uma maior propor¢ao de casos com VRK1+ | VRK2-

~

(15%) em comparacao com a categoria “Nao” (2%).
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Tabela 13: Associacao das expressdes de VRKI e VRK2 com as varidveis clinicas e
patoldgicas relacionadas a Carcinoma Hepatocelular. Analisado pelo teste exato de Fisher.

VRK1 e VRK2 Negativo/Positivo

Varidvel

Historico
Familiar
de Cdncer

Outra
Neoplasia

Estadiamento
clinico

Tabagismo

Etilismo

Sistema BCLC

Cirrose

Hepatite

Grau de
Edmondson
Steiner

Categoria

Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
1/1l
/v
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
0
A/B/C/D
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
A/B/C
Sem subtipo
Sem
hepatite
Ignorado
Il
/v

Ignorado
Total

VRK1- | VRK2-
(%)

2(4)
5 (10)

4 (8)
1(2)

6 (13)
3(6)

1(2)
5 (10)

2(4)
3 (6)

6 (13)
3 (6)

4(8)
4(8)

4 (8)
1(2)

1(2)

3 (6)
5(10)

VRK1+ | VRK2-  VRK1- | VRK2+
(%) (%)
3(6) 1(2)
6 (13) 0 (0)
16 (33)
1(2) 4(8)
7 (15) 1(2)
15 (31)
9(19) 2 (4)
5 (10) 0 (0)
4(8)
2 (4) 1(2)
8 (17) 1(2)
18 (30)
2 (4) 0(0)
8 (17) 1(2)
18 (30)
9(19) 1(2)
5(10) 1(2)
4(8)
1(2) 0(0)
11 (24) 1(2)
12 (25)
5 (10) 1(2)
6 (13) 1(2)
0 (0) 0 (0)
12
8 (17) 1(2)
0 (0) 6 (13)
7
48 (100)

VRK1+ | VRK2+
(%)

6 (13)
9(19)

9(19)
6 (13)

12 (25)
7 (15)

5(10)
7 (15)

5 (10)
9(19)

11 (25)
8(17)

3 (6)
12 (25)

8(17)
5(10)

4(8)

5(10)
13 (27)

p valor

0,57

0,0368

0,7729

0,5433

0,7148

0,9479

0,1551

0,4978

0,0019

Fonte: propria autoria.

Ao analisar as sobrevidas, inicialmente realizamos as andlises para os grupos

individuais. Embora nenhum resultado para sobrevida global tenha atingido significancia

estatistica, ao examinar a sobrevida livre de progressdo (Tabela 15), observamos valores

significativos (p=0,0336). Decidimos entdo unir os quatro grupos em apenas dois, devido as

curvas de sobrevida se cruzarem. Assim, formamos dois grupos: um com VRKI negativo e

VRK?2 negativo e outro em que VRKI1 e/ou VRK2 sao positivos.
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Tabela 14: Analises de Sobrevida Global de casos grupos de VRK1 e VRK2. Teste Log-rank

(Mantel-Cox).
VRK1 + VRK2
Sobrevida Global
Variavel Categoria N (%) Hazard Ratio (A/B) p valor
VRK1-/ VRK2 -(A) 9(19)
VRK1 + / VRK2 - (B) 14 (29)
- 0,6159
VRK1 [ VRK2|  VRK1-/VRK2 +(C) 1(2)
VRK1 + / VRK2 + (D) 19 (40)
Ignorado 5(10)
y VRK1-/ VRK2- (A) 9(19) A 0,3707
VRK1-/VRK2- vs , 3
VRK1 e/ou VRK2- VRK1 e/ou VRK2- (B) 34 (71)
Ignorado 5(10)
Total 48 (100)

Fonte: propria autoria.

Tabela 15: Analises de Sobrevida Livre de Progressdo de casos grupos de VRK1 e VRK2.
Teste Log-rank (Mantel-Cox).

VRK1 + VRK2

Sobrevida Livre de Progressdo

Variavel Categoria N Hazard Ratio (A/B) p valor
VRK1- / VRK2 -(A) 8(17)
VRK1 + / VRK2 - (B) 6 (12)
- 0,0336
VRK1 [ VRK2|  VRK1-/VRK2 +(C) 1(2)
VRK1 + / VRK2 + (D) 14 (29)
Ignorado 19 (40)
VRK1-/ VRK2- (A) 8(12)
ngﬁ//o‘fc;és VRK1e/ou VRK2- (B) 21 (44) B 0,0384
Ignorado 19 (40)
Total 48 (100)

Fonte: propria autoria.

Analisando esses dois grupos combinados, encontramos um valor de p para a

sobrevida livre de progressio de 0,0384 (Tabela 15),

indicando uma diferenca

estatisticamente significativa, apresentando uma reducdo de aproximadamente 85% na chance

de progressao para o grupo com VRK1 e VRK2 negativos.
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4.4 CARCINOMA DE MAMA

Realizamos as quantificagdes manuais de 315 casos distribuidos em dois TMAs
(Mama 45 e Mama 59). Devido a problemas que impossibilitaram as avaliagdes, como a falta
de representatividade tumoral, resultados ndo conclusivos e pouco tecido presente no spot
para avaliacdo, foram excluidos 149 casos. A avaliagdo e quantificagdo foi realizada pela
médica patologista Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osorio. Nossa analise de VRK1
em Carcinoma de Mama compreende 166 casos e, como em gliomas e carcinoma
hepatocelular, em Carcinoma de Mama notamos também uma expressdo nuclear fraca em
aspecto geral, tornando- se ndo relevante para ser incluida em nossas analises. Por esse
motivo nos concentramos a usar somente o HScore citoplasmatico, o que se mostrou bastante
heterogéneo tanto para a positividade das marcagdes quanto para as suas intensidades. Ao
estratificar os subtipos moleculares, ndo tivemos casos suficientes para os grupos HER2+ e
Triplo Negativo para analisar as sobrevidas globais e sobrevidas livre de progressao, logo nao

foram incluidas em nossas avaliacdes.

Figura 18: Diferentes niveis de intensidade da marcacdo de VRK1 em Carcinoma de Mama.
(A) Auséncia de marcacdo, (B) marcagao fraca, (C) marcagdo moderada e (D) marcagao forte.

Fonte: propria autoria.

Embora ndo tenhamos encontrado tecidos ndo neoplasicos para quantificagdo nos
TMAs avaliados, conseguimos identificar quatro diferentes niveis de intensidade de marcagao

de VRK1 em amostras de Carcinoma de Mama (Figura 17).
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4.4.1 VRK1

Para avaliarmos a expressao de VRK1 em Carcinoma de Mama, foi utilizado o
anticorpoVRK1 Cell Signaling 1F6 (cat.: mAb#3307)Em nossa andlise da expressdo de
VRKI1 em carcinoma, nao observamos associacao com as variaveis clinicas (Tabela 16) como
status menopausal, presenga de outra neoplasia, progressao da doenga e subtipo molecular. No
entanto, a variavel historico familiar de cancer apresentou uma expressao significativamente
maior de VRKI1 (cerca de 27%) no grupo “Sim” (com historico familiar de cincer) em

comparac¢ao com o grupo “Nao”.

Tabela 16: Associagdo da expressdo de VRKI1 com as varidveis clinicas relacionadas a

Carcinoma de Mama. Teste de Mann- Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-
Wallis para trés ou mais variaveis.

VRK1 - HScore

HScore
Variavel i N (9 1 I
aridve Categoria (%) Q (Mediana) Q3 p valor
o y N&o 50(30) 46,25 75 1055 oe3
Historico familiar Sim 101(61) 70 95 160
de cdncer
Ignorado 15 (9)
Pré 55 (33) 75 98 142,5
Status , 0,0977
Pos 107 (65) 60 90 142,5
Menopausa
Ignorado 4(2)
Nao 117 (71) 69,5 95 140
Outra . 0,2858
. Sim 25 (15) 55 135 165
Neoplasia
Ignorado 23 (14)
| 46 (28) 65,63 92,5 152,5
Estadiamento Il 83 (50) 70 95 142,5 0,4434
clinico n/1v 36 (21) 60 90 131,7
Ignorado 1(1)
Ndo 127 (76 60 95 160
~ . (76) 0,3969
Houve Progressdo Sim 37 (23) 70 95 120
Ignorado 2 (1)
Luminal A 74 (45) 60 90 142,5
Luminal B 44 (27) 62,25 95 140
o . . 0,9227
Classificagdo | Triplo Negativo 36 (22) 61,88 90 140,6
HER2+ 11 (6) 70 95 160
Ignorado 1(1)
Total 166 (100)

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.
Fonte: propria autoria.

Ao analisarmos as variaveis patologicas com a expressdo de VRKI1, ndo observamos
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associacdo com as variaveis grau histologico, grau nuclear, presen¢a de necrose, invasao
vascular sanguinea e linfatica,invasdo peritonial, infiltrado inflamatorio, expressdo do

receptor de estrogeno e progresterona e expressao de HER2 e TP53.

Tabela 17: Associacdo da expressdo de VRK1 com as varidveis patologicas relacionadas a

Carcinoma de Mama. Teste de Mann- Whitney nado-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-
Wallis para trés ou mais variaveis.

