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Resumo

Os tumores gastrointestinais sao reconhecidos mundialmente como doencas
heterogéneas e agressivas que apresentam um prognéstico desfavoravel tanto para os
pacientes que nédo realizaram a cirurgia de resseccao quanto aqueles que passaram
pelo procedimento de resseccdo do 6rgao. A expressdo de RNAm e/ou proteinas
tumorais especificas, ou ainda, alguma alteracdo genética, identificada em diferentes
neoplasias, aliadas as informacgdes clinicas, podem conferir importantes fontes de
informacbGes para o correto diagnostico, prognéstico ou predicdo a resposta de
tratamentos. Em especial, 0 RNAm apresenta papel fundamental na progressao e
manutencédo tumoral e, além disso, tem maior potencial de refletir os fenétipos celulares
guando comparados a alteragdes no DNA. A hipotese desse estudo baseou-se em
achados prévios, nos quais o fator de transcricdo TULP3 foi apontado como regular
mestre da carcinogénese pancreatica. Neste estudo verificou-se que os elevados niveis
de expresséo de TULP3 apresentaram associagao significativa com um desfecho clinico
desfavoravel. Ainda, esses valores aumentados de expressdo génica ndo possuiam
qualquer valor progndstico em outros tipos tumorais, como canceres de mama, ovario e
pulméo, indicando a especificidade como marcador prognéstico no adenocarcinoma
ductal pancreético. O pancreas, assim como outros 6rgaos do trato gastrintestinal, em
especial o estbmago e intestinos, possuem a mesma origem embrionaria, o endoderma.
Sendo esses 6rgaos de mesma origem, nossa hipétese é de que o fator de transcri¢cao
TULP3 possa apresentar uma fungdo como biomarcador em neoplasias do sistema
gastrintestinal. Este estudo buscou investigar o perfil de expressdo TULP3 em doencas
gastrintestinais, utilizando dados disponiveis em bancos de dados publicos e amostras
de tecidos de tumores do trato gastrintestinal, em especial, os tumores pancreaticos,
gastricos e colorretais. Este trabalho associou, pela primeira vez, a expressao de TULP3

a carcinogénese gastrica. Através de analises bioinformaticas utilizando dados de
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expressao génica disponiveis em bancos de dados publicos os niveis elevados de
TULPS3 foram associados a um prognostico desfavoravel para o tipo difuso de cancer
gastrico. Entretanto quando realizamos a imunomarcacao desta proteina, a positividade
de TULP3 nao apresentou associacdo a qualquer histo-tipo, devido ao baixo niumero de
amostras com coloracao positiva. Ao analisarmos o perfil de expressao génica e proteica
de TULP3 em lesdes gastricas pré-malignas como gastrite cronica e metaplasia
intestinal, identificamos um aumento de expressdo génica no subtipo incompleto de
metaplasia. Ainda, ao verificarmos o envolvimento proteico de TULP3 nos tecidos
gastricos, foi identificada uma associacao entre a positividade da imunomarcacao da
proteina com as amostras de metaplasia. Para o cancer colorretal apenas a expressao
génica de TULP3 foi associada a preditores prognésticos como invasao vascular para o
adenocarcinoma retal e invasdo linfatica para o adenocarcinoma de coélon. Esses
achados preliminares indicam um possivel papel de TULP3 na carcinogénese de
tumores gastricos e colorretais, entretanto mais estudos sdo necessarios para a

definicdo de TULP3 como biomarcador para esses tipos tumorais.
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Abstract

Gastrointestinal tumors are globally recognized as heterogeneous and aggressive
diseases that present bad prognosis for patients who did not undergo resection surgery
and the resected ones. The presence of genetic alteration identified in different
malignancies, or the expression of specific mMRNA and / or tumor proteins, combined with
the clinical information, can confer important sources of information for the correct
diagnosis, prognosis or prediction of the response of treatments. In particular, mMRNA
plays a key role in tumor progression and maintenance, and it has a greater potential to
reflect cellular phenotypes when compared to changes in DNA. The hypothesis of this
study was based on previous findings, in which the TULP3 transcription factor was
identified as a regular master of pancreatic carcinogenesis. In this study the high levels
of TULP3 gene expression were significantly associated with an unfavorable clinical
outcome. Furthermore, these increased values of gene expression had no prognostic
value in other tumor types, such as breast, ovarian and lung cancers, indicating
specificity as a prognostic marker in pancreatic ductal adenocarcinoma. The pancreas,
as well as other organs of the gastrointestinal tract, especially the stomach and
intestines, have the same embryonic origin, the endoderm. Since that, our hypothesis is
that the TULP3 transcription factor may present a function as a biomarker in
gastrointestinal malignancies. This study aimed to investigate the TULP3 expression
profile in gastrointestinal diseases, using data available from gene expression public
databases and tissue samples from gastrointestinal tract tumors, especially pancreatic,
gastric and colorectal tumors. This work associated, for the first time, the expression of
TULP3 to gastric carcinogenesis. From bioinformatics analyses, using gene expression
data available in public databases, the elevated TULP3 levels were associated with a
bad prognosis for the diffuse type of gastric cancer. However, when we performed the
immunostaining of this protein, the positivity of TULP3 was not associated with any histo-

type, due to the low number of samples with positive staining. When analyzing the gene
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and protein expression profile of TULP3 in pre-malignant gastric lesions such as chronic
gastritis and intestinal metaplasia, we identified an increase of gene expression in the
incomplete subtype of metaplasia. Moreover, when we verified the protein involvement
of TULP3 in the gastric tissues, we identified an association between the positivity of
TULP3 immunostaining with the metaplasia samples. For colorectal cancer, only the
gene expression was associated with prognostic predictors such as vascular invasion
for rectal adenocarcinoma and lymphatic invasion for colon adenocarcinoma. These
preliminary findings indicate a possible role of TULP3 in the carcinogenesis of gastric
and colorectal tumors, however, further studies are needed to define TULP3 as a

biomarker for these tumor types.



Capitulo |

Introducéo Geral

14



15

1. Cancer e biomarcadores

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (do inglés, Intenational Agency
for Research on Cancer - IARC) relatou que o impacto global da incidéncia de cancer
mais que dobrou nos ultimos 30 anos (Globocan, 2012). Estimativas globais para o ano
de 2018 apontam que mais de 17 milhdes de novos casos de cancer serdo
diagnosticados e cerca de 10 milhdes de mortes serdo relacionadas a neoplasias
(Globocan, 2012). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCa) estimou, para o ano

de 2018, a ocorréncia de 420 mil novos casos de cancer.

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers excl. NMSC, both sexes, all ages

Lung

2093 876 (12.3%
Other cancers ¢ )

3404 392 (20%)

Breast

Corpus uteri
2088 849 (12.3%)

382 069 (2.2%)
Kidney
403 262 (2.4%)
Leukaemia
437 033 (2.6%)
Pancreas
458 918 (2.79%)
NHL
509 590 (3%)
Bladder
549 393 (3.290)
Thyroid
567 233 (3.3%)
Cervix uteri
569 847 (3.3%)
Oesophagus
572 034 (3.4%)

Colorectum
1849 518 (10.9%6)

Prostate
1276 106 (7.5%)

Liver Stomach
841 080 (4.9%) 1033 701 (6.1%)

Total : 17 036 901

Data saurce: Glabocan 2018
Graph productlan: Glabal Cancer
Qbservatory (http:/igeo.ars. i}

Figura 1. Estimativas mundiais de novos casos para o ano de 2018. Os sitios tumorais que
apresentam maiores taxas sdo demonstrados no grafico (Globocan, acesso em 28 de Janeiro de

2020).
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Estimated number of deaths in 2018, worldwide, all cancers excl. NMSC, both sexes, all ages

Lun
1761 007 (18.6%)

Other cancers
2736 891 (28.8%)

Colorectum
880 792 (9.3%)

Leukaemia

309 006 (3.3%) Stomach

Cervix uteri 782 685 (8.2%)
311 365 (3.3%)

Prostate

358 989 (3.8%)

Pancreas

432 242 (4.6%)

Oesophagus Breast
508 585 (5.4%) 626 679 (6.6%)

Liver
781 631 (8.2%)

Total : 9 489 872

ey fer Research an Cancer

Figura 2. Estimativas mundiais de mortalidade para o ano de 2018. Os sitios tumorais que
apresentam maiores taxas de mortalidade sdo demonstrados no gréafico (Globocan, acesso em

28 de Janeiro de 2020).

Dentre os tipos de cancer, os tumores do trato gastrointestinal (Gl) sdo neoplasias
que afetam o aparelho digestivo como um todo, entretanto, acometem, mais
especificamente, 6érgdos como: esbdfago, pancreas, estbmago e intestinos (delgado,
célon e reto). Em estudo recente (Costa et al., 2018), foi estimado que, somente as
neoplasias Gl, representariam cerca de 20% do total de novos casos de cancer
diagnosticados no mundo todo e, cerca de 15% das mortes relacionadas por esta

doenca.

1.1 Cancer gastrico

O céancer gastrico (CG) é reconhecido como a quinta neoplasia mais diagnosticada

dentre todos os tipos tumorais, e a terceira neoplasia responsavel por mortes por cancer,
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entre homens e mulheres (Globocan, 2012). No Brasil, a estimativa da incidéncia de
CG, para o ano de 2018, alcanca o terceiro lugar entre homens e o quinto lugar entre

as mulheres (INCa).

Anatomicamente, o estdmago tem inicio na juncéo gastroesofagica e estende-se até
o piloro. A parte proximal, que faz ligacdo com o eséfago, € denominada cérdia, em
seguida encontra-se o fundo e o corpo e, por fim, o antro, porcao distal do estbmago,
fazendo comunicacdo com o duodeno. O estdmago é constituido por quatro camadas,
denominadas mucosa, submucosa, muscular e serosa (Amin et al.,, 2017; Sobin &

Wittekind, 2004).

Muscularis Subserosa
propria s
/
Subll'ﬁcusa /‘ Se_fpsa
T -~
~ e
‘K""‘-\-.
b f 3 'y
Y
. # § . P
‘/-" -#./._ ".'." L\
”~ = \
e e
Stemach
hETY
Mucosa

Figura 3. Camadas histolégicas que comp&e o estdmago (American Cancer Society, acesso em

31 de Janeiro de 2019).

O CG pode iniciar-se em qualquer parte do estbmago e atingir diferentes camadas

de tecidos. O tipo mais comum de CG é o adenocarcinoma, correspondendo a
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aproximadamente 95% das neoplasias que acometem esse 0Orgdo, e atinge
principalmente a camada mucosa (McLean & EI-Omar, 2014; Shang & Pena, 2005). O
CG pode ser classificado em dois tipos: intestinal e difuso, conforme os critérios
histolégicos de Laurén (Laurén, 1965). Ambos os histo-tipos de CG estéo associados a
infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori). Histologicamente, os
adenocarcinomas intestinal e difuso diferem um do outro. Enquanto que ICG é
caracterizado pela presencga de células tumorais coesivas as quais formam estruturas
glandulares, o DCG é composto por células neoplasicas pouco coesas sem formagéo
glandular e mucinoso (Cutsem et al., 2016). A falta de coesao entre as células tumorais
do DCG pode ser devido a disfun¢éo na adeséo celular, atribuida ao gene CDH1 (Liu et

al., 2013).

