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RESUMO

Introdugao: O macréfago € um componente presente no microambiente tumoral.
Devido a sua plasticidade, o mesmo pode se apresentar como um fator de controle
das células neoplasicas, bem como um fator de estimulo a progressao tumoral. Além
disso, a polarizagdo do macrofago pode ser um fator progndéstico e sua manipulagao
poderia ser usada para o controle das neoplasias colorretais. Objetivos: Avaliar as
taxas de infiltragdo por macrofagos M1 e M2 em neoplasias colorretais com
presengca e auséncia de mutacdo para metaloproteinases, além de investigar os
fatores prognésticos associados a essa doenga. Métodos: Para avaliar a quantidade
e polarizacdo dos macrofagos, foram incorporados dois conjuntos de pacientes
diagnosticados com neoplasia colorretal: (/) 33 pacientes com mutacdo na
metaloproteinase; e (i) 33 pacientes sem mutagéo na metaloproteinase. Além disso,
foram analisados os fatores progndsticos e de sobrevida associados ao cancer
colorretal. Resultados: Em relacdo a presenca de mutagao das metaloproteinases,
33 pacientes (54,1%) nao exibiram mutagdes, enquanto 28 pacientes (45,9%)
apresentaram a referida mutagéo. O estadiamento para agrupamento das amostras,
10 eram provenientes de pacientes em estadio | (16,9%), 19 eram estadio Il (34,2%),
25 eram do estadio Ill (42,4%) e cinco do estadio IV (8,5%). Ocorreram 12 obitos
(19,7%) durante o estudo, sete (21,2%) do grupo controle e cinco do grupo com
mutagdo (17,9%). Os marcadores CD163 e CDZ206, indicativos para macrofagos
polarizados M2, apresentaram meédias de 23 e 17, com desvio padrao de 21 e 17,
respectivamente. J&4 o marcador iNOS para macrofagos polarizados M1 apresentou
média de cinco macréfagos por campo com desvio padréao de 11. Conclusao: A
densidade de macréfagos obtida pelos marcadores ndo demostrou diferencga
estatistica significativa entre os agrupamentos com as variaveis estudadas de
mutacao para metaloproteinases, idade, sexo, localizagdo do tumor, estadiamento,
TILS, recidiva e desfecho clinico. Na amostra estudada n&o encontrou-se relacao
entre a presenga de macrofagos polarizados e as variaveis prognésticas do cancer
colorretal assim como na sobrevida. Em relacdo a mutagcdo das metaloproteinases a
mesma mostrou uma melhor sobrevida nos pacientes mutados.

Palavras-Chave: neoplasia colorretal; macrofago polarizado; adenocarcinoma
colorretal; instabilidade de microssatélite.



ABSTRACT

Background: Macrophages are a component present at the tumoral
microenvironment. Given their plasticity, macrophages can either be seen as a
neoplastic cell controlling factor or a tumor progression stimulating factor.
Furthermore, macrophage polarization may hold prognostic value and manipulation
of this condition could potentially be explored to control colorectal neoplasms.
Objectives: Therefore, this work aimed to evaluate the M1 and M2 macrophage
infiltration rates in colorectal neoplasia cases with presence and absence of
metalloproteinase mutation, as well as investigate prognostic factors associated with
the disease. Methods: In order to determine macrophage quantity and polarization,
two sets of patients diagnosed with colorectal neoplasia were studied: (i) 33 patients
with metalloproteinase mutation; and (i) 33 patients without metalloproteinase
mutation. Additionally, prognostic and survival factors associated with colorectal
cancer were analyzed. Results: In terms of metalloproteinase mutation, 33 patients
(54,1%) did not exhibit mutations, whereas 28 patients (45,9%) showed the referred
mutation. When samples were grouped by tumoral stage, 10 were from patients in
stage | (16,9%), 19 from stage Il (34,2%), 25 from stage lll (42,4%) and five from
stage IV (8,5%). A total of 12 patient deaths (19,7%) were recorded during this study,
seven of which were from the control group (21,2%) and five from the group with
mutation (17,9%). The markers CD163 and CD206, indicative for M2 polarized
macrophages, resulted in an average of 23 and 17, with a standard deviation of 21
and 17, respectively. On the other hand, the INOS marker for M1 polarized
macrophages returned a mean of five macrophages per site with a standard
deviation of 11. Conclusion: The macrophage density observed through these
markers did not demonstrate significant statistical differences between groupings with
the variables employed in this study, including metalloproteinase mutation, age,
gender, tumor region, tumor staging, TILS, tumor recurrence and clinical outcome. In
the studied sample, no association was found between macrophage polarization and
colorectal cancer prognostic variables, as well as survival. As for metalloproteinase
mutation, a better survival rate was obtained for patients with the mutation.
Keywords: colorectal neoplasia; polarized macrophages; colorectal adenocarcinoma;
microsatellite instability.
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER COLORRETAL

O céncer colorretal ocupa o terceiro lugar entre os tipos mais frequentes de
tumores malignos em escala global. De acordo com a estatistica global do cancer,
divulgada pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, International
Agency for Research on Cancer), foram diagnosticados aproximadamente 1,9
milhdes de novos casos e 940 mil dbitos relacionados ao cancer colorretal no ano de
2020, demonstrando um aumento substancial em relagado aos anos anteriores (Sung
et al., 2021). De forma similar, o numero de casos no Brasil também apresenta
incremento a cada ano. Os dados fornecidos pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA) revelam uma estimativa de aproximadamente 45,6 mil novos casos de
cancer de célon e reto para cada ano entre 2023 e 2025. Isso equivale a um risco
estimado de 21,10 casos a cada 100 mil habitantes. Nessa estimativa, o numero de
casos sera ligeiramente maior entre as mulheres comparado aos homens, com 23,6
e 22 mil casos respectivamente. Esses dados correspondem a uma taxa estimada
de 20,78 novos casos para cada 100 mil homens e 21,41 para cada 100 mil
mulheres (Instituto Nacional de Cancer, 2022).

Os principais fatores que contribuem para o risco de desenvolvimento do
cancer colorretal incluem: avango da idade, predisposi¢cao genética, estilo de vida, e
outras condi¢gdes ambientais. Os fatores de risco que contribuem para a instauragao
e evolugdo desse tipo de neoplasia podem ser classificados em intrinsecos e
extrinsecos. As modificagdes genéticas e epigenéticas que podem ocorrer nas
células, como a ativagdo de oncogenes e sinais proliferativos enviados pelo
microambiente celular, desempenham um papel intrinseco. Por outro lado, o estilo
de vida e os fatores ambientais, tais como obesidade, sedentarismo, tabagismo,
alcoolismo e ingestdo de alimentos processados, constituem fatores extrinsecos
(Thanikachalam; Khan, 2019).



1.2 MARCOS DO CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal, assim como outras neoplasias, consiste em uma doenga
complexa envolvendo uma série de processos moleculares que resultam no
estabelecimento de caracteristicas patologicas desde seu inicio até seu ultimo
estagio, onde se apresenta como uma doenga metastatica (Figura 1). Essas
caracteristicas adquiridas compdem os marcos fundamentais do cancer, um conceito
elaborado por Hanahan e Weinberg (2011). Além de permitirem o desenvolvimento
tumoral e a disseminagao metastatica, as modificagdes podem apresentar diferentes

comportamentos nos diversos 6érgédos do nosso corpo.

Figura 1 — Os marcos fundamentais do céncer. As dez caracteristicas essenciais para o
entendimento da biologia do céncer consistem em: instabilidade genémica; sinalizagédo proliferativa
sustentada; perda da fungcédo dos supressores tumorais; resisténcia a morte celular; aparecimento da
imortalidade celular; promogéo da angiogénese; capacidade de produzir metastases; modificagdo na

utilizagcao de energia; evitar a destruicao pelo sistema imune; e inflamacao produzida pelo tumor.
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Fonte: Hanahan; Weinberg, 2011

Como podemos observar, nem todos os marcos dependem da célula
carcinogénica, mas diversas etapas ocorrem devido as condi¢cdes do microambiente

tumoral (TME, tumor microenvironment).



