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RESUMO

O carcinoma colorretal (CCR) representa um significativo desafio de satde publica mundial,
sendo o terceiro tipo de cancer mais prevalente e a segunda principal causa de mortes por cancer
globalmente. Uma compreenséo aprofundada dos mecanismos celulares envolvidos no CCR é
crucial para o desenvolvimento de novas terapias e para o aprimoramento dos métodos
diagndsticos. A autofagia, um processo celular vital e conservado evolutivamente, é essencial
para a degradacédo e reciclagem lisossomal de organelas e proteinas, sustentando a homeostase
celular. Contudo, disfuncBes nesse mecanismo tém sido consistentemente vinculadas a
carcinogénese. Este estudo teve como objetivo geral a investigacao dos niveis de trés proteinas
relacionadas a autofagia (p62, beclina-1, e LC3), além do fator de transcricdo EB e do marcador
de proliferacéo celular Ki67 em amostras de tecido colorretal ndo-tumoral, leses pré-malignas
(pdlipos) e tecido de CCR, correlacionando-os com a progressao do tumor e caracteristicas
clinico-patologicas. Amostras de 62 pacientes com CCR, 64 amostras de tecido ndo-tumoral e
10 pacientes com polipos foram incluidas no estudo. Os tecidos foram organizados em tissue
microarrays (TMASs) e submetidos a andlise por imunohistoquimica usando anticorpos
especificos para cada proteina. A quantificacdo dos niveis proteicos foi efetuada utilizando o
software ImageJ, permitindo o estabelecimento de um indice de autofagia para cada amostra.
Adicionalmente, realizamos analises de morfometria nuclear para detectar alteracdes
morfologicas celulares e associa-las a autofagia e caracteristicas histopatologicas do tumor. Os
resultados indicaram um aumento significativo na expressdo de p62 e uma diminuigdo nos
niveis de LC3 nas amostras de CCR, sugerindo uma fun¢do autofagica alterada associada a
progressdo do tumor. O aumento na expressdo de Ki67, um marcador de proliferacdo celular,
destacou a intensa atividade proliferativa nas amostras de CCR e polipos, evidenciando a
agressividade da patologia. Além disso, a predominancia de homens nos casos de CCR e a
maior prevaléncia de mulheres nas les@es de polipos sugerem influéncias hormonais e no estilo
de vida/dieta na progressdo da doenca. As analises de morfometria nuclear revelaram mudancas
substanciais na morfologia nuclear, incluindo o aumento do tamanho nuclear, que esta
associado com a malignidade avancada e instabilidade gendomica. Tais alteragfes séo
consistentes com o comportamento agressivo das células tumorais em estagios avancados. A
prevaléncia significativa do perfil p62A', beclina-182*° e LC382*° nas amostras de CCR sugere
uma resposta autofagica disfuncional, que pode facilitar a progressdo do tumor ao permitir o
acumulo de material celular danificado. A partir destes achados, é possivel concluir que a
desregulacdo da autofagia pode desempenhar um papel critico na progressdéo do CCR,
favorecendo a resisténcia e o avango do tumor, o que resulta em um prognoéstico desfavoravel
para 0s pacientes. Sugere-se que a realizacdo de uma avaliacdo conjunta desses indicadores, ao
invés de seu uso isolado, pode conferir uma melhoria da precisdo progndstica e proposi¢do de
novas abordagens terapéuticas no tratamento do CCR.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Autofagia; Morfometria nuclear; Histopatologia; Tissue
Microarray.



ABSTRACT

Colorectal carcinoma (CRC) represents a significant global public health challenge, being the
third most prevalent cancer type and the second leading cause of cancer-related deaths
worldwide. A thorough understanding of the cellular mechanisms involved in CRC is crucial
for the development of new therapies and the enhancement of diagnostic methods. Autophagy,
a vital and evolutionarily conserved cellular process, is essential for the lysosomal degradation
and recycling of organelles and proteins, sustaining cellular homeostasis. However,
dysfunctions in this mechanism have consistently been linked to carcinogenesis. This study
aimed to investigate the levels of three autophagy-related proteins (p62, beclin-1, and LC3),
along with the transcription factor EB and the cellular proliferation marker Ki67, in samples of
non-tumoral colorectal tissue, pre-malignant lesions (polyps), and CRC tissue, correlating them
with tumor progression and clinicopathological characteristics. Samples from 62 CRC patients,
64 non-tumoral tissues, and 10 patients with polyps were included in the study. The tissues
were organized into tissue microarrays (TMAS) and subjected to immunohistochemical analysis
using specific antibodies for each protein. Protein levels were quantified using ImageJ software,
allowing the establishment of an autophagy index for each sample. Additionally, we performed
nuclear morphometric analyses to detect cellular morphological changes and associate them
with autophagy and tumor histopathological characteristics. The results indicated a significant
increase in p62 expression and a decrease in LC3 levels in CRC samples, suggesting an altered
autophagic function associated with tumor progression. Increased expression of Ki67, a cell
proliferation marker, highlighted the intense proliferative activity in CRC and polyp samples,
underscoring the aggressiveness of the pathology. Furthermore, the predominance of men
among CRC cases and the higher prevalence of polyps in women suggest hormonal influences
and lifestyle/dietary factors in disease progression. Nuclear morphometry analyses revealed
substantial morphological changes, including increased nuclear size, associated with advanced
malignancy and genomic instability. Such changes align with the aggressive behavior of tumor
cells in advanced stages. The significant prevalence of the p62M9", beclin-1-°", and LC3-°%
profile in CRC samples suggests dysfunctional autophagic responses, potentially facilitating
tumor progression by allowing the accumulation of damaged cellular material. These findings
suggest that autophagy deregulation may play a critical role in CRC progression, fostering
tumor resistance and advancement, which result in a poor prognosis for patients. It is proposed
that a combined assessment of these indicators, rather than their isolated use, could improve
prognostic accuracy and support the development of novel therapeutic approaches for CRC
treatment.

Keywords: Colorectal cancer; Autophagy; Nuclear morphometry; Histopathology; Tissue
Microarray.



Figural -

Figura 2 -
Figura 3 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Representacao dos polipos adenomatosos que podem ser (a) sesseis ou

pedunculados e (b) vilosos. 21
Progressdo do epitélio intestinal até o desenvolvimento de CCR. 22
Representacdo esquematica do processo de autofagia. 23



BECN1
CCR
CEP
CNPq
HCPA
HE
HRP
IHQ
INCA
LGPD
MAP
MAP1LC3
mTOR
NII
PAF
PI3K
SPC
SQSTM1
TFEB
TMA
tINMA
UlCC
UPL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Beclina-1

Carcinoma colorretal

Comité de Etica em Pesquisa

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Hematoxilina-eosina

Horseradish peroxidase

Imuno-histoquimica

Instituto Nacional de Cancer

Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais
Polipose Associada a MUTYH
Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3
Mammalian Target of Rapamycin

indice de Irregularidade Nuclear

Polipose Adenomatosa Familiar
Fosfatidilinositol-3-cinase

Servico de Patologia Cirdrgica

Sequestosome 1

Fator de transcricdo EB

Tissue Microarray

Andlise da morfometria nuclear de tecido
Unido Internacional para o Controle do Céancer