Figura 4. Classificacdo histolégica do adenocarcinoma géastrico, segundo Laurén. (A) tipo

intestinal, (B) tipo difuso e (C) tipo misto. (Chong et al., 2014)

O tipo intestinal de CG (ICG) geralmente progride ao adenocarcinoma invasivo
através do surgimento das lesGes pré-neoplasicas: gastrite atrofica e metaplasia
intestinal (Baniak et al., 2016), enquanto que para o tipo difuso de CG (DCG) nédo ha
lesbes associadas. O DCG €, geralmente, diagnosticado em pacientes jovens 0s quais
apresentam mutagfes germinativas herdadas no gene supressor de tumor CDH1 (Hu

et al., 2012), entretanto, em trabalho recente de (Cho et al.,, 2017) foi relatado que



19

mutagbes somaticas em CDH1 também estavam relacionadas ao desenvolvimento

precoce de DCG.

A fim de melhorar o entendimento sobre o CG, novas tentativas de classificagéo dos
subtipos do adenocarcinoma gastrico foram realizadas. Em 2010, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) propbds uma nova classificacdo baseada, também, em padrdes
histologicos, agrupando carcinomas gastricos em quatro subtipos: tubular, papilar,
mucinoso e pouco coesivo (Fenoglio-Preiser et al., 2000). O subtipo pouco coesivo foi
enriguecido com casos de DCG. J4 o consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA)
realizou uma abordagem genbmica e propds uma classificagdo molecular do CG
dividindo essas neoplasias gastricas em quatro grupos: (1) casos positivos para o virus
Epstein-Barr (EBV), (2) presenca de instabilidade microssatélite (MSI), (3) casos
genomicamente estaveis (GS) e (4) presenca de instabilidade cromossémica (CIN). A
maioria dos casos DGC foi agrupada no subtipo GS desta nova classificacdo (Cancer

Genome Atlas Research Network, 2014).

Por fim, o Asian Cancer Research Group (ACRG) classificou 0 CG com base nos
dados da expressao génica em quatro subtipos: (1) MSI; (2) presenca de estabilidade
microssatélite e transicdo epitélio-mesenquimal (MSS/EMT); (3) presenca de
estabilidade microssatélite com proteina 53 ativa no tumor (MSS/TP53+); e (4) presenca
de estabilidade microssatélite com proteina 53 inativa no tumor (MSS/TP53-). Todos os
subtipos foram associados com resultados clinicos distintos e o subtipo MSS/EMT
(enriquecido principalmente com DGC) apresentou o pior prognéstico (Cristescu et al.,
2015). Mais recentemente, Ge et al (2018) realizaram uma analise de abordagem
protedmica do DGC e classificaram o carcinoma difuso em trés subtipos (PX1-3),
apontando uma distincdo entre enriguecimento de vias de sinalizacdo e desfechos

clinicos.
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O CG é considerado precoce quanto restrito as camadas mucosa e submucosa,
independentemente de sua extensdo em superficie e da presenca ou ndo de metastases
ganglionares, enquanto que 0s tumores avancados apresentam envolvimentos das
camadas musculares e serosas, além da mucosa e submucosa (Kim et al., 2011; Tam
et al., 2011). O elevado numero de casos de CG torna-se um importante problema de
saude publica, uma vez que a maioria dos pacientes é diagnosticada em estagios
avancados da doenca, quando as opcGes de tratamento s&o restritas.
Aproximadamente 80% dos pacientes diagnosticados com CG encontram-se em uma
fase avancada da doenca. Isso se deve, principalmente, pelo fato do CG apresenta-se
de maneira assintomética ou pela presenca de sintomas pouco alarmantes, como perda
de peso, falta de apetite, anemia, dor epigastrica, nauseas e vomito (Schmidt et al.,

2005; Bornschein et al., 2010; Correa, 2013).

O prognoéstico do CG baseia-se no estadiamento tumoral e estéa relacionado com a
profundidade de invas@o neoplasica e com a presenca de metastases linfonodais. A
abordagem cirdrgica como a gastrectomia e linfadenectomia é considerada a Unica
interveng@o com chances de cura aos pacientes diagnosticados com CG (Takahashi et
al., 2013; Dikken et al., 2012), uma vez que a quimio e radioterapia apresentam pouco

beneficio na sobrevida dos pacientes (INCa; Nagini, 2012).

1.2 Cancer colorretal

O céncer colorretal (CCR) abrange tumores que acometem o célon (segmento do
intestino grosso) e o reto. O CCR é reconhecido, globalmente, como o terceiro tipo de
cancer mais comumente diagnosticado em homens (746.000 casos, 10,0% do total de
casos relacionados ao cancer) e o segundo em mulheres (614.000 casos, 9,2% do total
de casos relacionados ao céncer). Apesar de a mortalidade ser considerada baixa

(694.000 mortes, 8,5% do total de mortes relacionadas ao céncer), regides menos
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desenvolvidas apresentam maiores taxas de mortalidade, assim como sobrevida

desfavoravel para os individuos diagnosticados com CCR (Globocan, 2012).

No Brasil, estima-se que cerca de 36 mil pessoas seréo diagnosticadas com CCR
no ano de 2018, sendo a maioria mulheres (17 mil homens e quase 19 mil mulheres)
(INCa). O CCR é caracterizado como uma doenca heterogénea, causada pela interacao
entre fatores genéticos e ambientais. A maioria dos casos de CCR (cerca de 75%) nao
apresentam componente hereditario, sendo considerados tumores esporadicos,
enquanto que 25% dos pacientes diagnosticados apresentam histérico familiar da
doenca. Fatores ambientais como obesidade, tabagismo, alto consumo de carne
vermelha, consumo excessivo de alcool e sedentarismo sdo associados ao
desenvolvimento de CCR. Outros fatores como idade avancada (acima de 60 anos),
presenca de doenca inflamatoria intestinal, adenomas ou CCR, historico familiar de CCR
ou sindromes hereditarias como polipose adenomatosa familiar (FAP) e sindrome de
Lynch podem aumentar o risco de desenvolvimento do CCR (Labianca et al., 2013;

Glimelius et al., 2013; Balmana et al., 2013; DeVita & Rosenberg, 2014).

A sintomatologia varia de acordo com o local de acometimento tumoral. Inicialmente
ao estabelecimento do CCR, os pacientes ndo apresentam sintomas marcantes,
entretanto podem exibir diarreia e dor vaga no abdémen (sindrome dispéptica). Nos
estagios mais avancados pode-se observar obstrucdo intestinal com parada de
eliminacdo de fezes e gases associado a vomitos ou mesmo como uma perfuracdo
causando um quadro grave com forte dor abdominal. Um sintoma bastante comum é a
perda de sangue em pequena quantidade por periodos prolongados (sangue oculto nas
fezes), causando anemia nos pacientes acometidos por CCR (Ballester et al., 2016). A
maioria das neoplasias colorretais s&o classificadas histologicamente como
adenocarcinomas, podendo surgir a partir de pdlipos adenomatosos inicialmente

benignos (Fraum et al., 2016; Kovacheva & Rajpoot, 2016). Da mesma forma que o CG,
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0 CCR pode atingir diferentes camadas de tecidos, dentre elas, a mucosa, submucosa,

muscular e serosa.

A caracterizacdo molecular do CCR foi descrita originalmente por Fearon &
Vogelstein (1990), a partir de mutacbes observadas desde pélipos até o
adenocarcinoma. As principais alteracfes encontradas envolvem os oncogenes KRAS,
NRAS, BRAF e PI3K, e os supressores tumorais APC, TP53 e PTEN. O acumulo dessas
mutacdes favorece a desregulacdo de importantes vias de sinalizacdo envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, incluindo as vias de sinalizacdo Wnt/(3-
catenina, TGF-B, MAPK e PI3K (Payssonnaux & Eychene, 2001; Calistri et al., 2005; Al-
Shamsi et al., 2016). Em 2012, foi publicada uma analise genémica integrativa do CCR
a partir de amostras pareadas de tumores e tecidos normais de adenocarcinomas de
colon e reto, identificando a desregulacéo da sinalizacdo Wnt em ambas as neoplasias

(Cancer Genome Atlas Research Network, 2012).

Além do uso de dados gendmicos para caracterizar tumores colorretais, os dados
transcriptdbmicos sdo muito utilizados pois apresentam maior potencial de refletir os
fendtipos celulares (Guinney et al., 2015). Para tanto, foi criado o Consoércio para
Subtipagem do CCR (CRCSC), que tem como objetivo avaliar a presenca ou auséncia
de padrdes principais dos subtipos, através do uso de algoritmos baseados na
expressdo génica de tumores colorretais, identificados por seis grupos (A-F),
demonstrados na figura 5 (Dienstmann et al., 2014). Considerando que as classificacdes
prévias (Muzny et al., 2012; Perez-Villamil et al., 2012; Schlicker et al., 2012; Budinska
et al., 2013; De Sousa E Melo et al., 2013; Marisa et al., 2013; Sadanandam et al., 2013;
Roepman et al., 2014), baseadas apenas em dados de expressao génica, nao permitiam
a identificacdo de outros subtipos moleculares que ndo os principais (subtipo
enriquecido com presenca de instabilidade microssatélite, e subtipo com alta expresséo
de genes mesenguimais), Guinney et al (2015) realizaram uma abordagem integrativa

multi-6mica para desenvolver uma classificacdo de subtipos moleculares consenso
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(CMS), utilizando dados de expressdo génica associados a dados gendmicos
(mutagdes, variagdo do numero de copias), metiloma, microRNA e dados protedmicos.
Foram identificados quatro subtipos moleculares consenso (CMS): CMS1 (MSI Imune,
14%), que apresentavam hipermutacdo, instabilidade microssatélite e forte ativagéo
imune como caracteristicas; CMS2 (Canbnico, 37%), epitelial, instabilidade
cromossOmica, marcada ativagdo das vias de sinalizacdo WNT e MYC; CMS3
(Metabdlico, 13%), epitelial, desregulacao metabdlica evidente; e CMS4 (Mesenquimal,
23%), ativacdo marcada do fator de crescimento transformador B, invasdo estromal e

angiogénese.
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Figura 5. Classificagdo dos subtipos moleculares consenso de tumores colorretais (CMS). (a)
Rede dos subtipos CMS1-4, relacionada aos seis subtipos (A-F) previamente identificados pelo
Consorcio para subtipagem do CCR (CRCSC). (b) Distribuigdo por amostra de cada uma
das classificagcbes (A-F) agrupados pelos clusters dos subtipos CMS. As cores dentro de cada

linha representam subtipos diferentes. (c) Rede de pacientes diagnosticados com CCR. (d)
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Distribuicédo final dos grupos CMS1-4 (cores sélidas), amostras 'mistas' (cores em gradiente), e

amostras indeterminadas (cor cinza.

Apesar dos métodos de rastreio precoce dessa doenca, a grande maioria dos casos
sdo diagnosticados em estagios avancados da doenca, quando o procedimento
cirirgico ja ndo é mais uma opc¢édo, sendo a radio e quimioterapia aplicadas como
tratamentos paliativos. A indicacdo do tratamento quimioterapico é realizada de acordo
com o estagio do CCR, para 0s estagios iniciais da doenca, os tratamentos mais comuns
envolvem os esquemas 5-FU associado ao leucovorin, e FOLFOX (5-FU, leucovorin e

oxaliplatina) (Lin et al., 2017).