VRK1 - HScore

H.
Variavel Categoria N (%) Ql (M(f(;:i(;r:a) Q3 p valor
| 19 (11) 35 80 160
Grau Histoldgico 1] 81 (49) 60 95 141,3 0,6713
1 61 (37) 68,25 95 146,3
Ignorado 5(3)
| 3(2) 30 35 10
Grau Nuclear I 43 (26) 40 80 150 0,132
Il 119 (71) 70 95 142,5
Ignorado 1(1)
Nao 110 (66) 60 90 140,6
_ 0,9745
Presenga de Necrose Sim 55 (33) 67,5 95 142,5
Ignorado 1(1)
Invasdo Vascular N'ao D1, 37,5 80 141,3 0,3291
Sanguinea Sim 5(7) 3 70 112,5
Ignorado 92 (55)
Invaséo Vascular N'ao >5(74) 30 80 142,5 0,8804
Linfética Sim 19 (26) 27,5 90 120
Ignorado 92 (55)
Invaséo N.ao 61 (82) 47,5 80 142,5 0,4241
peritoneal Sim 13 (18) 11 90 120
Ignorado 92 (55)
. Ausente/Discreto 40 (24) 20,25 70 141,9
Infil 21
N ﬂa”’{:;;gzz Moderado/Presente 35 (21) 60 90 140 0,2159
Ignorado 91 (55)
N i 47 (2 7 1
Expressdo Receptor eg?t.lvo (28) 67,5 % >0 0,9465
de Estrégeno Positivo 119 (72) 60 95 140
Ignorado 0(0)
. Negativo 74 (45) 65,63 92,5 140
Exp 525;:’00 ':se;:r‘; tn"g Positivo 92 (55) 60 65 142,5 0,7169
g Ignorado 0(0)
Negativo 145 (87) 60 95 142,5 08972
Expressdo HER2 Positivo 21 (13) 69,5 95 137,5 !
Ignorado 0(0)
Negativo 79 (48) 60 90 120
~ 0,1176
Expressdo TP53 Positivo 44 (26) 70 102,5 160
Ignorado 43 (26)
Total 166 (100)

QI: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.



53

Ao analisar a sobrevida global e a sobrevida livre de progressdo (Tabelas 18 ¢ 19),
bem como a estratificagdo dos casos em subtipos moleculares, surgiram resultados intrigantes.
Utilizamos o mesmo valore de HScore como ponto de corte para todas as andlises, sendo
valores <95 como Low e >95 como High. Quando analisamos os estadiamentos mais altos
separadamente (III e IV), vemos que a baixa presenga de VRKI1 oferece uma taxa de 3,57

vezes menor de obito que a alta expressao.

Tabela 18: Andlise de sobrevida global de VRK1 em Carcinoma de Mama. Teste Log-rank
(Mantel-Cox).

VRK1
Sobrevida Global
Hazard Ratio
L o
Varidvel HScore 95 N (%) (Low/High) p valor
Low 93 (56)
. 0,66 0,1587
Todos os casos High 73 (44)
Ignorados 0(0)
Grupos Moleculares
Low 20 (12)
. 1,25 0,7288
Triplo Negativo High 16 (9)
Ignorados 131 (79)
Low 40 (24)
0,7211 0,4517
Luminal A High 34 (21)
Ignorados 92 (55)
Low 23 (14)
. 0,3573 0,1107
Luminal B High 21 (13)
Ignorados 122 (73)
Estadiamentos
Low 71 (43)
. 0,9018 0,7666
I/ High 58 (35)
Ignorados 37 (22)
Low 21 (13)
0,2803 0,0142
/v High 15 (9)
Ignorados 130 (78)
Total 166 (100)

Fonte: propria autoria.

A respeito da progressdo da doenga (Tabela 19), obtivemos resultado proximo ao
valor de significancia para o grupo molecular Luminal A (p = 0,0599). Isso pode significar
como a marcagdo de LMTK3 citoplasmatico como potencial marcador molecular na
progressdao de Carcinoma de Mama, podendo também ser um indicativo de pior sobrevida,

visto que possui 137,2% maior chance de acontecer a progressdo da doenca quando
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comparado ao grupo de alta expressdo (high). Além disso, vale ressaltar a andlise de baixo
estadiamento (I e II), onde mesmo que o valor de p ndo tenha chegado a ser significante
(0,0864), ¢ interessante notar que o grupo de baixa expressdo também possui maior chance de
experimentar a progressdo do cancer, com um aumento de 103,3% de chance a mais quando

também comparamos com o segundo grupo, de maior expressao.

Tabela 19: Andlise de sobrevida livre de progressao de VRK1 em Carcinoma de Mama. Teste
Log-rank (Mantel-Cox).

VRK1
Sobrevida Livre de Progressdo
Hazard Ratio
. o
Varidvel HScore 95 N (%) (Low/High) p valor
Low 93 (56)
. 1,794 0,0829
Todos os casos High 73 (44)
Ignorados 0(0)
Grupos Moleculares
Low 20 (12)
_ . _ 0,9704 0,9665
Triplo Negativo High 16 (9)
Ignorados 131 (79)
Low 40 (24)
. 2,372 0,0599
Luminal A High 34 (21)
Ignorados 92 (55)
Low 23 (14)
. 2,687 0,2066
Luminal B High 21 (13)
Ignorados 122 (73)
Estadiamentos
Low 71 (43)
I/ . 2,033 0,0864
High 58 (35)
Ignorados 37 (22)
Low 21 (13)
. 0,8906 0,8656
% High 15(9)
Ignorados 130 (78)
Total 166 (100)

Fonte: propria autoria.
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4.5 ADENOCARCINOMA PULMONAR

Partimos para as nossas analises realizadas utilizando a proteina PKMYTI.
Comecamos em adenocarcinoma pulmonar. Quem nos auxiliou na quantificagdo foi o Dr.
Clovis Antonio Lopes Pinto. Em suas quantificagdes, considerava como representativos casos
que possuissem ao menos 25% de representatividade. Com esse critério, utilizamos 56 casos e

ignorados trés que ndo fizeram parte de nossas analises.

Figura 19: Variacdes graus de intensidade na marcacdo de PKMYT1 em Adenocarcinoma
Pulmonar sao ilustradas. (A) Auséncia de marcagdao, (B) marcagdo leve, (C) marcagdo
moderada e (D) marcacdo intensa.

Fonte: propria autoria.

Nao foi possivel encontrar tecidos ndo neoplasicos para realizar as avaliagdes devido
ao desgaste das laminas disponiveis e a falta de tempo habil para preparar novas. Entretanto,
nos tecidos neoplésicos analisados, observamos todas as quatro variagdes de intensidade

(Figura 19).
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Figura 20: Marcagdes de PKMYT1 nos nucléolos de células neoplasicas em adenocarcinoma
pulmonar. Destaca-se a forte e especifica intensidade nessa localizacao.

Fonte: propria autoria.

Em contrapartida ao que ¢ descrito na literatura, que ¢ frequentemente citado que a
expressao de PKMYTI ¢ citoplasmatica (Asquith, Laitinen, & East, 2019; Long et al., 2020;
Liu et al., 2017 Nakajima et al., 2003), em nossos casos para Adenocarcinoma Pulmonar e
Carcinoma Renal de Células Claras, observamos comumente a expressdo nuclear, mais
especificamente nucleolar, muitas vezes predominando sobre a expressdo citoplasmatica
(Figura 20). Procuramos na literatura para poder entender o motivo dessa peculiaridade e,
encontramos uma unica informac¢do no The Humam Protein Atlas, onde nos resultados de
imunofluorescéncia, foi-se percebido expressao de PKMYT1 em alguns nucléolos em células
de carcinoma de células renais. Nao identificamos um mecanismo bem estabelecido, visto que
a expressdo dessa quinase deveria ser, teoricamente, apenas citoplasmatica, encontrada

principalmente no complexo de Golgi e reticulos endoplasmaticos.
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4.5.1 PKMYT1

Para a andlise da expressao de PKMYTI, utilizamos o anticorpo PKMYT1 Invitrogen
(OTISE1) (cat.. MAS525034). Nao foi possivel observar associagdo entre a expressdao de
PKMYTTI e as variaveis clinicas e patologicas, como estadiamento clinico, histérico familiar
de cancer, presenga de mutacdo EGFR, etilismo ou tabagismo (Tabela 20). No entanto,
observamos uma associacdo significativa (p=0,0354) com a varidvel “Outra neoplasia”. O
grupo que nao apresentou outra neoplasia mostrou uma expressao de PKMYTI1 50% maior

em comparagao com o grupo que apresentou outra neoplasia.

