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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) pode ocorrer em qualquer parte do célon ou do reto e representa o
terceiro cancer mais comum no mundo em ambos os sexos. As células Natural Killer (NK) fazem
parte do sistema imune inato reconhecendo moléculas de HLA de classe | em células alvo,
através de seus receptores de membrana killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). O
objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo entre os genes KIR e os ligantes HLA em pacientes
com cancer colorretal e controles saudaveis. Examinamos o polimorfismo de 16 genes KIR e
seus ligantes HLA em 154 pacientes caucasdides com CCR e 216 controles saudaveis pela
técnica de PCR-SSO e PCR-SSP. Quando comparamos os dois grupos, ndao foram encontradas
diferencas significativas para os ligantes HLA e os genes KIR apds correcdo de Bonferroni.
Entretanto, o grupo de gendtipos Bx (heterozigoto e homozigoto para o haplétipo B) foi mais
frequente nos controles, quando comparados com os pacientes. Estes achados sugerem que

altos niveis de ativagdo de sinais KIR aparecem como protegdo para o cancer colorretal.

PALAVRAS-CHAVE: antigeno leucocitdrio humano, células natural killer, genes KIR, receptores

KIR, cancer colorretal.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) can occur anywhere in the colon or rectum and represents the third
most common cancer in the world in both sexes. Natural killer cells (NK) are part of the innate
immune system recognizing class | HLA molecules on target cells through their membrane
receptors, called killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). The aim of our study was to
evaluate the association between the KIR genes and HLA ligands in patients with colorectal
cancer and healthy controls. We examined the polymorphism of 16 KIR genes and their HLA
ligands in 154 caucasoid CRC patients and 216 healthy controls by PCR-SSO and PCR-SSP. When
both groups were compared, no significant differences were found for HLA ligands and KIR
genes after Bonferroni correction. However, the Bx group genotypes (heterozygous and
homozygous for the haplotype B) were more frequent in controls, when compared with patients.
These findings suggest that individuals with Bx genotypes could have some protection to
colorectal cancer. These findings suggest that higher levels of activating KIR signals appear as

protective to colorectal cancer.

Keywords: Human leukocyte antigen; natural killer cell; Killer cell immunoglobulin-like receptor;

colorectal cancer.
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1. INTRODUGAO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor maligno mais comum no mundo,
constituindo a terceira principal causa de morte por cancer em ambos os sexos'. Fatores
genéticos e ambientais associam-se ao desenvolvimento do CCR esporadico. Geralmente ocorre
apos os 50 anos, sem relacdo com altera¢des hereditdrias especificas, surgindo de mutacdes
somaticas e evolucdo do clone celular. Contudo, o CCR hereditario esta relacionado com
histéria familiar e sindromes hereditdrias, como a polipose adenomatosa familiar e a sindrome
de Lynch, que aumentam as chances de desenvolvimento da doencga. Apesar de varios fatores
de risco ja terem sido apontados, 0 mecanismo da carcinogénese colorretal ainda continua em
investigacdo® >4,

As células Natural Killer (NK) sdo linfocitos provenientes da medula dssea, que ndo
possuem as mesmas caracteristicas dos linfécitos T e B. Elas fazem parte do sistema imune
inato e sao responsaveis pela vigilancia imunoldgica contra células infectadas por virus e
bactérias, atacando também células transformadas ou tumorais. Além disso, as células NK
podem secretar citocinas, as quais modulam o sistema imune adaptativo na defesa contra esses

agentes agressores, também protegendo o organismo™ °.

As células NK reconhecem moléculas de HLA (human leukocyte antigen) de classe |,
presente na maioria das células normais, através de seus receptores KIR (Killer-cell
immunoglobulin-like receptor). Quando a expressao do HLA de classe | estiver diminuida numa
célula tumoral, a célula NK poderd ser ativada levando a célula transformada a morte. A
regulacdo da célula NK é realizada por um balanco entre sinais gerados pelos receptores KIR de
ativacao e de inibigao. Havendo uma interagao apropriada entre o KIR e o HLA de classe |, dar-
se-3 uma inibicdo da célula NK, ndo ocorrendo o ataque a célula alvo. Caso contrario, a célula-

alvo sera destruida®”’.

Os genes KIR, que codificam os receptores das células NK, estdo localizados no

cromossomo 19q13.4, junto com todos os outros genes do complexo de receptores
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leucocitarios®. A familia KIR é altamente polimérfica e o seu funcionamento regula a funcdo da

célula NK. Estes genes tém sido associados com varias doencas, entre elas a psoriase vulgarg" 10
. coes 11 12 , . A .13 . 14 1. 15

artrite psoriatica , lupus eritematoso sistémico™”, hepatite C~, tumores sdlidos™ e

neoplasias hematoldgicas®®.

Nosso grupo de pesquisa ja realizou diversos estudos com genes KIR e ligantes HLA.
Tivemos a oportunidade de estudar a diversidade dos genes KIR em uma populacdo de
individuos sadios de origem caucaséide da regido Sul do Brasil*’, bem como a sua distribuicdo e
prevaléncia em pacientes com diabete do tipo I'®, esclerose sistémica’®, doenca inflamatéria
intestinal®® e Doenga de Gaucher?" %%,

Recentemente, avaliamos a frequéncia dos genes KIR e alelos HLA em 230 pacientes
com diagndstico de cancer de mama e 278 controles sadios. Os resultados mostraram que a
presenga do inibidor KIR2DL2 e o ligante HLA-C1 foi maior em pacientes com cancer de mama,
sugerindo risco para a doengazs. Ainda realizamos outro estudo com cancer de préstata: 200
casos e 185 controles. Contudo, os resultados ndo confirmaram diferencas significativas na

prevaléncia de genes KIR e alelos HLA entre pacientes e controles®*.

Alguns estudos descreveram a relagao entre o cancer colorretal e o polimorfismo dos
genes KIR e seus ligantes HLA. Contudo, observamos resultados contraditérios. Middleton e
colaboradores (2007) estudaram um grupo de pacientes com cancer de laringe, bexiga e
colorretal, demonstrando resultados significativos no cancer de bexiga (maior frequéncia do
KIR3DL1 e KIR2DS4), mas ndo encontrando diferencas em pacientes com tumor de laringe e
colorretal’®. Outro estudo por Al Omar e colaboradores (2010) também n3o encontrou
nenhuma diferenga significativa nos genes KIR entre os grupos de tumores sélidos estudados
(cancer de cdlon, cancer renal e cancer de pulmdo - ndo pequenas células e de pequenas

células) em comparacdo com controles saudaveis®.

Ja em estudo recente na populagdo coreana e saudita, foram encontrados resultados
significativos com cancer colorretal e genes KIR. Kim e colaboradores (2014) encontraram maior

frequéncia dos genes KIR2DS5 nos casos, sugerindo risco para a doenca, e KIR3DL1, KIR2DS2 e

14



KIR2DS4 nos controles, sugerindo protecdo para doengazs. Paradoxalmente, Al Omar e
colaboradores (2015), em recente publicacdo, constataram que o KIR3DS1, KIR2DS1 e KIR2DS5
foram mais frequente nos casos de CCR, quando comparado com controles, sugerindo risco

para doenga27.

Tendo em vista a importancia epidemioldgica do cancer colorretal no mundo e no Brasil
e o fato da literatura apresentar estudos contraditdrios, consideramos oportuno o estudo da
associagao dos genes KIR e HLA de classe | no cancer colorretal. O projeto, que foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, contou com apoio financeiro do Fundo de

Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE-HCPA).
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2. REVISAO NA LITERATURA

2.1. ESTRATEGIA DE BUSCA E SELECAO DA INFORMACAO

A revisdo da literatura deste estudo esta focada nas seguintes palavras chave: 1)
colorectal cancer; 2) KIR genes; 3) natural killer cell; 4) Human leukocyte antigen; 5) imune
system. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, SciELO e
PubMed/Medline. As referéncias bibliograficas dos artigos encontrados foram revisadas para

localizar outros estudos ndo contemplados na busca. A revisdo sistemadtica esta representada

na figura 1.
[ PALAVRAS CHAVE J
/-1} Colorectal cancer; -\\'
2) KIR genes;
3) Natural killer cell;
4) Human leukocyte antigen;
\\5} Immune system; /
A i
PUBMED/MEDLINE LILACS SCIELO
., \, A L, A
4 1) 189.539 (53) h ./ 1) 104.570 N '/ 1)744(2) N
2) 1.150 (12) 2) 1.367 2)8
3) 52.297 (40) 3) 56.642 3) 66 (1)
4) 80.545 (1) 4) 4,191 4)9
5)1.111.391 (9] 5) 136.883 f \ 5)1.045
N\ RN AN /
/_1+2=4(4] -\\' f/1+2=5 A [ 1+2=0 \
1+3 =928 (3) 1+3 =449 1+3=1
1+4 =592 (2) 1+4 =26 1+4=0
1+5 = 8.413 (3) 145 =537 1+5=1
243+4 =471 (3) 2+3+4 =45 ! V24344 =0 /
N NG DA /

Figura 1: Estratégia de busca de referéncias bibliograficas. O numero de referéncias

selecionadas estd entre parénteses.
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2.2. CANCER COLORRETAL

2.2.1. ANATOMIA COLORRETAL

O célon é a parte mais extensa do intestino grosso, constituindo um tubo muscular de
1,5 metros de comprimento. E responsavel pelos estagios finais do processo digestivo, como
reabsorver dgua e eletrdlitos do processo de digestdao, armazenar e eliminar os residuos sélidos
do corpo. O célon é dividido em quatro segmentos: cdlon ascendente, célon transverso, colon
descendente e sigmdide (figura 2)% %.

O célon ascendente comecga no ceco (porgdo inicial do intestino grosso) e se estende
para cima, no lado direito do abdomen. Em seguida, o intestino grosso atravessa o abdome até
a parede abdominal esquerda e é denominado de cdlon transverso, pois atravessa o corpo da
direita para a esquerda. O célon transverso, por sua vez, segue até a parte inferior esquerda,
passando a ser chamado de cdlon descendente, porque desce no lado esquerdo. Apds o célon
descendente, o intestino grosso assume a forma de “S”, recebendo o nome de sigmdide. O

célon sigmdide se junta o reto, que liga ao anus, sendo o segmento final do intestino grosso® 2,

As juncOes entre o célon ascendente e transverso é chamada de flexura hepatica e entre
o descendente e transverso de flexura esplénica. Os segmentos transversais e ascendentes sao
coletivamente chamados de cdlon proximal, enquanto o descendente e sigmadide sdo referidos
como o célon distal. O cancer colorretal tem caracteristicas diferentes com base em sua

localizagdo no célon ou reto®® 3!,
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Figura 2: Anatomia colorretal' (adaptado). O célon é dividido em quatro segmentos: célon
ascendente, cdlon transverso, colon descendente e sigmadide. O cancer colorretal é uma neoplasia

maligna que acomete o célon ou o reto.