1.3Cancer pancreético

Dentre os tumores pancredticos, cerca de 85% sdo classificados como
adenocarcinomas e atingem a parte exdcrina do pancreas (Bond-Smith et al., 2012;
Ryan et al., 2014). O adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) é reconhecido como um
tipo de cancer altamente agressivo. Dados globais conferem ao ADP o 7° lugar nas
taxas de mortalidade, sendo responsavel por cerca de 330.000 mortes relacionadas ao
cancer em ambos 0s sexos. Ainda, sao estimados quase 13.000 novos casos de cancer
pancreatico para o ano de 2020 no Brasil (Globocan, 2012). Dados do INCa, apontam
o ADP como responsavel por cerca de 2% do diagnéstico dentre todos os tipos de

cancer e por 4% do total de mortes por essa doenga (INCa).

O diagnostico precoce de ADP continua sendo um desafio da medicina, uma vez
gue nos estagios iniciais a doenca é assintomatica e, geralmente, ndo apresenta
manifestacdes clinicas até atingir estadgios avancados, nos quais 0s pacientes

apresentam dores abdominais ndo especificas, ictericia, perda de peso e ndusea. O
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sinal de Courvoisier, caracterizado por apresentar vesicula biliar palpavel acompanhada
de ictericia sem dores abdominais, € um indicativo de ADP, no entanto, ocorre em
menos de 25% dos pacientes (Bond-Smith et al., 2012). Praticamente metade dos casos
de ADP séo diagnosticados em atendimentos de emergéncia, nos quais 0s pacientes
exibem sintomas como dores abdominais ndo especificas, ictericia ou ambos. Quando
diagnosticado, cerca de 80-85% dos pacientes apresentam doenca irressecéavel (i.e.,
tumores localmente avancados e/ou metastases a distancia) (Bilimoria et al., 2007;
Vincent et al., 2011; Siegel et al., 2012). O ADP apresenta um prognostico desfavoravel,
tanto em pacientes que nédo sofreram cirurgia de resseccao (sobrevida de 3a 5% em 5
anos) quanto aqueles que passaram pelo procedimento de resseccdo do Orgdo

(sobrevida de 10 a 20% em 5 anos) (Hezel et al., 2006).

A escolha para o tratamento do cancer pancreatico € dependente do estagio em que
a doenca se apresenta. Tumores primarios limitados ao pancreas (estagio |) e tumores
localmente invasivos (estagio Il) geralmente sdo ressecaveis enquanto gue os tumores
localmente avancados (estagio Ill) e metastéticos (estagio V) ndo podem ser removidos
cirurgicamente (Bilimoria et al.,, 2007). As terapias convencionais como radio e
guimioterapia possuem efeitos paliativos para os estagios mais avancados, tornando a
cirurgia o Unico tratamento com chances de cura para o paciente (Yokoyama et al.,
2009). O procedimento mais comum € a pancreatoduodenectomia ou procedimento de
Whipple, o qual envolve a ressecc¢do do pancreas proximal, juntamente com o estbmago
distal, duodeno, ducto biliar distal e vesicula biliar (Bond-Smith et al., 2012). Embora o
aperfeicoamento das técnicas cirdrgicas propicie a resseccao tumoral completa, a
maioria dos pacientes submetidos ao procedimento apresenta recorréncia. A fim de
aumentar as chances de cura para os pacientes submetidos a cirurgia de ressecg¢éo sao
aplicados quimioterapicos como gemcitabina, cisplatina e 5-fluoro-uracil (5-FU)
sozinhos ou em combinacgdo, como terapia sistémica adjuvante. As terapias adjuvantes,

caracterizadas pela combinacdo de quimio e radioterapia, sao indicadas, em alguns
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casos, antes do procedimento cirlrgico, assim como aos pacientes que nao sao
candidatos a cirurgia (Herreros-Villanueva et al., 2012). Entretanto, muitos pacientes
apresentam resisténcia a maioria das formas de tratamento desenvolvidas até hoje, o

que somadas, tornam o ADP uma doenca tdo letal (Li et al., 2004).

O ADP é uma doenga associada a idades avancadas, apresentando maior
incidéncia entre 70 e 80 anos, quando atinge um risco aumentado de desenvolvimento
da doenca em 40 vezes (Bardeesy & DePinho, 2002). Fatores ambientais, como o
tabagismo, podem contribuir para o desenvolvimento do cancer pancreético, uma vez
que este habito aumenta as taxas de risco de 1.6 para 5.4 (Li et al., 2004). O consumo
excessivo de élcool, associado a pancreatite cronica, também pode conduzir ao
estabelecimento do céancer (Nitsche et al.,, 2011). Outros fatores de risco como
sindromes genéticas que podem aumentar a probabilidade do desenvolvimento do ADP
incluem: pancreatite hereditaria, fibrose cistica, sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome
de Lynch (também conhecida como céancer colorretal hereditario nédo-polipoide,
HNPCC), sindrome do nevo atipico e melanoma familiar (também conhecido como
sindrome familiar atipica de multiplos nevos melanociticos, FAMMM), cancer de mama

e ovario hereditarios e cancer pancreatico hereditario (Decker et al., 2010).

O ADP é uma neoplasia sélida de carater infiltrante o qual pode surgir a partir de
precursores denominados neoplasias intraepiteliais pancreéaticas (PanIN), neoplasias
intraductais papiliferas mucinosas (IPMN) e as neoplasias cisticas mucinosas (MCN).
As lesdes IPMN e MCN séo caracterizadas pela producdo de mucina, sendo visiveis em
exames de imagem (Maitra & Hruban, 2008; Bosman et al., 2010). Essas lesdes
precursoras, em especial as PanINs, estabeleceram um modelo morfologico e genético
de progressao tumoral que incorpora alteracdes no genoma. A progressao histologica
de neoplasias intraepiteliais de baixo grau (PanIN-1) para intermediario (PanIN-2) e alto
(PanIN-3) graus e, posteriormente para o carcinoma invasivo esta associada ao

acumulo de alteracdes (Hruban et al., 2001). As alteracdes sequenciais observadas a
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partir de células pancreéticas normais até o adenocarcinoma, descritas até o presente
momento, sdo encontradas nos genes KRAS?!, CDKN2, TP53, SMAD4/DPC4 e BRCA2
(Hruban et al., 2001). A identificacdo de mutacBes ocorre de forma diretamente
proporcional com a varia¢ao do grau histolégico de atipia, ou seja, quanto maior o grau

de atipia, maior o nimero de mutagfes genéticas encontradas (Ardengh et al., 2008).

PanIN-1A PanIN-1B PanIN-2 : PanIN-3
k3 g3 e
Her-2/neu, K-ras plé6 p53, DPC4, BRCA2

Normal

Figura 6. Modelo de progressdo do cancer pancreético. Alteragdes genéticas sao acumuladas
durante a transformacgé&o do ducto normal em les@es intraepiteliais ao cancer invasivo (Hruban et

al., 2001).

1.4 Biomarcadores tumorais

Os pacientes com neoplasias Gls frequentemente apresentam sintomas
inespecificos no inicio da doenca ou mesmo assintomaticos em estagios avangados,
resultando no diagnéstico tardio quando poucas opcdes terapéuticas estéo disponiveis.

A dificuldade de diagndstico é resultado ndo s6 da inespecificidade dos sintomas, mas

!Genes e RNA mensageiro (RNAm)de Homo sapiens s3o apresentados com todas as letras
maiusculas e formatagao em itdlico.
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também das limitagbes metodoldgicas relacionadas. Apesar de existir exames de
imagem para a identificacdo de neoplasias Gls como ultra-sonografia (e.g.:
ecoendoscopia), tomografia computadorizada e ressonancia magnética, essas técnicas
séo ineficazes para a detec¢do dos tumores precocemente, j& que ndo sdo confiaveis
para a identificacdo de tumores menores do que 1 a 2 cm (Ardengh et al., 2008). Além
disso, os exames de imagem ndo sdo capazes de distinguir com precisdo os tumores
de lesdes pré-malignas no mesmo tecido. Ainda, em alguns casos de doenca avancada
ou resultados inconclusivos por meio de exames de imagem e exames Séricos, 0S
pacientes sdo submetidos a procedimentos invasivos, como laparotomia exploratoria,
para possibilitar a determinacdo do estadiamento e as decisdes terapéuticas futuras
(Hidalgo, 2010; Mayo et al., 2009).

Apesar de existir biomarcadores detectaveis no soro dos pacientes com suspeita de
neoplasias Gl, estes sdo, muitas vezes inespecificos, sendo encontrados em mais de
um tecido, o que dificulta o correto diagnéstico da doenca. O método ouro para
diagnéstico definitivo continua sendo a andlise histopatoldgica, aliada a métodos de
imunohistoquimica (IHQ) para identificagdo dos tipos tumorais/lesées pré-malignas e da
conduta médica. A inespecificidade dos marcadores séricos e dos métodos de imagem
para o diagnéstico definitivo demanda estudos que utilizem amostras de tecidos tumoral
e ndo-tumoral adjacente a fim de identificar molecularmente as diferencas existentes
entre estes tecidos e também no estadiamento dos tumores.

Devido a estas dificuldades, torna-se urgente a necessidade de identificacdo de
novos alvos moleculares capazes de: detectar precocemente as neoplasias Gls
(biomarcadores de diagndéstico); prever ou monitorar a resposta dos pacientes em
relacdo a doenca diagnosticada ou ainda a resposta ao tratamento (biomarcadores de
prognosticos); e auxiliar na definicdo de intervencdes terapéuticas (biomarcadores
preditivos). Neste sentido, a busca por novos alvos tem encontrado resultados
promissores nos campos da gendmica, transcriptdmica e protedmica. (Gonzaga et al.,

2017.
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Os marcadores diagnésticos sao classificados como aqueles que permitem a
identificacdo da fase ativa da doenca, bem como a identificacdo de pacientes em risco.
Os marcadores prognésticos podem ser definidos como aqueles que estdo associados
ao desfecho clinico, seja ele o risco de morte devido ao cancer ou ao risco de recidiva
da doenca, independentemente de qualquer tratamento ou intervencdo. Entende-se
como fator progndstico qualquer marcador, a época do diagnostico ou do tratamento
cirdrgico, que possa ser associado ao tempo livre de doenga ou sobrevida global na
auséncia de terapia sistémica adjuvante. Esses fatores podem ser usados para prever
a histéria natural do tumor. O fator prognéstico ird selecionar as pacientes, que,
provavelmente, terdo recorréncia sem terapia sistémica e, por isso, se beneficiardo da
implementac@o dessa estratégia, apesar da morbidade associada ao seu recurso. A
aplicacao criteriosa de fatores prognosticos estabelecidos e validados € essencial para
se aumentar a utilizagcdo de terapia sistémica e, consequentemente, diminuir a
mortalidade (Ludwig & Weinstein, 2005; Payne et al., 2008).

O fator preditivo representa qualquer marcador associado a uma resposta em uma
terapia especifica, ou seja, ele seleciona a melhor terapia para cada paciente (Bhargava
et al., 2008). Algumas variaveis podem ser, a0 mesmo tempo, prognésticas e preditivas,
0 que confere maior complexidade a andlise desses fatores. A seguir, séo listados
alguns exemplos de fatores preditivos e progndsticos importantes: idade, tamanho
tumoral, subtipo histolégico de neoplasias, grau de diferencia¢éo tumoral.