Unidade de Pesquisa Laboratorial



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt n s 11
LLIUSTIFICATIVA ..ottt ettt 12
1.2 QUESTAO DE PESQUISA ..ottt sttt st 13
L3 HIPOTESE ..ottt sttt sttt 13
(0] = N = V70 1T 13
1.4.1 ODJEUIVO GEIAL. ... 13
1.4.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS. .. ..vveiveerieiieiie ettt e e re e e sraeee s 13
2 METODOS......cooieieeeseteee ettt ettt s et s st st n e s 15
2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ESTUDO E SELECAO DAS AMOSTRAS .......... 15
2.2 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS ......coovevieeeieeeeieeeveeeeresnennsnenis 15
2.3 TISSUE MICROARRAY (TIMA) w...ooovvieiieeeseiieeteeiesee e sesssss s es s s sessssssssssssnasssnssnsnsens 16
2.4 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ) ....oeveereeeeeteceeeeteeessestess e sessss st 16
2.5 ANALISE MORFOMETRICA NUCLEAR DE TECIDO (tNMA) ........ccoviiviieeerieenen, 18
2.6 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL .....cvruiiiiiiesiieiseseees e esess s, 18
2.7 ANALISES ESTATISTICAS ...ttt en sttt 18
3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt tene s sttt 20
3.1 CARCINOMA COLORRETAL ..ottt 20
3.2 LESOES PRE-MALIGNAS ..ottt sesstenee sttt s 21
BB AUTOFAGIA ..ottt ettt ettt s s nensans 22
3.3.1 MAP1LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, LC3).................... 23
3.3.2 TFEB (Transcription factor EB) ..........ccooiiiiiiiiieiec s 24
3.3.3 P62 (SQSTML, SEQUESIOSOME 1) ...eiueieiiiiiiiiieieeieeieie ettt bbb 25
3.3.4 BECHING-1 (BECNL) ...cuiiiiiiiiiiciee ettt 27
4 ARTIGO ORIGINAL EM INGLES...........cc....... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
5 CONSIDERACOES FINAIS.......cooooevevieereeirnens ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
6 PERSPECTIVAS FUTURAS.........coovvivieeieienens ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
APENDICE A - ROTEIRO DE LIGACAO TELEFONICA ...ERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.

APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO....ERRO!
INDICADOR NAO DEFINIDO.



11

1 INTRODUCAO

O carcinoma colorretal (CCR) é um problema de saide global significativo,
classificado como o terceiro cancer mais comum e a segunda principal causa de morte
relacionada ao cancer em todo o mundo (Roshandel; Ghasemi-Kebria; Malekzadeh, 2024). O
CCR se origina no célon ou no reto, iniciando como po6lipos benignos na mucosa intestinal, 0s
quais podem se transformar em malignos com o passar do tempo. A etiologia do CCR ¢é
multifatorial, envolvendo fatores genéticos, ambientais e relacionados ao estilo de vida
(Palliyaguru; Palliyaguru; Liyanage, 2024). Atualmente os paises ocidentais sd0 0s mais
acometidos pelo CCR, com uma incidéncia de 55% em relacdo aos outros paises (Holmes,
2015). Entretanto, novos estudos trazem que essa tendéncia estd mudando devido ao rapido
desenvolvimento de alguns paises nos ultimos anos (Brody, 2015). O CCR muitas vezes
progride de forma gradual e assintomatica. As células da mucosa intestinal sofrem mutagdes
transformando-se em adenomas, pdlipos benignos que podem conter células displasicas, que
crescem lentamente ao longo de anos (Brenner; Kloor; Pox, 2014).

Estudos relatam o importante papel das proteinas autofagicas na carcinogénese
(Galluzzi et al., 2015; Koustas et al., 2019). Alteracdes no processo de ativagdo da autofagia
tém sido associadas a progresséo e ao desenvolvimento de tumores (Wang et al., 2021). Nas
células malignas, a autofagia pode acelerar a progressdo do CCR ao promover a proliferacéo
de células cancerigenas, inibir a apoptose e interromper o ciclo celular, o que favorece a
sobrevivéncia tanto das células cancerigenas quanto das células estaminais cancerigenas,
especialmente em condi¢cbes de deficiéncia nutricional. Além disso, a autofagia reduz a
quimiossensibilidade e a radiossensibilidade das células (Diniz; Lacerda, 2004). Estudos
prévios demonstraram que a autofagia esta relacionada a diversos aspectos da fisiopatologia
colorretal, incluindo a manutencdo da homeostase celular (Diniz ; Lacerda , 2004; Macrae et
al., 2016). A desregulacdo de proteinas relacionadas a autofagia, como p62, glicoproteina-3,
ATGs, LC3, beclina-1, Rab7 e fator de transcricdo EB (TFEB), foi descrita como um fator
contribuinte para o desenvolvimento e progressdao do CCR (Macrae et al., 2016; Wang et al.,
2021).

Apesar dos avancos significativos na terapia do cancer, aproximadamente 86% dos
pacientes com tumores terminais morrem dentro de cinco anos ap6s o diagnostico inicial (Jin
et al., 2020). Embora os mecanismos exatos da autofagia permanegam incertos, ela se tornou
um foco cada vez mais popular da pesquisa oncolégica atual (Kosumi et al., 2017). Um olhar

mais atento as vias e mecanismos envolvidos na progressdo das lesdes benignas até o
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aparecimento do CCR pode ser uma alternativa para auxiliar no diagnostico e prognostico dos
pacientes devido a identificacdo de biomarcadores.

Um dos métodos disponiveis para identificacdo e pesquisa de marcadores bioldgicos
¢ a imuno-histoquimica (IHQ). Essa técnica pode viabilizar a identificacdo de novos
biomarcadores, que poderdo ser utilizados para melhorar a compreensdo dos mecanismos
tumorais com impacto no progndstico, estadiamento e tratamento do CCR, melhorando a
qualidade de vida dos individuos afetados (Kosumi et al., 2017; Zhang et al., 2021).

A literatura indica que alteracbes na estrutura dos nucleos celulares séo
frequentemente observadas em células cancerigenas. Diferentes tipos de tumores estdo
associados a alteracBes nucleares especificas. Por exemplo, nos adenocarcinomas, uma
alteracdo comum € a polilobulacéo, caracterizada por um ndcleo subdividido em varios lobos.
Uma analise detalhada da estrutura nuclear pode, portanto, oferecer um valioso recurso
diagndstico (dos Santos et al., 2022; Iserhard et al., 2024; Zink; Fischer; Nickerson, 2004).

A presente dissertagdo teve como objetivo avaliar os niveis de trés marcadores de
autofagia — as proteinas LC3, p62 e beclina-1 — e o marcador TFEB, além do marcador de
proliferacdo celular Ki67, em amostras primarias de lesdes pré-malignas e tecido tumoral de
CCR. O estudo buscou associar esses marcadores com a progressao tumoral e suas
caracteristicas clinico-patologicas. Adicionalmente, a morfometria nuclear foi analisada,

associando-a tanto a autofagia quanto a histopatologia tumoral.