1.3 MICROAMBIENTE TUMORAL

O processo de progressao do cancer é regido por multiplos passos, incluindo
mudangas genéticas e epigenéticas, as quais tradicionalmente atuam apenas nas
células cancerigenas. Todavia, nas ultimas décadas, o cancer tem sido reconhecido
como um processo de interagdes dinamicas entre células cancerigenas e o TME.
Paget procurou explicar a atuacdo do TME, em 1889, por meio da analogia seed and
soil (semente e solo), onde as sementes seriam as células cancerigenas e o solo
seria o TME (Wang; Tian; Zhang, 2021). O TME compreende diversas células nao
cancerigenas presentes no tumor, abrangendo fibroblastos, células endoteliais,
neurdnios, adipodcitos, células imunes adaptativas e inatas, além de componentes da
matriz extracelular (ECM) e moléculas soluveis como citocinas, fatores de
crescimento e vesiculas extracelulares (Xiao; Yu, 2021).

A complexidade da estrutura tumoral é reconhecida pela presenca simultanea
de células oriundas de tecido normal ou neoplasico, assim como pela existéncia de
outros processos ndo neoplasicos como infecciosos e cicatriciais. Assim como em
tecidos normais, o estroma desempenha um papel na sustentagcdo celular em
tecidos cancerigenos. Esse estroma tumoral é constituido de vasos sanguineos,
fibroblastos e quase sempre de células imunes. Até agora, acreditava-se que o
estroma tumoral produzia células endoteliais, através de um processo de
angiogénese, para a formacdo de uma neovascularizagdo, que por sua vez
permitiia a chegada de oxigénio e nutrientes. Enquanto isso, fibroblastos
associados ao cancer (CAFs) formariam a estrutura do tumor, além da presenca de
células imunes, que pareciam ser inefetivas para o combate imunoldgico das células
tumorais (Hanahan; Weinberg, 2011).

O desenvolvimento e progressao do cancer dependem de multiplas interagdes
no TME. De fato, as caracteristicas do TME e do estroma sado responsaveis por
desencadear processos que resultam em diversos marcos tumorais. Os CAFs, por
exemplo, podem secretar proteases, sinais proliferativos e outras moléculas
bioativas responsaveis pelos fenétipos tumorais. Os CAFs tém a capacidade de
liberar as células do sistema supressivo de crescimento imposto pelo tecido normal
adjacente. Eles desempenham um papel crucial na promogao da inflamagao tumoral

local, facilitando a invasao local ou a distancia, além de fornecerem os elementos



necessarios para o crescimento das células cancerigenas. Ademais, os CAFs
promovem a angiogénese e atuam de maneira supressora no sistema imune,
inibindo a atuagao dos linfocitos T citotoxicos (CTL) (Hanahan; Weinberg, 2011).

Assim, devido a complexidade dos processos envolvidos no desenvolvimento
e progressao do cancer, esforgos tém sido realizados para entender as interagdes
que ocorrem no TME e como podemos usa-las como fontes de terapias e controle
para a doenga. Considerando que células cancerigenas frequentemente
desenvolvem resisténcia aos tratamentos utilizados atualmente, a busca por novos
alvos terapéuticos pode ser benéfica. Nesse sentido, outros componentes do meio
se destacam por apresentar células mais estaveis, vulneraveis e de mais facil
controle (Kim; Bae, 2016).

Os macrofagos sao abundantemente encontrados nos tumores. Portanto, eles
representam um alvo promissor para investigagdo, uma vez que a presenga em
grande numero parece correlacionar-se com um prognoéstico desfavoravel em

determinados tipos de cancer (Kim; Bae, 2016).

1.4 MACROFAGOS

A influéncia dos macrofagos no progndstico de pacientes com cancer
colorretal ainda permanece uma area de pesquisa pouco explorada, necessitando
de melhores esclarecimentos. Os macrofagos constituem um grupo de células
imunes encontradas em praticamente todos os tecidos. Em geral, sédo diferenciados
de células mononucleares e exibem caracteristicas fenotipicas distintas. Nos
humanos, os macrofagos expressam marcadores como CD68, CD163, CD16,
CD321, CD115 (Kim; Bae, 2016), CD206 (Scodeller et al., 2017) e 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS) (Viola et al., 2019).

De uma perspectiva historica, os macréfagos foram descobertos no século 19
pelo zoologista russo Metchnikoff em um estudo com larvas de estrelas do mar.
Macréfagos foram encontrados e descritos como células residentes no tecido,
patrulhando e removendo patdgenos invasores, células apoptoticas e detritos.
Assim, esse tipo celular contribui para a manutengao da integridade tecidual (Viola et
al., 2019).

Atualmente, se estabeleceu que, enquanto macrofagos derivados de

monadcitos tém sua origem na medula éssea por meio da hematopoiese, macrofagos



embrionarios derivam do saco de yolk e do figado fetal durante a hematopoiese
primitiva. De forma interessante, enquanto os macréfagos embrionarios possuem
potencial de renovacao propria, os derivados de mondcitos sao terminalmente
diferenciados (DeNardo; Ruffell, 2019). A respeito dessa diferenga, independente da
origem dos macréfagos, ambos possuem um papel importante na homeostase
tecidual e na regeneragao pos inflamatéria. A renovagéao tecidual chega a um milh&o
de células por segundo ao dia e cabe aos macrofagos teciduais a remogao das
células apoptdticas através de um processo imunologicamente silencioso chamado
eferocitose (Viola et al., 2019).

A maioria dos agentes carcinogénicos promovem um processo inflamatorio no
sitio afetado. Majoritariamente, os processos inflamatérios sdo mediados pelo
sistema imune inato, um mecanismo essencial para a protecdo contra agentes
externos, células defeituosas e detritos celulares. Macrofagos e neutréfilos sdo
sensiveis a sinais deletérios, como bactérias e virus, e reagem engolfando estes
elementos. Como parte de sua resposta, essas células produzem moléculas como o
oxido nitrico para degradagdo dos antigenos, além de promover a
neovascularizacéo e recrutar células mieldides e linféides (DeNardo; Ruffell, 2019).

Dentre as células do sistema imunoldgico, os macrofagos constituem uma
classe celular heterogénea e desempenham diversas fungdes, tanto no contexto da
homeostase, quanto da resposta imunoldgica. O amplo espectro de funcdes esta
relacionado com a heterogeneidade e a plasticidade dessas células, o que dificulta a
categorizagdo. Contudo, eles podem ser agrupados de forma simplificada em dois
extremos: M1 (pré-inflamatério), e M2 (anti-inflamatdério ou pro-resolutivo) (Aras;
Zaidi, 2017).

A inflamagédo aguda frequentemente envolve os chamados macrofagos M1,
que produzem moléculas tumoricidas como o TNF-a. Os macrofagos M1 possuem
capacidade de iniciar e manter a resposta inflamatéria, por meio da secrecéo de
enzimas proé-inflamatérias, ativacao de células endoteliais e indugao do recrutamento
de outras células imunes para o tecido inflamado, como as células T (Kim; Bae,
2016) e macrofagos derivados de monocitos (Anderson et al., 2021). No estudo de
Strachan et al. (2013), o fator estimulante de colénias-1 (CSF-1) ndo somente
reduziu a infiltragdo por macréfagos, mas também inibiu a progressédo tumoral e o
processo metastatico. Por outro lado, a super expressdao de CSF-1 aumentou a taxa

de progressao tumoral e de metastase. Outro resultado do estudo, foi em relagéo a



inibicdo dos receptores de CSF-1, o que diminui a infiltragdo por macréfagos e
aumentou o recrutamento de células T CD8+, reduzindo tumores de mama e cérvix
(Strachan et al., 2013).