Tabela 20: Associacdo da expressao de PKMYT1 com as variaveis clinicas e patoldgicas em
Adenocarcinoma Pulmonar Teste de Mann- Whitney nio-paramétrico para duas variaveis e teste de
Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

PKMYT1 - HScore

Variavel Categoria N (%) Ql Mediana Q3 p valor
Nao 23 (39) 50 100 150 0.0354
Outra Sim 13 (22) 25 50 75 ’
neoplasia
Ignorado 23 (39)
] -1 20 (34) 25 62,5 100 00307
Estadiamento W 16 (27) 50 150 150 ’
clinico
Ignorado 23 (39)
o y N3o 7(9) 25 100 150 0.5038
Historico farin iar Sim 22 (37) 50 75 150 )
de céncer
Ignorado 32 (54)
Nao 12 (20) 31,25 75 150 0226
Mutagdo . 3
EGER Sim 8 (14) 56,25 125 150
Ignorado 39 (66)
Nao 12 (20) 25 50 150
. . 0,8242
Etilismo Sim 6 (11) 43,75 87,5 150
Ignorado 41 (69)
Sim 7(12) 25 75 150
. Ex-fumante 15 (25) 50 75 150 0,9723
Tabagismo .
Nao 10 (17) 43,75 62,5 150
Ignorado 27 (46)
Total 59 (100)

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Além disso, em nossas analises de sobrevida global, ao estratificar os pacientes com

base na expressio de PKMYTI, usando um ponto de corte de HScore <75 para Low e
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HScore >75 para High, obtivemos um valor de p=0,0028, onde o Hazard Ratio apresentou um
valor de 0,2866, indicando uma redugdo para o risco de obito de 71,34% para o grupo de
menor expressdo de PKMYT]1 (Figura 21A). Adicionalmente, a andlise da sobrevida livre de
progressao (Figura 21B), usando os mesmos pontos de corte para a expressao de PKMYTI,
resultou em um valor de p=0,0273, com um Hazard Ratio de 0,383. Isso indica que, com o
mesmo ponto de corte de HScore de 75, a baixa expressao continua a indicar um cenario

melhor, aqui no caso a progressdo, apresentando uma redug¢do na chance de ocorrer de

progressao de 62%.

Curva de Sobrevida Global Curva de Sobrevida Livre de Progressao
PKMYT1 - LUAD PKMYT1 - LUAD

A B

100 L =75n=20 100 —— =75n=20
] . >75n=36 E 7 75n=36
2 2=
< 2
= =
n w
£ 50 £ 50
Q Q
o 2
Q [}
o o

p =0.0028 p=0.0273
0 1 I I I I 1 0 I I I I 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 21: Curvas de sobrevida global (A) e sobrevida livre de progressdao (B) utilizando
pontos de corte HScore de 75 em adenocarcinoma pulmonar. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

Fonte: propria autoria.

4.6 CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS

Através da colaboragdo da médica patologista Dra. Stephania Martins Bezerra,
quantificamos os casos de Carcinoma de Células Claras Renais. Observamos que as
marcagdes citoplasmaticas e nucleares apresentavam relativa heterogeneidade. Dos 201 casos
totais, 43 foram excluidos por se enquadrarem nos critérios de exclusdo. Assim, totalizamos
168 casos em nossas analises, dos quais 35 eram amostras ndo tumorais provenientes de
margens livres de resseccdo de casos repetidos. Essas amostras foram incluidas apenas na
analise da variavel “Normal vs Tumor vs Metastase”. Quando os casos ndo possuiam dados

para determinada varidvel, foram considerados como “Ignorados” nas tabelas.
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4.6.1 PKMYT1

Para realizar a quantificagdo de PKMYTI, utilizamos o anticorpo PKMYTI1
Invitrogen (0TISE1) (cat.: MA525034). Empregamos o uso de HScore e dividimos nossas
analises em marcagdes citoplasmaticas e nucleares devido acharmos alta heterogeneidade

entre ambas (Figura 22).

'.‘,'3‘:"1'_\'.3" B 00

Figura 22: Variagdes das intensidades das marcagdes nucleares e citoplasmaticas de
PKMYTTI (cat.: MA525034) em carcinoma renal de células claras. Variagdes nucelares: (A)
auséncia de marcagdo, (B) marcagdo fraca, (C) marcacdo moderada e (D) marcagdo forte.
VariacOes citoplasmaticas: (E) auséncia de marcagdo, (F) marcacdo fraca, (G) marcacdo
moderada e (H) marcacao forte.

Fonte: propria autoria.

Nao observamos associacdo entre a expressdao citoplasmatica de PKMYT1 e as
variaveis clinicas e patoldgicas, como historico familiar de cancer, presen¢a de outra
neoplasia, presenca de necrose e invasdo vascular sanguinea ou linfatica (Tabela 21). No
entanto, observamos uma alta associacdo com tecidos metastaticos. Ao comparar a expressao
citoplasmatica de PKMYT1 em tecidos metastaticos com tecidos ndo neoplasicos,
observamos um aumento de 140% na expressao. Comparando a mesma marcagao em tecidos
metastaticos com tecidos tumorais, houve um aumento de aproximadamente 243% na

expressao citoplasmatica de PKMYTI.
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Além disso, observamos que graus agressivos (III/IV) de Carcinoma Renal de Células
Claras apresentam duas vezes mais expressdo citoplasmatica em comparacdo com 0s graus

menos agressivos (I/1I).

Tabela 21: Associacdo da expressdo de PKMYT1 com as varidveis clinicas e patoldgicas em

Carcinoma de Células Claras Renais. Teste de Mann- Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e
teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

PKMYT1 - Invitrogen (citoplasma)

. . o Mediana
Varidvel | Categoria N (%) Q1 (Hscore) Q3 p valor
Normal 35 (24) 25 50 100
Normal Tumor 77 (53) 0 35 70 >0,0001
vs Turmor | Metéstase 33 (33) 100 120 200
vs Metastase lgnorado 0(0)
Total 145 (100)
. I-1l 56 (73) 0 25 68,75
Estadiamento 0,0375
clinico 1-1v 20 (26) 36,25 50 75
Ignorado 1(1)
. . - Nao 13 (17) 155 180 285
Histdrico Familiar . 0,2487
de cdncer Sim 36 (48) 130 170 236,3
Ignorado 28 (35)
N3o 41 (53) 5 45 82,5
Outra . 0,0981
Neoplasia Sim 21 (27) 0 10 57,5
Ignorado 15 (20)
N3o 32(42) 137,5 175 247,5
4001
Presenca| ) 38(49) 1275 165 213, 400
de Necrose
Ignorado 7 (9)
Nao 69 (90) 130 170 210
9] 2622
Invasao Vascular |88 g 6(8) 147, 205 277,5 926
Sanguinea
Ignorado 2 (1)
N3o 72 (93) 130 170 210
Invaséo Vascular Sim 4 199 5 5 0,4944
Linfdtica 3(4) » 00 85
Ignorado 2(3)
Total 77 (100)

QI: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Na Tabela 22 realizamos analises com sobrevida global e livre de progressdo. Na
sobrevida global, utilizando um ponto de corte de HScore de 45, podemos perceber que existe
diferenca significativa entre o grupo de baixa expressao (low) e alta expressao (high). O teste
de Gehan-Breslow-Wilcoxon demonstrou diferenca estatisticamente significativa nas curvas
de sobrevida entre os grupos low e high (p-valor = 0,0174). No entanto, o teste Log-rank nao

forneceu um razard ratio interpretavel, apresentando um intervalo de confianca de 95% (-
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1.000 a -1.000). A auséncia de um razard ratio interpretavel no Log-rank pode ser atribuida a
diversos fatores, mas nesse caso se deve pelo numero reduzido de eventos (6bitos). Embora o
razard ratio do Log-rank ndo tenha sido interpretavel, a significancia do teste de Gehan-
Breslow-Wilcoxon indica que as curvas de sobrevivéncia entre os grupos de baixa e alta

expressao provavelmente sao diferentes.

Tabela 22: Andlise de sobrevida global e sobrevida livre de progressio de PKMYTI1
citoplasmatico em Carcinoma Renal de Células Claras. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

PKMYT1 - Invitrogen (citoplasma)

Hazard Ratio
Varidvel i N (9 I
aridgvel | Categoria (%) (Low/High) p valor
Hscore 45
Low 41 0,0174
Sobrevida Global ] 0
High 29
. . N Low 41 0,674
Sobrevida Livre de Progresséio ] 0,403
High 29
Total

Fonte: propria autoria.

Continuamos para as nossas analises em Carcinoma Renal de Células Claras, mas
nesse caso somente as marcagdes nucleares (Tabela 23). Nao observamos associagdo
significativa entre a expressdo de PKMYT1 nuclear e as varidveis cinicas e patologicas
estadiamento clinico, historico familiar de cancer,precenca de outra neoplasia, presenga de
necrose, invasdo vascular sanguinea ou linfatica. Todavia, assim como ocorreu na marcacao
citoplasmatica, percebemos alta associag@o entre a marcagao nucelar de PKMYT]1 e a variavel
“Normal vs Tumoral vs Metastase”. Percebemos que a marcagdo nuclear de tecidos
metastaticos ¢ mais evidente que nos demais tecidos, apresentando 50% mais expressao que
nos tecidos ndo neoplasicos e aproximadamente 41% mais expressdo que em tumores

primarios.
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Tabela 23: Associacdo da expressao de PKMYT1 com as variaveis clinicas e patoldgicas em
Carcinoma de Cé¢lulas Claras Renais. Teste de Mann- Whitney nao-paramétrico para duas
variaveis e teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

PKMYT1 - Invitrogen (nticleo)