1.1 JUSTIFICATIVA

AlteragGes na autofagia estdo implicadas no desenvolvimento de diversos tipos
tumorais. Os tecidos humanos reagem a diferentes formas de estresse atraves da ativacdo de
uma variedade de mecanismos, entre os quais a autofagia se destaca. Orgaos e tecidos que estdo
frequentemente expostos a sinais de estresse ambiental tendem a depender mais da autofagia
para preservar seu estado de homeostase. A andlise integrada da expressao de marcadores de
autofagia pode proporcionar insights valiosos sobre o papel desse mecanismo na carcinogénese
do CCR. Esta abordagem ndo apenas contribui para o entendimento da doenca, mas também
possibilita a utilizacdo clinica de proteinas de autofagia como potenciais marcadores
prognaosticos e terapéuticos.

Além disso, durante o processo fisioldgico, a autofagia contribui para a manutencao
do equilibrio celular, e sua perturbacéo esté associada a transformacao celular. Nas células que

se transformam, mas ainda ndo séo tumorais, a restauracao da fungédo autofagica pode favorecer
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0 desenvolvimento tumoral. A associacdo da avaliacdo de marcadores de autofagia com a
morfometria nuclear pode aprofundar o entendimento do impacto da autofagia na carcinogénese
do CCR.

1.2 QUESTAO DE PESQUISA

Existe diferenca na expressdo das proteinas LC3, p62, beclina-1, TFEB e Ki67 entre

amostras de tecido com CCR, tecido com lesdes pré-malignas e tecido ndo-tumoral?

1.3 HIPOTESE

Existe diferenca significativa nos niveis das proteinas autofagicas LC3, p62 e beclina-
1, assim como da proteina TFEB e da proteina marcadora de proliferacdo celular Ki67, em
amostras de tecido com CCR em comparagdo com 0s niveis destas proteinas em tecido com

lesbes pré-malignas (pdlipos) e ndo-tumoral.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar os perfis de expressdo de proteinas relacionadas a autofagia em diferentes
estagios do processo celular em amostras priméarias de lesdes pré-malignas e tecidos de
carcinoma colorretal, visando associar estes marcadores a progressao tumoral e as

caracteristicas clinico-patoldgicas.

1.4.2 Objetivos especificos

i. Avaliar e comparar os niveis de expressdo das proteinas relacionadas a autofagia
LC3, p62, beclina-1, e TFEB, em amostras de bidpsias de tecido colorretal ndo-tumoral, tecido
colorretal com lesdes pré-malignas (polipos) e tecido de CCR;

ii. Correlacionar os niveis de expressdao dessas proteinas com o marcador de
proliferacdo celular Ki67 para as interacOes entre a autofagia e a atividade proliferativa nos

diversos estados celulares;
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iii. Analisar a morfologia nuclear, examinando a forma e o tamanho dos nlcleos nas
diferentes amostras de tecido;

iv. Associar as caracteristicas morfoldgicas do nucleo com os niveis das proteinas
relacionadas a autofagia LC3, p62, beclina-1, e TFEB para compreender as dinamicas celulares

em resposta a progressdo do tumor e ao status da autofagia.
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2 METODOS

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ESTUDO E SELECAO DAS AMOSTRAS

Este é um estudo do tipo transversal retrospectivo. Os grupos deste trabalho foram
selecionados a partir de amostras de tecido colorretal em blocos de parafina, arquivadas pelo
Servico de Patologia Cirurgica (SPC) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no
periodo de 01/01/2012 a 31/07/2018. Os critérios de inclusdo definiram trés grupos de amostras:
pacientes diagnosticados com CCR, pacientes com lesdes pré-malignas (polipos) e bidpsias
colorretais de tecido normal de pacientes com CCR (grupo controle ndo-tumoral).

A selecdo das amostras de tecido para inclusdo no estudo foi realizada mediante uma
solicitacdo de Query ao Qualitor da Coordenadoria de Gestdo de Tecnologia da Informacéo e
Comunicagio (CGTIC), ap6s a aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP).
A solicitagcdo na Query incluiu os seguintes dados:

a) Filtros que foram aplicados: 1) Pacientes que realizaram exames anatomo-
patoldgicos da regido anatbmica do intestino, no periodo de 01/01/2012 a 31/07/2018, com
resultados indicando: intestino normal (sem altera¢@es), intestino com po6lipos intestinais e
intestino com CCR; 2) Pacientes que assinaram o Termo de Consentimento da Lei Geral de
Protecdo de Dados Pessoais (LGPD, Apéndice B) e que autorizaram serem contatados por
telefone (Apéndice A).

b) Colunas a serem recuperadas: 1) nimero do prontuario; 2) informacéo sobre o6bito.

As amostras foram selecionadas apés o retorno da Query sobre 0s exames anatomo-
patoldgicos realizados no SPC do HCPA, definidos na solicitagdo da Query e com 0s

diagnosticos especificados.

2.2 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

A avaliagdo das variaveis clinico-patologicas do CCR é fundamental para entender
possiveis desfechos na sobrevida dos pacientes afetados e identificar caracteristicas relevantes
na progressao tumoral, como angiogénese e o perfil de invasdo tumoral. As variaveis clinico-
patoldgicas analisadas incluem: idade, sexo, grau de diferenciacdo, estadiamento (sistema
TNM), diagnostico histopatoldgico, sobrevida geral e sobrevida livre de doenca. Essas

informagdes foram coletadas dos prontudrios dos pacientes.
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O Sistema TNM de classificagdo dos tumores malignos, desenvolvido pela Uniéo
Internacional para o Controle do Céancer (UICC), é amplamente adotado para determinar a
extensdo anatdmica do cancer. Este sistema categoriza o tumor primario (T), os linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica relacionadas (N) e a ocorréncia de metéstases distantes (M). Cada
uma destas categorias € graduada em uma escala que, para T, variade TO a T4, para N de NO a
N3 e para M de M0 a M1, refletindo a progresséo do tumor. Adicionalmente, as categorias T e
N podem receber subdivis@es alfabéticas (a, b, ¢) que detalham ainda mais a evolugéo do tumor
e o envolvimento linfonodal. A utilizacdo do simbolo "X" indica a impossibilidade de avaliar
uma categoria adequadamente. As combinacdes destes valores resultam em estadios que se
estendem do | ao 1V, muitas vezes subdivididos em A e B para indicar a gravidade da doenca
(INCA, 2022).

2.3 TISSUE MICROARRAY (TMA)

A técnica de tissue microarray (TMA) consiste no agrupamento de multiplas amostras
de tecido em um unico bloco de parafina, facilitando a analise de marcadores moleculares em
larga escala. Entre as vantagens do uso do TMA estdo a economia de tempo e a redugéo de
custos nas analises(Wisner; Larsen; Maguire, 2022).