No geral, os biomarcadores moleculares podem ser classificados como marcadores
baseados em DNA, RNA ou proteinas. Os marcadores baseados em DNA incluem
polimorfismos de base Unica (SNPs), aberrac6es cromossOmicas, alteracdo do nimero
de copias, instabilidade microssatélite, e metilacdo diferencial na regido promotora. Os
marcadores baseados em RNA incluem a alta ou baixa expresséo dos transcritos de
RNA mensageiro, e também os RNAs reguladores (e.g.: microRNAs). Os marcadores

proteicos incluem: receptores de superficie, tumores antigénicos, estados de
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fosforilag@o, determinantes carboidratos, e peptideos liberados por tumores no soro,
urina, e outros fluidos corporais (Brooks, 2012).

A combinacdo de técnicas de alto rendimento incluindo sequenciamento de DNA, e
guantificacdo de RNA e proteinas podem ser utilizadas em conjunto para a identificacédo
de biomarcadores candidatos capazes de diferenciar diferentes tipos tumorais (Brooks,
2012, Nalejska et al., 2014). Ainda, a deteccdo destes marcadores moleculares em
amostras de tecido doente pode prover informac8es importantes em diversos aspectos
do manejo clinico dos pacientes, como no diagnostico (preferencialmente precoce,
detectando lesdes clinicamente silenciosas), na definicdo dos diferentes subtipos da
doenca; na progressao tumoral, no prognoéstico, ou ainda no monitoramento da resposta
ao tratamento (Brooks, 2012).

A maioria dos tumores Gls apresentam acumulo de alteragbes no genoma,
transcriptoma e/ou proteoma, o0 que pode levar a perda do controle dos mecanismos
regulatoérios, causando proliferacdo desenfreada e o avanco da doenca (Sharma et al.,

2018).

Tumores Gls séo descritos como altamente heterogéneos, nos quais 0s pacientes
diagnosticados exibem perfis molecular e genético distintos uns dos outros, mesmo
tratando-se do mesmo tipo tumoral. Apesar de muitos estudos serem realizados para a
identificacdo de biomarcadores especificos para estas neoplasias, a maioria dos
marcadores moleculares estudados ndo apresenta resultados promissores na etapa de

validacdo (Matsuoka & Yashiro, 2018).

1.4.1 Biomarcadores séricos e moleculares para o CG

Para o CG, os biomarcadores séricos comumente utilizados e validados na clinica
sdo o antigeno carcinoembrionario (CEA) e o antigeno carboidrato 19-9 (CA19-9). O

CEA é uma glicoproteina de membrana envolvida na adesao celular. Uma vez que altos
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niveis séricos de CEA sdo encontrados em pacientes com estagios avancados de CG,
este marcador ndo é considerado eficaz em métodos de screening, e sim, como preditor
de fator de risco de mestastase hepatica independente da recidiva (Matsuoka & Yashiro,
2018). O CA19-9 € um antigeno glicolipidico expresso na superficie de células
endoteliais, este marcador é comumente utilizado em pacientes com suspeita de
neoplasias Gls, entretanto, niveis elevados de CA19-9 sdo encontrados em diversos

tipos tumorais, em especial no CG, ADP e CCR (Shimada et al., 2014).

Neste sentido, a busca por marcadores moleculares faz-se necessaria para o
melhor manejo clinico dos pacientes diagnosticados com CG. Devido a crescente
disponibilidade de informagbes provenientes de analises Omicas e ao melhor
entendimento da biologia molecular desta neoplasia, muitos estudos tem demonstrado

o importante papel de HER2 no estabelecimento do CG, sendo este o primeiro marcador

molecular a ser utilizado na pratica clinica (Boku, 2014).

HER2?2 é uma proteina de membrana celular, classificada como um proto-oncogene
e codificada pelo gene ERBB2 no cromossomo 17, a qual liga-se ao receptor tirosina
cinase e, quando desregulada, ativa uma série de vias de sinalizagdo envolvidas na
proliferacdo celular e manutencao tumoral (Moasser, 2007). Nos carcinomas gastricos,
a amplificagdo de HER2 tem sido encontrada de maneira variavel de 7 a 34% dos casos
(Takehana et al., 2002; Hofmann et al.,, 2008). Esta variabilidade é decorrente
principalmente das diferentes metodologias utilizadas para a pesquisa da expressao
e/ou amplificacdo do HER2 (Allgayer et al., 2000; Takehana et al., 2002; Garcia et al.,
2003). A superexpressdo de HER2 nos carcinomas gastricos tem sido associada a pior
sobrevida dos pacientes (Allgayer et al., 2000; Shinohara et al., 2002; Begnami et al.,
2011). Baseados nestes achados, a associagdo do tratamento quimioterapico

(capecitabina ou 5-FU e cisplatina) e Trastuzumabe tem sido apontada como uma

2 proteinas de Homo sapiens s3o0 apresentadas com todas as letras maidsculas sem formatac3o em
italico.
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terapia alternativa para os pacientes com cancer gastrico avancado. Dados do estudo
clinico Trastuzumabe for Gastric Cancer (ToGA), (Bang et al., 2010) protocolo BO18255,
demonstraram que pacientes com carcinomas gastricos com amplificacdo de HER2 que
fizeram uso deste esquema terapéutico apresentaram significante redugédo do tamanho
tumoral, diminuicdo das metastases abdominais e maiores taxas de sobrevida global e
livre de doenca (Bilous et al., 2010). A positividade para HER2 nos carcinomas gastricos,
definida pelo ToGA, foi a expressdo imuno-histoquimica classificada como 3+ e/ou

amplificacdo pelo FISH+ (razdo HER2/cromossomo 17 > 2,0).

1.4.2 Biomarcadores séricos e moleculares para o CCR

Para o CCR, os marcadores séricos utilizados na prética clinica incluem o CEA e 0
CA 19-9 (Staab et al., 1985; Yu et al., 2017). Em geral, os niveis de CEA encontram-se
elevados nos casos de recorréncia tumoral, sendo este parametro considerado um
marcador de vigilancia pds-operatéria (Yakabe et al., 2010; aPark et al., 2009; Zeng et
al., 1993). Embora a especificidade do CA19-9 na deteccdo de CCR seja elevada (96%)
(Goldberg et al., 1989), sua sensibilidade é muito baixa (de apenas 23%) e sua utilidade

como marcador de progndstico ainda é controversa (bPark, et al., 2009).

Um exemplo de marcador molecular usado para o diagnéstico de CCR sdo os
marcadores de instabilidade microssatélite (MSI), os quais apresentam mutagfes em
genes envolvidos no reparo de sequéncias de DNA, como os genes MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2. Estes genes mutados do sistema de reparo MMR séo traduzidos em
proteinas disfuncionais que ndo sdo capazes de corrigir 0s erros ocorridos
espontaneamente durante a replicacdo do DNA, ocorrendo, portanto, o acumulo de
sequéncias repetidas de DNA, denominadas de regides microssatélites (Thibodeau et
al., 1993; Lindor et al., 2002). A presenca de MSI em pacientes diagnosticados com

CCR (estagio Il) € um indicador de bom progndstico e também que estes pacientes nao
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se beneficiam do tratamento quimioterapico adjuvante com 5-FU, quando comparados
aos pacientes que realizaram apenas a cirurgia de ressec¢ao. Apesar de ser um bom
indicador, apenas de 12-15% dos tumores CCR apresentam MSI (Kawakami, et al.,

2015).

Diversos biomarcadores relacionados a DNA, RNAm, proteinas, dentre outros, tém
sido descritos em estudos émicos recentes. A identificacdo de biomarcadores nas mais
variadas neoplasias pode contribuir para o progresso em estudos relacionados a
biologia tumoral, selecdo de estratégias terapéuticas apropriadas e eficiéncia em
programas de acompanhamento de pacientes diagnosticados com cancer (Matsuoka &

Yashiro, 2018).

1.4.3 Biomarcadores séricos e moleculares para o ADP

Para o ADP, o biomarcador sérico comumente utilizado e validado na clinica é o
antigeno de superficie CA19-9. Este carboidrato de superficie, entretanto, ndo é
expresso em pacientes negativos para os antigenos ‘@’ e ‘b’ do grupo sanguineo de
Lewis, correspondendo a 10% dos pacientes diagnosticados com ADP. Esses pacientes
ndo sintetizam CA19-9 nem mesmo nos estagios avancados da doencga. Apesar de
inespecifico para o diagndstico do ADP, este marcador possibilita 0 monitoramento da
doenca e deteccdo precoce de recaida em pacientes ja diagnosticados (Harsha et al.,
2009). Ainda, os niveis de CA19-9 ndo sdo capazes de diferenciar condi¢des néo-
malignas, como a pancreatite, de tumores pancreéticos (Ballehaninna & Chamberlain,
2013; Khan et al.,, 2017). Sendo assim, um melhor entendimento da patogénese
molecular do ADP pode ter grande utilidade na identificacdo de novos biomarcadores e

estratégias terapéuticas efetivas.
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O carcinoma invasivo (ADP) se estabelece através de alteracdes nos genes KRAS,
CDKNZ2, TP53, SMAD4/DPC4 e BRAC?2, a partir de células pancreaticas normais, lesdes
precursoras até o adenocarcinoma (Hruban et al.,, 2001). Tanto nho ADP quanto nas
lesbes precursoras (PanIN, IPMN e MCN) foram identificadas mutacfes no gene KRAS,
entretanto, como este € um membro da familia RAS de GTPases, as quais estdo
envolvidas em grande variedade de funcbes e vias de sinalizacdo celulares incluindo
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia, torna-se muito complexo prever o
comportamento dos tumores que apresentam mutacdes neste gene (Chang &

Kundranda, 2017).
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2. Biologia molecular e anéalise computacional

Em biologia molecular, o fluxo de informacéo génica, contida no DNA, avanca
guando é transcrito em RNA mensageiro (RNAm) e, posteriormente, traduzida em
proteina. A correta execucao de cada passo € essencial, uma vez que a ocorréncia de
falhas nesse processo, sem a devida correcdo por mecanismos regulatérios, afetam
todos 0s passos subsequentes, como exemplo, alteracdes na expressao génica que

podem resultar na expressao aberrante de proteinas (Fernandes-Zapico et al., 2003).

Muitos autores reportam que a expressdo génica é considerada um marcador
essencial para a avaliacdo diagndéstica e prognostica em diversos tipos tumorais (Golub
et al., 1999; Ntzani & loannidis, 2003; Wang et al., 2005; Sotiriou & Piccart, 2007; van’t
Veer & Bernards, 2008; Mehta et al., 2010; Cristescu et al., 2015; Guinney et al., 2015).
Ha mais de uma década, a analise da expressao génica foi proposta como método para
complementar os esquemas de classificacdo baseados na morfologia tumoral, uma vez
gue tumores do mesmo histo-tipo podem apresentar desfechos clinicos

consideravelmente diferentes (Golub et al., 1999; Wan et al., 2015).

E cada vez maior o volume de dados produzido em estudos de biologia molecular e
celular através de técnicas como sequenciamento, microarranjo, sequenciamento de
DNA complementar seguido de quantificacdo (RNA-Seq). Essas técnicas sdo capazes
de produzir uma enorme quantidade de dados de maneira rapida a custos cada vez
mais acessiveis (Brooks, 2012; Nalejska et al., 2014). A crescente demanda na busca
de maior capacidade de armazenamento de dados deu origem a repositérios publicos
como o Gene Expression Omnibus (GEO) no ano de 2000 (Barrett et al., 2011). Da
mesma forma, outros bancos de dados surgiram, como o The Cancer Genome Atlas
(TCGA), que engloba informag¢6es multidimensionais sobre alteragdes genémicas de 33
tipos tumorais. A compilacdo desse conjunto de dados surge a partir de uma

colaboracdo entre o National Cancer Institute (NCI) e o National Human Genome
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Research Institute (NHGRI), que compreende mais de 2 petabytes de dados genémicos,
disponibilizados publicamente. Essas informacdes podem ser utilizadas em estudos
para auxiliar a comunidade cientifica na busca do aprimoramento da prevencao,

diagnose e tratamento de neoplasias humanas.