2.2.2. EPIDEMIOLOGIA

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor maligno mais comum no mundo entre
homens e mulheres'. A maioria dos casos se desenvolve lentamente a partir de lesdes
precursoras que podem se transformar em neoplasia maligna32. Estimam-se, para 2016, no
Brasil, 16.660 casos novos de cancer de célon e reto em homens e 17.620 em mulheres. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 16,84 casos novos a cada 100 mil homens e
17,10 para cada 100 mil mulheres. Na Regido Sul, o cancer de cdlon e reto é o segundo mais
frequente em mulheres (23,27/100 mil) e o terceiro mais frequente em homens (22,35/100

mil)*3.
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Alguns paises com maiores taxas de incidéncia incluem Austrélia, Nova Zelandia, Europa
e América do Norte, o que pode ser atribuido a fatores de risco comportamentais, como dieta e

estilo de vida®* **

. Contudo, em paises como os Estados Unidos, observa-se um padrdo estavel
ou de diminuicdo da incidéncia nos ultimos anos, devido a deteccdo precoce e remocgao de

lesBes pré-cancerosas>-.

A sobrevida do cancer de coldn e reto é altamente dependente do estagio da doenca®.
Apenas 40% dos pacientes sdo diagnosticados com a doenca em estdgio localizado. A taxa de
sobrevida de cinco anos para a fase inicial € maior do que 90%, enquanto que para aqueles em

estagio avancado é de 13%".

Individuos com histéria familiar, doenca inflamatdria intestinal e sindromes hereditarias,
como a polipose adenomatosa familiar (PAF) e a sindrome de Lynch (SL), tem maiores chances
de desenvolver a doenca. No entanto, a maior parte dos casos ocorre sem qualquer um desses
fatores envolvidos, sendo a idade acima de 50 anos o fator de risco mais importante para a

doenca®.

2.2.3. FATORES DE RISCO E PROTEGAO

O cancer colorretal pode ser classificado em esporadico e familiar (hereditario). Setenta
e cinco por cento dos casos sao de origem esporadica e 25% de origem familiar, incluindo as
sindromes hereditarias (FAP e SL) 2. Fatores genéticos e ambientais estdo associados ao
desenvolvimento o CCR esporadico. Geralmente esses tumores ocorrem apds os 50 anos, sem
relacdo com alteracdes hereditdrias especificas, surgindo de mutagcdes somaticas e evolucao do
clone celular. O CCR é considerado familiar quando ha dois ou mais membros da familia com
um histérico da doenca ou de pdlipos adenomatosos. Ja aqueles relacionados com sindromes
hereditarias herdam uma mutagao genética especifica. Mutagdes raras e altamente
penetrantes em genes relacionados ao cancer juntamente com uma pequena a moderada

influéncia de fatores de risco ambientais est3o associadas as formas hereditarias de CCR> # 3¢,
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Estudos epidemioldgicos tém destacado o papel da dieta e estilo de vida para o risco de
desenvolver CCR. Geralmente, um maior consumo de frutas e vegetais, que sdo alimentos ricos
em fibras, esta associado com risco diminuido da doenca. As fibras podem absorver ou diluir
substancias cancerigenas fecais, modular o tempo de transito no célon, reduzir o pH do célon

ou aumentar a producgdo de acidos graxos de cadeia curta®’.

Por outro lado, a ingestdo de carnes processadas e carne vermelha estdo relacionadas
com risco para o CCR. O elevado consumo de carne vermelha, principalmente preparadas em
altas temperaturas, tem forte relacdo com a doencga pela formagdo de aminas heterociclicas e
hidrocarbonos aromaticos policiclicos, ambos carcinogénicos®. Um estudo de meta-analise
mostrou que o consumo diario de 100 gramas de carne processada eleva o risco em 25% para o
cancer de célon e 31% para o cancer de reto®®. O ferro (heme) presente na carne vermelha
pode induzir ao estresse oxidativo e aumentar a concentracdo fecal de compostos nitrosos.
Estes compostos sao agentes alcalinos capazes de reagir com o DNA dos tecidos alvos para

alterar suas bases e pode, portanto, iniciar a carcinogénese40.

Estudos sobre estilo de vida mostram que atividade fisica regular esta associada com

reducdo do risco de CCR, enquanto obesidade e excesso de peso corporal aumentam as
. ~ 41 S0

chances de adenomas colorretais, que sdo precursores da doenca™". Em uma meta-andlise de

52 estudos, individuos fisicamente ativos tiveram risco de 20% a 30% menor de cancer de célon

em comparacdo com individuos menos ativos*2.. Os mecanismos pelos quais a atividade fisica

diminui o risco para o CCR ainda ndo sdo bem compreendidos, mas pode envolver redugdes nos

niveis de insulina e da inflamac&o sistémica e aumento da motilidade do célon®’.

Além disso, o consumo de dlcool e tabagismo foi associado com maior risco de
desenvolver CCR. O alcool pode suprimir a vigilancia imunoldgica de tumor, atrasar o reparo de
DNA, alterar a composi¢dao dos acidos biliares ou induzir as enzimas do citocromo P450 para
ativar substancias hepaticas cancerigenas. J4 o tabaco libera uma gama de compostos

cancerigenos, incluindo hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, aminas heterociclicas,
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nitrosaminas e aminas aromaticas, que podem atingir a mucosa colorretal através do sistema

circulatério®” .

Individuos portadores de doenga inflamatdria intestinal crénica, como retocolite
ulcerativa (RCU) e doenca de Crohn (DC), tém um risco aumentado de desenvolver cancer
colorretal, risco este que aumenta com a extensao e duragdao da doenga. O risco é de 5 a 11

vezes maior que a populacdao em geral para a RCU e 20 vezes mais elevada para DC¥7 %4,

2.2.4. POLIPOS E CANCER COLORRETAL

Os polipos colorretais sdo uma projecao ou elevacdo na superficie da mucosa intestinal.
Sdo classificados em dois grandes grupos: neopldsicos e ndo-neopldsicos. Os pdlipos
neoplasicos estdo representados por adenomas, lipomas e leiomiomas. No grupo dos pdlipos
ndo-neoplasicos estdo os  pdlipos hamartomatosos, hiperplasicos/metaplasicos,
inflamatdrios/pseudopdlipos e os pdlipos linfoides benignos. Os adenomas apresentam grande

importancia clinica devido ao seu papel como precursor do CCR™.

Os podlipos adenomatosos (figura 3) sdo classificados histologicamente conforme sua
vilosidade e tubularidade, e também de acordo o seu grau de displasia, que pode ser de baixo
ou alto grau®®. O mais frequente é o adenoma tubular, que apresenta baixo risco de se tornar
maligno, porém passa a ter risco quando aumenta de tamanho. Os adenomas vilosos
correspondem 10% dos adenomas, apresentando maior risco de desenvolver displasias de alto
grau e, portanto, maior risco de evolugdo para carcinoma invasivo. Os adenomas tubulo-vilosos
sao considerados de risco intermedidrio entre as lesGes tubulares e vilosas, e correspondem
15% dos pédlipos adenomatosos* ¢,

A incidéncia de transformacdo maligna nos adenomas é relacionada a extensdo do
componente viloso, ao grau de displasia e ao tamanho da lesdo polipdide. Os adenomas com
menos de 1,0 cm de tamanho, tem baixo risco de desenvolver a doenca. No entanto, adenomas
maiores que 2,0 cm apresentam grande risco de se transformar em lesdo invasiva®” A

progressdo de um adenoma para tumor maligno pode levar décadas®. A ocorréncia do CCR
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sem evidéncia de precursores adenomatosos sugere que algumas lesGes displdsicas podem

degenerar em dire¢3o a malignidade sem passar por um estagio polipside®.

A realizacdo de polipectomia endoscépica permite a deteccdo precoce e a remocgao de

precursores malignos, o que pode reduzir a mortalidade e prevenir o desenvolvimento do

cancer colorretal®®.

Figura 3: P6lipo adenomatoso no célon sigméide, principal precursor do cancer colorretal®

2.2.5. CARCINOGENESE COLORRETAL

A carcinogénese colorretal se caracteriza pelo acimulo de mutagdes e alteragGes
epigenéticas em diversos genes supressores de tumor, oncogenes e genes associados ao reparo
de erros de pareamento do DNA, resultando na transformacao celular do epitélio colorretal®®.
Os defeitos moleculares sao de dois tipos: alteragdes que conduzem a nova fung¢ao ou aumento

de oncogenes e alteracdes que levam a perda da funcdo de genes supressores de tumores™.

A evolugao molecular desse tumor esta fundamentada no modelo adenoma-carcinoma,
descrito por Fearon e Vogelstein (figura 4). O modelo enfatiza o papel central do pdlipo
adenomatoso como lesdo precursora e propde que mutagdes nos genes supressores de tumor

e oncogenes ocorrem cumulativamente, em uma ordem especifica. O primeiro evento é a
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inativacdo do gene APC (adenomatous polyposis coli), o que leva a um crescimento celular
anormal. A mutacdo do proto-oncogene KRAS (kirsten rat Sarcoma viral oncogene homolog)
promove a evolugdo do adenoma. Na etapa seguinte ocorre a delecdo do gene supressor de
tumor DCC (deleted in colorectal cancer) e de outros genes localizados préximos a ele, no braco

longo do cromossomo 18. A Ultima etapa da progressdao para carcinoma € a perda de uma

53;54

regido especifica em 17p, onde se encontra o gene TP53

Normal cell Hyperproliferation Adenoma Carcinoma
APC gene K-ras DCC gene p53 Others
mutation mutation mutation  mutation
Normal Hyper- _y Early ) Intermediate , late Ty c.ihoma — 3 Metastasis

cell proliferation = adenoma adenoma adenoma

Figura 4: Sequéncia adenoma-carcinoma descrito por Fearon e Vogelstein®. O modelo enfatiza
o papel central do pélipo adenomatoso como lesdo precursora e propée que mutagbées nos genes

supressores de tumor e oncogenes ocorrem cumulativamente, em uma ordem especifica.