A primeira etapa envolveu a construgdo dos TMAs e de seus respectivos mapas,
detalhando a posicdo e identificacdo de cada cilindro no bloco de TMA. O bloco de TMA foi
criado a partir das amostras incluidas neste estudo. Para melhorar a avaliacdo da area tumoral
e a representatividade dos campos selecionados, foram escolhidas duas areas distintas para cada
paciente, resultando em uma duplicata de cada amostra (2 cilindros no bloco de TMA por
amostra selecionada). Para a selecdo das areas destinadas a remocéo dos cilindros, as laminas
de hematoxilina-eosina (HE) de cada paciente foram avaliadas sob microscépio, marcando as
areas especificas para posterior corte do cilindro do bloco de parafina. A confeccdo dos TMAs
foi realizada na Unidade de Pesquisa Laboratorial (UPL)-Patologia, produzindo blocos de 36

cilindros, cada um com 3 mm de didmetro.
2.4 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)
A combinacdo das técnicas de IHQ e TMA possibilita a analise simultanea de centenas

de amostras de tecido, proporcionando um grau de padronizacao experimental sem precedentes

(Simon; Mirlacher; Sauter, 2010). Os blocos de TMA foram seccionados em um micrétomo
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com espessura de 3 pum e transferidos para laminas silanizadas. Os cortes passaram por um
processo de desparafinizacdo e reidratacdo, seguidos pela recuperacdo dos epitopos com
aquecimento em Tris-EDTA 50 mM (pH 6) por 20 minutos. A peroxidase endogena foi
bloqueada em temperatura ambiente usando peréxido de hidrogénio 5% em metanol por 20
minutos. O bloqueio de ligagBes inespecificas foi realizado com 5% de leite em pd desnatado
durante 20 minutos. As laminas foram incubadas overnight a temperatura de 4°C com
anticorpos primarios especificos para beclina-1 (anti-BECN1, Cell Signaling Technology, Cat#
3738, RRID:AB_490837, 1:50, pH 9), p62 (anti-SQSTM1, Cell Signaling Technology, Cat#
5114, RRID:AB_10624872, 1:100, pH 6), LC3 (anti-MAP1LC3A/B, Abcam, Cat# ab128025,
RRID:AB_11143008, 1:200, pH 6), TFEB (anti-TFEB, Cell Signaling Technology, Cat# 4240,
RRID:AB_11220225, 1:50, pH 6), e Ki67 (anti-Ki67, Roche, Cat# 05278384001,
RRID:AB_2631262, pH 9), com um anticorpo por vez por lamina de TMA. Um anticorpo
secundario conjugado a horseradish peroxidase (HRP) foi utilizado para incubacdo dos cortes
durante 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente. O reagente liquid Dab (Dako, K3468)
foi usado para a visualizacdo da reacdo, conforme as orientagdes do fabricante. Apos a
visualizacdo, procedeu-se a contracoloragdo com hematoxilina e diferenciacdo em agua
amoniacal, seguida por desidratacdo em etanol absoluto e imersédo em xilol para a montagem
das laminas em resina tipo Entellan. Controles positivos (cérebro para LC3, musculo
esquelético ou tonsila para p62, carcinoma renal para TFEB, e carcinoma ou apéndice para
Ki67) e negativos (utilizando apenas anticorpos secundarios) foram incluidos.

A coloracdo foi avaliada de maneira independente e cega por dois pesquisadores da
equipe, utilizando um microscépio de luz. As fotografias foram capturadas com uma camera de
microscopia digital com aumento final 200x. A reatividade as proteinas-alvo foi expressa como
uma coloracédo granulosa difusa distribuida pelas membranas e pelo citoplasma, analisada com
base na intensidade e proporcao.

A quantificacdo das células imunopositivas foi realizada a partir de imagens de toda a
extensdo do corte histolégico, capturadas com aumento de 200x usando o microscopio
binocular de captura Olympus BX51 com camera acoplada (Olympus Q-color 5 RTV) e software
Q-capture (versdo 2.0.11). As imagens obtidas foram utilizadas para a quantificagdo das
proteinas em estudo com o software ImageJ, avaliando-se 1000 células por amostra/cilindro
para determinar a porcentagem de células positivas e negativas. Ao final da quantificagéo,

calculou-se a média dos dados obtidos de cada cilindro da mesma amostra.
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2.5 ANALISE MORFOMETRICA NUCLEAR DE TECIDO (tNMA)

A analise morfométrica nuclear de tecido (tNMA) foi conduzida utilizando um método
desenvolvido por Nunes e colaboradores (2019). A tNMA se caracteriza pela extracdo de dados
morfométricos nucleares, obtendo informacdes sobre o tamanho (&rea) e forma dos nucleos de
células eucariontes a partir de imagens de ldminas coradas com HE com o auxilio do software
Image Pro Plus 6.0 (Filippi-Chiela et al., 2012; Nunes et al., 2019). As laminas coradas com
HE de cada bloco de parafina foram solicitadas ao SPC do HCPA.

Os contornos nucleares de no minimo 50 ndcleos de cada amostra foram analisados.
A captura das imagens foi realizada conforme descrito anteriormente para IHQ, com aumento
de 400x. Com os dados sobre tamanho e forma dos nucleos coletados, foi possivel avaliar
correlacdes entre as amostras estudadas, a morfometria nuclear e os niveis de expressao das
proteinas relacionadas a autofagia (LC3, p62, beclina-1 e TFEB) e da proteina marcadora de
proliferacdo nuclear Ki67.

2.6 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O célculo do tamanho amostral foi realizado utilizando a ferramenta online PSS Health
(Borges et al., 2021). Com base no estudo de Lima e colaboradores (2017), o calculo indicou a
necessidade de 144 individuos, sendo 48 para cada grupo, para detectar uma diferenca minima
de 12,5% nas percentagens médias de células LC3-I1 positivas entre 0s grupos de Leucoplasia
Oral e Mucosa Oral Normal. Considerando um acréscimo de 10% para compensar possiveis
perdas e recusas, 0 niUmero necessario ajustado é de 56 individuos por grupo. Este célculo foi
realizado considerando um poder estatistico de 80%, um nivel de significancia de 5% e um
desvio padrédo de 21,8523% (de Lima et al., 2017).

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

A analise de dados da tNMA foi conduzida usando uma planilha Excel, acessivel em
www.ufrgs.br/labsinal. A elipse normal foi definida com base nos dados do grupo controle,
utilizando dois desvios-padréo da area média e indice de irregularidade nuclear (NI1) médio dos
nucleos de controle para estabelecer a elipse. Limiares horizontais para classificar a area nuclear
(pequena, normal e grande) foram definidos nos limites minimo e maximo da elipse normal

(média * 2 desvios-padréo), e limiares verticais para regularidade nuclear (regular ou irregular)
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foram determinados por quatro desvios-padrdo da média do NII. Esses limiares ajudaram a
segregar populacdes nucleares com base em variagcGes morfométricas, o que ilustra o grafico de
area versus NII.

Variaveis clinico-patoldgicas, incluindo idade, sexo, etnia, localiza¢do do tumor, grau
de diferenciacdo, estadiamento TNM, diagnostico histopatoldgico e status vital foram extraidas
de prontuéarios médicos eletronicos dos pacientes participantes. Para inclusdo, os pacientes
deveriam ter sido submetidos a exames de patologia anatdmica dentro do prazo especificado e
concordado com os termos de contato da LGPD do Brasil (Brasil, 2018).