O grande desafio da era 6mica baseia-se na busca de informacdes biologicamente
relevantes, o que requer analises robustas que consigam processar as interacbes
complexas, geradas através dessas técnicas de alto rendimento. Neste sentido, o uso
de ferramentas de biologia computacional tem encontrado grande utilidade nas andlises

Omicas.

A expressdo de RNAm e/ou proteinas tumorais especificas, ou ainda, alguma
alteracdo genética, identificadas em diferentes neoplasias, aliadas as informacdes
clinicas, podem conferir importantes fontes de informagdes para o correto diagnostico,
prognostico ou predicdo a resposta de tratamentos. Em especial, 0 RNAm apresenta
papel fundamental na progressdo e manutencdo tumoral e, além disso, tem maior
potencial de refletir os fenotipos celulares quando comparados a alteracdes no DNA
(Cristescu et al., 2015).

Em estudo de Sartor et al (2014), foram utilizados dados de expresséo génica de
pacientes diagnosticados com ADP, provenientes de microarranjos depositados em
bancos de dados publicos, como GEO (Edgar et al., 2002) e ArrayExpress (Rustici et
al., 2013). A fim de identificar os reguladores mestres da transcricdo em ADP, esses
dados de expressdo génica foram analisados através dos métodos Algorithm for the
Reconstruction of Accurate Cellular Networks (ARACNe) (Margolin et al., 2006) e Master
Regulator Analysis (MRA) (Carro et al., 2010) implementados no ambiente R (R
Development Core Team, 2011). Como resultado foi ressaltado o possivel papel de
Tubby-like Protein 3 (TULP3) como biomarcador especifico para ADP. Neste estudo
verificou-se que os elevados niveis de expressdo de TULP3 apresentaram associagdo

significativa com um desfecho clinico desfavoravel. Ainda, esses valores aumentados
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de expressao génica ndo possuiam qualquer valor progndstico em outros tipos tumorais,
como canceres de mama, ovario e pulmao, indicando a especificidade como marcador
prognéstico no ADP. Apenas outro estudo (Harada et al., 2009) descreveu alteracfes
dos niveis transcricionais de TULP3, envolvendo tanto lesdes intraepiteliais (PanIN)

como o carcinoma invasivo (ADP).

O pancreas, glandula derivada do endoderma, possui a mesma origem embrionaria
que os 6rgaos do trato gastrintestinal como o esbéfago, estdbmago e intestinos (Tam et.
al., 2003; Pinchuk et al., 2010; Fausett & Klingensmith, 2012; Jennings et al., 2015; Kim
& Shivdasani, 2016). Sendo esses 6rgdos de mesma origem embrionaria, nossa
hipotese é de que o fator de transcricdo TULP3 possa apresentar uma fungdo como

biomarcador em neoplasias do sistema gastrintestinal.
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3. Tubby-Like Protein 3 (TULP3)

Ao estudar a sindrome da diabetes-obesidade monogénica, Coleman e Eicher
(1990) associaram o fendtipo “rolico” (tubby) de ratos a sindrome espontanea da
obesidade de inicio tardio, uma vez que a progressao do fenétipo € lenta. Contudo,
estudos posteriores demonstraram que estes ratos possuiam deficiéncias na audicdo e
visdo (Ohlemiller et al., 1995). Estas observa¢des possibilitaram a identificacdo de um
novo gene, denominado Tub?, que, quando mutado, era responsavel pelo fenétipo tubby

em ratos (Kleyn et al., 1996).

A caracteristica comum a todas as proteinas que constituem esta familia é a
presenca de um dominio tubby positivamente carregado na por¢éo carboxi-terminal, o
qual possui uma sequéncia conservada de localizacdo nuclear, permitindo sua atuacao
como fator de transcricdo, sendo também capaz de interagir com fosfoinositideos de
membrana (Boggon et al., 1999). Enquanto que a regido carboxi-terminal é conservada,
a regido amino-terminal apresenta grandes variagbes e funcdes distintas, permitindo
aos membros TULP3, TULP2 e TUB de ligar-se com transporte ciliar intraflagelar do
complexo A (IFT-A). Uma vez associado ao IFT-A, TULP3 esta comprometido ao
transporte vesicular dos receptores acoplados a proteina G (GPCR) ao cilio e ao
transporte retrégrado e anterdgrado no interior do cilio primario (Mukhopadhyay &

Jackson, 2011).

TULPS3 encontra-se adjunto a PIP; (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) através
da associa¢do do dominio tubby a este fosfolipideo de membrana. O desligamento de
TULP3 da membrana é promovido a partir da ativagdo da GPCR, o que gera a hidrdlise
de PIP; e a liberagdo de TULP3 no citoplasma. O fato de TULP3 ndo se encontrar

associado a PIP, ou IFT-A pode resultar na sua translocagcédo nuclear e ativacdo da

3 Genes e RNAmM de ratos e camundongos s3o apresentados com a primeira letra maidscula e formacdo
em itélico.
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transcricdo. Da mesma forma, quando a ligacdo TULP3-(IFT-A) é prejudicada, TULP3
nao entra no cilio e pode ser translocado para o ndcleo e, ainda, sua auséncia no cilio

estimula a sinalizacao Hedgehog (HH), potencializac&o a transcricdo (Mukhopadhyay et

al., 2010).
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Figura 7. Dominios de ligacdo de TULP3. (a) TULP3 se associa ao core IFT-A através da regido
N-terminal. TULP3-(IFT-A) aprisionam GPCRs ciliares & vesicula através da ligacdo de TULP3
com PIP2 séo transportados via IFT-A de forma retrograda e anterégrada no cilio primario. (b)
Dominio tubby de TULP3 é ancorado & PIP2, na membrana. A ativacdo da GPCR causa a
hidrélise de PIP: e a liberacdo de TULP3 no citoplasma. (IFT-A) transporte intraflagelar do

complexo A. (IP3) inositol triphosphate. (DAG) diacylglicerol. (PCL) phospholipase C.

(Mukhopadhyay & Jackson, 2011, modificado).

O gene TULP3 estd mapeado no brago curto do cromossomo 12 (regido 12p13),

(Nishina et al., 1998) esta anotado no Genome Reference Consortium Human Build 38
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(GRCh38), tem 1482bp de extensdo (nucleotideos 2,877,233 - 2,941,140) e esta

estruturado em 12 éxons.
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4. Justificativa

Os tumores gastrintestinais sdo reconhecidos mundialmente como doencas
heterogéneas e agressivas que apresentam um prognéstico desfavoravel tanto para os
pacientes que nédo realizaram a cirurgia de resseccao quanto aqueles que passaram
pelo procedimento de resseccdo do 6rgdo. A hipétese desse estudo baseou-se em
achados prévios, nos quais o fator de transcricdo TULP3 foi apontado como regular
mestre da carcinogénese pancredtica, e quanto a similaridade embrionéria dos tecidos

gastrintestinais, em especial do pancreas, estbmago e intestinos.

A disponibilizacdo de dados gerados através de técnicas dmicas para o estudo de
neoplasias pode contribuir para o entendimento da biologia tumoral quando associados
a dados clinicos, podendo ainda, contribuir para a identificacdo de informacdes
importantes relacionadas ao diagnostico, a definicdo dos diferentes subtipos da doenca,

a progressao tumoral e ao prognéstico desses pacientes.
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5. Objetivos

5.1 0bjetivo geral

Investigar o perfil de expressdo génica de TULP3 em tecidos gastrintestinais,
especialmente em lesbes e tumores gastricos, colorretais e pancreaticos, utilizando
dados disponiveis em bancos de dados publicos como o GEO e o TCGA, e validacéo

experimental através da investigacdo da expressao proteica.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressédo de TULP3 como biomarcador em tumores gastricos e lesbes
pré-malignas associadas a progresséao tumoral utilizando dados disponiveis em bancos
de dados publicos, e através da técnica de imunohistoquimica, associando sua

expressao ao desfecho e informagdes clinicas.

Avaliar a expressdo génica de TULP3 como biomarcador em tumores colorretais
utilizando dados disponiveis em bancos de dados publicos como o GEO e 0 TCGA e

associar sua expresséo ao desfecho e informacdes clinicas.

Avaliar a expressdo de TULP3 como biomarcador em amostras de tecidos
pancreaticos através da quantificacdo de RNAm e da imunocoloracdo, associando sua

expressao ao desfecho e informagdes clinicas.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second most common cancer in women and the third most
common cancer in men globally. The identification of differentially expressed genes associ-
ated to patient’s clinical data may represent a useful approach to find important genes in
CRC carcinogenesis. Previously, the TULP3transcription factor was identified as a possible
prognostic biomarker in pancreatic ductal adenocarcinoma. Considering that pancreatic
and colorectal tissues have the same embryonic origin, we investigated the profile of TULP3
expression in CRC hypothesizing that it may have a role in its development. We compara-
tively analysed TULP3 gene expression in CRC and normal adjacent colonic tissue and
assessed association of expression profiles with survival and clinicopathological informa-
tion, using publicly available datasets. TULP3 expression levels were increased in CRC
when compared to the adjacent non-tumoral tissue. In addition, higher TULP3 gene expres-
sion was associated to lymphatic and vascular invasion in colon adenocarcinoma (COAD)
and rectum adenocarcinoma (READ), respectively. In summary, our results point to a possi-
ble role of TULP3 as a diagnostic and prognostic biomarker in CRC. Additional studies are
necessary to confirm these preliminary findings.

Introduction

The global impact of cancer incidence and mortality is increasing, according to the Interna-
tional Agency for Research on Cancer (IARC). In 2020, more than 17 million new cancer cases
will be diagnosed and about 10 million deaths in both sexes will be related to cancer [1].
Among all types of cancer, gastrointestinal (GI) tumors (those affecting the esophagus, pan-
creas, stomach and intestines) are responsible for approximately 20% of all diagnosed cancers
worldwide and about 15% of cancer-related deaths [2].
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Colorectal cancer (CRC) encompasses tumours affecting the colon and rectum. CRC is
globally recognized as the third most commonly diagnosed type of cancer in men (746,000
cases, 10.0% of all cancer cases) and the second in women (614,000 cases, 9.2% of all cancer
cases). Although mortality is considered low (694,000 deaths, 8.5% of total cancer deaths), less
developed regions present higher mortality rates, as well as unfavorable survival for individuals
diagnosed with CRC [1].

mRNA expression is recognized to play an important role in tumour cell survival and
tumour progression, and comparative gene expression profiles between tumours and adjacent
tissues has been important in the identification of biomarkers. [3]. Thus, in colorectal and
adjacent non-tumoral tissues, analysis of differential gene expression, coupled with analysis of
patient’s clinical data may represent a useful approach to identify important genes in CRC car-
cinogenesis [3, 4]. In a previous study based on computational analyses, Sartor et al. [5], identi-
fied the Tubby-like Protein 3 (TULP3) transcription factor as a master regulator of
carcinogenesis in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) from microarray-based expres-
sion profiles. Additionally, the authors observed higher TULP3 expression associated to a poor
prognosis in PDAC patients. Given the similarity in embryonic development of pancreatic
and intestinal tissues [6-10], we hypothesized that TULP3 may also play a role in colorectal
carcinogenesis.