Caso a inflamagao aguda seja incapaz de controlar o tumor, sao recrutados os
macréfagos M2 (Viola et al., 2019). Assim, os macréfagos M2 promovem a resolugéo
do processo inflamatdrio, ao fagocitar células apoptoticas, regular a deposicao de
colageno, coordenar a integridade tecidual, liberar mediadores anti-inflamatorios,
remodelar a matriz extracelular e facilitar a migracao (ljsselsteijn et al., 2019;
Anderson et al., 2021). Aproveitando-se destas fungdes, as células cancerigenas e
TME produzem sinais que cooptam os macréfagos M2 para induzir seu
desenvolvimento, bem como promover a invasao dos tecidos adjacentes (Pollard,
2004).

Os macrofagos sdo um dos principais componentes do TME e podem ser
encontrados na porgao central do tumor, em suas margens ou no estroma. Na
maioria dos tumores, os macréfagos encontrados séo do tipo M2, que geralmente
favorecem o crescimento e desenvolvimento de um fendtipo invasivo (Kim; Bae,
2016). Os macrofagos associados ao tumor (TAM) sdo originados de mondécitos
recrutados para o tecido tumoral e, por sua vez, se diferenciam em resposta a
sinalizagcao por meio de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento produzidos
em células do estroma e do TME (Mantovani et al., 2004). Entretanto, achados
sugerem que essa classificagdo deva ser revisada, sendo que um amplo espectro de
TAMs possivelmente ainda ndo tenham sido descobertos (Kim; Bae, 2016).

A alta densidade TAMs do tipo M2 se correlaciona com um mau prognostico,
como observado nas neoplasias de bexiga, mama, ovario, estbmago e prostata. Por
outro lado, os macrofagos do tipo M1 em alta densidade tém sido correlacionados
com um melhor prognéstico, como nos tumores de ovario e estbmago. Entretanto,
além do tipo de macroéfago, o prognostico esta associado com a localizagédo dos
macrofagos em relagdo ao TME (Aras; Zaidi, 2017).

Ainda assim, esses padrbes ndo demonstram consisténcia na literatura. Nos
carcinomas colorretais, uma alta densidade de macréfagos do tipo M2 esta
associada a um melhor progndstico. Essa discrepancia também pode ser explicada
pela diferenca de marcadores usados nos diferentes estudos para definir os
macréfagos e seus subtipos. E quase um consenso que a classificacdo dicotdmica

(macrofagos do tipo M1 e M2) é demasiadamente simplificada, principalmente, ao



levar em consideracao a elevada plasticidade fenotipica encontrada nessas células
(Aras; Zaidi, 2017).

1.5 IMUNOGENICIDADE TUMORAL

O TME no cancer colorretal € influenciado por mutacbes somaticas e
genéticas, bem como eventos epigenéticos. Além disso, o sistema imunoldgico
desempenha um papel crucial, exercendo uma presséo seletiva negativa sobre as
células tumorais, devido ao reconhecimento de antigenos néo préprios. Para manter
esse controle, existem checkpoints imunolégicos que podem levar a reparagao
celular ou a destruicdo das células que apresentam antigenos nao reconhecidos
como proprios. Falhas nesse processo de reconhecimento podem resultar na
tolerancia das células tumorais pelo sistema imunolégico, contribuindo para a nao
deteccédo de defeitos e permitindo a persisténcia dessas células alteradas (Sillo et
al., 2019).

Inimeros mecanismos podem levar a imunossupressao no cancer colorretal.
O recrutamento de células imuno regulatérias, como as células supressoras mielo
derivadas, células Treg e macréfagos do tipo M1, pode intensificar o dano as células
cancerigenas. Por outro lado, existem fatores que podem comprometer os métodos
de apresentacdo de antigenos. O TME favorece a utilizagdo da via glicolitica para
obtengdo de energia, mesmo em condi¢des de oxigenagdo adequada, conhecido
como o efeito Warburg. Essa via anabdlica favorece a proliferagcdo neoplasica e
propicia um ambiente hostil para as células T (Sillo et al., 2019).

Tumores com instabilidade de microssatélites representam cerca de 15% dos
tumores colorretais e apresentam um maior numero de alteragdes genéticas, o que
leva a uma apresentacdo de neoantigenos na superficie celular cerca de 50 vezes
maior que tumores estaveis. Esse fator leva a uma maior antigenicidade, sendo
estes tumores altamente infiltrados por linfocitos T citotdxicos. Devido a isso, esses
tumores tendem a ter um melhor progndstico, bem como possuirem mais alvos
potenciais para imunoterapia (Taieb et al., 2022).

As proteinas de reparo tem como funcéo o reparo de pequenos defeitos no
DNA. Na sua forma funcional ela formam heterodimeros: MLH1 constroi um
complexo funcional com PMS2 e MSH2 com MSH6. As proteinas MLH1e PMS2 sao

parceiras obrigatorias de seus heterodimeros. Mutagdes nos genes MLH1 e PMS2



resultam em degradacédo de seus dimeros respectivos e consequentemente perda
obrigatéria de sua proteina parceira.

A alteragao patogénica do gene das proteinas de reparo leva a acumulagao
de eventos mutacionais no DNA de genes relacionados ao cancer. Desta forma o
acumulo destas instabilidades de microsatélites sdo responsaveis pelo aparecimento
do cancer (Taieb et al., 2022).

Em uma metanalise publicada por Li e colaboradores, em uma avaliagao de
subgrupos 4 artigos avaliam a relacdo da alteracdo da metaloproteinases e a
infiltracdo por macrofagos. Neste estudo pacientes selvagens para mutacgéo
apresentaram uma melhor sobrevida quando comparado com individuos mutados.
Porém os artigos que geraram esta conclusao utilizam meétodos de avaliagao e
técnicas diferentes para identificar os macrofagos, o que torna dificil uma conclusao
(Li et al., 2020).

Nos ultimos anos, observou-se significativos avangos no tratamento do cancer
colorretal em pacientes com instabilidade de microssatélites, demonstrando
respostas completas a imunoterapia sem recidivas ap0s seis meses de
acompanhamento (Cercek et al., 2022). Porém, em tumores onde a instabilidade de
microssatélites ndo é identificada, os resultados sdo menos expressivos, deixando
assim uma lacuna para investigagdes de outros alvos terapéuticos. Dada a marcante
influéncia que os macrofagos exercem sobre os tumores colorretais, € imperativo
aprofundar nosso conhecimento sobre como esses elementos interagem. Assim, a
avaliacao dessas relacdes é crucial para o desenvolvimento de novos tratamentos

para a neoplasia em questao.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as taxas de infiltracdo de Macrofagos M1 e M2 nas neoplasias

colorretais com e sem mutagdes nas metaloproteinases.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as diferentes taxas de infiltragdes de macréfagos com fatores
prognosticos do cancer colorretal;
- Avaliar as diferentes taxas de infiltracbes de macrofagos com a sobrevida de

pacientes com cancer colorretal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 GRUPO AMOSTRAL

Foram avaliados, retrospectivamente 33 casos, todos os casos de
adenocarcinoma de coélon e reto que se demonstraram mutados para
metaloproteinases MLH1, PMS2, MSH6, MSH2. 33 casos controle foram
selecionados a partir do individuo subsequente que apresentou o diagndstico de
cancer colorretal e que mostrou um padrdo selvagem para as mesmas
metaloproteinases. Os prontuarios foram utilizados do banco de dados da Unidade
de Patologia do Hospital Geral de Caxias do Sul, registrados entre 01 de janeiro de
2018 e 31 de dezembro de 2021. Dados clinico-patolégicos foram coletados e
analisados a partir de prontuarios eletrénicos. Foram analisadas as variaveis de
idade ao diagndstico (em anos), estadiamento clinico (estagio I-1V), data do
diagndstico, modalidade de tratamento realizado (cirurgia, quimiorradioterapia),

tempo livre de doenga (em anos) e tempo de sobrevida (em anos).