Ap0ds a descrigao deste primeiro modelo, varios autores sugeriram a existéncia de outras

vias de carcinogénese. Multiplos eventos genéticos sdo necessarios para progressdo do tumor e

a instabilidade genomica é reconhecida como uma funcao celular essencial que acompanha a
e~ ~ 55 . .. A . ~

aquisicdo destas mutacbes™. A instabilidade gendmica ocorre quando a taxa de mutacao

ultrapassa a capacidade dos sistemas de reparagio do ciclo celular®®. Neste contexto, trés
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mecanismos principais contribuem para a carcinogénese colorretal: instabilidade cromossémica
(CIN - Chromosomal instability), instabilidade de microssatélites (MSI - Microsatellite instability)

e fendtipo metilador de ilhas CpG (CIMP - CpG island methylator phenotype)®’.

A via de instabilidade cromossomica (CIN) esta associada com a desregulacao sequencial
dos genes supressores de tumor e oncogenes, como APC, KRAS, DCC (deleted in colorectal
carcinoma) e TP53°%. E o tipo mais comum de instabilidade gendmica sendo observada em 65-
70% dos casos de CCR esporadicos. Caracteriza-se pelo acumulo de anormalidades
cromossOmicas numéricas ou estruturais, resultando em aneuploidia, rearranjos
cromossomicos e a frequente perda de heterozigosidade (LOH - Loss of heterozygosity), que é a
principal causa da CIN>°. LOH é definida como a perda de uma das duas cépias dos alelos de um
gene”’. Ap6s a perda de material cromossémico de um alelo, o alelo restante pode ser afetado
por uma mutagao somatica, deixando assim nenhum gene funcional; ou o alelo restante ja
pode conter uma mutagdo que esta presente agora em homozigose e potencialmente mais
expressoso. A lesdo mais rapidamente identificavel neste percurso é o foco de cripta aberrante,

uma lesdo microscépica da mucosa que precede o desenvolvimento de um péliposl.

A via de instabilidade de microssatélites (MSI) se caracteriza por falha ou deficiéncia do
sistema MMR (mismatch repair) de reparo de DNA através da hipermetilacdo ou mutacdo nos
genes MLH1, MSH2, MSH6, e PMS2. A inativacdo destes genes resulta em acumulacdo de erros
de replicagdo de DNA em sequéncias repetitivas, os microssatélites®®. Ha acumulo de
substituicGes de bases na sequéncia de DNA e/ou insercdes-delecdes, ocasionando perda ou
ganho de unidades de repeticBes nestas regides®. Os nucleotideos de DNA s3o alterados por
mutagénicos ambientais e erros espontaneos. MSI ocorre em cerca de 15-20% dos casos
esporadicos de CCR®. Pode ser classificados em trés categorias, dependendo do numero de
marcadores que mostram MSI. Considera-se alta instabilidade de microssatélites -MSI-H (High)-
guando dois ou mais marcadores mostram instabilidade; baixa instabilidade -MSI-L (Low)-
guando um Unico marcador apresenta instabilidade; e se nenhum dos marcadores apresentar
instabilidade, o fendtipo é chamado de estabilidade de microssatélite MSS (Microsatellite

Stable)’®.
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O fendtipo que causa metilacdo de ilhas CpG (cytosine-phosphate-guanine) acontece
através da via instabilidade epigenética®. Ilhas CpG sdo regides dentro do genoma ricas em
dinucleotideos CpG>*. A metilacio do DNA é uma modificacio epigenética critica para
regulagio e desenvolvimento normal do genoma®. Tanto a hipermetilagdo das ilhas CpG,
localizadas nos promotores de genes de supressdo tumoral, e a hipometilacdo global sdo
eventos epigenéticos que acontecem no genoma, levando a oncogénese. Estudos recentes
indicam que a hipometilagdo global do genoma pode levar a ativagao de proto-oncogenes e da
CIN, enquanto a hipermetilacdo regional leva a supressao de genes de controle do ciclo celular,

bem como genes supressores de tumor e de reparo de DNA®®.

2.2.6. SINTOMAS, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Os principais sintomas do cancer colorretal sdo: alteracdo nos habitos intestinais,
incluindo diarréia ou constipacdo ou mudanca na consisténcia das fezes, em um periodo maior
de quatro semanas; sangramento retal ou sangue nas fezes; desconforto abdominal
persistente, como célicas, gases ou dor; fraqueza ou fadiga; e perda de peso sem causa
conhecida®’. Pode manifestar-se também sob a apresentacdo de abdome agudo, com
obstrucdo, perfuracdo ou hemorragia. Este quadro agudo é mais comum nos tumores do cdélon
esquerdo e reto®. Contudo, muitas pessoas ndo apresentam sintomas nos estagios iniciais da
doenca. Quando os sintomas aparecem, eles podem variar dependendo do tamanho e da
localizagdo do cancer no intestino. Com isso o rastreamento para a doenca é de grande

importancia para maior chance de cura®’.

O rastreamento do CCR é recomendado para todos os adultos com idade superior a 50
anos para deteccao precoce da doengass. Os principais métodos incluem o exame fisico com
toque retal, pesquisa de sangue oculto nas fezes, retossigmoidoscopia, enema opaco e
colonoscopia45. Estudos mostram que a colonoscopia e a sigmoidoscopia, seja para diagnostico,
rastreamento ou prevencdo, esta associado com reducdo da incidéncia e a mortalidade da

doengaeg. A colonoscopia, por muitos anos, tem sido considerada o exame padrdo para o
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diagnoéstico de patologias do célon. E um exame endoscépico que permite a visualizacdo do
intestino grosso e também do ileo terminal. Tem alta sensibilidade e especificidade para
deteccdo de lesdes tumorais, adenomas pré-malignos e outras doencas do célon’®. A resseccdo
endoscépica das lesGes precursoras permite a realizacdo de polipectomias e bidpsias, sendo
possivel avaliar o tipo histoldgico, o grau de displasia e as margens de resseccdo a fim de

quantificar seu potencial de malignizacdo’".

Uma vez determinado o diagndstico histopatolégico, deve-se proceder ao estadiamento
da doenga45. Muitos fatores impactam no progndstico do portador de CCR, mas o estagio do
tumor no momento do diagndstico é imprescindivel. O estagio tumoral é geralmente definido
pela classificagdo TNM (tumor-node-metastasis), estabelecido pela American Joint Committee
on Cancer (AJCC). E o sistema de estadiamento mais usado e baseia-se na profundidade da
invasdo da parede do intestino, no grau de envolvimento do linfonodo regional, e na presenca
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de metastase & distancia . O sistema TNM (tabela 1) é uma ferramenta utilizada para

estabelecer o progndstico inicial do paciente e tomar decisées terapéuticas’”.

Tabela 1: Classificagio TNM”*

T (tumor primario)

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 N3o ha evidéncia de tumor primario

T1 Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor cresceu através da muscular prépria e nas camadas mais externas do célon ou do reto

T4a | Tumor penetra na superficie do peritonio visceral

T4b | Tumor invade outros orgdos ou estruturas

N (linfonodos regionais)

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 Metastase em 1-3 linfonodos regionais

Nla | Metastase em um linfonodo regional

N2b | Metastase em 2-3 linfonodos regionais

N1c | Depdsito de tumor em areas de gordura dos linfonodos

N2 Metdstase em 4 ou mais linfonodos regionais
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N2a | Metastase em 4-6 linfonodos regionais

N2b | Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais

M (metastases a distancia)

MO | Auséncia de metastases a distancia
M1 | Presenca de metastase a distancia
M1la | Metastase em um érgdo ou local

M2b | Metastase em mais de um érgdo / partes distantes do peritdnio

A escolha do tratamento depende, principalmente, da localizacdo do tumor e da
extensdao da doenga. A cirurgia é a base do tratamento para o cancer colorretal, podendo ser
feita em combina¢do com outros tratamentos como a quimioterapia e radioterapia adjuvantes

ou neoadjuvantes™ ’®

. Pode ter carater curativo, quando é realizada a ressecgdao do segmento
afetado sem evidéncia de doenca residual; ou paliativo, quando o tratamento visa alivio de
algum sintoma, como dor, obstrucdo, sangramento, permanecendo indicios locais ou a
distancia de tumor residual. O risco de recidiva é considerdavel em pacientes que tenham
comprometimento linfonodal e em alguns pacientes com tumores iniciais considerados de
risco. A quimioterapia adjuvante é um tratamento sistémico administrado apds a remogao do
tumor primario que objetiva diminuir os riscos da recidiva local*®. A quimioterapia sistémica

neoadjuvante, que é realizada antes da cirurgia, é utilizada quando as condicdes de

ressecabilidade s3o inexistentes no momento do diagndstico’’.

O cancer colorretal tem bom prognéstico quando diagnosticado em fase inicial, porém
25% dos pacientes ja desenvolveram metdstases no momento do diagndstico e 50% de todos
os pacientes com a doenca irdo desenvolver metastases ao longo do tempo, a medida que a
doencga progride78. Em pacientes com doenca metastdtica avancada o tratamento é paliativo,

visando prolongar a sobrevida e manter a qualidade de vida por maior tempo possivel79.

A imunoterapia é outro tratamento que pode ser eficaz para pacientes com CCR ou para
prevencdo de recaida. E uma abordagem terapéutica projetada para acionar o sistema imune a
responder contra antigenos tumorais especificos e atacar células malignamente

transformadas®®. Células da imunidade inata e adaptativa previnem ativamente o
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desenvolvimento neoplasico num processo chamado vigilancia imunoldgica do cancer. As
células da imunidade inata, que incluem mondcitos, macréfagos, células dendriticas e células
Natural Killer (NK), liberam citocinas que lisam diretamente as células tumorais. As células da
imunidade adaptativa, que incluem linfécitos T e B, tém respostas antigeno especificas e

memdria efetiva®’.

Com o aperfeicoamento da cirurgia e dos tratamentos com quimioterapia
neoadjuvante, radioterapia e imunoterapia, os indices de recidiva reduziram com taxas de

sobrevivéncia superior a 70%°>.

2.3. CANCER COLORRETAL E O SISTEMA IMUNOLOGICO

O conceito de vigilancia imunoldgica no cancer prediz que o sistema imune pode
reconhecer precursores tumorais e, em muitos casos, destruir estes precursores antes de se
tornarem clinicamente evidentes. Os tumores desenvolvem uma série de diferentes estratégias

para escapar da vigilancia imunoldgica pelas células Natural Killer (NK)®.

As respostas imunes contra tumores colorretais podem ser detectadas na fase inicial do
cancer, indicando que o sistema imune é capaz de reconhecer as células tumorais. No entanto o
tumor produz moléculas que inibem a infiltracdo, reduzem a atividade ou alteram o fendtipo
das células imunitarias. Isso resulta em uma resposta antitumoral menos eficaz, permitindo o
crescimento do tumor®. A reducdo ou a perda total de HLA (Human Leukocyte Antigen) classe |
das células e varios mecanismos moleculares diferentes podem ser responsaveis por este

fendmeno®.