., : o Mediana
Varidvel | Categoria N (%) Q1 (Hscore) Q3 p valor
Normal 35 (24) 120 150 180
Normal| ~ Tumor 77 (53) 130 160 205 >0,0001
vs Turmor | Metastase 33 (33) 165 225 300
vs Metdstase | |gnorado 0(0)
Total 145 (100)
] I-11 56 (73) 130 160 187,5 s
Estadiamento |, 20 (26) 115 180 236,3 ’
clinico
Ignorado 1(1)
o 5 N3o 13(17) 130 170 180 0,698
Histdrico Familiar Sim 36 (48) 122,5 160 187,5 ’
de céncer
Ignorado 28 (35)
Nao 41 (53) 130 170 200
Outra 0,4976
. Sim 21 (27) 95 160 185
Neoplasia
Ignorado 15 (20)
N3o 32 (42 132,5 170 207,5
Presenca . (42) 0,6573
d Sim 38 (49) 127,5 165 213,8
e Necrose
Ignorado 7(9)
Ndo 69 (90) 130 160 195
5 0,2103
'”"asag Vascular | gy 6(8) 147,5 205 277,5
anguinea
Ignorado 2(1)
N3o 72 (93) 130 170 207,5
] 0,9427
Invasdo V.asc,u{ar Sim 3(4) 110 160 240
Linfatica
Ignorado 2(3)
Total 77 (100)

QI: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Analisando as sobrevidas, mais especificamente a global, o hazard ratio foi de 3,91 (p
=0,1786). Apesar do hazard ratio indicar um risco 3,91 vezes maior no grupo exposto, este
resultado ndo apresentou significancia estatistica (p > 0,05), quando considerado o nivel de

significancia pré-definido de 0,05.
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Tabela 24: Analise de sobrevida global e sobrevida livre de progressdo de PKMYT1 nuclear
em Carcinoma Renal de Células Claras. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

PKMYT1 - Invitrogen (ntcleo)

Hazard Ratio
. . 0
Varidvel | Categoria N (%) (Low/High) p valor
Hscore 140
) Low 30 0,1786
Sobrevida Global ) 3,91
High 40
Sobrevida Global Livre de Low 30 1326 0,5798
Progressdo High 40 '
Ignorado 7 (10)
Total 70 (100)

Fonte: propria autoria.

Embora o hazard ratio sugira um risco aumentado de 3,91 vezes para o grupo de baixa
expressao de PKMYT1 (low), a auséncia de significncia estatistica impede a conclusao
definitiva de que este risco seja realmente maior. Fatores como tamanho da amostra e poder
do estudo podem ter influenciado o resultado. Isso indica que, diferente da marcagdo
citoplasmatica, a nuclear nao deve estar relacionada com a sobrevida de pacientes com

Carcinoma Renal de Células claras.

4.7 CARCINOMA DE MAMA

A expressdo proteica de LMTK3 foi avaliada em tecidos de Carcinoma de Mama,
realizadas reagdes de imunohistoquimica em 288 amostras reunidas em dois TMAs. Na
Figura 23, podemos encontrar as diferentes marca¢des encontradas ao quantificar, em
carcinoma, o anticorpo LMTK3 (cat.: sc-100418). Podemos observar marcagdo do anticorpo
tanto no citoplasma quanto no nucleo, desde modo optamos por quantificar a marcagdo em

ambos os compartimentos celulares.

471 LMTK3

Nossas andlises da expressdo citoplasmatica da proteina LMTK3 em Carcinoma de
Mama (Tabelas 29 e 30), revelaram insights significativos, especialmente em relagdo a
associagdes com mutagdes genéticas e resultados de sobrevida. Conseguimos observar as

diferentes varia¢des nas intensidades em nossas quantificagdes, observado na Figura 22.
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Figura 23: Variagdes das intensidades das marcagdes nucleares e citoplasmaticas de LMTK3

(cat.: sc-100418) em Carcinoma de Mama. Variagdes nucelares: (A) tecido ndo neoplésico, (B)
auséncia de marcagdo, (C) marcacdo fraca, (D) marcacdo moderada e (E) marcagdo forte.

Variacdes citoplasmaticas: (F) tecido ndo neoplasico, (G) auséncia de marcagdo, (H)

marcagao fraca, (I) marcagdo moderada e (J) marcagao forte.

Fonte: propria autoria.

A quantificag@o foi realizada pela medica patologista Dra. Cynthia Bueno de Toledo
Osorio. Através de nossas quantificagdes, notamos a presenca heterogénica de LMTK3
citoplasmatico e nuclear. Dos 288 casos disponiveis inicialmente, somente 77 casos foram
incluidos nas andlises, os demais foram excluidos por ndo apreserentarem ao menos 25% de
representatividade tumoral na amostra.

A andlise de expressdo citoplasmatica de LMTK3 considerou a intensidade de
marcacdo e a porcentagem de células marcadas, em uma medida de HScore. As medidas de
HScore foram comparadas a dados clinicos e histopatoldgicos obtidos através dos prontuarios
dos pacientes (Tabelas 25 ¢ 26).

Nao observamos associacao entre a expressao de LMTKS3 no citoplasma e as variaveis
clinicas historico familiar de cancer, status menopausal, presenca de outra neoplasia,

estadiamento clinico, progressdo da doenga ou subtipo molecular.
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Tabela 25: Associacao da expressao de LMTK3 citoplasmatico do anticorpo Santa Cruz (cat:

sc-100418) com as variaveis clinicas relacionadas a Carcinoma de Mama. Teste de Mann-
Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

LTMK3 - HScore - Santa Cruz - Citoplasma

HScore
g . o
Variavel Categoria N (%) Ql (Mediana) Q3 p valor
o By N3o 33 (39) 68 100 100 06973
Histdrico farrn//ar Sim 41 (48) 57 98 100 )
de cancer
Ignorado 11 (13)
Pré 23 (22) 50 98 100 07851
Status Pos 50 (59) 69 99 100 ’
Menopausa
Ignorado 12 (19)
Nao 53 (62) 59,5 95 100 02613
Outra Sim 5 (6) 30 70 95 ’
Neoplasia
Ignorado 27 (32)
Normal 5(13) 0 2 90
] | 24 (24) 68,25 90 100 R
Estadiamento I 40(47) 50,75 98 100 ’
clinico
/v 16 (19) 74 100 115
Ignorado 0 (0)
Nao 62 (73 53,75 99 100
Houve . (73) 0,8414
. Sim 19 (22) 80 90 100
Progressdo
Ignorado 4 (5)
Luminal A 42 (52) 52,25 90 100
Luminal B 23 (28) 70 95 100
L ) ) 0,1757
Classificagdo | Triplo Negativo 9(11) 12,5 100 100
HER2+ 7 (9) 100 100 200
Ignorado 4 (5)
Total 85 (100)

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Nao observamos associagao entre a expressao de LMTK3 no citoplasma e as variaveis
histopatologicas como grau histologico, grau nuclear, necrose, invasdo vascular sanguinea e
linfatica, invasdo peritoneal, infiltrado inflamatério, presenga de receptor de estrégeno ou
progesterona. Entretanto, ao analisar a expressdao de TP53, observamos que o grupo com
expressao positiva de P53 apresentou os maiores valores de expressao de LMTK3.
Especificamente, os valores médios de expressdo de LMTK3 foram mais altos no grupo TP53
positivo em comparagdo com o grupo TP53 negativo. A diferenca observada ¢
estatisticamente significativa, com um valor p de 0,0154, indicando que a expressdao de TP53

pode estar associada a niveis mais elevados de LMTK3.
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Tabela 26: Associacao da expressdo de LMTK3 citoplasmatico do anticorpo Santa Cruz (cat:
sc-100418) com as variaveis patoldgicas relacionadas a Carcinoma de Mama.

LTMK3 - HScore - Santa Cruz - Citoplasma

H.
Variavel Categoria N (%) Ql (M(f(;:i(;r:a) Q3 p valor
| 14 (16) 4 65 180
Grau I 37 (44) 65 90 100 0,324
Histologico
] 30 (35) 87,5 100 100
Ignorado 4 (5)
| 3(3) 1 30 90
Grau 1] 21 (25) 47,5 86 140 0,1461
Nuclear 11 57 (67) 73,5 100 100
Ignorado 4 (5)
N3o 63 (74) 55 100 10 06355
Presenca Sim 18 (21) 71,5 94 100 '
de Necrose
Ignorado 4 (5)
. ; Nao 77 (80) 68 98 100 o
Invastio Vascular Sim 4(5) 17 71,5 172,5 ’
Sanguinea
Ignorado 4 (5)
. Nao 65 (80) 58,5 90 100 01556
Invasgo Vascular Sim 16(20) 88,25 100 172 ’
Linfatica
Ignorado 4 (5)
. Nao 70 (82) 62,75 100 100 T
Invasto Sim 11(13) 64 86 100 ’
Peritoneal
Ignorado 4 (5)
Ausente/Discreto 51 (60) 70 98 100 0.9427
Infiltrado | Moderado/Presente 30 (35) 52,25 100 100 '
Inflamatdrio
Ignorado 4 (5)
) Negativo 17 (15) 92,5 100 100 01115
Expresstio Receptor Positivo 65 (80) 59,5 90 100 ’
de Estrogeno
Ignorado 4 (5)
. Negativo 24 (26) 75 100 100 02299
Expressdo Receptor Positivo 57 (67) 54 90 100 '
de Progesterona
Ignorado 6(7)
Negativo 12 (14) 51,5 95 100 00878
Expresséo . A
HER2 Positivo 69 (81) 92 100 100
Ignorado 4 (5)
Negativo 24 (28) 53 95 100 0.0154
Expresséo . ’
P53 Positivo 27 (32) 92 100 115
Ignorado 56 (40)
Total 85 (100)

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.
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Tabela 27: Andlises de sobrevida global de LMTK3 citoplasmatico utilizando o anticorpo
Santa Cruz (cat: sc-100418) em Carcinoma de Mama pelo teste Log-rank (Mantel-Cox).