3.2 ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICAS

As variaveis em estudo foram a presenca de marcadores de membrana de
macréfagos CD68, iINOS, CD206 e CD163. O marcador CD68 foi usado como
marcador de linfocitos totais, enquanto CD206 e CD163 foram usados como
marcadores de macréfagos polarizados M2 e 0 INOS como marcador de macréfagos
polarizados M1.

As laminas de eosina-hematoxilina (HE) originais foram revisadas para
confirmagédo diagndstica. As areas com maior concentracdo de macréfagos
intratumorais foram identificadas e as mesmas areas correspondentes examinadas
nas laminas de imuno-histoquimica.

As laminas de imuno-histoquimica foram confeccionadas por meio de cortes
de 3 pym de espessura, obtidas de tecido fixado em formol tamponado a 10%,
emblocado em parafina. As laminas foram desparafinizadas e re-hidratadas. A
recuperacao antigénica foi feita usando Tris-EDTA (Thermo Fischer, Waltham, MA) a
95°C por 20 min. Apoés, foram incubadas com anticorpos primarios anti-INOS
(diluicdo 1:100, policlonal, Sigma-Aldrich®), CD206 (diluicdo 1/300,5C11,
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Sigma-Aldrich®), CD163 (diluicdo 1/200, Policlonal, ArigoBio ®) e CD68 (diluigdo
1/1500, K-p1, Cell Marque ®), em overnight e coradas com DAB. Macréfagos do
préprio tecido foram usados como controle interno.

As laminas de imuno-histoquimica foram examinadas por dois patologistas de
forma independente para avaliar o percentual de macréfagos marcados (Figura 2). O
percentual foi feito visualmente em um campo de grande aumento (aumento de
400X). Discordancias de interpretacao foram revisadas por ambos de forma

simultanea e um consenso foi estabelecido.

Figura 2 — Andlise imuno-histoquimica da expressido dos marcadores de membrana de
macrofagos em tecido de cancer colorretal: (A) iNOS, (B) CD68, (C) CD163 e (D) CD206.
*Aumento: figuras A-C 200X, e figura D 400X.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados incluiu analises estatisticas descritivas e inferenciais de
comparagao entre os grupos. Para descricdo das variaveis quantitativas foram
utilizados os valores de média e desvio-padrdo, enquanto para as variaveis

qualitativas foram utilizados os valores de frequéncia absoluta e relativa.
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As analises estatisticas inferenciais empregadas foram baseadas em métodos
paramétricos e ndo paramétricos considerando o delineamento independente das
variaveis. Para as variaveis quantitativas, foram realizados testes de comparagao de
médias de uma e duas vias, sendo as premissas de normalidade e homogeneidade
das variancias analisadas a fim de aplicar o teste adequado a distribuicdo dos
dados. Testes multivariados como MANOVA também foram foram aplicados.

Para as variaveis qualitativas foi aplicado o teste do Qui-Quadrado para
independéncia das variaveis. Para os casos de tabelas com dupla entrada foi
aplicado o teste exato de Fischer e para tabelas com outras dimensdes foi aplicado
0 qui-quadrado de Pearson de razao de verossimilhanga maxima.

Adicionalmente, foi realizada uma analise de agrupamentos utilizando o
algoritmo k-means. O numero ideal de agrupamentos foi obtido pelo método elbow.
Nesse caso, foi tracada a variagdo explicada em funcdo do numero de clusters para
a escolha do numero de grupos a utilizar. Para avaliar a qualidade interna do cluster,
a estabilidade do cluster com solucdo ideal foi calculada usando valores de
bootstrap Jaccard com 10.000 execugdes.

Um valor de p bicaudal < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Todas as analises foram realizadas usando linguagem de programacgao R (versao

4.3.1, The R Foundation for Statistical Computing).

3.4 ASPECTOS ETICOS

Todos os pesquisadores assinaram o termo de sigilo e confidencialidade, apos
aprovacao pelo Conselho Cientifico e Editorial do Hospital Geral e pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) designado. Tratando-se de um estudo com biomarcadores,
foram seguidas as normativas estabelecidas pelo REMARK do NCI-EORTC Working
Group on Cancer Diagnostics, considerado padrdo-ouro para publicagdes neste

campo.
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4 RESULTADOS

A amostra foi constituida de 66 casos. Deste total, cinco pacientes nao
preencheram todos os dados necessarios e foram excluidos, restando 61 pacientes
para a avaliacdo estatistica. Em relacdo a presenga de mutacido das
metaloproteinases, 33 pacientes (54,1%) néo exibiram mutag¢des, enquanto 28

pacientes (45,9%) apresentaram a referida mutagéo (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise das variaveis em relacao a instabilidade (n=61)

Instabilidade
Sem Mutagao Com a Mutacao
n=33 n=28 Valor p
n % n % n %
Idade 0,135*
até 60 anos 15 24,6 11 33,3 4 14,3
maior que 60 anos 46 75,4 22 66,7 24 85,7
Sexo 0,093*
Feminino 43 70,5 20 60,6 23 82,1
Masculino 18 29,5 13 39,4 5 17,9
Localizagao 0,154*
Célon Direito 44 721 21 54,5 23 78,6
Colon Esquerdo 17 27,9 12 45,5 5 21,4
Estadiamento 0,05*
Estadio | 10 16,9 3 9,7 7 25,0
Estadio Il 19 32,2 7 22,6 12 42,9
Estadio Il 25 42,4 18 58,0 7 25
Estadio IV 5 8,5 3 9,7 2 7.1
Colectomia 0,248
Lado Direito 39 63,9 18 54,5 21 75,0
Lado Esquerdo 15 24,6 10 30,3 5 17,9
Total 7 11,5 5 15,2 2 7.1
Linfocitos 0,24
Leve 30 50,0 18 54,6 12 44 4
Moderado 18 30,0 7 21,2 1 40,7
Intenso 12 20,0 8 24,2 4 14,9
Recidiva 0,443*
Nao 49 87,5 26 83,9 23 92,0
Sim 7 12,5 5 16,1 2 8,0
Desfecho clinico 1,0*
Livre de Doenca 49 80,3 26 78,8 23 82,1
Obito 12 19,7 7 21,2 5 17,9

*Valores de p obtidos por meio do teste exato de Fisher.

As amostras foram categorizadas em dois grupos: pacientes com idade até 60
anos e pacientes com idade superior a 60 anos. Essa divisdo mostrou que 46
pacientes (75,4%) possuiam idade superior a 60 anos, € ndao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos com e sem mutagdo das

metaloproteinases (p = 0,135). Quanto ao sexo, 43 amostras (70,5%) foram
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provenientes de pacientes do sexo feminino, também nao havendo diferenca
estatistica entre os grupos com e sem mutagao para metaloproteinases (p =0,093).

Ao avaliar o quesito de localizagdo do tumor, 44 pacientes (65,6%) possuiam
lesdo localizada no célon direito, enquanto 17 pacientes (27,9%) a lesédo estava
localizada no célon esquerdo, sendo que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos com e sem mutagao das metaloproteinases (p = 0,062).
As cirurgias realizadas foram colectomia do lado direito em 39 casos (63,9%),
colectomia do lado esquerdo em 15 casos (24,6%) e colectomia total para sete
casos (11,5%). Das colectomias totais, quatro possuiam a neoplasia em célon direito
e trés no colon esquerdo. Nao houve diferenga estatistica em relagao a presenca ou
nao de mutagao nestes dois grupos (p =0,248).

Ao utilizar o estadiamento para agrupamento das amostras, 10 eram
provenientes de pacientes em estadio | (16,9%), 19 eram estadio Il (34,2%), 25 eram
do estadio Ill (42,4%) e cinco do estadio IV (8,5%). Quando levamos em conta a
presengca da mutacao para as metaloproteinases, os estadios | e I, conjuntamente,
apresentaram o maior numero de amostras com mutacédo (67,9%), enquanto os
estadios Ill e IV possuem conjuntamente o maior numero de amostras sem mutacéo
(67,7%). Foi identificada uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
de estadiamento com e sem mutagao para metaloproteinase com p=0,05.