Os tumores se desenvolvem em um microambiente complexo, composto por diversos
tipos celulares entre eles fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imunoldgico,
além de outros componentes como citocinas, quimiocinas e produtos do metabolismo celular.

Através desses componentes, o microambiente tumoral influencia no crescimento e na
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capacidade de metdstase do tumor. Em particular, a evolucdo do cancer reflete interacbes

celulares e moleculares complexas entre o tumor e o sistema imunoldgico do hospedeiro®®.

Ja foi reconhecido que a progressao da doenga em pacientes com cancer nao é
exclusivamente determinada pelas caracteristicas do tumor, mas também pela resposta do
hospedeiro. De fato, ha evidéncias que respostas inflamatdrias locais e sistémicas

desempenham um papel importante na progressao de uma variedade de tumores sélidos®.

O microambiente inflamatdrio pode influenciar em varias caracteristicas do cancer.
Evidéncias indicam que mais de 20% dos tumores estdo ligados a inflamacdo cronica, desde o
inicio do tumor e ao longo da progressao maligna. A doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa
sdo duas formas principais de doenca inflamatdria intestinal que fornecem um risco elevado

para o desenvolvimento do CCR®.

Em modelos de tumorigénese, as células NK demonstraram aumentar a sobrevivéncia e
diminuir o nimero de células tumorais®®. O reconhecimento da célula tumoral pela célula NK é
baseado na sua capacidade Unica de identificar e atacar células que com niveis diminuidos ou

ausentes de HLA classe I, normalmente expressos em células saudaveis™.

Os genes KIR foram estudados em diversas doencas diferentes. Varios estudos
relataram a associacdo KIR/HLA ou gendtipos KIR distintos para suscetibilidade ou protecdo
para infeccOes virais, autoimunidade ou doencas inflamatdrias cronicas e disturbios que afetam
a gravidez. Além disso, varios estudos tém associado gendtipos KIR/HLA com suscetibilidade a
certos tipos de cancer (melanoma, cdncer cervical, cancer de mama, linfoma de Hodgkin e
leuceminas)®® #9293,

Estudos mostram que a perda da expressdao do HLA de classe | é bastante comum no
cancer colorretal e que estes pacientes mostram beneficio de sobrevida®. Gillgrass e
colaboradores (2011) relataram que pacientes com tumores primdrios que demonstraram a

perda da expressdo do HLA de classe | tém baixo risco de desenvolver metastases a distancia.
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Portanto, é possivel que o beneficio de sobrevida seja devido ao fato de que as células tumorais

metastaticas nestes pacientes s3o eficientemente eliminadas por células NK na circulagdo™.

2.4. CELULAS NATURAL KILLER (NK)

As células NK foram identificadas em 1975 por Kiessling96 como um subconjunto de
células que sao morfologicamente maiores do que os linfocitos T e B e contém granulos
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citoplasmaticos distintivos . O termo natural killer deriva do fato de que sua principal funcdo

é a morte da célula-alvo sem a necessidade de expans3o clonal e diferenciacio®.

As células NK fazem parte do sistema imune inato e sdao responsaveis pela vigilancia
imunoldgica contra células infectadas por virus e bactérias, atacando também células
transformadas ou tumorais. Vdarios aspectos fundamentais do desenvolvimento das células NK
ocorrem na medula éssea, onde se diferenciam e depois entram na circulagéogg. Compreendem
cerca de 10-15% dos linfécitos do sangue periférico e sdo definidas fenotipicamente como CD3"
CD56" CD16". Além do sangue, as células NK podem ser encontradas nos linfonodos, baco e
tecidos periféricos. Diferem-se funcionalmente dos integrantes da imunidade adaptativa por

reagirem de maneira rapida durante a invas3o do organismo por virus e bactérias'®.

A maturacdo das células NK ocorre na medula dssea, a partir de progenitores CD34", e,
qguando ativadas, podem produzir altos niveis de citocinas e quimiocinas que recrutam outras
células de defesa do organismo para os sitios inflamatdrios. No estagio inicial da maturacao,
ocorre a regulacdo destas células’®’. As primeiras evidéncias sugerem que a expressio de pelo
menos um receptor inibidor, capaz de reconhecer moléculas de HLA (Human Leukocyte
Antigen) de classe | prdprias, durante o seu desenvolvimento, seria fundamental para a
tolerancia aos constituintes préprios e para a a¢do das células NK contra infec¢Oes e
transformacdes malignas. Com isso as células NK amadurecem e tornam-se funcionalmente
competentes ou “licenciadas”, enquanto as células NK que ndo possuem pelo menos uma
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interacdo funcional inibidora podem ser menos responsivas Este processo de

30



licenciamento pode contribuir para a heterogeneidade nos niveis de ativacdo das células NK,
observada entre diferentes individuos e até mesmo entre diferentes subpopulagdes de células

NK de um mesmo individuo'®*.

As células NK apresentam diferentes mecanismos que estdo envolvidos na destruicdo

das células tumorais®®:

Ll Citotoxicidade mediada por perforinas e granzimas: a liberacdo dos granulos
citotoxicos com perforinas e granzimas é uma forma rapida e poderosa de matar a
célula-alvo™®.

. Receptores mediadores de apoptose: a morte da célula-alvo é induzida por
apoptose via ligantes do fator de necrose tumoral (TNF), ligante Fas (interagdo Fas/FasL)
e TRAIL (Ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF)*7 18,

= Funcdes efetoras do Interferon-y (INF-y): apds a ativacdo, as células NK secretam
varias citocinas, como INF-y, TNF-a, fator estimulador de col6énia de granulécitos e

macréfagos (GM-CSF) e interleucinas (IL)-10 ou I1L-13'%°

. A producdo de IFN- y e de
outras citocinas pelas células NK atua na ativagao dos macrdfagos e de outras células
apresentadoras de antigenos (APCs) e na ativacdo e diferenciacdo dos linfocitos T em
células efetoras® **°.

As principais citocinas do sistema imune inato que estimulam a funcdo das células NK
sdo IL-12, IL-15, IL-18. Cada uma destas citocinas aumenta a atividade citotoxica destas células,
sendo a IL-12 e a IL-15 importantes fatores de crescimento para as células NK8, Apesar de nao
exercerem acdo antigeno especifica, as células NK também sdo importantes nas fases iniciais
das respostas imunoldgicas adaptativas® *°.

Em humanos, as células NK podem ser divididas em dois subconjuntos em funcdo do
nivel de express3o do CD56, bem como a presenca ou auséncia de CD16 (figura 5)**% **2. Os dois

marcadores sao geralmente expressos reciprocamente nessas células e identificados por

citometria de fluxo. Estes dois subconjuntos sdo referidos como CD56°8" e CcD56%™ que
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diferem em suas capacidades funcionais, sendo responsaveis pela producao de citocinas e pela

citotoxicidade, respectivamenteG" 13,

As células NK dos linfonodos e amigdalas, que correspondem a 10% das células NK

b CD16” e tém caréncia de perforinas™®. Expressam receptores de alta

circulantes, sdo CD56
afinidade para a IL-2 (Interleucina-2), através do seu receptor (IL-2R), produzem principalmente

citocinas ap6s a ativagdo e tém baixo potencial citotéxico™.

No sangue periférico, em torno de 90% das células NK sdao CD56°™ CD16" e expressam
perforinas“g. Possuem baixa afinidade para IL-2R e sdo altamente citotoxicas''®. Estas células
NK sdo recrutadas e acumulam-se no parénquima dos 6érgdos lesados, onde é ativada para
matar a célula-alvo. Por forga de expressdao do CD16, eles também sao eficientes mediadores de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC - Antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity). O CD16 é um receptor de Fc de baixa afinidade para imunoglobulinas o que
confere as células NK esta capacidade de lise da células-alvo quando essas estiverem

sensibilizadas com anticorpos™®.
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Figura 5: Subgrupos de células NK baseadas na expressdo de CD56 e CD16 "~ (adaptado).

A atividade citolitica e a producdo de citocinas pelas células NK sdo reguladas por
receptores que ativam ou inibem a resposta destas células®®. Os genes que codificam os
receptores das células NK estdo agrupados em dois cromossomos distintos. No cromossomo 12
estdo localizados os genes CD94 e NKG2, que codificam receptores semelhantes a lectina tipo
™. No cromossomo 19 situa-se o complexo de receptores leucocitarios (LCR - Leukocyte
Receptor Complex) que codificam moléculas relacionadas a superfamilia das imunoglobulinas:
os receptores semelhantes a imunoglobulina (IgSF), os receptores semelhantes a lectina C e os
receptores KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptor); todos podem contribuir com sinais

718 "0 maior grupo de receptores expressos na célula NK sdo os

inibidores e/ou ativadores
receptores KIR”, que reconhecem uma célula estranha através da ligacdo com as moléculas de

HLA de classe I'.
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As células NK interpretam a presenca das moléculas de HLA de classe |, presente na
maioria das células normais, como um marcador de células proprias (self)98. Na presenca de
sinais ativadores e inibidores a influéncia inibidora é predominante e a célula NK se encontra
inativa, impedindo assim a morte de células normais. No entanto, em células infectadas ou
tumorais a expressdao HLA de classe | pode estar alterada, de modo que o sinal inibidor é
perdido e as células NK sdo ativadas. Esse modelo de ativacdo é conhecido como “missing-self’
(falta do prdprio), pois as células NK agem quando ndo encontram as moléculas que conferem a

117; 118

identidade da célula propria . Dependendo do balanco entre sinais inibidores e ativadores,

acontece ou ndo o ataque a célula alvo. Esse mecanismo pode ser observado na Figura 6.

Cada célula NK expressa, aleatoriamente, um conjunto diferente de receptores KIR
ativadores e inibidores. Dessa forma, nem todas as células NK do organismo apresentam os
mesmos receptores em sua membrana, podendo cada célula ser mais ou menos reativa a

determinados patégenos ou células neoplasicas™®.
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Figura 6: Inibigcdo, ativacao ou balango de sinais entre as células NK e célula-alvo ™ (adaptado).
Quando os sinais inibidores preponderam sobre os ativadores, a célula ndo é ativada. A auséncia de
HLA classe | permite que sinais ativadores levem ao ataque pela célula NK. De maneira semelhante, a

resposta das células NK depende de um equilibrio entre sinais ativadores e inibidores.