LMTK3 - Citoplasma (Santa Cruz) - HScore

Sobrevida Global
Varidvel | HScore 50 N (%) Hazard Ratio (Low/High) p valor
tow 17(20) 0,4524 0,2766
Todos os High 62 (73) : ,
casos
Ignorados 6 (7)
Grupos Moleculares
Low 10 (11)
. 0,5328 0,5534
Luminal A High 32 (38)
Ignorados 43 (51)
Low 4 (5)
. . 0,2884 0,1933
Luminal B High 19 (22)
Ignorados 62 (73)
Low 15 (18)
. 0,5421 0,4153
I/ High 49 (58)
Ignorados 21 (24)
Low 7 (8)
2,135 0,3851
/IvV|  High 8 (9)
Ignorados 70 (81)
Total 85 (100)

Fonte: propria autoria.
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Tabela 28: Analises de sobrevida livre de progressao de LMTK3 citoplasmatico utilizando o
anticorpo Santa Cruz (cat: sc-100418) em Carcinoma de Mama. Teste Log-rank (Mantel-Cox).

LMTK3 - Citoplasma (Santa Cruz) - HScore

Sobrevida Livre de Progressdo

Varidvel | HScore 95 N (%) Hazard Ratio (Low/High) p valor

tow 17(20) 1,235 0,4732
T d ? ’
A0S 051 iah 62 (73)

Ignorados 6(7)

casos

Grupos Moleculares

Low 10 (11)
. 1,58 0,2273
Luminal A High 32 (38)
Ignorados 43 (51)
Low 4 (5)
. . 0,5692 0,3613
Luminal B High 19 (22)
Ignorados 62 (73)
Low 15
. 1,16 0,6441
I/ High 49
Ignorados 21
Low 7 (8)
1,338 0,6024
/v,  High 8 (9)

Ignorados 70 (81)
Total 85 (100)

Fonte: propria autoria.

Em nossas andlises de sobrevida global e sobrevida livre de progressao (Tabela 25 e
2), utilizando um ponto de corte de <50 para baixa expressao de LMTK3 e¢ >50 para alta
expressdo, nao foi observada associagdo entre a expressdo de LMTK3 e a sobrevida global,
tanto para a coorte completa, quanto para a coorte estratificada por subtipo molecular ou
estadiamento.

Para a analise da expressao de LMTK3 no nucleo, também foram consideradas as
caracteristicas de intensidade e porcentagem de células marcadas, compondo o HScore. As
medidas de HScore foram comparadas a dados clinicos e histopatologicos obtidos através dos
prontuarios dos pacientes (Tabelas 27 e 28). Nao observamos associag¢ao entre a expressao de
LMTK3 no nucleo e as variaveis clinicas historico familiar de cancer, status menopausal,
presenga de outra neoplasia, estadiamento clinico, progressao da doenga ou subtipomolecular.
Foi observada a associacdo entre a expressdo de LMTK3 e a presenca de outra neoplasia,
sendo um aumento de expressio de LMTK3 de 50% observado nas pacientes que

apresentaram outra neoplasia.
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Tabela 29: Associagdo da expressdo de LMTK3 nuclear do anticorpo Santa Cruz (cat: sc-

100418) com as varidveis clinicas relacionadas a Carcinoma de Mama. Teste de Mann- Whitney
ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

LTMKS3 - HScore - Santa Cruz - Nucleo

Varidvel

Histdrico familiar
de cancer

Status
Menopausa

Outra
Neoplasia

Estadiamento
clinico

Houve
Progressdo

Classificagdo

Categoria

Nao
Sim
Ignorado
Pré
Pés
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Normal
|
1
/v
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Luminal A
Luminal B
Triplo Negativo
HER2+
Ignorado
Total

N (%)

33(39)
41 (48)
11 (13)
23 (22)
50 (59)
12 (19)
53 (62)
5(6)
27 (32)
5(13)
24 (24)
40 (47)
16 (19)
0(0)
62 (73)
19 (22)
4 (5)
42 (52)
23 (28)
9(11)
7 (9)
4 (5)
85 (100)

Q1

99
108

98
100

108
290,5

100
140
95,5

100
116

100
120

52,5
45

HScore
(Mediana)

196
200

200
190

200
300

200
193
200
110

285
196

198
200
270
100

Q3

262,5
298

294
285

289,5
300

297
288
294
300

273,8
300

294,5
294
289,5
300

p valor

0,092

0,5164

0,0041

0,612

0,1425

0,7649

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.

Analisamos a expressdo de LMTK3 no nucleo e as varidveis histopatoldgicas,

entretanto ndo observamos associagdo entre as variaveis histopatologicas grau histoldgico,

grau nuclear, necrose, invasao vascular linfatica, invasdo peritoneal, infiltrado inflamatorio,

presenca de receptor de estrogeno ou progesterona, e expressao proteica de P53. Entretanto,

observamos uma associacdo significativa com a invasdo vascular linfitica, com uma

diminui¢do de 62,5% na expressdao de LMTK3 em casos negativos para invasdao vascular

linfatica.
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Tabela 30: Associagdo da expressdo de LMTK3 nuclear do anticorpo Santa Cruz (cat: sc-

100418) com as variaveis patoldgicas relacionadas a Carcinoma de Mama. Teste de Mann-
Whitney ndo-paramétrico para duas variaveis e teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais variaveis.

LTMK3 - HScore - Santa Cruz - Nicleo

HScore
Variavel i N (9 1 |
aridve Categoria (%) Q (Mediana) Q3 p valor
| 14 (16) 115 193 297
Grau 1] 37 (44) 99 200 295 0,8342
Histolégico 1] 30 (35) 100 195 294
Ignorado 4 (5)
| 3 (3) 180 270 270
Grau 1] 21 (25) 96 200 298 0,9142
Nuclear I 57 (67) 100 196 294
Ignorado 4 (5)
Nao 63 (74) 100 200 294 0.0853
Presenca Sim 18(21) 86,25 160 220,5 '
de Necrose
Ignorado 4 (5)
. Nao 77 (80) 100 200 294
Invaséo Vascular . 0,0501
Sanguinea Sim 4 (5) 6,25 75 182
Ignorado 4 (5)
. Nao 65 (80) 100 200 295
Invaséo Vascular . 0,2322
Linfatica Sim 16 (20) 98,5 198 230
Ignorado 4 (5)
. Nao 70 (82) 100 200 294 Qe
Invasao Sim 11(13) 94 180 200 ’
Peritoneal
Ignorado 4 (5)
Ausente/Discreto 51 (60 100 200 294
Infiltrado / (60) 0,7638
.. | Moderado/Presente 30 (35) 99,5 198 294
Inflamatdrio
Ignorado 4 (5)
. Negativo 17 (15) 58,25 200 291,8 0.4368
Expressao Receptor Positivo 65 (80) 100 155 294 ’
de Estrogeno
Ignorado 4 (5)
) Negativo 24.(26) 100 198 294 08239
Expressto Receptor Positivo 57 (67) 100 200 294 ’
de Progesterona
Ignorado 6 (7)
Negativo 12 (14) 100 200 294 03062
Expresséo . b
HER? Positivo 69 (81) 98,5 190 206,5
Ignorado 4 (5)
Negativo 24.(28) 100 200 294 08251
Expresséo . A
P53 Positivo 27 (32) 98,5 193 294
Ignorado 56 (40)
Total 85 (100)

Q1: Quartil 1; Q2: Quartil 2.

Fonte: propria autoria.



71

A seguir, a expressdao nuclear de LMTK3 foi correlacionada com a sobrevida global e
a sobrevida livre de progressdao da doenca (Tabelas 31 e 32). Nao foi observada correlagdo da
expressao de LMTK3 com a sobrevida global ou livre de progressdo considerando todos os
casos. Estratificando os pacientes de acordo com o subgrupo molecular. Destacamos o grupo
Luminal B, apresentando 3,64 vezes menos chance de sofrer 6bito quando LMTK3 ¢ pouco

expresso no nucleo (<210).

Tabela 31: Analises de sobrevida global de LMTK3 nuclear utilizando o anticorpo Santa
Cruz (cat: sc-100418) em Carcinoma de Mama. Teste de Log-rank (Mantel-Cox).

LMTKS3 - Nucleo (Santa Cruz) - HScore

Sobrevida Global
Hazard Ratio
L o
Varidgvel | HScore 210 N (%) (Low/High) p valor
Low 51 (59)
. 0,5942 0,2512
Todos os casos High 29 (34)
Ignorados 5(7)
Grupos Moleculares
Low 27 (32)
. 1,377 0,731
Luminal A High 15 (17)
Ignorados 43 (51)
Low 15 (18)
. . 0,2745 0,065
Luminal B High 8(9)
Ignorados 62 (73)
Low 40 (47)
. 0,7171 0,5355
Il High 24 (28)
Ignorados 21 (25)
Low 10 (12)
0,3846 0,2765
/v High 6(7)
Ignorados 69 (81)
Total 85 (100)

Fonte: propria autoria.