Ao final do periodo estipulado para coleta de dados, sete pacientes (12,5%)
demonstraram doencga recidivada, dos quais dois possuiam mutagdo para as
metaloproteinases (8%) e cinco ndo possuiam mutacdo (16,1%), sem diferenca
estatistica entre os grupos (p = 0,443).

Ocorreram 12 o6bitos (19,7%) durante o estudo, sete (21,2%) do grupo
controle e cinco do grupo com mutacdo (17,9%). Nao foi identificada diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos de desfecho clinico e a presenga e
auséncia de mutacao (p = 1,0). Ao analisar pelo estadiamento, ocorreu um 6bito em
paciente no estadio |, cinco em pacientes no estadio Il, trés em pacientes no estadio
Il e trés em pacientes no estadio IV.

A maior mortalidade ocorreu no estadiamento IV, somando 60% dos casos
(Tabela 2). Do total de obitos, trés tiveram como causa COVID-19, ndo estando
relacionados com recidiva tumoral. Entre os pacientes que vieram a obito decorrente
de complicagcbes do COVID, um paciente estava no estadio |, e dois pacientes no

estadio Il, sendo que todos apresentavam mutacdo para metaloproteinases. Cabe



15

destacar também que no grupo com mutagado, dois pacientes foram a o6bito pelo

adenocarcinoma e ambos estavam no estadio IV.



Tabela 2 — Anédlise das variaveis em relagédo ao estadiamento (n=61).

Estadiamento

Estadio | n=10

Estadio Il n=19

Estadio Il n=25

Estadio IV n=5

Valor-p
n % n % n % n % n %

Instabilidade 0,05*
Sem Mutacao 33 52,5 3 30,0 8 40,0 18 72,0 4 66,66
Com mutacao 28 47,5 7 70,0 12 60,0 7 28,0 2 33,33

Idade 0,61
até 60 anos 15 24,6 1 10,0 6 30,0 7 28,0 1 16,7
maior que 60 anos 46 754 9 90,0 14 70,0 18 72,0 5 83,3

Sexo 0,055
Feminino 43 70,5 9 90,0 17 85,0 14 56,0 3 50,0
Masculino 18 29,5 1 10,0 3 15,0 11 44,0 3 50,0

Localizagao 0,722
Colon Direito 4 721 8 80,0 16 80,0 17 68,0 3 50,0
Colon Esquerdo 17 27,9 2 20,0 4 20,0 8 32,0 3 50,0

Colectomia 0,342
Lado Direito 39 63,9 7 70,0 15 75,0 14 56,0 3 50,0
Lado Esquerdo 15 24,6 3 30,0 3 15,0 6 24,0 3 50,0
Total 7 11,5 0 0,0 2 10,0 5 20,0 0 0,0

Linfécitos 0,874
Leve 30 50,0 3 33,3 10 50,0 14 56,0 3 50,0
Moderado 18 30,0 4 444 6 30,0 7 28,0 1 16,6
Intenso 12 20,0 2 22,2 4 20,0 4 16,0 2 33,3

Recidiva 0,59
Nao 49 87,5 9 100,0 16 89,0 19 82,6 5 83,3
Sim 7 12,5 0 0,0 2 11,0 4 17,4 1 16,7

Desfecho clinico 0,022*
Livre de Doenca 49 80,3 8 80,0 17 85,0 22 88,0 2 33,3
Obito 12 19,7 1 10,0 3 15,0 3 12,0 4 66,6

Variaveis qualitativas expressas em valores de frequéncia absoluta e frequéncia relativa.

O valor percentual apresentado para a frequéncia relativa é considerando o percentual de casos validos, ou seja, excluindo os valores faltantes.
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Em termos do tempo até Obito dos pacientes com e sem mutacdo para
metaloproteinases (Figura 3), observamos que a distribuicdo das curvas de
sobrevida para as condicdes apresentou diferenga estatisticamente significativas (p
= 0,016). O grupo de pacientes com mutagdo apresentam uma maior sobrevida,
enquanto que os pacientes sem mutacdo demonstram uma tendéncia de ir a ébito

mais precocemente.

Figura 3 — Curva de sobrevida dos pacientes com e sem mutacdo para metaloproteinase. A
linha em azul é dos pacientes sem mutagdo (instabilidade 1), enquanto a linha em bordo é dos
pacientes com mutacéo (instabilidade 2).
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Os dados apresentaram uma consideravel heterogeneidade quanto a
presenga de macréfagos nas neoplasias. Em geral, as variaveis quantitativas
demonstraram um desvio padrao muito alto, o que tornou dificil sua avaliagdo. O
marcador CD68 para macrofagos totais apresentou uma média de 32 macréfagos
por campo com um desvio padrdao de 26. Os marcadores CD163 e CD206,
indicativos para macrofagos polarizados M2, apresentaram médias de 23 e 17, com
desvio padrdo de 21 e 17, respectivamente (Tabela 3). Ja o marcador iNOS para
macrofagos polarizados M1 apresentou média de cinco macréfagos por campo com

desvio padrao de 11.



Tabela 3 — Analise fatorial da macrofagos Localizagao do tumor (n=61).
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N % Média + Desvio-Padrao Valor-p
CD68 0,757
Lado Direito Sem Mutacao 21 47,7 31,667 + 25,997
Com Mutagéao 23 52,3 30,0 £ 25,849
Lado Esquerdo  Sem Mutagéo 12 70,6 33,75 £ 28,534
Com Mutacdo 5 294 37,2 + 32,042
CD163 0,256
Lado Direito Sem Mutagao 21 47,7 23,881 + 20,987
Com Mutacéao 23 52,3 20,109 + 19,934
Lado Esquerdo Sem Mutacgao 12 70,6 21,750 + 24,076
Com Mutacao 5 29,4 33,3 + 28,504
CD206 0,117
Lado Direito Sem Mutacgao 21 47,7 19,057 + 19,358
Com Mutagao 23 52,3 14,226 + 15,599
Lado Esquerdo  Sem Mutagao 12 70,6 15,458 + 12,648
Com Mutacéao 5 29,4 27,4 + 23,954
iNOS 0,179
Lado Direito Sem Mutacao 21 47,7 6,767 + 13,487
Com Mutagao 23 52,3 3,57 + 4,831
Lado Esquerdo  Sem Mutagéo 12 70,6 3,383 + 4,522
Com Mutacéo 5 29,4 8,21 £ 15,199

Ao examinar o efeito das variaveis dos pacientes em relacao a densidade de

macrofagos averiguada pelos marcadores CD163, iINOS e CD206 em conjunto,

observou-se um efeito de interag&do estatisticamente significativo entre instabilidade

e desfecho clinico (Tabela 4, p = 0,019). De forma individual, a densidade de

macrofagos obtida pelos marcadores ndo demostrou diferenga estatistica

significativa entre os agrupamentos com as variaveis estudadas de mutacao para

metaloproteinases, idade, sexo, localizagao do tumor, estadiamento, TILS, recidiva e

desfecho clinico (Tabela 5).

Tabela 4 — Analise Manova de macréfagos CD163, INOS e CD206 combinados (n=61).

Graus de E Teste Valor-

Liberdade Hotelling-Lawley p
Instabilidade 1 0,314 0,005 0,958
Idade 1 0,537 0,028 0,659
Localizagao 1 0,058 0,003 0,936
Estadiamento 3 1,697 0,296 0,094
Recidiva 1 0,650 0,038 0,586
Desfecho clinico 1 1,929 0,102 0,305
Instabilidade * Localizagéo 1 1,061 0,006 0,322
Instabilidade * Desfecho Clinico 1 2,592 0,141 0,019




Tabela 5 — Avaliagao dos macréfagos (n=61).