As andlises estatisticas foram conduzidas usando o software IBM SPSS Statistics,
versdo 18.0. A normalidade dos dados foi avaliada usando o teste de Kolmogorov-Smirnov com
correcdo de Lilliefors. Para dados que nao apresentaram distribuicdo normal, testes nao
paramétricos foram utilizados. Especificamente, o teste de Kruskal-Wallis foi empregado para
analisar caracteristicas histopatoldgicas e avaliar os niveis de proteinas autofagicas e variaveis
morfométricas nucleares. A proteina beclina-1, que mostrou uma distribuicdo normal, foi
analisada usando ANOVA seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparacdes
detalhadas. Além disso, o coeficiente de correlacdo de Spearman foi empregado para explorar
a relacdo entre autofagia e morfometria nuclear. Para todos os testes, um valor de p menor que
0,05 foi considerado estatisticamente significativo, indicando um nivel de confianga de 95% de
que os resultados ndo sdo devidos ao acaso.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARCINOMA COLORRETAL

O CCR é um cancer que se origina no colon ou no reto, sendo o terceiro tipo de cancer
mais comum na populacdo em geral (Roshandel; Ghasemi-Kebria; Malekzadeh, 2024). Ele
geralmente se desenvolve a partir de polipos adenomatosos, que séo crescimentos anormais no
revestimento do colon ou reto, podendo evoluir para malignidade se ndo forem detectados e
removidos precocemente (Aghabozorgi et al., 2019). O CCR é globalmente o segundo cancer
mais comum em mulheres e o terceiro em homens, sendo a segunda principal causa de morte
relacionada ao cancer em todo o mundo (Fitzmaurice et al., 2015; Jin et al., 2020; Roshandel;
Ghasemi-Kebria; Malekzadeh, 2024). Em termos de mortalidade no Brasil, em 2020, ocorreram
20.245 obitos por carcinoma de célon e reto, correspondendo a uma taxa de 9,56 por 100 mil
habitantes. Entre os homens, foram registrados 9.889 6bitos (9,55 por 100 mil) e, entre as
mulheres, 10.356 mortes (9,57 por 100 mil)(INCA, 2019). Um estudo de coorte retrospectivo
realizado nos Estados Unidos entre 1975 e 2010 projetou que a incidéncia de CCR deve
aumentar de 90% para 124,2% em pacientes de 20 a 34 anos até 2030 (Bailey et al., 2015).
Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o CCR ¢ a terceira neoplasia maligna
mais comum no Brasil, com incidéncias mais altas nas regides Sul e Sudeste, variando de 23,6
a 28,6 casos por 100.000 habitantes, enquanto as menores taxas foram observadas no Centro-
Oeste (15,4/100 mil), Nordeste (8,9-10,8/100 mil) e Norte (5,3-6,5/100 mil) (INCA, 2019).

As neoplasias colorretais malignas sdo classificadas em dois grupos: de origem
epitelial, incluindo principalmente o adenocarcinoma e, raramente, carcinoma de células
escamosas, e de origem ndo-epitelial, como linfomas, lipossarcomas, carcinoides e
leiomiossarcomas. O adenocarcinoma representa 95% de todos os tumores colorretais malignos
(Diniz; Lacerda, 2004).

Fatores como idade, genética e ambiente sdo determinantes no desenvolvimento do
CCR(Li et al., 2021; Thanikachalam; Khan, 2019), sendo a maioria (70-80%) dos casos
esporadicos, ocorrendo em pessoas de médio risco (homens e mulheres acima de 50 anos, sem
historico pessoal ou familiar da doenca)(Aghabozorgi et al., 2019). Estima-se, no entanto, que
mais de 35% dos casos de CCR em adultos jovens (20 a 54 anos, brancos) sejam relacionados
a sindromes hereditarias ou familiares, causadas por muta¢des na linhagem germinativa (Jin et
al., 2020; Thanikachalam; Khan, 2019). As sindromes hereditarias do CCR incluem a polipose
adenomatosa familiar (PAF), polipose associada a MUTYH (MAP), sindrome de Lynch (CCR
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hereditario sem polipose), polipose serrilhada, sindrome Peutz-Jeghers, sindrome de polipose
hamartomatosa e sindrome de polipose mista (Cardoso, 2020; Jin et al., 2020; Thanikachalam;
Khan, 2019). Entre essas, a PAF é a mais incidente (Roshandel; Ghasemi-Kebria; Malekzadeh,
2024). Outros fatores de risco bem estabelecidos incluem doenca inflamatéria intestinal,
obesidade, sedentarismo, tabagismo, consumo de alcool, diabetes mellitus e resisténcia a
insulina, histérico de radiacdo abdominal, doenca arterial coronariana, anastomose
ureterocdlica, acromegalia e transplante renal com uso de medicamentos imunossupressores
(Roshandel; Ghasemi-Kebria; Malekzadeh, 2024).

3.2 LESOES PRE-MALIGNAS

A progressdao de adenomas para carcinoma é um processo fundamental para as
estratégias de rastreamento do CCR. Adenomas, também conhecidos como pdlipos
adenomatosos, sdo lesbes pré-malignas que se desenvolvem na parede interna do intestino
grosso. Eles sdo caracterizados por protuberdncias da membrana da mucosa que formam
estruturas glandulares visiveis, que podem ser classificadas em pedunculadas (fixadas por uma
base estreita e peddnculo longo), sésseis (com base ampla e achatada, sem pedunculo) ou
vilosos (compostos por projecdes epiteliais digitiformes que se estendem além da superficie da
mucosa intestinal) (Figura 1) (Levin, 2006). Esses adenomas frequentemente evoluem de
polipos pequenos para maiores, acima de 1 cm, e podem levar a displasia e cancer ao longo de
aproximadamente uma década (Figura 2) (Mallmann et al., 2017; INCA, 2019).

Alguns tipos de cancer também podem derivar de adenomas planos, que apresentam
uma probabilidade maior de progressdo para displasia. Os pélipos hiperplasicos, indistinguiveis
dos adenomatosos por endoscopia convencional, exigem bidpsia para diagnostico preciso. E
importante destacar que cerca de dois tercos dos pdlipos identificados durante endoscopias séo
adenomas. O risco de desenvolver CCR aumenta em funcdo do tamanho, da quantidade e das
caracteristicas histologicas dos polipos (Mallmann et al., 2017).

Figura 1. Representacéo dos pélipos adenomatosos que podem ser (a) sésseis ou pedunculados e (b)
vilosos.
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Fonte: Adaptada de Levin etal., 2006.

Figura 2. Progressdo do epitélio intestinal até o desenvolvimento de CCR.
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Fonte: Adaptado de Johns Hopkins Colon Cancer Center. Polyps 101.

www.hopkinscoloncancercenter.org/CMS/CMS_Page.aspx?CurrentUDV=59&CMS_Page 1D=744568E4-291E-
4276-97C4-FATA4EE02235).