72

Tabela 32: Analises de sobrevida livre de progressio de LMTK3 nuclear utilizando o
anticorpo Santa Cruz (cat: sc-100418) em Carcinoma de Mama. Teste de Log-rank (Mantel-Cox).

LMTKS3 - Nucleo (Santa Cruz) - HScore

Sobrevida Livre de Progressdo

Hazard Ratio
. o
Varidvel | HScore 210 N (%) (Low/High) p valor
Low 51 (59)
0,8558 0,5527
Todos os casos High 29 (34)
Ignorados 5(7)
Grupos Moleculares
Low 27 (32)
. 1,339 0,4236
Luminal A High 15 (17)
Ignorados 43 (51)
Low 15 (18)
. . 0,2863 0,0049
Luminal B High 8(9)
Ignorados 62 (73)
Low 40 (47)
. 0,8223 0,5108
i High 24 (28)
Ignorados 21 (25)
Low 10 (12)
0,9946 0,9923
/v High 6(7)
Ignorados 69 (81)
Total 85 (100)

Fonte: propria autoria.

O mesmo grupo molecular se destaca novamente, aqui indicando uma redug¢do de 3,49

vezes a chance de progressao da doenca (p=0049).

4.7.2 ADENOCARCINOMA COLORRETAL

Em adenocarcinoma colorretal, foram realizadas reacdes de imuno-histoquimicas em
376 amostras reunidas em dois TMAs. Na Figura 24, podemos observar marcagao
homogénea, em praticamente todas as células do tumor, variando somente em intensidade.

A quantifica¢do foi realizada pelo medico patologista Dr. Gabriel Oliveira Dos Santos,
que classificou a intensidade da reagdao em fraco, moderado e forte. Dos 376casos disponiveis
inicialmente, somente 153 casos foram incluidos nas andlises, os demais foram excluidos por

ndo apreserentarem ao menos 25% de representatividade tumoral na amostra.
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Figura 24: Variacdes das intensidades das marca¢des de LMTK3 (cat.: sc-100418) em
adenocarcinoma colorretal. (A) marcacdo fraca, (B) marcacao moderada e (C) marcagao forte.

Fonte: propria autoria.

E possivel perceber a baixa quantidade de casos com marcagio fraca, encentrando-se
na maior parte dos casos marcacdo moderadas ou fortes (Tabela 41). Nao observamos
associagdo da expressdo de LMTK3 com as variaveis clinicas e patologicas historico familiar
de cancer, presenca de outra neoplasia, estadiamento clinico, tabagismo, idade superior a 50
anos, progressdo da doencga, genes frequentementes associados a adenocarcinoma colorretal e

presenca de necrose.
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Tabela 33: Associagdo da expressdo de LMTK3 do anticorpo Santa Cruz (cat: sc-100418)
com as variaveis clinicas e patoldgicas relacionadas a adenocarcinoma colorretal. Analisado

pelo teste exato de Fisher.

LMTK3 - Adenocarcinoma Colorretal

Variavel

Histdrico familiar de cdncer

Outra Neoplasia

Estadiamento clinico

Tabagismo

Idade superior a 50 anos

Progressdo

Genes positivos

Presenga de necrose

Categoria

Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
|
Il
1l
v
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Nao
Sim
N3do se aplica

Ignorado
KRAS
GSL
KRAS + GSL
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Total

Fraca (%)

2(1)
2(1)

4(2)
0(0)

0 (0)
1(1)
0 (0)
2(1)

3(2)
1(1)

1(1)
3(2)

0 (0)
3(2)

1(1)

1(1)
1(1)
1(1)

2(1)
2(1)

Moderada (%)

19 (6)
36 (16)
10 (7)
50 (22)
5(3)
13 (6)
0(0)
2(1)
30 (13)
21(9)
29 (13)
36 (16)
21(9)
8 (4)
19 (9)
41 (18)
1(1)
0 (0)
38 (17)

18 (8)

9(4)
9(4)
23 (10)
16 (7)
32 (14)
40 (18)
12 (6)
23 (10)
223 (100)

Forte (%)

56 (25)
98 (44)

137 (61)
14 (6)

1(1)
6(3)
87 (39)
44 (20)

111 (50)
43 (18)

31(12)
127 (57)

2(1)
108 (47)

44 (20)

11 (5)
71 (31)
58 (26)

116 (52)
28 (12)

p valor

0,82

0,8158

0,1465

0,4444

0,1673

0,9049

0,1928

0,3053

GSL: Genes da Sindrome de Lynch
Fonte: propria autoria.

Em seguida, partimos para as analises de sobrevida, detalhadas na Tabela 42. Como

podemos observar, ndo foi possivel encontrar nenhuma relagdo significativa entre as

diferentes intensidades de LMTK3 e a sobrevida dos pacientes com Adenocarcinoma

Colorretal.
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Tabela 34: Analises de sobrevida global e livre de progressio de LMTK3 utilizando o
anticorpo Santa Cruz (cat: sc-100418) em adenocarcinoma colorretal. Teste de Log-rank (Mantel-
Cox).

LMTK3 - Adenocarcinoma Colorretal

H Rati
Varidvel | Categoria N (%) (EZ;E;:?H;:)O p valor
Fraco 4 (20)
Sobrevida Global | Moderado 60 (27) . 0,1975
Forte 158
(71)
Fraco 4 (20)
Sobrevida Livre de Progressdo | Moderado 60 (27) - 0,301
158
Forte (71)
Ignorado 1 (1)
Total 223
(100)

Fonte: propria autoria.

Isso demonstra que, assim como encontrado na analise anterior, a expressdao de
LMTK3 provavelmente ndo possui uma relagdo direta com as taxas de sobrevida em pacientes

com Adenocarcinoma Colorretal.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos as proteinas quinases VRK1, VRK2, PKMYTI1 e LMTK3,
que desempenham papéis criticos na regulacdo do ciclo celular, sinalizacdo celular e
progressdo tumoral. Nossos resultados demonstram que essas proteinas estdo associadas a
diferentes aspectos clinicos e patoldgicos do cancer, com implicagdes importantes para o
prognostico e tratamento dos pacientes.

Membros da familia de quinases, VRKI1 e VRK2, pertencentes ao grupo CKI,
desempenham fungdes criticas em processos celulares e apresentam implicagdes significativas
em diversas manifestacdes neoplasicas (Ben; Gong; Qiu, 2018; Huang et al., 2016; Mon et al.,
2018; So et al., 2022). VRKI, ubiqua nos tecidos humanos, assume papel preponderante na
regulacdo dos checkpoints celulares, influenciando a resisténcia a terapias em glioblastomas e
cancer de mama, conforme destacado por Navarro-Carrasco e Lazo (2021) e Mon et al.
(2018), em estudos realizados em glioblastomas e cancer de mama, respectivamente.
Simultaneamente, VRK2, compartilhando homologia com VRK1, surge como potencial alvo
terapéutico em carcinoma hepatocelular, enquanto elevados niveis associam-se a progndstico
mais auspicioso em glioblastomas, segundo Chen et al. (2021) e Rodriguez-Hernandez et al.
(2013), em estudos realizados em carcinoma hepatocelular e glioblastomas, respectivamente.

Neste estudo, ao realizar nossas analises em gliomas, observamos uma grande
diferen¢a na expressdo de VRK1 ao comparar tecidos ndo tumorais com tecidos neoplasicos.
Isso indica que, embora VRK1 possua uma expressdo homogénea em praticamente todas as
células do corpo humano (Martin-Doncel et al., 2019), sua expressao ¢ ainda mais acentuada
em Astrocitomas Anaplasicos e Glioblastomas.

No artigo escrito por Ben Z; Gong, L e Qiu, Y (2022), ¢ descrito que foram utilizados
um total de 85 casos de pacientes com gliomas recém-diagnosticados para investigar a
expressao da proteina VRK1 e sua relacdo com o progndstico dos pacientes. Foram coletados
tecidos de gliomas de pacientes entre 2007 e 2013. A partir das analises do estudo, os
pesquisadores concluiram que a alta expressao de VRK1 esta diretamente associada com pior
prognostico para o paciente. Entretanto, a mesma relacdo ndo foi observada aqui. Ao
analisarmos todos os gliomas no estudo (Astrocitoma Difuso, II, Astrocitoma Anaplésico, III,
e Glioblastoma, IV), encontramos pouca concordancia na alta expressdo de VRK1, com baixa
diferenga entre as expressdes alta e baixa. No entanto, ao analisarmos separadamente o
glioblastoma, essa difereng¢a ndo se aplica. Esse resultado sugere que o estudo mencionado

anteriormente pode ndo ter incluido um nimero de casos tdo grande quanto o nosso (121
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casos). Além disso, descartamos casos com menos de 30 dias de sobrevida para minimizar o
possivel ruido estatistico causado por casos atipicos e para eliminar casos de mortes proximas
ao pos-diagnostico e pos-cirurgia. O estudo anterior ndo descreveu com precisdo os critérios
de eliminagao dos casos.