Methods

Data acquisition and preprocessing

Gene expression data from patient biopsies and control samples were obtained from The Can-
cer Genome Atlas-TCGA Research Network (http://cancergenome.nih.gov) and Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) [11] databases. From TCGA, we analysed the COAD and READ studies
(Colon Adenocarcinoma and Rectum Adenocarcinoma, respectively) [12]. GEO datasets were
downloaded under accession numbers GSE21510 [13] and GSE24514 [14]. The description of
the selected datasets, including sample size, is presented in SI Table. All data were downloaded
in June 2018. Raw expression data from GSE21510 (GPL570) and GSE24514 (GPL96) studies
were normalised using the RMA method implemented in the affy Bioconductor R package [15]
see S1A and S1B Fig. Harmonized data (hg38 alignment) of RNA-Seq raw counts from the
selected TCGA studies (IlluminaHiSeq) were downloaded and preprocessed using the TCGA-
biolinks Bioconductor R package [16]. The GC-content method was used to normalise the data
and quantile filtering was adopted to avoid biased gene expression values [16] (see S1C and
S1D Fig). After the normalisation and filtering processes, we log-transformed the data to com-
pare TULP3 gene expression between tumoral and adjacent non-tumoral tissues (NT). Princi-
pal component analysis was performed in each study to filter possibly biased samples (see S2

Fig).

Statistical analyses

Data normality assumptions were verified in all studies and the statistical tests chosen to com-
pare TULP3 levels were: two-tailed Mann-Whitney-Wilcoxon test (for GSE21510, COAD, and
READ studies), and two tailed ¢ test (for GSE24514 study).

Survival analysis was performed in COAD and READ studies using survival Bioconductor R
package [17]. To compare the prognostic value of TULP3 gene expression, we used the median
to dichotomize the cohort. Kaplan-Meier method was used to estimate survival curves and
log-rank test was used to compare the overall survival among groups. Hazard Ratios (HR) with
95% confidence intervals were calculated and P values from likelihood ratio tests were
considered.
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To measure the association between the dichotomized TULP3 gene expression and clinico-
pathological information from COAD and READ studies, we performed Pearson’s Chi-
squared test (with Yates’ continuity correction), or Fisher exact test. All data preprocessing
and analyses were performed in R 3.4.2 statistical software.

Results
Bioinformatics analysis of TULP3 gene expression

We comparatively analysed TULP3 gene expression in GSE21510, GSE24514, COAD, and
READ studies. The TULP3 gene expression comparison between tumoral and NT samples
showed significant statistical difference in all studies, with P = 5.00e-06, P = 6.43¢-03,

P =220e-16 and P = 2.13e-04, respectively (Fig 1A-1D). In the TCGA COAD and READ
studies, we observed higher fold-changes of TULP3 gene expression in tumour samples relative
to NT samples (logFC = 0.804 and logFC = 0.590, respectively). Additionally, TULP3 expres-
sion profile from GSE21501 study was not able to differentiate primary CRC from metastatic
(see S3 Fig).

Survival analysis

In order to verify the prognostic value of TULP3 gene expression, we performed survival anal-
ysis using the TCGA COAD and READ datasets, since this information was readily available.
We used the median to dichotomize groups classified as high and low gene expression (nor-
malised and quantile-filtered data without log-transformation). Using this approach, no sur-
vival difference was found in patients diagnosed with COAD and READ (see S4 Fig). In order
to verify whether pathologic staging (pTNM) correlates to survival, we performed Kaplan-
Meier curves according to pTNM classification in COAD and READ studies. We observed
that there is a difference between the early stages (I and II) versus advanced stages (III and IV).
Patients diagnosed in the early stages of the disease presented better prognosis when compared
to more advanced stages (see S5 Fig). The survival analysis of staging (I, II, IIT and IV) of
COAD and READ is depicted in S6 Fig. In READ study, the Cox proportional hazards regres-
sion analysis did not converge, therefore there is no estimates of P values, neither HR. Addi-
tionally, we performed survival curves based on TULP3 gene expression and pTNM
classification, to analyse the association between these variables in COAD and READ studies.
To increase the sample size, we analysed early (I and II) and advanced stages (III and IV). We
used the median of TULP3 to dichotomize the groups in low and high expression. No survival
difference in TULP3 gene expression was observed in patients with early and advanced stages
(see S7 and S8 Figs).

Association of gene expression and clinical data

Chi-squared analysis was performed to verify the association among dichotomized TULP3
gene expression and the clinical variables: gender, pathologic primary tumour extension (pT),
pathologic lymph node involvement (pN), pathologic distant metastasis (pM), pathologic stage
(pTNM), residual tumour, history of colon polyps, lymphatic invasion, vascular invasion, can-
cer status and hypermutated status. As observed in the results presented in Table 1, significant
association was found in lymphatic invasion (COAD) and vascular invasion (READ), in which
a higher TULP3 expression was associated to lymphatic invasion in COAD-TCGA and to vas-
cular invasion in READ-TCGA.
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Fig 1. TULP3 gene expression comparison between groups. (A) GSE21510, (B) GSE24514, (C) COAD-TCGA, and (D) READ-TCGA. (NT) Adjacent non-tumoral
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210762.9001

Discussion

TULP3 belongs to a family of proteins that possess a tubby domain in C-terminal, which
exhibits a conserved nuclear localization and allows it to act as a transcription factor [18].In a
study of mammalian development [19], the authors have demonstrated the important role of
Tulp3 gene since its expression is ubiquitous throughout embryonic mice development and
knockout of Tulp3 leads to neural tube defects and embryonic lethality.

The Tulp3 protein negatively regulates the Hedgehog pathway in the absence of Sonic
Hedgehog (Shh) ligand in mouse embryo at primary cilium (a microtubule-based membrane
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Table 1. Association of dichotomized TULP3 gene expression with clinical variables of individuals diagnosed with COAD and READ.

COAD dichotomized TULP3 expression READ dichotomized TULP3 expression

High exp. Low exp. P value High exp. Low exp. P value

(%) (%) (%) (%)
Gender
Female 119 (53.60) 103 (46.40) 0.142+ 33 (44.00) 42 (56.00) 0.238+
Male 117 (46.43) 135 (53.57) 49 (54.44) 41 (45.56)
pT
T1 or T2 25 (51.02) 24 (48.98) 1.000+ 12 (60.00) $ (40.00) 1.000%
T3 or T4 72 (51.80) 67 (48.20) 29 (59.18) 20 (40.82)
pN
NO 68 (53.97) 58 (46.03) 1.000t 27 (60.00) 18 (40.00) 0.676F
N+ 43 (53.75) 37 (46.25) 15 (53.27) 13 (46.73)
pM
MO 97 (56.72) 74 (43.28) 0.317t 36 (58.06) 26 (41.94) 1.000*
M1 15 (45.45) 18 (54.55) 6 (54.54) 5 (45.46)
pTNM
Stage I or IT 65 (54.17) 55 (45.83) 1.000t 25 (58.14) 18 (41.86) 0.995+
Stage IIT or IV 46 (54.12) 39 (45.88) 16 (55.17) 13 (44.83)
Residual tumour
RO 94 (53.71) 81 (46.29) 0.614t 35 (57.38) 26 (42.62) 1.000*
Rlor R2 10 (45.45) 12 (54.55) 6 (54.54) 5 (45.46)
History of colon polyps
NO 55 (57.89) 40 (42.11) 0.371F 33 (61.11) 21 (38.89) 0.440t
YES 51 (50.50) 50 (49.50) 9 (47.37) 10 (52.63)
Lymphatic invasion
NO 40 (44.94) 49 (55.06) 0.024+ 16 (53.33) 14 (46.67) 0.661t
YES 63 (62.38) 38 (37.62) 24 (61.54) 15 (38.46)
Vascular invasion
NO 63 (49.22) 65 (50.78) 0.195t 21 (45.65) 25 (54.35) 0.029+F
YES 29 (61.70) 18 (38.30) 15 (78.95) 4 (21.05)
Cancer status
Tumor free 19 (48.72) 20 (51.28) 0.589+ 1 (50.00) 1 (50.00) 1.000*
With tumor 92 (55.09) 75 (44.91) 41 (57.75) 30 (42.25)
Hypermutated status
NO 66 (52.80) 59 (72.20) 0.640t 37 (56.92) 28 (43.08) 1.000*
YES 19 (59.37) 13 (40.63) 2 (66.67) 1(33.33)
Age mean (min-max) 67.6 (31.2-90.0) 66.2 (31.2-90.0)

(pT) Pathologic primary tumour extension. (pN) Pathologic lymph nodes involvement. (pM) Pathologic distant metastasis. (p)TNM) Pathologic stage. Significant data
are emphasized in bold.

+ Pearson Chi-squared test.

* Fisher exact test.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0210762.t001

extension that acts as sensory signaling compartment) [20, 21]. Tulp3 is also implicated in vesi-
cle trafficking [20, 22], since the tubby domain binds to PIP, (phosphatidylinositol 4,5-bispho-
sphate), a component of cell membranes [23]. Mukhopadhyay et al. (2010) [22] highlighted
the role of Tulp3 and intraflagellar transport complex A (IFT-A) in trafficking of a subset of G
protein-coupled receptors (GPCRs) to cilia, in mouse embryo. Also, Santagata et al. (2001)
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[23] suggested that Tulp3 may play a role in GPCR signaling and gene expression regulation in
Neuro-2A cell.

Several studies describe the important role of Tulp3 in embryo development however, few
studies have been carried out investigating its possible role in carcinogenesis. Recently, Qian
et al. [24] used radiogenomics analysis to identify genes associated with risk prediction in glio-
blastoma multiforme and TULP3 was involved. In another study, using an in silico approach,
increased TULP3 gene expression was associated with poor prognosis in PDAC patients, but
these results were not yet validated in clinical samples [5].

We explored the profile of TULP3 gene expression in four independent datasets related to
colorectal tissues. In all of them, we observed a statistically significant increase in TULP3
expression levels in colorectal samples compared to N'T samples, despite the small number
compared to tumour samples. To classify the NT specimens, some criteria must be followed,
for example, NT tissue collection should be more than 2cm away from the resected lesion mar-
gin and should not contain tumour cells in histopathological analysis [25] and, sometimes, no
adjacent non-tumoral tissue is available for collection. However, even with this issue is worthy
to study differences in NT and tumours samples. Recent works that used TCGA and GEO
publicly available datasets also found relevant results despite the difference in sample sizes
[26-28]. Taking together, these results indicate a possible role of TULP3 in the diagnosis of
CRC, however, additional studies are needed to confirm these preliminary findings. Another
point to consider is that using only tumour and adjacent non-tumoral tissue we possibly
added bias caused by not analysing true normal samples. Although histologically NT samples
are usually considered to be normal, they could present gene expression alterations [29].

Availability of survival and clinicopathological information in the TCGA datasets allowed
us to investigate the prognostic impact of TULP3 gene expression in COAD and READ
patients. Although no association of TULP3 expression profiles and survival was identified,
higher levels of TULP3 were associated with vascular and lymphatic invasion in our study. The
histological identification of lymphatic and vascular invasion has long been recognized as a
potential prognostic indicator and predictor of patient outcome [30, 31]. Some studies
reported that lymphatic invasion is associated with an increased risk of regional lymph node
metastases [32-34] and vascular invasion with risk of distant metastases [35].