3.3 AUTOFAGIA

A autofagia é um processo celular dindmico e evolutivamente conservado, envolvendo
a degradacéo lisossomal e a reciclagem intracelular de organelas e proteinas. Esse processo é
crucial para a manutencéo da homeostase celular diante de diversos estressores, como falta de
nutrientes, aglomeracédo de proteinas, infeccao viral, estresse oxidativo e endoplasmatico(Kim;
Kim, 2014). A autofagia inicia-se com a formacdo de um fag6foro, uma estrutura vesicular que
encapsula porcdes do citoplasma, formando o autofagossomo. Este é uma vesicula de dupla
membrana responsavel pelo sequestro da carga citoplasmatica, que posteriormente se funde ao

lisossomo, formando o autolisossomo. Dentro do autolisossomo, a carga € degradada por
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enzimas lisossdmicas, liberando aminoacidos e &cidos graxos que sdo reciclados para a
biossintese de novos componentes celulares ou para a producdo de energia (Mokarram et al.,
2017; Niture et al., 2021).

A Figura 3 ilustra as diferentes fases da autofagia, incluindo inducdo, nucleacdo,
alongamento, concluséo e degradagdao (Aman et al., 2021). Em condigdes de nutrientes
suficientes, a via de mTOR (mammalian target of rapamycin) inativa o complexo ULK1. Por
outro lado, na auséncia de nutrientes, AMPK inativa mTOR e ativa ULK1, desencadeando a
biossintese do fagoforo. Durante a maturagdo do autofagossomo, ocorre o recrutamento de
ATGs, LC3 e p62, culminando na formagdo do autofagossomo maduro. A fusdo do
autofagossomo com o lisossomo é facilitada por proteinas como Rab7 e LAMP, resultando na
degradacéo da carga e da membrana interna. Proteinas-chave na autofagia incluem a beclina-1
(BECN1), que participa da expansdo e do fechamento do autofagossomo, e o fator de
transcricdo EB (TFEB), que regula a lipolise e a biogénese lisossémica através da regulagéo
positiva da expressdo génica autofagica (Aman et al., 2021; Niture et al., 2021; Wu et al., 2018).

Figura 3. Representacdo esquematica do processo de autofagia.
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Fonte: Adaptado de Aman et al., 2021.

Baseado nos estudos de Mokarram et al. e Koustas et al., que destacam a importancia
da desregulacdo das proteinas LC3, TFEB, p62 e beclina-1 na progressdo do CCR, o presente
estudo terd como enfoque principal a analise dessas quatro proteinas (Koustas et al., 2019;
Mokarram et al., 2017).

3.3.1 MAP1LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, LC3)
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A proteina LC3, conhecida como microtubule-associated proteins 1A/1B light chain
3 (MAP1LC3), e fundamental para o processo de autofagia, sendo essencial para a manutencao
da homeostase e da sobrevivéncia celular. LC3 é uma proteina tipo ubiquitina que, apos ser
clivada por ATG4, ¢é convertida em LC3-1 no citosol. Posteriormente, LC3-I é ativada por
ATG7 e ATG3 e se transforma em LC3-l11 ao se ligar a fosfatidiletanolamina. Essa
transformacdo é crucial para a formacdo e expansdo dos autofagossomos (Kabeya, 2000;
Mizushima et al., 2008; Wu et al., 2018). LC3-11 se associa estreitamente as membranas pré-
autofagossémicas, autofagossémicas e autolisossomais, desempenhando um papel vital na
maturacgdo dos fagoforos e no fluxo autofagico. A transicao de LC3-1 para LC3-11 é amplamente
utilizada como marcador para a detec¢do da atividade autofagica, com LC3 também facilitando
a ligacdo a proteina p62 para a degradacdo de componentes celulares danificados ou
desnecessarios, regulando assim a qualidade das organelas e prevenindo o acumulo de
substancias toxicas (Figura 3) (Mokarram et al., 2017; Wu et al., 2018).

No contexto do CCR, a proteina LC3 desempenha um papel dual. Em alguns cenarios,
a autofagia induzida por LC3-lI1 pode promover a sobrevivéncia das células tumorais,
fornecendo nutrientes e energia essenciais em ambientes hipdxicos ou de privacdo nutricional
tipicos de tumores solidos (Degenhardt et al., 2006). No entanto, em fases iniciais da
carcinogénese, a autofagia pode atuar como um mecanismo supressor de tumor, eliminando
organelas danificadas e proteinas agregadas que poderiam contribuir para mutacdes e
instabilidade gendmica. Pesquisas indicam que alteracdes na expressao de LC3 em tecidos de
CCR estdo associadas a uma diminuicdo da atividade autofagica, correlacionando-se com
progndstico desfavoravel e maior agressividade tumoral (Levy; Towers; Thorburn, 2017).
Portanto, a manipulacéo da autofagia, seja aumentando ou inibindo sua atividade, surge como
uma estratégia terapéutica promissora no tratamento do CCR, destacando a complexidade e
importancia da LC3 nesse contexto (Devenport; Shah, 2019; Koustas et al., 2019; Mokarram
etal., 2017; Wang et al., 2021).

3.3.2 TFEB (Transcription factor EB)

A proteina TFEB (Transcription Factor EB) é um fator de transcri¢do que desempenha
um importante papel na regulacdo da expressao de genes envolvidos na autofagia e na biogénese
e depuracgdo lisossomal. Esses processos sdo essenciais para a manutencdo da homeostase
celular, especialmente em resposta ao estresse nutricional e ambiental (Roczniak-Ferguson et

al., 2012; Settembre et al., 2012). TFEB coordena a autofagia e o anabolismo ao promover a
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degradacdo de macromoléculas e a reciclagem de componentes celulares, o que é vital para a
adaptacéo e sobrevivéncia celular sob condigdes adversas. Normalmente retido no citoplasma
em sua forma fosforilada (inativa), TFEB é desfosforilado e translocado para o ndcleo em
condicdes de estresse, como privacdo de nutrientes ou disturbios lisossomais, onde ativa a
transcrigdo de genes ligados a autofagia e funcgdes dos lisossomos (Napolitano; Ballabio, 2016;
Zhang et al., 2020).

Em um estudo realizado em 2018, observou-se que TFEB apresentava niveis mais
baixos em tecidos de CCR do que em tecidos ndo tumorais. No entanto, correlacfes positivas
foram observadas entre a expressédo de TFEB em tecidos cancerosos e a progressao maligna do
CCR. Nos tumores com superexpressdo de TFEB, houve uma maior taxa de metastase linfatica
e infiltracdo mais profunda do tumor. Além disso, pacientes com altos niveis de TFEB tiveram
uma sobrevida reduzida, sugerindo que a expressdo elevada de TFEB pode ser um fator
progndstico negativo e um possivel alvo terapéutico no tratamento do CCR (Liang et al., 2018).

No contexto do CCR, a autofagia mediada por TFEB pode ter um papel duplo, atuando
tanto como mecanismo de sobrevivéncia das células tumorais quanto como um supressor de
tumor, dependendo do estagio da doenca e do microambiente tumoral (White, 2015). A
superexpressdo de TFEB em células de CCR estd associada a uma maior capacidade de
autofagia, o que pode contribuir para a resisténcia a terapias tradicionais, como quimioterapia
e radioterapia (Perera et al., 2015). Por outro lado, a inibi¢do direcionada de TFEB ou da
autofagia mediada por TFEB esta sendo explorada como uma estratégia terapéutica potencial
para aumentar a sensibilidade das células tumorais aos tratamentos e reduzir a resisténcia a
apoptose. Assim, TFEB emerge como um alvo promissor para a modulagdo da autofagia em
tratamentos mais eficazes do CCR (White, 2015).