2.5. GENES E RECEPTORES KIR

Os receptores KIR sdo um grupo de moléculas reguladoras, representantes da familia

das imunoglobulinas, encontradas na superficie de células NK e em alguns linfécitos T (TNK)> %8

Os genes KIR, que codificam estes receptores, estdo localizados no braco longo do cromossomo

19 (19913.4), sendo altamente polimérficos™* ',

35



Os receptores KIR possuem 15 genes descobertos até o momento (KIR2DL1, KIR2DL?2,
KIR2DL3, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DL4, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 e KIR3DS1) e dois pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1). Destes,
guatro genes KIR (KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL2) estdo sempre presentes e sdo

considerados genes estruturais (framework genes)'** %,

A nomenclatura dos genes KIR estd baseada na estrutura da cauda citoplasmatica do
gene e no numero de dominios extracelulares do tipo “imunoglobulina”. Os receptores
inibitérios possuem cauda citoplasmatica longa e, por isso, recebem a denominacdo da letra “L”
(do inglés long). J4 os receptores ativadores receberam a denominacdo da letra “S” (do inglés

short) devido & cauda citoplasmatica curta® 24

. Os dominios extracelulares sao responsaveis
pelo reconhecimento da célula alvo. Alguns possuem dois dominios de imunoglobulina (2D) e
outros possuem trés dominios de imunoglobulina (3D), os quais tém a tarefa de reconhecer os

seus ligantes do sistema HLA.

Os genes KIR de cauda citoplasmatica longa, com funcdo inibidora, possuem motivos
inibidores baseados em tirosina — ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs); e os
genes de cauda citoplasmatica curta, com potencial ativador, apresentam motivos ativadores
baseados em tirosina — ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activating motif)**> *2°. A
palavra motif (motivo), pode ser interpretada como uma resposta intracelular desencadeada

por uma sinalizacdo extracelular*?’.

Quando os receptores inibidores das células NK identificam moléculas HLA de classe |
das células alvo como proéprias, desencadeiam a sinalizagcdo inibitéria em virtude da presenca
dos ITIMs. A fosforilacdo dos ITIMs leva o recrutamento e ativacdo de fostatases SHP-1 e 2 (Src-
homology domain-bearing tyrosine phosphatase), o que causa a supressdo dominante dos
receptores de ativagﬁolzg. O resultado é o bloqueio da atividade citolitica da célula NK e

secrec¢ao de citocinas'?’.

Os receptores de ativacdo das células NK geram citotoxicidade e secretam citocinas.

Para estes receptores faltam ITIMs, porém eles possuem um aminoacido modificado
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positivamente (lisina) na regido da transmembrana. Através desse aminodcido eles associam-se
nao covalentemente com um dimero de uma proteina adaptadora, a DAP-12, que libera o sinal

ativador via ITAM*?°

. Depois da interacdo entre o ligante e os receptores de ativacdo das células
NK, os residuos de tirosina dos ITAMs sdo fosforilados por cinases citoplasmaticas e recrutam
outras proteinas cinases (ZAP-70/Syk), que interagem com os ITAMs fosforilados. Com isso o
sinal ativador é transmitido para a célula NK matar a célula alvo e secretar citocinas, podendo

130 0s ITAMs s3o também encontrados em caudas

destruir as células infectadas ou tumorais
citoplasmaticas de outros receptores de sinalizagdo no sistema imune, incluindo os receptores
de antigenos dos linfocitos T e B. A acdo ativadora das NK também cria a possibilidade de haver

estimulo a imunidade adaptativa, ativando outras células da resposta imune”.
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Figura 7: Caracteristicas na estrutura dos genes KIR, baseadas no numero de dominios

extracelulares (2D e 3D) e nas caudas intracitoplasmatica curtas (S) e longas (L)***.
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2.5.1. DIVERSIDADE HAPLOTIPICA

A variacdo haplotipica encontrada no complexo KIR é devido ao nimero de genes que
compdem o hapldtipo, bem como o polimorfismo alélico em varios desses genes. Os haplétipos
sdo um conjunto de genes mesmo cromossomo e a distribuicdo dos genes KIR no cromossomo
foi estruturada em dois grupos: haplétipo A e B (Figura 8). A principal diferenca entre esses
grupos, com implicacdes funcionais no reconhecimento das NK, é o nimero de genes KIR

ativadores'®% 133,

O hapldtipo A é composto por nove genes e tem como caracteristica a dominancia dos
genes inibidores, existindo somente um gene ativador (2DS4). O gene KIR2DS4 possui um alelo
nulo e, frequentemente, ndo é expresso. Cerca de 80% dos caucasianos tém essa supressao.
Sendo assim, alguns individuos podem ser homozigotos para um haplétipo A no qual nenhum

KIR ativador é expressom‘ 135

. Em contraste, o hapldtipo B possui uma alta diversidade de
genes, variando de sete a onze genes, entre os quais estdo presentes outros genes KIR
ativadores, além de KIR2DS4. Os genes estruturais (frameworks) estdo presentes em ambos
haplétipos. Os haplétipos A e B dos genes KIR sdo distribuidos em diversos gendtipos distintos,
podendo existir homozigose para o hapldtipo A (gendtipo AA) e a heterozigose ou homozigose
para o hapldtipo B (gendtipo AB ou BB), esses ultimos também chamados de gendtipos Bx. As
frequéncias dos haplétipos A e B podem variar entre as populacdes, possivelmente devido as

diferencas raciais** **°.
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A haplotype

3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 2DS4 3DL2
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B haplotype

3DL3 2DSs2 2DL2 3DP1 2DL4 3DS1 2DL5 2DS5 2DS1 2DS4 3DL2

—---— - 00000

Figura 8: Haplétipos A e B dos genes KIR. Os genes KIR inibidores estao em vermelho, enquanto os

genes ativadores em verde. Os genes estruturais estdo em cinza e em preto os pseudogenes. Nota-se

que o haplétipo A possui somente um gene KIR ativador (2DS4)*.

2.5.2. LIGANTES DOS GENES KIR

A atividade da célula NK acontece através dos seus receptores KIR, que reconhecem as

moléculas HLA de classe '8

. O sistema HLA situa-se no cromossomo 6 e constitui o conjunto
génico mais polimérfico do genoma. Os genes HLA de classe | codificam as moléculas HLA-A,
HLA-B e HLA-C e os de classe Il as moléculas HLA-DR, DQ e DP. As proteinas HLA classe | estdo
presentes em todas as células nucleadas, e desempenham funcdo na apresentacdo de

antigenos enddgenos para células TCD8" e no controle da atividade citotoxica das células NK**,

O maior repertério de ligantes KIR sdo de alelos que derivam do HLA-C, que sdo
divididos em dois grupos (C1 e C2) devido um polimorfismo presente na posicdo 77 e 80 da
molécula. O grupo C1 tem um residuo de serina na posicdo 77 (Ser77) e aspargina na posicdo 80
(Asn80), e o grupo C2 tem a presenca de um residuo de aspargina na posicdo 77 (Asn77) e lisina
na posicdo 80 (Lys80). O grupo C1 inclui os alelos HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw13, -Cwld e o
grupo C2 compreende os alelos HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cw17, -cw18¥% ™ 0 loco HLA-B
pode ser dividido em dois grupos: Bw4 e Bw6. O KIR3DL1 e KIR3DS1 reconhecem epitopos Bw4,
gue sdo codificadas tanto por HLA-A quanto por HLA-B, sendo que as moléculas Bw4(80l) sdo

reconhecidas mais fortemente. Ndo se conhecem interacdes de alta afinidade com moléculas
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Bw6% 3. 0 KIR3DL2 liga-se ao HLA-A3 e A11'*. O receptor KIR2DL4 liga-se com HLA-G, tipo
ndo cldssico de HLA, com pouco polimorfismo e expresso em células endoteliais do timo, de
trofoblastos fetais e cérnea. As células NK em repouso podem ser estimuladas a produzir

|100; 145

citoquinas e quimiocinas por HLA-G soluve . A Tabela 2 mostra os receptores KIR com seus

respectivos ligantes HLA.

Tabela 2: Receptores KIR e seus ligantes especificos

KIR inibidor Ligante HLA

KIR2DL2 e KIR2DL3 HLA-C Grupo 1 (Cw 1, 3, 7, 8, 13,14)
KIR2DL1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2, 4,5, 6,17,18)
KIR3DL1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)
KIR 3DL2 HLA-A (A3, 11)

KIR 2DL4 HLA-G

KIR ativador Ligante HLA

KIR2DS2 HLA-C Grupo 1 (Cw 1, 3,7, 8, 13,14)
KIR2DS1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2, 4, 5, 6, 17,18)
KIR3DS1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)

Varios estudos genéticos sugerem um modelo em que a inibigao das células NK por
algumas combinagdes KIR/HLA é mais forte do que outras. Neste modelo, a inibi¢do por
KIR2DL1/HLA-C2 é mais forte, seguido de KIR2DL2/HLA-C1, e, finalmente, KIR2DL3/HLA-C1.
Portanto, interagdes inibitérias mais fracas podem resultar em maior ativagdao das células NK e

uma melhor protec¢do contra infecgdes por virus ou uma maior autoimunidade®.
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3. MARCO TEORICO

As células NK possuem habilidade de matar tumores ou células infectadas por virus,
através dos receptores KIR, reconhecendo a célula normal pela expressdo do HLA de classe I.

g

Quando a expressao do HLA de classe | estiver diminuida como em uma célula tumoral, a
célula NK é ativada levando a célula maligna a morte.
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Identificar a auséncia e a presenca dos receptores KIR pode ser de grande importancia na
patogénese do cancer colorretal, devido ao fato de diminuir ou aumentar atividade da célula NK.
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4. JUSTIFICATIVA

As células NK e os genes KIR tém uma importante relagdo com o cancer, representando
a primeira linha de defesa contra o desenvolvimento desta doenca. No entanto seu papel ndo
estd bem esclarecido, havendo ainda resultados controversos na literatura quanto ao potencial

das células NK e os receptores KIR no cancer colorretal.