Encontramos uma relacdo similar ao realizar as mesmas analises em VRK2. Por
possuir duas principais isoformas, VRK2A e VRK2B, que possuem localidades diferentes
quanto as suas expressdes — sendo VRK2A citoplasmatica ¢ VRK2B nuclear (Blanco,
Santos, & Lazo, 2007; Blanco et al., 2006; Vazquez-Cedeira; Lazo, 2012) — observamos que
VRK2A ¢ mais expresso especialmente no Astrocitoma Anaplésico, sendo quase dez vezes
mais expresso do que em tecidos nao neoplasicos.

Ao analisar a sobrevida dos pacientes, encontramos uma relagdo contraria ao que
esperavamos. Notamos que a alta expressdo de VRK2 esté associada a um melhor progndstico
em pacientes com gliomas. No entanto, ao analisarmos separadamente o grupo de
Glioblastoma Multiforme, ndo observamos a mesma relagdo e ndo mais significante. Esse
achado provavelmente se deve ao fato de que a expressdo de VRK2 em gliomas de grau III ¢
quase dez vezes superior a encontrada em tecidos ndo neoplasicos e trés vezes mais expressa
em comparagdo com os graus Il e IV. A diferenca nas expressdes das isoformas pode
contribuir para essa variacao observada.

Analisamos conjuntamente VRK1 e VRK2 em gliomas, somando seus HScores devido
ao possivel efeito sinérgico e redundante entre ambas as proteinas (Blanco et al., 2006;
Shields et al., 2022). Observamos que, ao somar as expressdes, a diferenca entre tecidos
neoplasicos e nao neopléasicos se tornou ainda mais evidente. VRK1 e VRK2 sdo mais
expressos em Astrocitoma Difuso em 126%, em Astrocitoma Anaplasico em 273%, e em
Glioblastoma Multiforme em 184%, quando comparados com tecidos ndo neoplasicos. Além
disso, VRK1 e VRK2 sdo aproximadamente 31% mais expressos em Astrocitoma Anaplésico
do que em Glioblastoma Multiforme.

A alta expressdo de VRK1 e VRK2 em glioblastomas, ao fosforilar a proteina P53 e
ativar vias de sobrevivéncia celular, cria um ambiente propicio a resisténcia a quimioterapia.
Essa redundancia funcional confere as células tumorais uma maior capacidade de reparar
danos a0 DNA induzidos pelos agentes quimioterapicos e de evadir a apoptose. A inibi¢dao
farmacolédgica de VRK1 e VRK2 emerge como uma estratégia promissora para sensibilizar os
glioblastomas aos tratamentos convencionais ¢ melhorar o progndstico dos pacientes. A

combinacdo de inibidores de VRKI e VRK2 com agentes quimioterapicos e
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radiossensibilizadores pode representar uma nova abordagem terapéutica para o tratamento
desse tumor altamente agressivo.

Em seu estudo, Huant et al. (2016) analisou a alta expressdo de VRKI1 nos casos de
carcinoma hepatocelular. Todavia, ndo conseguimos replicar esse feito em nosso estudo,
sendo necessario realizar adaptacdes para analisar as proteinas VRK1 e VRK2 nesse tipo
tumoral. Consideramos os valores de positividade encontrados nas quantificagcdes: VRK1 foi
considerado positivo quando igual a 100% e negativo quando inferior a 100%, enquanto
VRK?2 foi considerado positivo quando superior a 0% e negativo quando igual a 0%. Ao
analisar ambas as proteinas separadamente, ndo encontramos associacao entre a expressao de
cada uma das proteinas e a sobrevida. Entretanto, analisar em conjunto VRKI1 e VRK2
observamos um potencial significativo como indicadores prognoésticos, com uma redugao de
85% para o risco de progressdo da doenga no grupo classificado como negativo tanto para
VRKI1 quanto VRK2. Além disso, a expressaio de VRK1 e¢ VRK2 esta relacionada com
agressividade tumoral em hepatocacinoma celular, havendo mais casos em que a expressao de
ambas as proteinas ¢ positiva e também o mesmo grupo relacionado quando o paciente possui
outra neoplasia, podendo apresentar interconexdes com diferentes tipos de cancer.

No entanto, a andlise sugere que a expressdo combinada de VRKI1 e VRK2 esta
associada a presenca de outra neoplasia. Especificamente, a categoria “Sim” (presenca de
outra neoplasia) apresentou uma maior propor¢ao de casos com VRKI+ | VRK2- (15%) em

~ %

compara¢cdo com a categoria “Nao” (2%). Isso pode indicar que a expressao de VRKI e
VRK?2 esté relacionada a mecanismos envolvidos na presenga de multiplas neoplasias.

VRKI foi previamente associada a altos niveis de expressdo em Carcinoma de Mama,
o que pode indicar resisténcia a tratamentos quimioterapicos como a doxorubicina (Mon et al.,
2018; Salzano et al., 2014). A doxorubicina ¢ um quimioterapico amplamente utilizado no
tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama. Ela atua intercalando-se
no DNA e inibindo a enzima topoisomerase II, o que impede a replicagdo do DNA ¢ a sintese
de RNA, levando a morte celular (Thorn et al., 2011).

No entanto, altos niveis de VRK1 podem contribuir para a resisténcia a doxorubicina
por varios mecanismos. VRK1 pode promover a reparagdo do DNA danificado pela
doxorubicina, permitindo que as células cancerigenas sobrevivam ao tratamento. Além disso,
VRKI1 pode influenciar a expressao de genes como MYC, FOS e CCNDI1, que s3o cruciais
para a proliferacdo celular e a progressdao do ciclo celular(Valbuena; Lopez-sanchez; Lazo,
2008) . Esses genes ajudam a regular a resposta ao estresse e a divisdo celular, reduzindo a

eficacia da doxorubicina em induzir a morte das células cancerigenas.



79

Nossos resultados demonstram que a alta expressao esta associada ao historico familiar
de cancer do paciente, sugerindo uma possivel influéncia genética ou hereditéria.
Identificamos que a baixa expressao de VRK1 esté associada a um prognostico mais favoravel.
Ao analisar separadamente os graus mais elevados (III e IV), observamos que a baixa
expressdo de VRKI esta significativamente ligada a uma redugdo de 70% na chance de o
paciente vir a dbito. Essa diferenca ¢ ainda mais pronunciada ao avaliar o risco de progressao,
com uma diminui¢ao de mais de 60% na probabilidade de o evento ocorrer. Essas descobertas
destacam a importancia de VRK1 como um potencial biomarcador progndstico, fornecendo
insights valiosos sobre a evolucdo e resposta ao tratamento em pacientes com cancer.

PKMYTI, um componente da familia WEE e do grupo CK1, atua como um regulador
negativo crucial do ponto de checagem G2/M do ciclo celular. Sua fun¢do envolve a
fosforilagdo das treoninas 14 e 15 da CDKI, inibindo o complexo CDKI-Ciclina B e
impedindo sua entrada no nucleo (Asquith, Laitinen, & East, 2019; Long et al., 2020; Liu et
al., 2017). Durante a fase M do ciclo celular, a PKMYT]1 ¢ regulada por fosforilacdo por
PLK1 e CDC2 (Nakajima et al., 2003).

Em seu estudo, Sun et al. (2019) aborda a superexpressdao da proteina PKMYT1 e sua
relacdo com o cancer de pulmao de células ndo pequenas. Ele sugere que a superexpressdo de
PKMYTI1 estd associada a um progndstico desfavoravel e promove a proliferagdo e
tumorigénese nesse tipo de cancer, através da ativacdo da via de sinalizagdo Notch. Ao
examinar adenocarcinoma pulmonar, confirmamos a mesma correlagao indicando que a baixa
expressao de PKMYTI1 permite uma melhor sobrevida e estd associada a uma maior
probabilidade de sobrevida dos pacientes, mas além do que foi dito pelo estudo, também
concluimos que a alta expressao PKMYT1 pode indicar uma possivel progressao da doenca.
Esta descoberta ressalta a importancia de considerar ndo apenas a sobrevida global, mas
também a progressdo da doenca ao avaliar o impacto das proteinas estudadas neste contexto.
Adicionalmente, o presente estudo mostrou que, casos sem 0 acometimento de outra neoplasia
expressam duas vezes mais PKMYT1 do que casos com outro tumor, sugerindo uma possivel
relagdo com componentes hereditarios.

Diversos estudos associaram a alta expressdo de PKMYTI a um prognostico
desfavordvel para a sobrevida (Chen et al., 2021; Chen, Zhang, & Chen, 2020) em carcinoma
de células claras renais, entretanto ndo foi possivel identificar a mesma relagdo em nosso
estudo. Por outro lado, assim como descrito em estudos anteriores (Chen et al. 2020),
identificamos duas vezes mais expressao citoplasmatica dessa quinases em estadiamentos de

alto grau (LIl e IV) quando comparado a XXXXX. Adicionalmente, encontramos alta
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expressado de PKMYTI tanto citoplasmatico quanto nuclear em tecidos metastaticos,
indicando forte associacdo dessa proteina com o avango de ccRCC e assim concluindo ser um
marcador molecular consideravelmente importante a ser estudado mais profundamente.