3.3.3 p62 (SQSTM1, Sequestosome 1)

A proteina p62, também conhecida como sequestossoma 1 (SQSTM1), é uma proteina
adaptadora multifuncional essencial no processo de autofagia. Ela atua como um receptor
seletivo que identifica e direciona proteinas ubiquitinadas e organelas danificadas para
degradacdo no lisossomo (Mokarram et al., 2017). p62 possui dominios que se ligam a
ubiquitina e a proteina LC3, facilitando a incorporacdo de substratos ubiquitinados nos
autofagossomos que, subsequentemente, se fundem com os lisossomos para a degradacao
(Figura 3) (Bjarkay et al., 2005; Lin et al., 2013). Além de sua fun¢do na autofagia, p62 regula

importantes vias de sinaliza¢do celular, como NF-kB, envolvida em respostas inflamatdrias e
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sobrevivéncia celular, e Nrf2, que protege contra estresse oxidativo. Normalmente, p62 é
continuamente degradada pela autofagia; contudo, sua acumula¢do devido a inibicdo ou
disfuncdo autofagica ativa diversas vias de sinalizacdo, promovendo sobrevivéncia celular e
inflamacéo (Bjerkay et al., 2005).

No CCR, p62 exerce um papel complexo, influenciando a progressdo do tumor e a
resposta ao tratamento. A superexpressao de p62 tem sido associada a progressao de diversas
neoplasias, incluindo o CCR, onde promove a sobrevivéncia celular e resisténcia a terapias.
Estudos mostram que altos niveis de p62 em células de CCR estao ligados a ativacdo de vias
que favorecem a proliferacdo celular e a resisténcia ao estresse oxidativo, contribuindo
significativamente para a progressdo tumoral (Gatica; Lahiri; Klionsky, 2018; Mathew et al.,
2009). Além disso, a p62 esta envolvida na regulacdo da inflamag@o no microambiente tumoral,
0 que pode promover a agressividade do CCR. A inibicdo da autofagia, que leva ao acimulo de
p62, foi correlacionada com um aumento na resisténcia a apoptose induzida por medicamentos,
destacando um papel protetor da autofagia contra o estresse celular e morte celular programada.
Por outro lado, alguns estudos sugerem que a p62 pode ter um papel antitumoral em certos
contextos ao promover a degradacdo de proteinas oncogénicas ou componentes celulares
danificados que, se acumulados, poderiam levar a mutacgdes e instabilidade gendémica(Mathew
et al., 2009). Portanto, a modulacdo da expressdo de p62 e da atividade autofagica representa
uma estratégia potencial no tratamento do CCR, visando reduzir a resisténcia a terapias e
controlar a progressdo tumoral. A regulacdo positiva de p62 pode ser interpretada como inibicéo
da digestdo lisossomal de autofagossomos, sugerindo que a desregulacdo da p62 pode ser um
biomarcador Util para a autofagia prejudicada no CCR (Mokarram et al., 2017; Koustas et al.,
2019).

Além disso, a p62 estd envolvida na regulacdo da inflamagcdo no microambiente
tumoral, 0 que pode promover a agressividade do CCR. A inibicdo da autofagia, que leva a
acumulacdo de p62, foi correlacionada com um aumento na resisténcia a apoptose induzida por
drogas, destacando um papel protetor da autofagia contra o estresse celular e morte celular
programada. Por outro lado, alguns estudos sugerem que a p62 pode ter um papel antitumoral
em certos contextos ao promover a degradacdo de proteinas oncogénicas ou componentes
celulares danificados que, se acumulados, poderiam promover mutacdes e instabilidade
gendmica (Mathew et al., 2009). Portanto, a modulacéo da expressdo de p62 e da atividade
autofagica representa uma estratégia potencial no tratamento do CCR, visando reduzir a

resisténcia a terapias e controlar a progressao tumoral.
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3.3.4 Beclina-1 (BECNL1)

Beclina-1, ou BECN1, é uma proteina fundamental no processo de autofagia, onde
atua na degradacdo e reciclagem de componentes intracelulares para manter a homeostase
celular. Esta proteina foi a primeira proteina humana relacionada a autofagia a ser descoberta e
desempenha um papel fundamental na formacdo de autofagossomos. Beclina-1 faz parte do
complexo fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e é essencial para a nucleacdo da membrana
autofagica, interagindo com varias proteinas para formar um complexo chave na iniciacdo da
autofagia (Figura 3) (Kang et al., 2011; Levine; Kroemer, 2008; Yang et al., 2015).

Em condi¢Ges normais, beclina-1 ajuda na remoc¢do de organelas danificadas e
patdgenos intracelulares, contribuindo para a sobrevivéncia celular sob estresse ambiental e
nutricional (Kang et al., 2011). A sua funcéo é regulada por fatores de crescimento e sinais de
estresse, que modulam sua atividade por meio de modificacBes pOs-traducionais como
fosforilagéo e ubiquitinagdo(Levine; Kroemer, 2008). No CCR, beclina-1 exerce um papel
complexo que influencia tanto a progressao do tumor quanto a resposta ao tratamento (Aita et
al., 1999). A perda de funcdo ou a expressdo reduzida de beclina-1, frequentemente observada
em tumores colorretais, esta associada a uma diminuigdo da atividade autofagica e ao aumento
da agressividade tumoral(Aita et al., 1999; Liang et al., 1999). A beclina-1 é considerada um
marcador de bom progndstico para CCR, sugerindo que ela atue na supressdo tumoral do
carcinoma (Koustas et al., 2019; Yang et al., 2015). Juntamente com o sistema de estadiamento
TNM (utilizado para previsdo do progndéstico de CCR), a expressdo de beclina-1 aumentaria a
sensibilidade e a especificidade de predicdo do prognostico de pacientes com CCR (Yang et al.,
2015).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

I. Este estudo identificou uma significativa desregulacdo nos niveis dos marcadores de
autofagia (p62, beclina-1 e LC3) no CCR, caracterizada por um aumento no p62 e uma
diminuicdo no LC3. Este padrdo sugere um processo autofagico comprometido que
potencialmente contribui para a progressdo do tumor e destaca o papel dual da autofagia na
dindmica do cancer.

ii. O papel da autofagia no CCR parece complexo, demonstrando sua participacao tanto na
supressdo quanto na progressao do tumor. As fungdes protetoras iniciais da autofagia podem se
alterar para apoiar a sobrevivéncia e proliferacdo celular em estagios avangados do CCR,
necessitando de mais investigacdes sobre os mecanismos moleculares envolvidos e as
implicacdes para a terapia do cancer.

ii. A expressdo aumentada do marcador de proliferacdo celular Ki67 em amostras de CCR
e poélipos corrobora a alta atividade proliferativa observada nos estagios avancados da doenca,
alinhando-se com o comportamento agressivo do tumor.

iv. A prevaléncia significativa do perfil p62'®, beclina-182*° e LC3B%*° nas amostras de
CCR sugere uma resposta autofagica disfuncional, que pode facilitar a progressdo do tumor ao
permitir o acimulo de material celular danificado.