As identificacGes de polimorfismos dos genes KIR no cancer colorretal poderiam nos dar
uma melhor compreensdo sobre o possivel papel das células NK no crescimento tumoral. Além
disso, auxiliar na identificacdo de grupos de risco para o desenvolvimento da doenca e de

subgrupos de pacientes com melhor ou pior prognésticos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar o polimorfismo dos genes KIR e HLA classe | em um grupo de pacientes
caucasoides da Regido Sul do Brasil com cancer colorretal e compard-los com um grupo

controle de individuos sadios.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes KIR através do método PCR-SSO
(Sequence Specific Oligonucleotide) em pacientes com cancer colorretal e grupo controle.

e Avaliar a frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes HLA-C1, HLA-C2, HLA-A3, HLA-
A1l e HLA-Bw4 através do método PCR-SSP (Sequence Specific Primer) em pacientes com

cancer colorretal e grupo controle.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) can occur anywhere in the colon or rectum and represents the
third most common cancer in the world in both sexes. Natural killer cells (NK) are part of
the innate immune system recognizing class | HLA molecules on target cells through
their membrane receptors, called killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). The
aim of our study was to evaluate the association between the KIR genes and HLA
ligands in patients with colorectal cancer and healthy controls. We examined the
polymorphism of 16 KIR genes and their HLA ligands in 154 caucasoid CRC patients
and 216 controls. When both groups were compared, no significant differences were
found for HLA ligands and KIR genes after Bonferroni correction. However, the Bx
group genotypes (heterozygous and homozygous for the haplotype B) were more
frequent in controls, when compared with patients. These findings suggest that
individuals with Bx genotypes could have some protection to colorectal cancer. The
hypothesis is not related with the presence of a special KIR gene and HLA ligand
related to the disease, but to the presence of several activating genes in the individuals

with no better action of one in relation to other.
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1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in both sexes worldwide
[1,2]. An individual without family history and with more than of 50 years has the risk of
5-6% to develop CRC. This risk increases about 20% in people with a close relative
diagnosed with the disease. In families with hereditary colorectal cancer syndromes,
such as in hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) and familial
adenomatous polyposis (FAP) this risk increases to more than 80% [3]. Approximately
75% of CRCs are sporadic and occur in people without genetic predisposition or family
history of CRC [4,5].

CRC develops through a multistep process in which genetic and epigenetic
alterations accumulate in a sequential order [4]. The molecular evolution of the tumor
could be based on the model proposed by Fearon and Vogelstein [6]. They described it
as a stepwise normal-adenoma-cancer progression which considers adenomatous
polyps as the principal pre-neoplastic lesions leading to CRC [7].

Many authors have suggested the existence of multiple pathways for
carcinogenesis. Three main mechanisms contributing to carcinogenesis have been
proposed: microsatellite instability (MSI), chromosomal instability (CIN) and CpG islands
methylator phenotype (CIMP) [8]. Somatic mutations in APC, BRAF, KRAS, PIK3CA,

TP53 have also been frequently observed in CRC [9].

Immune cell infiltration is a common feature of many human solid tumors. In

colorectal cancer lymphocyte infiltration has been described and is more marked in
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MSI-positive tumors [10]. Immune responses against colorectal tumors can be detected
in early stage cancers, indicating that the immune system is capable of recognizing a
tumor. However, the tumors produces molecules that inhibit immune cell infiltration, that
reduce activity of immune cells, or change the phenotype of immune cells to a less
effective anti-tumor function, ultimately allowing tumor outgrowth [11]. The reduction or
even total loss of HLA (Human Leukocyte Antigen) class | expression is well-
documented and several different molecular mechanisms can account for this
phenomenon [12]. The downregulation of HLA expression is believed to be a
mechanism whereby the tumor can evade the role of HLA molecules in presenting

peptides to T cells in the adaptive immune system [13].

HLA class | molecules act as ligands for killer immunoglobulin-like receptors (KIR),
which are present on natural killer (NK) cells and on a proportion of T lymphocytes [13].
NK cells comprise 10-15% of peripheral blood lymphocytes and are defined as CD3"
CD56" [14]. They are a component of the innate immune system and play a role in the
defense against tumor transforming cells or certain viruses. NK-cell function is finely
tuned by KIR receptors that transduce inhibitory or activating signals. Inhibitory KIR
molecules bind to target cell HLA class | molecules and prevent the attack of NK
[15,16]. When receptors KIR fail in binding to its ligands, activating signals are

generated leading to the destruction of target cells [17].

The KIR genes form a multigene family as part of the leukocyte receptor complex
(LRC) on the long arm of chromosome 19913.4 [18]. Thus far, 15 KIR genes (2DL1,

2DL2, 2DL3, 2DL5A, 2DL5B 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4,
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2DS5, 2DS5 and 3DS1), and two pseudogenes (2DP1 and 3DP1) have been described
[19,20]. Of these, four KIR genes (3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2) are always present and
are considered “framework” genes [21].

Two main groups of KIR haplotypes exist with different combination in types of KIR
genes in human populations [22]. Group A haplotype is defined by the presence of the
inhibitory genes KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 and a
single activating gene KIR2DS4. In contrast, group B haplotypes are more variable and
characterized by the presence of more than one activating KIR gene [23,24].

The A and B KIR haplotypes were distributed into three distinct genotype groups: AA
(homozygote), BB (homozygote), and AB (heterozygote). The AB and BB groups were
previously referred together as KIR group Bx [25]. Presently this list consists of 573
different KIR genotypes found in 18,783 individuals from 155 populations [26].

Several studies have verified the KIR diversity in different populations. A study with
Caucasian population of Southern Brazil showed that distribution KIR haplotype A
(59%) was more frequent as compared to haplotype B (41%). Thirty-two genotypes
were identified and the most common one was AA (genotype 1, which corresponds to
the homozygous haplotype A) [27]. In recent study with Saudi population, was observed
the occurrence of 55 different KIR genotypes. The homozygote AA referenced as
genotype 1 also was the most frequent [28].

The ligands for KIR are the classical HLA class | molecules HLA-A, -B and -C [29].
Based on the dimorphism in the epitope at position 80, all HLA-C alleles can be divided
into two groups: the C1 group carrying asparagine, and the C2 group carrying lysine at

this position. The C1 group consists of HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw13, -Cwl4.
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The C2 group consists of HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cwl7, -Cw18. The receptors
KIR2DL2, 2DL3 and 2DS2 bind HLA-C1 ligands, whereas KIR2DL1 and 2DS1 bind
HLA-C2 ligands [30]. The inhibitory KIR3DL1 recognizes HLA-B Bw4 allotypes and
KIR3DL2 binds HLA-A3 and HLA-A11 [31].

A wide array of studies have reported associations between distinct KIR/HLA
compound genotypes with susceptibility or resistance to viral infections (Hepatitis C,
HIV), autoimmune or chronic inflammatory diseases (scleroderma, psoriasis, diabetes),
and conditions affecting the outcome of pregnancy (spontaneous abortion and pre-
eclampsia) [32]. In terms of the solid tumors, there have been studies of colon cancer,
bladder cancer, renal cancer, lung cancer, laryngeal cancer, prostate cancer, breast
cancer and cervical cancer [13,29,33,34].

Some studies focusing on the relationship between colorectal cancer with the
polymorphism of KIR genes have been described. So far, studies have provided
contradictory results [2,13,34,35].

In the present study, we examined the frequencies of KIR receptors and HLA
ligands in CRC patients and healthy controls. The aim was the identification of KIR
genotypes and HLA ligands patterns that could be associated with disease
susceptibility. To the best of our knowledge, this is the first study of KIR genes and HLA

ligands in a Brazilian CRC caucasoid population.
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2. Materials and methods

2.1. Study population

This study was performed using the peripheral blood of Brazilian caucasoid CRC
patients and normal caucasoid control group from the Departments of Coloproctology of
our University Hospital (Hospital de Clinicas de Porto Alegre). To analyze the
combination of KIR genotypes and HLA ligands, 154 patients with CRC and 216 healthy
controls without cancer history were studied. Gender, age and geography were
matched between the groups. This study was approved by the Institutional Research
Ethics Committee, and all patients signed an informed consent for participating in this

study.

2.2. KIR typing

Blood samples were collected into tubes containing EDTA (ethylenediamine
tetraacetic acid). DNA was extracted using a modified salting-out procedure [36]. The
KIR genes were determined by polymerase chain reaction using sequence-specific
oligonucleotide (PCR-SSO). The KIR SSO Genotyping Test applies Luminex
technology (One-Lambda Inc, Canoga Park, CA, USA). The test was performed
according to the manufacturer’s instructions. The presence or absence of the following

16 KIR genes were identified: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
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KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DSS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3,

KIR3DS1, KIR2DP1 and KIR3DP1.

2.3. HLA typing

HLA-Cw analysis was performed using the PCR amplification with sequence-
specific primers (PCR-SSP), as described by Jones et al. [37]. The results of the HLA-C
typing were separated into two groups: HLA-C group 1 (C1), consisting of HLA-C 01,
03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04) and HLA-C group 2 (C2)
consisting of HLA-C 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18. HLA-Bw4, HLA-
A3 and HLA-A1l were also performed using PCR-SSP technique as described by

Bunce et al. [38].

2.4. Statistical analysis

Mean age was compared between the groups through T test, while gender were
compared by Chi-Square test. The associations among KIR and their ligands with
colorectal cancer were evaluated using odds ratios (OR) estimated by logistic binary
regression. All markers with a P<0.2 in the univariate analyses were analyzed in a
multivariate logistic regression, with age as covariates. P<0.05 was considered
significant. Statistical analyses were performed using SPSS for Windows v18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). The number of genes used was adjusted by the Bonferroni

correction.
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3. Results and discussion

NK cells have been considered important in protecting patients from the early
development of cancer and its progression [39]. HLA class | molecules are recognized
by NK cells, through KIR receptors, and have a central role in the anti-cancer immune
surveillance [40,41]. Taking into account the varied expression of KIR genes in every
NK cell, has been described that some NK cell clones are capable of lysing tumour cells
[34].

We studied a total of 154 colorectal cancer patients. The location of the tumor
was the rectum in 83 patients (53.9%), right-colon in 16 patients (10.4%) and left-colon
in 55 patients (35.7%). The mean age of the patients was 62.4 + 11.4, which was higher
than that observed among the healthy subjects (58.9 + 9.6). These means were
statistically different (p=0.002).

The control group was composed of 129 men (59.7%) and 87 women (40.3%)
while the patient group was composed of 87 men (56.5%) and 67 women (43.5%). Sex
was not statistically different among the groups (p=0.593).

The distribution of KIR and HLA ligands frequencies for cases and controls is
shown in Tables 1 and 2. In general, no significant differences in the frequencies of KIR
genes and HLA ligands were observed among cases and controls. Table 3 display the
different correlations evaluated between the different KIR genes and their respective
HLA ligands, and likewise there are no significant differences.

We found significant results when analyzed KIR genotypes. The table 4 shows

Bx group more frequent in controls when compared with patients (78.2% vs 64.3%; OR:
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0.511; 95% CI: 0.319-0.815; p=0.005). Considering that combinations of several
activating genes are typically found in Bx group [42], we hypothesized that the KIR
activating function could exhibit some protection effect for colorectal cancer.

A recent study with acute lymphoblastic leukemia, show that donors with KIR B
haplotype confer a reduced risk for relapse after haploidentical transplantation in
children [43]. Other study in adults with acute myeloid leukemia also showed that
donors with KIR B haplotype have a lower occurrence of relapse in transplantation [44].
These results suggest the selection of donors with KIR B haplotype may be beneficial
for patients, suggesting possible protection by NK cells.