Em nossos estudos, a imuno-histoquimica revelou uma intensa marca¢ao nuclear, com
acimulo proeminente na regido nucleolar, para PKMYT1 em células neoplésicas de
adenocarcinoma pulmonar e carcinoma renal de células claras. Essa localizagdo nucleolar,
embora ndo seja universalmente descrita para PKMYTI, ¢ consistente com observacdes

prévias em outras linhagens celulares.

Figura 25: Imunofluorescéncia utilizando PKMYT1 como alvo (em verde) em trés linhagens
celulares. (A) Célula HaCaT, célula epitelial queratindcita, (B) MCF-7, adenocarcinoma
mamario e (C) U20S, osteossarcoma. Destaca-se (setas em branco) nas figuras B ¢ C a
presenca evidente de PKMYT1 localizada nos nucléolos.

Fonte: The Human Protein Atlas.

LMTK3, uma quinase multifuncional, exibe expressdo heterogénea em diferentes
localidades celulares, desempenhando papéis na regulacdo do regulador de estrogeno alpha no
citoplasma e no remodelamento da cromatina no nucleo, desempenhando assim fungdes
distintas em cancer colorretal ¢ de mama (Giamas et al., 2011; Xu et al., 2014). Em nosso
estudo, utilizamos inicialmente dois anticorpos especificos para essa proteina: LMTK3
ABCAM (cat.: ab110516) e LMTK3 (I-17) Santa Cruz (cat.: SC-100418).

O anticorpo LMTK3 da Santa Cruz apresentou resultados variados. Na expressdo
citoplasmatica, o grupo positivo para a expressdo de TP53 apresentou niveis elevados de
LMTK3 em comparagdo ao grupo negativo. Ja na expressao nuclear, houve um aumento de

50% na expressao de LMTK3 no grupo com presenga de outra neoplasia. Além disso, na
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expressao nuclear de LMTK3, encontramos uma associa¢do positiva com a invasdo vascular
linfatica, mostrando uma diminui¢ao de 62,5% na expressao de LMTK3 em casos negativos.

Na analise da expressdo nuclear de LMTK3 em relacio a sobrevida global,
observamos que, ao estratificar os subgrupos moleculares, a baixa expressdao de LMTK3 no
grupo luminal B esta associada a um aumento de 3,64 vezes na chance de 6bito e 3,49 vezes
na chance de progressdo da doenga.

Esses resultados indicam que a expressio de LMTK3, analisada por diferentes
anticorpos, estd associada a aspectos distintos da biologia tumoral. Considerar essas nuances
pode ser fundamental para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes e
personalizadas.

Embora os dados obtidos com o anticorpo ABCAM tenham sido considerados
inicialmente, optamos por nao serem incluidos na analise final devido a baixa confiabilidade
dos mesmos. Assim, optamos por utilizar os dados do anticorpo LMTK3 da Santa Cruz como
os resultados reais e conclusdes apresentadas neste estudo. A escolha se justifica tanto pela
especificidade quanto pela validagdo do anticorpo LMTK3 da ABCAM. O anticorpo da Santa
Cruz (cat.: SC-100418) ¢ monoclonal, enquanto o da ABCAM ¢ policlonal (cat.:ab110516).
Anticorpos monoclonais reconhecem um tnico epitopo especifico de um antigeno, enquanto
os policlonais podem se ligar a diversos epitopos do mesmo antigeno ou até mesmo de outras
proteinas. Essa caracteristica torna os anticorpos monoclonais mais especificos ¢ confiaveis
na detec¢ao da proteina alvo, aumentando a confiabilidade dos dados e resultados finais. Na
etapa de validagdo dos anticorpos, observamos que o anticorpo ABCAM (cat.: ab110516)
apresentava baixa especificidade, exibindo diversas bandas adicionais no nosso resultado de
Western Blot, ndo correspondendo ao peso molecular esperado da proteina LMTK3. Isso pode
ter comprometido os nossos dados com esse anticorpo e, consequentemente, a confiabilidade
dos nossos resultados. Assim, optamos por considerar unicamente os resultados obtidos a
partir dos dados do anticorpo LMTK3 (cat.:SC-100418). Essa decisdo visa garantir a robustez
dos resultados e conclusdes apresentadas neste estudo, priorizando a utilizagdo de dados
obtidos com métodos mais confidveis e especificos.

Apesar das limitagcdes reconhecidas, como o nimero limitado de casos em carcinoma
hepatocelular e adenocarcinoma pulmonar, este estudo representa um avango significativo em
nossa compreensao das proteinas quinases VRK1, VRK2, PKMYT1 e LMTK3 em diferentes
tipos de cancer. Nossos resultados fornecem uma colaboracdo para pesquisas futuras,
destacando a importancia dessas proteinas como potenciais alvos terapéuticos e

biomarcadores prognosticos.
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Tabela 35: Resumo dos resultados encontrados nos diferentes tipos tumorais e suas
respectivas proteinas quinases.

Tipo de Cancer Proteina Resultado Tipo de Cancer Proteina Resultado Tipo de Cancer Proteina Resultado
Asbotia ol e dios Casos com historico familiar de
avancados (111 e IV) com maior cancer possuem 25% maior
VRK1 expressdo citoplasmatica (2x do VRK1 expressdo citoplasmatica.
g “e“ey‘e_““"s D Baixa expressio emalto
neopldsicos). 5 estadiamento (11l e IV) reduz o
N N&o apresentam resultados risco de 6bito em 72%.
Associagdo do Grau Il com s, VRK1
maior expressdo citoplasmatica Alta express3o no subgrupo
RE (3x dos demais graus e tecidos e Luminal Aaumenta a chance de
niio neoplasicos). progressio em 137,2%.
Baixa expressdo de VRK2 Baixa expressio em baixo
associada com pior sobrevida. Carcinoma Adenocarcinoma estadiamento (I e Il) aumenta a
Cliones Hepatocelular de Mama chancedeprostessioem
Alta expressdo citoplasmatica Casos positivos para TP5a
esté associada a todos os Associagiio do grupo VRKL e ossimaliace e
estadios (us. tecidos ndo VRK2 positivos a mais casos com et
neoplasicos), com maior histérico de outra neoplasia e L
Combinagio VRK1| expressdoemgraus iile IV Combinagio VRK1 | 8raus mais agressivos (lll e 1v). Marcagdio nudear de LMTK & 50%
{destaque para o grau ). maior em casos com histérico de
e VRK2 e VRK2 LMTK3 outra neoplasia.
Baixa expressio nudear de
Menor expressio combinada 85% de chance de progressio LMTK3 no subgrupo Luminal B
esta associada a pior sobrevida quando VRK1 e VRK2 sdo aumenta a sobrevida em 72,55%
(sem significancia estatistica). negativos. e reduza chance de progressio
em 71%.
Tipo de Cancer Proteina Resultado Tipo de Cancer Proteina Resultado Tipo de Cancer Proteina Resultado
. . Marcag#o citoplasmatica em
Pacientes com outra neoplasia 5 " -
- metastases é3,4x maior queem
possuem metade da expressdo s
° b tumores primarios e2,4x maior
em relacdo aos que ndo S i
que em tecidos ndo neopldsicos.
possuem.
Adenocarcinoma PKMYTL Carcl/noma Renal PKMYTL Estadios ||le IV possusm 2 Adenocarcinoma LMTK3 Nauxp.res.erna t.'&sultados
Pulmonar ) de Células Claras expressio dos estadios menos Colorretal significativos.
Baixa express3o confere melhor ; po
pre i agressivos (I e Ill). Marcagio
Brogrosticopard sobrevic nuclear metastatica é 1,5x maior
global (reduciio de 72% no risco " s
- que em tecidos ndo neopldsicos
de 6bito) e progressio da doenca )
e 1,4x maior que emtumores
{reducio de 62%) S
primarios.

: Resultados positivos.
: Resultados ne gativos.

Fonte: propria autoria.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que a expressdo de VRK1 e VRK?2 esté significativamente
aumentada em glioblastomas quando comparados a tecidos ndo tumorais, sugerindo um
potencial papel dessas quinases como biomarcadores para o diagndstico desse tipo de tumor.
Em particular, a alta expressdo de VRKI1 e VRK2 em glioblastomas pode estar associada a
ativacdo de vias de sobrevivéncia celular, podendo conferir as células tumorais maior
resisténcia a tratamentos convencionais. Esses achados, juntamente com a associacdo da
expressdao das quinases com o grau tumoral, subtipos moleculares e progndstico em outros
tipos de cancer, sugerem um papel crucial dessas proteinas na oncogenese € progressao
tumoral. Esses achados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias
direcionadas, com potencial para melhorar o prognostico de pacientes com glioblastoma e
outros tipos de cancer. Em colaboracdo com a Aché Laboratorios Farmacéuticos,
exploraremos o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas personalizadas.

Nossos achados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias
direcionadas as quinases, que podem representar uma nova abordagem para o tratamento do
cancer. No entanto, ¢ importante ressaltar que este estudo apresenta algumas limitacdes, como
o numero relativamente pequeno de casos, especialmente para carcinoma hepatocelular e
adenocarcinoma pulmonar. Estudos futuros com coortes maiores e a validagao dos resultados
em outras populagdes sdo necessarios para confirmar nossos achados e elucidar o papel exato

dessas quinases na tumorigénese.
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