V. O estudo identificou uma maior prevaléncia de homens nos grupos controle (61%) e
CCR (53%), enquanto o grupo de polipos foi predominantemente composto por mulheres
(70%). Esses achados sugerem possiveis influéncias hormonais e de dieta/estilo de vida no
desenvolvimento de p6lipos e CCR, indicando a necessidade de estudos especificos para cada
género em pesquisas futuras.

Vi. Alteracbes de morfometrias nucleares significativas, como aumento do tamanho
nuclear, foram observadas em amostras de CCR em comparacdo aos demais grupos. Essas
mudancas estdo associadas a malignidade avancada e instabilidade genémica, sugerindo seu

potencial como marcadores de doenca agressiva e mau prognastico.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Vi.

Ampliar o nimero de amostras do grupo polipo a fim de aumentar o poder estatistico.
Avaliar os niveis de inflamag@o nas amostras incluidas neste estudo para compreender
o0 contexto inflamatdrio que circunda o CCR e suas lesdes precursoras.

Realizar anélise de morfometria nuclear em todas as amostras de CCR e tecido ndo
tumoral incluidas no estudo para confirmar as mudancas celulares que ocorrem
conforme o CCR se desenvolve e progride.

Analisar os dados de sobrevida dos pacientes a partir dos prontuarios médicos para
correlacionar os desfechos clinicos com marcadores moleculares e celulares,
aprimorando a compreensdo de como esses marcadores afetam o prognostico e as
respostas ao tratamento em pacientes com CCR.

Avaliar os niveis de expressdao de genes que codificam proteinas relacionadas a
autofagia, como p62, beclina-1 e LC3, para elucidar seus papéis na patofisiologia do
CCR.

Realizar analise por sequenciamento de nova geracdo no DNA de amostras de tecido de

CCR e ndo tumoral para identificar mutac6es em genes relacionados a autofagia.



APENDICE A - ROTEIRO DE LIGACAO TELEFONICA

Projeto Diretoria de Pesquisa numero: 2022-0406

Bom dia/Boa tarde, 0 meu nome é Amanda Cristofoli Camargo, sou pesquisadora do
projeto que esta sendo realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre com o titulo: “NIVEIS
DIFERENCIAIS DE PROTEINAS RELACIONADAS A AUTOFAGIA NA
CARCINOGENESE COLORRETAL ".

Poderia falar com o Sr/a Sra [Inserir o nome do paciente/potencial participante]

O objetivo do projeto é avaliar o nivel de proteinas marcadoras envolvidas em
diferentes estagios do processo de autofagia celular em amostras primarias de lesbes pre-
malignas e de tecido tumoral de carcinoma colorretal para associar a progressao do tumor.

Estou entrando em contato para convidar o senhor (a) a participar desta pesquisa, pois
verificamos que vocé realizou atendimento no Servigo de Gastroenterologia.

Se tiver interesse em participar, vocé concordara que tenhamos acesso ao Seu
prontuario médico do HCPA para que tenhamos acesso a informagoes sobre vocé, e sobre sua
lesdo colorretal. VVocé permitira também que tenhamos acesso a parte da lesdo que ficou
armazenada no arquivo do hospital.

Informar que a ligacdo nédo esta sendo gravada.

Gostariamos de ressaltar que caso ndo tenha interesse em participar, isto ndo interfere
em seu atendimento ou em consultas e exames ja agendados.

Se o0 paciente estiver de acordo, perguntar em qual contato gostaria de receber o Termo
de Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE) do projeto, onde constam as informacoes
detalhadas.

Contato para envio do TCLE (email/Whatsapp):

E-mail:

Whatsapp com DDD:

Vocé gostaria de participar:

() Sim

() Néo

Em caso de concordancia, aplicar o instrumento.

Se aceitar, mas preferir responder por telefone em outro momento:

Pedir qual o melhor momento para realizar a conversa por telefone.

Retorno em
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Se ndo aceitar, agradecer pelo tempo e atencao.

Perguntar se 0 paciente possui mais alguma davida e ressaltar que os contatos

dos pesquisadores e do CEP estdo no Termo enviado.

Pesquisador responsavel: Marina Siebert
Contato disponibilizado: (51) 998405551 Amanda / (51) 983315312 Marina

Observacao: Este roteiro € apenas um guia para a ligagdo, sendo que os pesquisadores
tomardo todo o cuidado necessario para evitar qualquer constrangimento e responderdo

perguntas ou ddvidas adicionais que se apresentem durante a ligacao.

Dados a serem preenchidos pelo pesquisador depois da ligacao:
Participante:
Dia da ligacéo:
Hora da ligagéo:

Pesquisador que realizou a ligagéo:

o B~ w0 D

Assinatura do pesquisador:



APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: NIVEIS DIFERENCIAIS DE PROTEINAS RELACIONADAS A
AUTOFAGIA NA CARCINOGENESE COLORRETAL.

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa cujo objetivo é avaliar o nivel de
proteinas associadas ao processo de autofagia em amostras primarias de lesdes benignas e
tumores malignos que fazem parte da progressdo do carcinoma colorretal. Esta pesquisa esta
sendo realizada pelo servigo de Gastroenterologia e Hepatologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar em participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos sdo: 0 acesso a
sua ficha clinica, ao laudo da sua bidpsia, utilizacao de parte da sua amostra de bidpsia que esta
armazenada na forma de bloco de parafina para realizacdo das analises dos niveis de proteinas
e morfometrias do tecido.

Este estudo apresenta riscos minimos. Sendo o risco potencial relacionado a
confidencialidade dos dados pessoais. Para minimizar este risco os dados serdo armazenados
anonimizados e somente 0s pesquisadores pertencentes a equipe terdo acesso. A equipe também
assinara um termo de compromisso para utilizacao de dados atendendo a Lei Geral de Protecdo
de Dados (Lei N°13.709, de 14 de agosto de 2018).

Os possiveis beneficios da sua participacdo na pesquisa sao indiretos, ou seja, a sua

participacdo na pesquisa ndo trard beneficios individuais diretos. Porém, ird contribuir para a
melhor compreensdo sobre o assunto estudado, que podera beneficiar futuros pacientes e a
comunidade académica.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatéria. Caso
vocé decida ndo autorizar, ou ainda, desistir da participacao e retirar sua autorizacao, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que voceé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé
ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,
0 Sseu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha davidas, podera entrar em contato com 0s pesquisadores responsaveis
Prof. Dra. Marina Siebert pelo telefone (51) 983315312 e com a pesquisadora, Amanda
Cristofoli Camargo pelo telefone (51) 998405551 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do
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http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2013.709-2018?OpenDocument

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo e-mail cep@hcpa.edu.br, telefone (51)
3359.6246 ou no endereco Av. Protésio Alves, 211 - Portdo 4 - 5° andar do Bloco C - Rio
Branco - Porto Alegre/RS, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Este Termo foi enviado aos participantes por meio eletrénico. Os pesquisadores
armazenarao registro eletrdnico (arquivo, imagem ou audio) da concordancia em participar do
estudo. Sugere-se que 0s participantes armazenem este arquivo eletronico (salvar imagem ou

arquivo em pdf) ou ainda imprimam este Termo.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou 0 Termo

Assinatura
Local e Data:
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