The evolutionary peculiarities of the KIR gene family, the high degree of genetic
polymorphism and the crucial function of KIR in immunity stimulated the search for
implications of their variability. The frequencies of individual KIR genes and haplotypes
differ among populations, possibly due to the influence of different forms of natural
selection and of demographic contingencies [45].

The diversity in gene content of KIR haplotypes and the extensive polymorphism
of HLA and KIR genes make it possible for an individual to express KIR genes for which
there are no HLA ligands and vice versa, which thus determines extremely variable
immunogenetic profiles among individuals [46].

Studies have shown that loss of HLA class | expression is quite common in
colorectal cancer and that these patients show a survival benefit [47]. Furthermore,
another study found that patients with primary tumors showing loss of HLA class |

expression developed fewer distant metastases. Therefore, it is possible that the
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survival benefit is due to the fact that metastasis tumor cells in these patients are
efficiently cleared by NK cells in the circulation [48].

In several human cancers, including colorectal and gastric cancer, the presence
of intratumoral NK cells is a positive clinical factor. Many tumor cell lines derived from
human tumors are susceptible to NK cell killing, and a recent study suggests that NK
cells are even capable of kiling melanoma cells that have cancer stem cell
characteristics [49].

In this study, we analyzed the role of KIR genes and their HLA ligands C1 and
C2 groups, HLA-A3, HLA-A11 and HLA-Bw4 in patients with colorectal cancer and
controls. However, our results did not remain significant after the Bonferroni correction
for multiple comparisons. It's important to note, that the literature shows some studies
with conflicting results.

In a recent study in Korean population, the colorectal cancer group (N=241) was
divided into a colon cancer and a rectal cancer groups and compared to the control
group (N=159). In the colon cancer group, the frequency of KIR2DS5 (p <0.02,
OR=1.91) was higher than in the control group. In the rectal cancer group, the
frequency of KIR2DS5 (p <0.03, OR=1.88) was also higher than in the control group.
The frequencies of KIR3DL1 (p <0.05, OR=0.26), KIR2DS2 (p <0.01, OR=0.35) and
KIR2DS4 (p <0.05, OR=0.26) were significantly lower than in the control group. These
results suggest that KIR3DL1, KIR2DS2, and KIR2DS4 has protective effects and
KIR2DS5 has risk for disease [2]. However, this study did not apply correction for

multiple comparisons, which may affect the results.
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Other study with Saudi population examined a total of 52 patients with different
stages of malignant CRC as well as 70 healthy controls. They demonstrated that
activating KIR genes are significantly more prevalent in the CRC patient group. The
highest difference was observed for KIR3DS1 (p <0.00001, OR=16.25), KIR2DS1 (p
<0.0001, OR=8.6) and KIR2DS5 (p <0.0001, OR=4.5), suggesting risk for disease [35].
Although the odds ratio is higher, the study used a small sample and did not apply
correction for multiple comparisons, which could affect the results.

In addition to the studies described, there are other studies that not found
significant associations with CRC and KIR genes. A report of 2007, in a group of
patients with laryngeal, bladder and colorectal cancers, showed a significant difference
in the frequency of the KIR genes, KIR3DL1 and KIR2DS4 in patients with bladder
tumour, before correction for the number of comparisons made, but found no significant
differences in any KIR gene frequency in patients with colorectal and laryngeal tumour
[13]. Also, Omar et al. found no statistically significant difference in KIR genes between
groups of various solid tumor patients (non-small-cell lung cancer, small cell lung
cancer, colon, and kidney cancer patients) compared with control subjects [34].

In conclusion, the results of our study indicate that there are no specific and
significant differences in the frequency of KIR genes and HLA class | ligands among
patients with colorectal cancer and healthy controls after Bonferroni correction.

Previous studies with colorectal cancer found significant associations between
KIR/HLA genes. However, no correction for multiple comparisons was applied in these

studies, despite a large number of comparisons performed. Probably the associations
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observed in these studies did not remain significant after correction, as observed in our
study.

We found a significant association between Bx group genotypes in the control
group, suggesting that the presence of more activating KIR genes in Bx group, could
have some value in the protection for colorectal cancer. Our results point to the
hypothesis that NK action against cells from CRC and probably to other pathologies
could not be related to a specific and significant association between some KIR/HLA
ligands and the diseases, but with the simple presence of a broad spectrum of several
activating genes and receptors in the NK cell membranes. The NK cells are important
tools against several diseases and it could be a mistake to believe in a principle that we
must found a single or few KIR genes/receptors significantly related to them. Further

studies to confirm this observation are necessary.
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Table 1 Genetic association between KIR gene and colorectal cancer.

Controls Patients
KIR Gene OR (95% CI) P-value OR (95% CI)* P-value*  P-value**
N (%) N (%)

2DL1 207 (95.8) 148 (96.1) 1.072 (0.379-3.260)  0.896

2DL2 119 (55.1) 72 (46.8) 0.716 (0.472-1.083) 0.113 0.722 (0.474-1.099) 0.128 0.640
2DL3 187 (86.6) 140 (90.9) 1.551 (0.803-3.125) 0.194 1.442 (0.738-2.931) 0.288 0.999
2DL4 216 (100.0) 154 (100.0)

2DL5 127 (58.8) 75 (48.7) 0.665 (0.438-1.008) 0.055 0.684 (0.448-1.042) 0.077 0.385
3DL1 204 (94.4) 138 (89.6) 0.507 (0.228-1.100) 0.086 0.537 (0.238-1.182) 0.122 0.610
3DL2 216 (100.0) 154 (100.0)

3DL3 216 (100.0) 154 (100.0)

2DS1 92 (42.6) 62 (40.3) 0.908 (0.596-1.381)  0.653

2DS2 112 (51.9) 71 (46.1) 0.794 (0.524-1.201)  0.276

2DS3 70 (32.4) 41 (26.6) 0.757 (0.477-1.191)  0.230

2DS4 207 (95.8) 138 (89.6) 0.375 (0.155-0.856)  0.020 0.409 (0.167-0.948)  0.037 0.185
2DS5 87 (40.3) 56 (36.4) 0.847 (0.552-1.296)  0.445

2DP1 216 (100.0) 154 (100.0)

3DS1 93 (43.1) 62 (40.3) 0.891 (0.585-1.355)  0.591

3DP1 216 (100.0) 154 (100.0)

The sample was composed by 216 controls and 154 patients.

The ORs were obtained through logistic regression. Cl means confidence interval.

* adjusted by age.

** corrected by Bonferroni.

In bold, P-values that reached statistical significance (at the 0.05 level).
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Table 2 Association analyzes between KIR ligands and colorectal cancer.

Controls Patients
KIR Ligand OR (95% CI) P-value OR (95% CI)* P-value*  P-value*
N (%) N (%)
A3 49 (21.3) 23 (14.9) 0.649 (0.369-1.114) 0.118 0.585 (0.330-1.014) 0.056 0.224
All 21 (9.7) 12 (7.8) 0.785 (0.364-1.624) 0.518
Bw4 141 (65.3) 97 (63.0) 0.905 (0.589-1.395) 0.650
c1 162 (75.0) 132 (85.7) 2.000 (1.172-3.511) 0.011 1.929 (1.123-3.404) 0.017 0.068
c2 159 (73.6) 107 (69.5) 0.816 (0.517-1.292) 0.385
cl/c1 57 (26.4) 47 (30.5) 2.024 (1.088-3.839) 0.028 1.908 (1.017-3.645) 0.047 0.188
cl/cz 105 (48.6) 85 (55.2) 1.987 (1.133-3.574) 0.019 1.940 (1.099-3.510) 0.025 0.100
ca/c2 54 (25.0) 22 (14.3) 1

The sample was composed by 216 controls and 154 patients

The ORs were obtained through logistic regression. CI means confidence interval.
* adjusted by age.

** corrected by Bonferroni.

In bold, P-values that reached statistical significance (at the 0.05 level).
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Table 3 Association analyzes for inhibitory KIR gene in the presence and absence of their ligands.

Controls Patients
OR (95% CI) P-value OR (95% CI)* P-value*  P-value*
N (%) N (%)
2DL1+ C2+ 151 (72.9) 103 (69.6) 0.869 (0.558-1.358) 0.537
2DL1+ C2/C2 51 (24.6) 20 (13.5) 0.483 (0.269-0.838) 0.009 0.498 (0.276-0.870) 0.014 0.070
2DL2+ C1+ 90 (75.6) 60 (83.3) 0.894 (0.585-1.361) 0.601
2DL2+ C1/C1 32 (26.9) 20 (27.8) 0.858 (0.464-1.555) 0.617
2DL2+ C1/C2 58 (48.7) 40 (55.6) 0.956 (0.595-1.525) 0.850
2DL3+ C1+ 142 (75.9) 121 (86.4) 1.911 (1.194-3.105) 0.007 1.820 (1.130-2.973) 0.014 0.070
2DL3+ C1/C1 47 (25.1) 44 (31.4) 1.438 (0.892-2.317) 0.135 1.347 (0.829-2.186) 0.228 0.999
2DL3+ C1/C2 95 (50.8) 77 (55.0) 1.274 (0.842-1.930) 0.253
3DL1+ Bw4+ 133 (65.2) 83 (60.1) 0.730 (0.479-1.109) 0.140
3DL1+ Bw4- 71 (34.8) 55 (39.9) 1.135 (0.733-1.752) 0.570

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58

* adjusted by age.

** corrected by Bonferroni.

In bold, P-values that reached statistical significance (at the 0.05 level).
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Table 4 Association analyzes between KIR haplotypes and colorectal cancer.

Control Patients
KIR Haplotype OR (95% ClI) P-value OR (95% CI)* P-value*
N (%) N (%)
AA 47 (21.8) 55 (35.7) 1
Bx 169 (78.2) 99 (64.3) 0.501 (0.315-0.793) 0.003 0.511 (0.319-0.815) 0.005

Bx group indicates AB or BB haplotypes

* adjusted by age.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

As células natural killer (NK) fazem parte da imunidade inata e possuem a habilidade de
destruir tumores ou células infectadas com virus ou bactérias. Elas tém sido alvo de diversos
estudos sobre sua atividade no combate ao crescimento tumoral. Sua fungao efetora se da

através da inducdo da morte por apoptose da célula alvo**.

Os genes KIR, que codificam os receptores das células NK, formam um grupo altamente
polimdrfico. Esta familia de receptores é fundamental na regulacdo da tolerancia imunolégica.
Os seus niveis de expressdo influenciam marcantemente na producdo de sinais para a

supressdo ou ativacdo das células NK'®,

As células NK tém sido consideradas importantes na vigilancia imunolégica contra os
tumores e sua progressdao. Quando os receptores KIR reconhecem as moléculas HLA prdprias
(self) na membrana das células alvo existird a inibicdo da NK. No caso da célula alvo tumoral

perder a expressdo do HLA, havera a ativacdo da NK com destrui¢do do tumor*®.