CcDe68 CD163 iINOS CD206
n % Média + DP Valor-p Média + DP Valor-p Média + DP Valor-p Média + DP Valor-p
Instabilidade 0,753 0,868 0,524 0,690
Sem Mutagao 33 54,1 32,424 + 26,52 23,106 + 21,809 5,536 + 11,11 17,748 + 17,097
Com mutacéo 28 45,9 31,286 + 26,541 22,464 + 21,694 4,398 + 7,518 16,579 + 17,598
Idade 0,483 0,706 0,993 0,251
até 60 anos 15 24,6 33,0 £ 21,696 22,5+ 17,687 5,377 £ 9,082 20,067 + 15,374
maior que 60 anos 46 75,4 31,543 + 27,861 22913 + 22,877 4,896 + 9,819 16,280 + 17,804
Sexo 0,295 0,496 0,701 0,275
Feminino 43 70,5 33,953 £ 26,403 23,919 £ 21,043 4,526 + 6,575 19,191 £+ 18,764
Masculino 18 29,5 27,0 + 26,183 20,167 + 23,208 6,181 +14,644 12,483 + 11,825
Localizagao 0,77 0,923 0,332 0,551
Coélon Direito 44 72,1 30,795 + 25,63 21,909 + 20,293 5,095 + 4,803 16,532 + 17,457
Colon Esquerdo 17 27,9 34,765 + 28,619 25,147 + 25,121 4,803 + 8,772 18,971 + 16,879
Estadiamento 0,371 0,454 0,402 0,973
Estadio | 10 16,9 24,5 + 21,141 15,65 + 15,431 5,06 + 6,184 16,1 + 15,911
Estadio Il 19 32,2 37,368 + 25,732 24,079 £ 21,545 6,029 + 8,282 18,684 + 17,811
Estadio llI 25 42 .4 28,84 + 26,226 22,42 £ 22,71 2,868 + 3,554 17,808 + 19,248
Estadio IV 5 8,5 43,0 + 38,987 34,4 + 28,369 12,8 + 28,066 10,94 + 8,029
Colectomia 0,93 0,994 0,59 0,634
Lado Direito 39 63,9 31,026 + 26,462 22,474 + 20,703 4,954 + 10,326 18,069 + 17,915
Lado Esquerdo 15 24,6 33,4 + 28,306 23,567 + 24,243 3,777 £ 5,634 16,033 + 14,502
Total 7 11,5 33,571 + 24,616 23,071 + 23,816 8,0 + 12,342 14,957 + 20,454
Linfocitos 0,636 0,593 0,544 0,417
Leve 30 50,0 33,867 + 28,295 36,25 + 27,89 6,555 + 11,843 16,033 + 16,511
Moderado 18 30,0 26,944 + 22 37 22,567 + 23,103 2,339+ 3,0 15,261 + 15,029
Intenso 12 20,0 36,25 + 27,89 21,306 + 20,569 5,583 + 9,758 24,1 + 21,661
Recidiva 0,499 0,719 0,388 0,941
Nao 49 87,5 33,98 + 26,279 24,337 £ 22,125 5,637 + 10,421 17,518 + 16,553
Sim 7 12,5 30,714 + 31,282 22,929 + 22,606 2,507 + 3,446 22,286 + 25,063
Desfecho clinico 0,252 0,429 0,208 0,167
Livre de Doenga 49 80,3 30,261 + 25,51 23,378 £ 21,317 4,578 + 6,32 10,392 + 9,601
Obito 12 19,7 27,917 + 30,261 20,5 + 23,434 6,796 + 17,917 18,882 + 18,273
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Uma vez que existe um alto grau de heterogeneidade nos dados, métodos de
aprendizado de maquina foram utilizados para avaliar possiveis padrbes para a
densidade de macréfagos. Nestes dados podemos averiguar a divisdo em dois
grupos distintos: (/) grupo 1 com maior densidade de macrofagos; e (if) grupo 2 com
menor densidade de macréfagos por campo (Tabela 6). Além disso, foi identificada
diferenca estatisticamente significativa entre os dois agrupamentos para a densidade
de macréfagos identificados por campo utilizando o marcador CD68 (p <0,01). O
grupo 1 apresentou média de 64 macréfagos por campo, enquanto o grupo 2 com
média de 17 macréfagos por campo. Utilizando o marcador CD206 também foi
identificada uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p <0,01), o
grupo 1 e 2 apresentaram em média 38 e 7 macrofagos por campos,
respectivamente. Por fim, com o marcador CD163 foi evidenciado no grupo 1 em
média 50 macrofagos por campo e no grupo 2 em média 15 macrofagos por campo
(p <0,01).

Tabela 6 — Analise das variaveis em relagio ao resultado do agrupamento (n=61).

Analise por Agrupamento

Grupo 1 Grupo 2

n=19 n=42 valor-p
CD 68 64,737 £ 17,048 17,048 + 12,61 <0,01
CD163 50,053 + 10,488 15,29 + 8,897 <0,01
iNos 9,474 + 15,19 2,996 + 4,389 0,064
CD 206 38,211 £ 14,635 7,712 + 6,462 <0,01
Idade (anos completos) 64,947 + 11,038 66,405 + 12,655 0,548
Tempo Obito (dias) 161,333 + 238,123 421,875 + 391,745 0,279

Variaveis quantitativas expressas em valores de média + desvio-padrao.

Os resultados da analise de agrupamento s&o corroborados com a analise
que correlaciona as medigdes obtidas pelos diferentes marcadores para

identificacdo dos macrofagos (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise de correlagdo entre variaveis de medigao de macréofagos (n=61).

Comparacéo Rho Valor p
CD68 * CD163 0,897 <0,001***
CD68 * iINOS 0,556 <0,001***
CD68 * CD206 0,783 <0,001***
CD68 * Idade -0,155 0,233
CD163 *iINOS 0,466 <0,001***
CD163 * CD206 0,796 <0,001***
CD163 * Idade -0,156 0,229
iNOS * CD206 0,383 0,002**
iNOS * Idade -0,206 0,112
CD206 * Idade -0,233 0,07

*p<-057 **p<.01’***p< .001
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Quando avaliamos estes dois grupos de cluster, notamos que as variaveis
estudadas neste trabalho como presenca de mutacdo para metaloproteinase,
estadiamento, localizagdo do tumor e sobrevida n&o demonstraram relagao

estatisticamente significante Tabela 8.

Tabela 8 — Analise das variaveis em relacao ao resultado do agrupamento (n=61).

Analise por Agrupamento

Grupo 1 Grupo 2
n=19 n=42 Valor p
n % n % n %
Instabilidade 0,785"
Sem Mutacgao 33 52,5 11 57,9 22 52,4
Com Mutacao 28 47,5 8 42,1 20 47,6
Idade 1,0*
até 60 anos 15 24,6 5 26,3 10 23,8
maior que 60 anos 46 75,4 14 73,7 32 76,2
Sexo 0,14
Feminino 43 70,5 16 84,2 27 64,3
Masculino 18 29,5 3 15,8 15 35,71
Localizagao 0,76"
Célon Direito 44 721 13 68,4 31 73,8
Colon Esquerdo 17 27,9 6 31,6 11 26,2
Estadiamento 0,96
Estadio | 10 16,9 3 16,7 7 17,1
Estadio Il 19 32,2 6 33,3 13 31,7
Estadio Il 25 42,4 7 38,9 18 43,9
Estadio IV 5 8,5 2 111 3 7,3
Colectomia 0,592
Lado Direito 39 63,9 13 68,4 26 61,9
Lado Esquerdo 15 24,6 5 26,3 10 23,8
Total 7 11,5 1 53 6 14,3
Linfocitos 0,91
Leve 30 50,0 18 54,6 12 44 .4
Moderado 18 30,0 7 21,2 11 40,7
Intenso 12 20,0 8 24,2 4 14,9
Recidiva 0,679"
Nao 49 87,5 16 84,2 33 78,5
Sim 7 12,5 3 15,8 4 9,5
Desfecho clinico 0,737"
Recuperado 50 82,0 16 84,2 34 81,0
Obito 11 18,0 3 15,8 8 19,0

*Valores de p obtidos por meio do teste exato de Fisher.
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5 DISCUSSAO

Os macrofagos representam um tipo celular essencial para a manutencgao da
integridade, hemostasia e reparo dos tecidos. Eles desempenham fungdes
especializadas nos tecidos de diferentes 6érgdos em que se localizam, o que é
refletido em amplas variagbes em termos de expressao génica (Biswas; Mantovani,
2010).