The clinicopathological characteristics, especially the tumour-node-metastasis (TNM) stag-
ing and lymphovascular invasion, are related to CRC prognostic factors. Recently, molecular
markers are gaining more attention as predictive of a worse outcome, an example are the
members of Wnt signaling pathway, which are known to play and important role in CRC pro-
gression [36, 37]. A molecular marker associated to tumour invasion is the B-catenin, which
plays key roles in the Wnt/B-catenin signaling pathway, as well as in cellular junctions with E-
cadherin. The disruption of adherens junctions is implicated in epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT) alterations, which in turn may promotes tumour spreading and, conse-
quently, metastasis. The Wnt/B-catenin signaling pathway is also related to initiation and pro-
gression of CRC [37, 38]. A recent study, identified Tulp3 as a direct target of canonical -
catenin signaling in cerebral cortex of mice [39]. Taken together, these observations led us to
hypothesize that the association found in our study between TULP3 gene expression and, lym-
phatic and vascular invasion may be due to an increased activity of the B-catenin pathway.
Another point to consider is that CRC is a heterogeneous and complex disease, and many
studies classify both colon and rectum tumours as a common entity [40]. Evidences suggest
that grouping these anatomically distinct diseases could be a clinical and biological oversimpli-
fication, therefore it would be important to study colon and rectum cancers as separated dis-
eases, which includes differentiating them at the molecular level [40].
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Conclusions

To the best of our knowledge, this preliminary study is the first one to describe increased
TULP3 gene expression in CRC compared to adjacent non-tumoral tissue, and to associate
increased gene expression to vascular and lymphatic invasion in CRC. These results point to a
possible role of TULP3 as a diagnostic and prognostic biomarker in colorectal cancer.
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noma. (READ) Rectum adenocarcinoma.

(DOCX)

S1 Fig. Normalisation plots. (A) GSE21510. (B) GSE24514. (C) COAD-TCGA. (D) READ--
TCGA. Blue boxplots correspond to adjacent non-tumoral samples (NT) and the red ones cor-
respond to colorectal cancer (CRC) samples.

(TIFF)

S2 Fig. Principal component analysis (PCA) plots. (A) GSE21510. (B) GSE24514. (C)
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S4 Fig. Survival probabilities in TCGA studies. We used the median to dichotomize the
groups classified as high and low gene expression (normalised and quantile-filtered data with-
out log-transformation). (A) Comparison of TULP3 gene expression in Colon adenocarci-
noma (COAD). (B) Comparison of TULP3 gene expression in Rectum adenocarcinoma
(READ). The x-axis corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio.
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S5 Fig. Survival probabilities of early and advanced stages in TCGA studies. We grouped
patients classified in stages I and II as early stage and, patients classified in stages III and IV as
advanced stage. (A) Comparison of survival between early versus advanced stages in Colon
adenocarcinoma (COAD). (B) Comparison of survival between early versus advanced stages
in Rectum adenocarcinoma (READ). The x-axis corresponds to overall survival in months.
(HR) Hazard ratio.
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S6 Fig. Survival probabilities of pathologic staging (pTNM) in TCGA studies. (A) Compar-
ison of survival among pNTM stages in Colon adenocarcinoma (COAD). (B) Comparison of
survival among pNTM stages in Rectum adenocarcinoma (READ). The x-axis corresponds to
overall survival in months. (HR) Hazard ratio. In READ study the Cox proportional hazards
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Supporting Information

S1 Table. Description of the datasets selected to analyze TULP3 gene expression,
including the classification and sample size, and the technique employed to quantify the
transcripts. (NT) Adjacent non-tumoral tissue. (CRC) Colorectal cancer. (COAD) Colon

adenocarcinoma. (READ) Rectum adenocarcinoma.

L Techni ¢
Selected datasets Classification of echnique used to
samples (n) _ _
guantify transcripts (platform)
NT (25) Microarray
GSE21510 .
CRC (123) Affymetrix Human Genome
11122 Dhie 2 /DI E7N\
NT (15) Microarray
GSE24514 .
CRC (34) Affymetrix Human Genome
11122 A /DI QOR\
NT (41) Harmonized data
COAD-TCGA :
COAD (476) (hg38 alignment)
DNIA CAan
NT (10) Harmonized data
READ-TCGA

READ (166) (hg38 alignment)

DNIA CAan
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N

GSE21510 relative gene expression
GSE24514 relative gene expression

COAD relative gene expression

READ relative gene expression

Fig. S1. Normalisation plots.

(A) GSE21510. (B) GSE24514. (C) COAD-TCGA. (D) READ-TCGA. Blue boxplots
correspond to adjacent non-tumoral samples (NT) and the red ones correspond to

colorectal cancer (CRC) samples.
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Fig. S3. TULP3 gene expression comparison between groups of GSE21501.

TULP3 expression profile from GSE21501 study. (NT) Adjacent non-tumoral tissue.
(CRC) Colorectal cancer. Median is represented as a solid line. Equal letters above the
boxplots indicate no statistical difference among the groups. We performed Kruskal-

Wallis test followed by Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons.
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We used the median to dichotomize the groups classified as high and low gene
expression (normalised and quantile-fitered data without log-transformation). (A)
Comparison of TULP3 gene expression in Colon adenocarcinoma (COAD). (B)
Comparison of TULP3 gene expression in Rectum adenocarcinoma (READ). The x-axis

corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio.
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We grouped patients classified in stages | and Il as early stage and, patients classified
in stages lll and IV as advanced stage. (A) Comparison of survival between early versus
advanced stages in Colon adenocarcinoma (COAD). (B) Comparison of survival
between early versus advanced stages in Rectum adenocarcinoma (READ). The x-axis

corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio.
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(A) Comparison of survival among pNTM stages in Colon adenocarcinoma (COAD). (B)
Comparison of survival among pNTM stages in Rectum adenocarcinoma (READ). The
x-axis corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio. In READ study the
Cox proportional hazards regression analysis did not converged, therefore there is no

estimates of P values neither HR.
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Fig. S7. Survival probabilities of TULP3 gene expression in early and advanced

stages in COAD-TCGA study.

We used the median of TULP3 to dichotomize the groups in low and high expression for
early and advanced stages. (A) Comparison of survival between early stages (I and II).
(B) Comparison of survival between advanced stages (Il and IV). The x-axis

corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio.
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Fig. S8. Survival probabilities of TULP3 gene expression in early and advanced

stages in READ-TCGA study.

We used the median of TULP3 to dichotomize the groups in low and high expression for
early and advanced stages. (A) Comparison of survival between early stages (I and Il).
(B) Comparison of survival between advanced stages (lll and IV). The x-axis

corresponds to overall survival in months. (HR) Hazard ratio.
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Capitulo VI

Discussao Geral
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Véarios estudos descrevem o importante papel de Tulp3 no desenvolvimento
embrionario, no entanto, poucos estudos foram realizados investigando seu possivel
papel na carcinogénese. Recentemente, Qian et al. (2016) utilizaram a analise
radiogendmica para identificar genes associados a predicao de risco em glioblastoma
multiforme e TULP3 estava envolvido. Em outro estudo, usando uma abordagem in
silico, o0 aumento da expressdo génica de TULP3 foi associado com progndstico
desfavoravel em pacientes com ADP, entretanto esses resultados ainda ndo foram

validados em amostras clinicas (Sartor et al., 2014).

No manuscrito descrito no capitulo 1V, foi explorado o perfil da expressédo do gene
TULP3 em quatro conjunto de dados de expresséo génica independentes, relacionados
aos tecidos colorretais. Em todos eles, observamos um aumento estatisticamente
significativo nos niveis de expressdo de TULP3 nas amostras de CCR em comparagéo
as amostras de tecido nao-tumoral adjacente (NT), apesar do pequeno numero
comparado as amostras de tumores. Para classificar os espécimes NT, alguns critérios
devem ser seguidos, por exemplo, a coleta de tecido NT deve estar a mais de 2cm da
margem da lesdo ressecada e ndo deve conter células tumorais na analise
histopatoldgica (Aran et al., 2017) e, em algumas vezes, ndo ha tecido NT disponivel
para coleta. Trabalhos recentes que usaram conjuntos de dados publicamente
disponiveis do TCGA e do GEO também encontraram resultados relevantes, apesar da
diferenca no tamanho amostral (Xing et al., 2018; Han et al., 2018; Li et al., 2018). Desta
maneira, os resultados apresentados indicam um possivel papel de TULP3 como
biomarcador de diagndstico de CCR, no entanto, estudos adicionais sdo necessarios
para confirmar esses achados preliminares. Outro ponto a ser considerado é que
usando apenas amostras tumorais e NT, adicionamos, possivelmente, um viés ja que
nao analisamos amostras verdadeiramente normais de tecido colorretal. Embora,
histologicamente, as amostras de NT sejam geralmente consideradas normais, elas

podem apresentar alteragfes na expressao génica (Assumpcao et al., 2016).
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A disponibilidade de informacdes clinicas e de sobrevida nos dados do TCGA
permitiu investigar o impacto prognéstico da expressao do gene TULP3 em pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma de célon (COAD) e adenocarcinoma retal (READ).
Embora néo tenha sido identificada associacéo entre os perfis de expressao de TULP3
e a sobrevida nesses tipos tumorais, niveis elevados de TULP3 foram associados a
invasao linfatica em COAD e vascular em READ. A identificacao histolégica da invasao
linfatica e vascular tem sido reconhecida como um indicador progndstico potencial e
preditor do prognéstico do paciente (Harris et al., 2008; Fuji et al., 2014). Alguns estudos
relataram que a invaséo linfatica esta associada a um risco aumentado de metastases
linfonodais regionais (Coverlizza et al., 1989; Muller et al., 1989; Nivatvongs et al., 1991)

e invasdo vascular com risco de metastases a distancia (Ouchi et al., 1996).

As caracteristicas clinicopatolégicas, principalmente o estadiamento TNM e a
invasao linfo-vascular, estdo relacionadas aos fatores prognosticos do CCR.
Recentemente, os marcadores moleculares estdo ganhando mais atengcdo como
preditivos de um resultado desfavoravel, um exemplo sdo os membros da via de
sinalizagdo Wnt, que s&o conhecidos por desempenhar um papel importante na
progressdo do CCR (Koumarianou et al., 2014; Yoshida et al., 2015). Um marcador
molecular associado a invasdo tumoral é a B-catenina, que desempenha um papel
importante na via de sinalizagdo Wnt/ 3-catenina, bem como nas jun¢des celulares com
a E-caderina. A ruptura das jungBes aderentes estd implicada nas alteracdes da
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), que por sua vez podem promover a
disseminacao do tumor e, consequentemente, a metastase. A via de sinalizagdo Wnt /
B-catenina também esta relacionada ao inicio e progressdo do CCR (Umbreit et al.,
2014; Yoshida et al., 2015). Um estudo recente identificou Tulp3 como um alvo direto
da sinalizagéo candnica de 3-catenina no coértex cerebral de camundongos (Nakagawa
et al.,, 2017). Em conjunto, essas observa¢cfes nos levaram a supor que a associacao

encontrada em nosso estudo entre a expressao do gene TULP3 e a invasao linfatica e
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vascular pode ser devido ao aumento da atividade da via da B-catenina. Outro ponto a
considerar € que o CCR é uma doenca heterogénea e complexa, e muitos estudos
classificam os tumores de célon e reto como uma entidade comum (Sanz-Pamplona et
al., 2017). Evidéncias sugerem que agrupar essas doencas anatomicamente distintas
poderia ser uma simplificacdo clinica e biolégica, portanto, seria importante estudar o
cancer de colon e reto como doencas separadas, o que inclui sua diferenciacéo no nivel

molecular (Sanz-Pamplona et al., 2017).