Diversos estudos tém demonstrado que a associacdo KIR/HLA pode ser positiva na
destruicdo de tumores sélidos, assim como em leucemias. A identificacdo de associacdes pode
gerar novas modalidades terapéuticas contra o cancer, lembrando que ja existem anticorpos

monoclonais contra os receptores KIR.

Em nosso estudo, genes KIR e alelos do sistema HLA de classe | foram analisados em
154 pacientes caucasoéides com cancer colorretal e 216 controles saudaveis. Foram utilizadas as

técnicas de PCR-SSO e PCR-SSP, apds a extracdo do DNA.

Avaliando os hapldtipos KIR-A e B encontramos resultados significativos para o gendtipo
Bx que inclui o AB e BB. Esse gendtipo foi mais frequente nos controles quando comparados
com os pacientes (p=0.005; OR: 0.511), conferindo possivel protecdo para a doenca. Isso pode
ser explicado devido aos inUmeros gendtipos com varios receptores ativadores, muito superior
aos encontrados nos genotipos AA.
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Considerando que as varias combinagdes de genes ativadores estdo especialmente no
genotipo Bx, acreditamos que a fungdo ativadora dos genes KIR pode exibir efeito protetor,
sugerindo que as células NK desempenham um papel importante na defesa contra o cancer

colorretal.

Alguns estudos de neoplasias hematoldgicas, como leucemia linfoblastica aguda e
leucemia mieldide aguda, identificaram que doadores que possuem o haplétipo B, com seus
respectivos gendtipos Bx, conferem baixo risco de recaida apds transplante de medula dssea.
Estes estudos sugerem que a selecdo dos doadores com haplétipo B pode ser benéfica para os

142; 143

pacientes, pois existe maior possibilidade de protegao pelas células NK ativadoras

Em nosso estudo, também analisamos a frequéncia dos genes KIR e dos ligantes HLA
(HLA-C1, HLA-C2, HLA-Bw4, HLA-A3 e HLA-A11). Os resultados indicam que ndo existem
diferencgas especificas e significativas na frequéncia desses genes entre os pacientes com cancer

colorretal e controles saudaveis apds a correcdo de Bonferroni.

Resultados contrarios ou com associa¢des especificas de genes KIR/HLA e CCR existem
na literatura, entretanto os poucos artigos ndo corrigiram os resultados, permitindo que a

associacao ao acaso possa ter acontecido quando sdo analisados um grande niumero de genes.

Podemos considerar a hipotese de ndo existir associacdo de um ou poucos genes KIR
com a doenca, mas de um amplo espectro de varios receptores KIR ativadores na membrana da

célula NK, sem que exista preponderancia de um sobre os outros.

O interessante é que a literatura procura sempre a existéncia de um gene KIR e seu
ligante HLA em associagdo significante com determinada doenga. Por esse modelo agora
proposto, o importante é o conjunto de multiplos genes KIR ativadores, existentes
preponderantemente no gendtipo Bx, como responsaveis pela vigilancia imunoldgica contra as
células tumorais, independente ou ndo da existéncia de associacdo significante especifica de

determinado gene KIR com a doenga.
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9. ANEXOS

9.1. CARTA DE APROVACAO DO PROJETO

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAD CIENTIFICA

A Comisséo Clentifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 120382
Data da Verséo do Projeto:

Pesquisadores:

LUIZ FEANANDO JOB JOBIM

DANIEL DE CARVALHO DAMIN

MARIANA DE SAMPAIO LEITE JOBIM WILSON
PAMELA PORTELA

RAFAEL ROESLER

GILBERTO SCHWARTSMANN

Titulo: Andlise de polimorfismos dos genes KIR e HLA classe | em pacientes com Céncer
Colorretal

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para
sar realizado nu Hospilal de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do SBMQ’J de Gestéo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligio
de seus projetos,

- 0 pesquisador deverd apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatSrio final ao Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduagédo (GPPG)

Alegre, 30 de novembro de 2012.

Pry™N Cldusell
CEF/HCPA
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9.2. PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

Projeto: ANALISE DE POLIMORFISMOS DOS GENES KIR E HLA CLASSE | EM PACIENTES COM
CANCER COLORRETAL.

Nome do paciente:

( ) CONTROLES ( ) CASOS
Numero do paciente: Numero do prontuario:
Raga: Data de nascimento: / /

Local do tumor:

Observagoes:

Tipagem HLA

HLA-C1: ( ) Positivo ( ) Negativo
HLA-C2: ( ) Positivo ( ) Negativo
HLA-Bw4: ( ) Positivo ( ) Negativo
HLA-A3: ( ) Positivo ( ) Negativo

HLA-A11: ( ) Positivo ( ) Negativo

Tipagem KIR:
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9.3. TERMO DE CONSENTIMENTO DOS PACIENTES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CAsos

PROJETO: ANALISE DE POLIMORFISMOS DOS GENES KIR E SEUS LIGANTES HLA CLASSE | EM PACIENTES
COM CANCER COLORRETAL.

NOME: FONE
NUMERO DO PRONTUARIO: DATA:

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA E OBJETIVO:

O cancer colorretal abrange tumores que acometem um segmento do intestino grosso (o célon)
e o reto. Pode ser curavel se detectado precocemente, quando ainda n3ao se espalhou para outros
orgdos. Grande parte desses tumores se inicia a partir de pdlipos, lesGes benignas que podem crescer na

parede interna do intestino grosso.

Este estudo esta sendo realizado com o objetivo de investigar as origens genéticas dessa doencga
e porgue ela acontece em pacientes com cancer colorretal. Os resultados serdo comparados com

pessoas saudaveis.

METODO: Serd feita uma coleta de sangue e a amostra sera levada para o Laboratdrio de Imunologia, no

proprio hospital, onde sera feito o exame (a tipagem dos genes de cada individuo).

FUNCIONAMENTO DA PESQUISA: Basta coletar o sangue. Todas as informagdes sobre a pesquisa estardo
disponiveis. Os participantes podem aceitar, assim como se recusar a participar do estudo. Também
podem descontinuar a pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou penalidade do seu atendimento
na instituicdo. Os participantes ndo recebem qualquer valor em dinheiro, mas terdo a garantia de que

todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade.

CONFIDENCIALIDADE: O nome do participante ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois sera

identificado com um numero.

Ri1scos E DESCONFORTOS: O Unico desconforto é a coleta de sangue que pode ficar uma mancha arroxeada

no local da coleta.
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BENEFic10s: Colaborar para o avancgo e progresso do conhecimento genético sobre o cancer colorretal.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Eu, pelo presente termo de

compromisso compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. O termo
que li, esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetard meu atendimento
e tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que nao terei despesas e ndo receberei dinheiro

por participar do estudo.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente. Data: /]

Nome Legivel

Assinatura

Pesquisador responsavel: Dr Luiz Fernando Jobim

Pesquisadora executora: Pamela Portela

Em caso de duvida favor ligar para o fone (51) 3359-8020

Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua Ramiro Barcelos 2350-

Servico de Imunologia - 2° andar
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9.4. TERMO DE CONSENTIMENTO DO GRUPO CONTROLE (DOADORES DE PLAQUETAS)

Doadores voluntarios de plaguetas provenientes do projeto n° 12-0447.

TERMO DE CONSEMTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor (a)

0 (a) Senhor(a) esta sendo convidado a paricipar da pesquisa:® Genotipagem do sistema de
antigenos plaquetdrios humanos (HPA) em uma populagdo sul-brasileira™ Esta pesquisa estudara as
plaguetas, gue sdo células presentes na corrente circulatoria e que tem a fungo de parar o
sangramento. Para cumprir esta fungfo, estas células se aglomeram na lesdo através do contato
célula a célula. Este contato & feito através de marcadores presentes na superficie das plaguetas e
estes podem ser diferentes entre as populagbes. O objetive desta pesquisa & identificar estes
marcadores através de um teste laboratorial. Esta pesquiza poderd ajudar os receptores de
plagquetas.

Estamos solicitando a sua permissfo para andlise do seu sangue. E para isto serd necessario
fazermos uma coleta de sangue. Iremos fazer estudos do DMA (530 substdncias que contém todas as
informagdes sobre a formagdo do corpo humana) e vames analisar oz resultados obtidos.

O (a) 5r (a) podera ser incluido em um banco de dados contendo o registro de doadores de
plaguetas, que sera ufilizado para selecionar doadores para um receptor de plaquetas especifico.

O paciente tem a total liberdade de ndo querer entrar no estudo, ou de sair do mesmo quando
quizer, sem que izs0 fraga prejuizos no seu cuidado. M3o ha formas de ressarcimento ou de
indenizagdo decorrentes da participagdo na pesquisa. Viocé tem o direito de solicitar informagdes e
esclarecer dividas sobre a pesquisa que venha a participar. A sua identidade sera mantida em sigilo.
Os resultados do estudo serdo sempre apresentados como o retrato de um grupo & ndo de uma
pessoa. A sua participag&o neste estudo & muito importante e veluntaria. O Termo de Consentimento
Livre & Esclarecido & realizado em duas (2) vias, sendo gue, uma delas ficara com ola) participante
(no caso ofa) Senhor(a)) ou seu representante legal & a outra via serd arguivada com o pesquisador
responsavel Professor Dr. Luiz Fernando Jobim. Caso haja a necessidade de maiores explicagdes,
ofa) Senhor{a) podera telefonar para 3359-8020 (Servige de Imunologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre) Contato: Pesguisadora executora: Joice Merzoni. Caso o (a) participante da pesquisa
ndo puder decidir ou assinar o Terma de Consentimento Livre & Esclarecido por algum motivo como o
(a) mesmo sende menor de idade ou possuir alguma condigdo gue o incapacite de tal decisdo, é
necessaria a decizdo e assinatura de um representante legal.

Este Termo de Consentimento Livre & Esclarecido pode conter palavras que vocé ndo
entenda. Pega ao pesguisader{a) que expliqgue as palavras ou informagdes ndc compreendidas
completamente.

Esse documento se encontra em duas vias de igual conteddo e valor.

Eu, . (responsavel legal ou participants da
pesquisa) abaixo assinado({a), ciente dos termos acima descritos, permito a coleta do sangue para a
pesquisa: " Genotipagem do sistema de antigenos plaguetarios humanos (HPA) em uma populagdo
sul-brasileira”.

Assinatura do participante ou representante legal

Mome do pesquisador (a):

Assinatura do Pesquisador (a)

Porto Alegre, de de 201 .
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