Originados de duas ondas de hematopoiese durante o desenvolvimento fetal,
com formacgéo no saco de yolk e no figado (Nielsen; Schmid, 2017), os macréfagos
incorporam-se nos tecidos. Essas células possuem capacidade de proliferagao, o
gque mantém uma populacdo estavel. Entre os exemplos de macréfagos estéo as
células de Kupffer no figado, as microglias no cérebro e células de Langerhans na
pele. Contudo, nem todos tecidos mantém macrofagos de origem embrionaria de
forma permanente. No célon, por exemplo, eles sao rapidamente substituidos por
macrofagos derivados de mondcitos. Nesse caso, o terceiro local de formagao
ocorre na medula 6ssea, onde células-tronco desse tecido produzem os mondécitos
que sao liberados na corrente sanguinea. Esses mondcitos podem ser recrutados
para diferentes tecidos e subsequentemente se diferenciam em macréfagos. As
células tronco da medula passam a ser fonte exclusiva de formagao de macréfagos
apos o nascimento (DeNardo; Ruffell, 2019).

Dentre as principais fun¢des dos macréfagos esta sua atuagédo na hemostasia
e resolucao da inflamacao. Eles ndo podem ser considerados uma populacio unica
com fendtipo e atividade bioldgica definida. De fato, macréfagos apresentam uma
diversidade de fungcbes dependentes do tecido em que se localizam e da condi¢ao
patolégica. Essa variagdo € regulada por uma série de respostas epigenéticas
responsaveis pelo direcionamento de diferentes fendtipos, especialmente
relacionadas ao interferon e metabolismo (DeNardo; Ruffell, 2019).

Os macréfagos desempenham outra fungdo essencial ao regular a
angiogénese e eliminar células apoptoticas. Aléem disso, exercem um papel dual na
modulacdo da resposta inflamatéria. Esses sdo responsaveis pela secrecao de
mediadores inflamatdrios, como TNF-aq, interleucina-113 e 6xido nitrico, que ativam os
mecanismos de defesa antimicrobianos e contribuem para a destruicdo do
organismo invasor (macrofagos do tipo M1). Os mecanismos pro-inflamatorios

podem ser prejudiciais aos tecidos normais, podendo contribuir para a progressao
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de determinadas doencgas. Portanto, existe uma necessidade de regular os
macrofagos, seja através da apoptose ou alterando sua plasticidade para um
fendtipo anti-inflamatério (macréfago do tipo M2). Isso resulta na reducdo da
resposta inflamatdria e facilita o processo de cicatrizagao da lesao (Vinnakota et al.,
2017)

O TME compreende todas as células nao tumorais, incluindo fibroblastos,
células endoteliais, neurdnios, adipocitos, células imunes inatas e adaptativas, além
de componentes nao celulares incluindo matriz extracelular e moléculas soluveis,
tais como quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e vesiculas extracelulares.
Nesse contexto, € essencial investigar os macrofagos utilizando diversas
abordagens, uma vez que suas fungdes e marcadores expressos variam conforme
sua polarizacdo (Lavin; Merad, 2013). De forma geral, os macrofagos sao
classificados em polarizagdo M1 (pré-inflamatéria) e M2 (anti-inflamatéria). Todavia,
existe um amplo espectro dentro dessas duas classificagbes. Os macréfagos M2
podem ser subdivididos em quatro categorias, sendo a categoria M2d designada
como TAM (Viola et al., 2019).

Os TAMs séo abundantes no TME de diversas neoplasias e geralmente estao
associados a um mau prognostico. Nesse cenario, os TAMs estdo estabelecidos
como pré-tumorais, sendo que estimulam a inflamacéo, facilitam a evasao
cancerigena do sistema imunoldgico, promovem a angiogénese e aceleram a
invasdo tumoral e a metastase. Uma vez que os TAMs compreendem o tipo celular
imunoldgico predominante no ambiente tumoral, as interagbes entre esses
macrofagos e as células cancerigenas modulam a progressao da neoplasia (Xiao;
Yu, 2021). A extensdo em que macréfagos regulam a progressao da neoplasia esta
criticamente ligada as propriedades da célula tumoral. Isso inclui a possibilidade de
producdo de fatores como o CSF1 e o CCL2 que promovem o recrutamento de
macrofagos. As propriedades do TME, incluindo fibrose, hipdxia, disponibilidade de
nutrientes e fatores derivados de linfécitos, parecem ser responsaveis pela alteragcao
fenotipica dos macréfagos (DeNardo; Ruffell, 2019). Por esses motivos, o interesse
no uso de TAMs como potenciais alvos para imunoterapia vém crescendo
progressivamente.

Neste trabalho, foi utilizado o marcador CD68, um pan marcador de

macrofagos para identificagcdo em sua totalidade em tecido tumoral (Heng et al.,



24

2023). Para avaliarmos a polarizagao utilizamos o marcador iINOS para classificar os
macrofagos M1 e os marcadores CD163 e CD206 para os macrofagos M2.

Os macréfagos M1, também conhecidos como pro-inflamatérios ou
anti-tumorigénicos, séo tradicionalmente identificados pela elevada expressdo de
TNF-a, iINOS ou MHC classe Il. Assim, a escolha de iINOS como marcador de
macrofagos polarizados M1 é respaldada por diferentes estudos (e.g. Klug et al.,
2013; Lisi et al., 2017; Xue et al., 2018).

Os macrofagos do tipo M2 (anti-inflamatérios ou pré-tumorigénicos)
expressam elevados niveis de arginina 1, IL-10, CD163, CD204, CD206. Dessa
forma, essas moléculas apresentam potencial para uso como marcadores. O CD163
foi empregado como marcador em diversos estudos (Shabo et al., 2009; Aras; Zaidi,
2017; Pinto et al., 2019). Entretanto, Barros et al. (2013) sugere que CD163 pode
nao ser um marcador adequado para os macréfagos M2, visto a ndo especificidade
(Barros et al., 2013). Em relacdo ao marcador CD206, sua utilizagdo para
identificacdo de macrofagos do tipo M2 é respaldado por Viola et al. (2019), Xu et al.
(2019), Konstantinov et al. (2022) e Heng et al. (2023). Assim, devido aos diferentes
resultados obtidos com os marcadores na literatura, optamos por utilizar os dois
marcadores, CD163 e CD206, para a avaliagdo de macréfagos M2 no presente
estudo.

Existem diferentes metodologias para a avaliagcdo de macréfagos no tecido
tumoral. Neste estudo, a mensuragédo dos macréfagos seguiu a metodologia descrita
no manual do ensaio PD-L1 IHC 22C3 pharmDx®, o qual é originalmente empregado
para a mensuragdao do marcador PDL-1 em amostras de cancer de pulmao
(Agilent/Dako, 2018). Para mensuracdo dos macrofagos em amostras de cancer
colorretal, dois patologistas determinaram a area de maior concentracdo de
macréfagos no tumor usando a coloragdo do marcador CD68. Esta area foi entdo
avaliada por ambos patologistas, que determinaram o percentual de macrofagos
corados com CD163, CD206 e iNOS usando o escore Tumor Proportion Score
(TPS). O TPS representa o percentual de células tumorais viaveis que apresentam
coloracéo parcial ou completa (>1+), em relagédo ao total de células tumorais viaveis
presentes na amostra.

No estudo conduzido por Forssell et al. (2007), que incluiu 488 casos de
tumor colorretal, observou-se que niveis elevados de macréfagos na margem do

tumor estavam correlacionados a um prognostico mais favoravel. Diferente da
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proposta de Forssell et al. (2007), nossa avaliagdo ndo utilizou a localizagdo dos
macrofagos no tumor, uma vez que a area da amostra era pequena para realizagéo
de subdivisdes. Importante ressaltar que no estudo Forssell et al. (2007), ao citar
apenas a avaliacdo do marcador CD68, os autores nao realizaram a diferenciagao
dos macrofagos em suas polarizagées (M1 e M2).