Para o CG, os resultados da analise de sobrevida baseada na expressdo génica
nos levaram a supor que TULP3 pode ter um papel no progndéstico no DGC. Como
sugerido por (Ge et al., 2018), devemos considerar a analise da correlagdo entre a
superexpressao de proteinas e a sobrevida global para procurar possiveis alvos no
DGC. Assim, realizamos imunomarcacao em amostras de cancer gastrico provenientes
de pacientes do norte do Brasil. No entanto, ndo observamos diferenca na sobrevida
considerando grupos com imunocoloragao positiva e negativa para TULP3. O pequeno
namero de amostras com coloragdo positiva disponivel, que incluiu apenas cinco
pacientes com IGC e dois com DGC, provavelmente apresentou uma forte limitagdo ao
poder estatistico dessa analise. Portanto, novos estudos com amostras maiores sao
necessarios para confirmar o possivel papel de TULP3 como um biomarcador

prognéstico no DGC.

Considerando o viés ligado ao tecido ndo-tumoral adjacente, realizamos analises
adicionais considerando lesdes gastricas como gastrite crbnica (ChG) e metaplasia
intestinal gastrica (GIM), além dos tecidos tumorais e NT. A expressao génica de TULP3
foi capaz de diferenciar os tecidos CG e NT em somente dois estudos (STAD e
GSE33335) dos quatro selecionados. Curiosamente, notamos um aumento da
expressao génica de TULP3 a partir das lesbes gastricas ao CG. Considerando o
aumento dos niveis de TULP3 poderiamos supor que esse aumento esteja

possivelmente associado a transformacao celular da mucosa géstrica, e poderiamos
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esperar seu aumento regular conforme o estadiamento, entretanto ndo observamos

esse comportamento.

A lesdo pré-maligna GIM pode ser dividida em dois histo-tipos: metaplasia intestinal
completa (CIM) e metaplasia intestinal incompleta (IIM), sendo que o subtipo IIM
apresenta maior probabilidade de progredir para o CG do que o CIM (Correa et al., 2012;
Gonzalez et al., 2016; Companioni et al., 2017). A analise da expressdo génica
utilizando o conjunto de dados GSE78523, que compreende NT e GIM (CIM e IIM, que
evoluiu ou ndo para carcinoma gastrico), demostrou que a IIM apresentou niveis mais
elevados de TULP3 quando comparado a CIM. Além dos histo-tipos GIM, o
desenvolvimento e estabelecimento de GIM no estdmago esta intimamente relacionado
a expressao dos fatores de transcricdo especificos do intestino CDX1 e CDX2 (Kang et
al., 2011). No estudo apresentado no capitulo 1ll, verificamos que TULP3 apresentou
correlagédo positiva com a expressdo do gene CDX1 em GIM (em ambos CIM e [IM),
enquanto que nenhuma correlagcdo entre TULP3 e CDX2 foi observada. Estudos
anteriores relataram que a expressdo de RNAmM e proteina de CDX1 e CDX2 é
estritamente confinada ao intestino, desde o duodeno até o reto. Embora a mucosa
gastrica normal ndo expresse esses fatores transcricionais, a expressao aberrante de
CDX1 e CDX2 é observada em GIM (Correa et al., 2012; Gonzélez et al., 2013;
Companioni et al., 2017). Considerando apenas o CDX2, sua expressao esta associada
a vérios carcinomas avangados, como o de estdbmago, colon, pancreas, vesicula biliar
e pulmdes (Seno et al.,, 2002; Kim et al., 2005; Kang et al., 2005). Além disso, a
positividade de CDX2 também foi correlacionada a displasia, uma lesao pré-neoplasica
(Mizoshita et al., 2001; Bai et al., 2002). Ainda, alguns estudos relataram uma reducao

em CDX1 e CDX2 no GC em comparac¢ao com GIM (Seno et al., 2002; Kim et al., 2005).

Tem sido proposto que CDX1 e CDX2 podem ter papéis diferentes na progressao
do GIM. Alguns estudos relataram expressao prévia de CDX2 no desenvolvimento de

GIM, seguida por expresséo tardia e fraca de CDX1 (Eda et al., 2002; Kang et al., 2011).
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Embora existam estudos destacando a importancia do CDX2 no GIM, n&o h& consenso
dos papéis de CDX1 e CDX2. Assim, mais estudos sd0 necessarios para elucidar essa
questao (Shin et al., 2016). A partir desses resultados, podemos supor que TULP3 e
CDX1 apresentam um papel relevante no desenvolvimento da lesédo pré-maligna do GIM

ao invés da transformacéo do CG.

Ainda, a fim de verificar o envolvimento da expressdo da proteina TULP3 nos
tecidos gastricos, realizamos imunohistoquimica em quatro blocos de TMA, compostos
por amostras de ChG, GIM e CG. Com relacdo aos padrbes de imunomarcacao,
observamos uma coloragao citoplasmatica difusa e dot-like na maioria das amostras
analisadas (GIM e CG). Apesar de seu papel como fator de transcricdo, a proteina
TULP3 também esta envolvida no trafego de vesiculas (Norman et al.,, 2009;
Mukhopadhyay et al., 2010), uma vez que se liga a PIP, (Santagata et al., 2001),
possivelmente explicando o padrdo de coloragédo citoplasméatico observado. Por fim,
encontramos uma associacdo significativa entre a imunocoloragdo positiva com as
lesBes GIM, entretanto ndo observados esse padrdao com amostras de ChG e CG.
Portanto, esses resultados reforcam o papel da TULP3 no GIM e, possivelmente, seu

papel como biomarcador dessa leséo.

Por fim, a avaliagdo do perfil de expressdo proteica de TULP3 em tecidos
pancreaticos foi realizada em amostras de adenocarcinoma ductal pancreético (ADP),
tecido pancreatico ndo-tumoral adjacente (PNT), pancreatite crdnica, lesdes
intraepiteliais pancreaticas (PanlIN), carcinoma de ampola de Vater (CAV) e tecido
periampular ndo-tumoral adjacente (ANT). Considerando que a abundancia de RNAm
nao prediz com confiabilidade o conteudo proteico (Cristescu et al., 2015), este estudo
teve como objetivo avaliar a expressdo da proteina TULP3 em amostras de tecido
pancreatico por meio de imunocoloracdo, associando sua expressdo ao desfecho e
informacdes clinico-patolégicas. Observamos uma associacdo entre o escore de

imunorreatividade (IRS) de TULP3 positivo com PNT e PanIN e uma associacao
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negativa com ADP. Também avaliamos a associacdo com IRS de TULP3 com
informacdes clinico-patologicas, no entanto, nenhuma associac¢do foi verificada no
estadiamento ADP, pT, pN e pM. Devido ao pequeno tamanho amostral de AVC, ANT
e CP, nédo foi possivel avaliar o perfil de imunocoloragdo de TULP3; portanto, sao
necessarios mais estudos com tamanhos maiores. Esses achados indicam que TULP3
pode ndo estar associado a carcinogénese pancredtica, mas no desenvolvimento
celular de tecido pancreatico ndo-tumoral adjacente e das lesbes intraepiteliais

pancreaticas

Esse trabalho apresentou algumas limitagdes relacionadas ao desenvolvimento dos
estudos citados anteriormente como: impossibilidade de realizar quantificagdo de RNAm
nas linhagens estabelecidas de cancer gastrico, 0 que permitiria a realizacdo de um
estudo de correlacdo entre RNAm e proteina em CG. Outra dificuldade enfrentada foi a
aquisicdo de dados de expressao génica que disponibilizassem informagdes clinicas,
de sobrevida associados com numero amostral consideravelmente robusto. Por fim,
outro fator importante foi a coleta e criacdo de um banco de amostras de tumores
pancreaticos, uma vez que este tipo tumoral é considerado raro, e ao diagndstico, 0s
pacientes com ADP j& apresentam estagio avancado de desenvolvimento tumoral, sem

opcdes cirurgicas para tratamento.
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Capitulo VII

Conclusoes
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Este trabalho associou, pela primeira vez, a expressdo de TULP3 a
carcinogénese gastrica através de analises de bioinformética utilizando dados de
expressao génica disponiveis em bancos de dados publicos e também através de
métodos imunohistoquimicos. Como estudo preliminar, usando dados de expressao
génica, os niveis elevados de TULP3 foram associados a um progndstico desfavoravel
para o tipo difuso de cancer géstrico. Entretanto quando realizamos a imunomarcagao
desta proteina, a positividade de TULP3 ndo apresentou associacdo a qualquer histo-
tipo, devido ao baixo numero de amostras com coloragdo positiva. Ao analisarmos o
perfil de expressao génica e proteica de TULP3 em lesBes gastricas pré-malignas como
gastrite crénica e metaplasia intestinal, identificamos um aumento de expressao génica
no subtipo incompleto de metaplasia. Ainda, ao verificar o envolvimento proteico de
TULP3 nos tecidos géstricos, foi identificada uma associag@o entre a positividade da

imunomarcacgédo da proteina com as amostras de metaplasia.

Enquanto que para o adenocarcinoma colorretal apenas a expressao génica de
TULP3 foi associada a preditores prognosticos como invasdo vascular para o
adenocarcinoma retal e invasao linfatica para o adenocarcinoma de coélon. Esses
achados preliminares indicam um possivel papel de TULP3 na carcinogénese de
tumores gastricos e colorretais, entretanto mais estudos sao necessarios para a

definicdo de TULP3 como biomarcador para esses tipos tumorais.

Na avaliacao do perfil de expressao proteica de TULP3 em tecidos pancreéticos,
observamos uma associagdo entre o escore de imunorreatividade (IRS) de TULP3
positivo com tecido pancreatico ndo-tumoral adjacente e lesbes intraepiteliais
pancreaticas (PanIN), e ainda, uma associacao negativa com adenocarcinoma ductal
pancreatico. Esses achados indicam que TULP3 pode ndo estar associado a
carcinogénese pancreética, mas no desenvolvimento celular de tecido pancreético nao-

tumoral adjacente e das lesdes intraepiteliais pancreaticas.
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Capitulo VIII

Perspectivas
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Como perspectivas a continuidade desse trabalho, podemos mencionar:

A andlise do RNAmM de TULP3 dos casos de adenocarcinoma pancreético, tecido
nao-tumoral adjacente, tecidos ADP e de carcinoma de ampola de Vater, e sua
correlacdo com o desfecho clinico dos pacientes.

A analise da expressdo proteica de TULP3 nas linhagens celulares de ADP
(PANC-1, PANC-2 e CAPAN-1).

A realizagdo de andlises de bioinformatica correlacionando a expressdo de
TULP3 com genes da via de sinalizacdo Wnt / B-catenina para 0s
adenocarcinomas pancreatico, gastrico e colorretais e a posterior andlise através
da imunohistoquimica.

A analise imunohistoquimica de TULP3 em tumores colorretais e lesdes pré-
malignas;

A realizagdo de estudos utilizando banco de dados publico CPTAC-TCGA que
contém informagbes do proteoma de adenocarcinoma colorretal,
correlacionando os valores da expressao génica de TULP3 com a quantificagéo

proteica.
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