Em paralelo a avaliagdao dos macrofagos, uma classificacédo dos tumores em
respeito a mutacdo das metaloproteinases foi realizada visando contemplar as
diferentes vias de progressao tumoral. Enquanto uma via ocorre devido as
instabilidades cromossémicas envolvendo genes como o APC e o P53, outra origina
a partir da perda de funcionalidade em proteinas de reparo do DNA. O déficit nas
proteinas de reparo representa cerca de 15% de todos os tumores colorretais. No
entanto, a amostragem do estudo de Varela et al. (2021) identificou a presenca
desse problema em 5,5% dos casos, um achado muito préximo dos resultados
obtidos por Koelzer et al. (2016), em que 6,4% dos pacientes demonstraram
mutacao. Conforme os resultados obtidos em nosso estudo, a presenga de mutagao
esta relacionada com estadios mais precoces da doenga, sendo que 68% se
encontravam nos estadios | e Il. Evidentemente, essa relacdo também foi observada
em outras pesquisas (Zhao et al., 2019; Taieb et al., 2022).

Outra caracteristica marcante dos tumores com mutacdo nas
metaloproteinases € a maior sobrevida (IJsselsteijn et al., 2019), que também foi
observada no presente estudo (p = 0,016). Em nossa amostragem, apenas dois
pacientes com mutag¢des nas proteinas de reparo foram a ébito devido ao cancer
colorretal. Os outros trés obitos desse grupo foram referentes a pacientes em
estadios | e Il do cancer e ocorreram devido a COVID-19. As outras variaveis do
estudo, sendo elas idade, sexo, localizacdo do tumor, cirurgia realizada, TILS e
quantidade de macréfagos, ndo apresentaram associagao significativa com a taxa
de sobrevida. Vale notar que uma correlagdo entre sobrevida total e tempo livre de
doenca foi demonstrada por Feng et al. (2019), estudo que objetivou selecionar um
grupo que se beneficiaria de quimioterapia adjuvante em pacientes do estadio Il do
cancer de célon (Feng et al., 2019).

A avaliagdo da densidade de macréfagos nédo demonstrou diferenca
significativa entre pacientes com e sem mutacdo para metaloproteinases. Nossos
achados corroboram o estudo de Edin et al. (2012), o qual investigou a presenca de

macrofagos M1 e M2 em borda tumoral e ndo encontrou diferenca no recrutamento
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dessas células entre pacientes com e sem mutagao para microssatélites (Edin et al.,
2012). Por outro lado, Bauer et al. (2011) encontraram uma maior infiltragdo por
macrofagos em pacientes com instabilidade em microssatélites, porém nao
avaliaram sua relagdo com fatores prognésticos (Bauer et al., 2011).

Em relacdo ao numero de macrofagos obtido a partir da analise por
imunohistoquimica, nossos resultados retratam uma correlagdo positiva entre a
quantidade de macroéfagos verificados com os marcadores CD68, CD163, CD206 e
iINOS. Esses dados estao parcialmente de acordo com o estudo realizado por
Koelzer et al. (2016), o qual obteve correlagado entre CD68 e CD163, mas nio entre
CD68 e iINOS (Koelzer et al., 2016).

Embora os TAMs sejam frequentemente apresentados como fator de mau
prognostico (Oosterling et al., 2005; Jedinak; Dudhgaonkar; Sliva, 2010), essa
relacdo ainda € controversa no céancer colorretal conforme demonstrado na
metanalise realizada por Zhang et al. (2012), que comparou a presenga de
macrofagos e prognéstico para a doenga (Zhang et al., 2012). Essa incerteza
permanece diante das divergéncias encontradas na literatura. No estudo de Khorana
et al. (2003), os autores mostram que a infiltracdo por TAMs e VEGF estdo
associados com melhor prognéstico (Khorana et al., 2003). Ja no trabalho conduzido
por Shabo et al. (2009), verificou-se uma maior recidiva e menor sobrevida para
tumores de reto com maior expressao de CD163 (Shabo et al., 2009). Os TAMs
também apresentam potencial como preditores de metastases hepaticas, sendo que
uma diminuicdo de M1 e aumento de M2 podem ser verificados em pacientes do
estagio IlIB, mais propensos a desenvolver metastases (Cui et al., 2013).

Em outra metanalise explorando 24 estudos, foi verificada uma elevada taxa
de infiltragdo por TAMs associada com uma sobrevida favoravel em cinco anos para
casos de cancer colorretal (hazards ratio = 0,69, intervalo de confianga de 95% =
0,55-0,87), porém com um alto indice de heterogeneidade (79,3%) Li et al. (2020).
Divididos em subgrupos, pacientes sem mutacdo para proteinas de reparo
mostraram um melhor prognostico em comparagdo com pacientes deficientes nestas
proteinas (Li et al., 2020). Na presente pesquisa, ndo foi encontrada diferenca
significativa na quantidade de macréfagos entre os possiveis agrupamentos com as
variaveis estudadas, o que inclui relagdo com o prognostico. Embora esses
resultados sejam divergentes da metanalise, eles estdo em concordancia com 16

estudos dos 27 artigos selecionados para avaliagdo no trabalho de Li et al. (2020).
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Os achados do presente artigo em combinagdo com informagdes da literatura
sugerem que ainda ndo possuimos uma resposta definitiva para a relagédo de
macrofagos com tumores.

A analise por agrupamentos retornou dois clusters bem definidos quanto a
quantidade de macréfagos encontrados (Tabela 6). Ao cruzar os dados nesses
agrupamentos, ndo obtivemos diferenga significativa quanto ao resultado do
prognoéstico. Em contraste, a quantidade de macréfagos explorada no estudo de
Koelzer et al. (2016) se correlaciona ao progndéstico. Outro trabalho que procurou
investigar essa associagdo entre macrofagos e prognéstico utilizou a razdo
CD206/CD68 como um fator para o surgimento de metastases hepaticas (Feng et
al., 2019).

Em geral, foram observadas divergéncias na literatura em relagdo a
quantidade de macréfagos. A polarizagdo dos macrofagos parece ser um fator
importante para a progressao tumoral e portanto apresenta potencial para predi¢cao
do progndstico. Além disso, vale destacar que o local de infiltragcdo também deve ser
levado em consideragao, sendo esse no estroma ou no front tumoral. Embora os
resultados deste estudo n&o tenham apresentado inferéncias estatisticas
significativas, os achados abrem portas para uma investigacdo mais profunda. A
identificacdo de padrbes na quantidade de macrofagos sob o ponto de vista
prognostico, bem como a possibilidade de manipular essas células por meio de
imunoterapia, compreendem as principais linhas de pesquisa que buscam avangos

na area de estudo da medicina do cancer.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, ndo foi encontrada diferenca na presengca de macréfagos
polarizados, seja M1 ou M2, entre os grupos de pacientes com ou sem mutagao nos
genes de reparo de DNA. Também nao foi identificada diferenga estatisticamente
significativa, ao avaliar os fatores preditores com céncer colorretal e a sobrevida.
Esses resultados podem ser atribuidos a amostra reduzida de pacientes, bem como

ao periodo limitado de observacéo.

7 CONSIDERACOES FINAIS.

Nossos achados, embora iniciais e podem fornecer subsidios para futuros
estudos. Em particular, ressaltamos a Vviabilidade de empregar técnicas de
mineragdo de dados, como a clusterizagdo, para uma caracterizagdo mais
aprofundada dos grupos com baixa e alta presenga de macrofagos. Por fim,
almejamos que em pesquisas futuras possamos aprimorar nosso entendimento

sobre a manipulacdo dos macréfagos para o controle das neoplasias colorretais.
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