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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) ¢ um dos principais responsaveis pelas causas de morbidade e
mortalidade no mundo. De forma majoritaria, a detec¢do prévia a metédstase e aplicacdo
terapéutica adequada conduzem para maior sobrevida e qualidade de vida dos pacientes.
Contudo, o diagndstico e a vigilancia pos-operatoria sdo circundados por limitagdes, que
confluem para a alta mortalidade computada. A deteccdo de biomarcadores genéticos e
melhor aplicabilidade deles na pratica sao fatores influentes, que contribuem para desfechos
clinicos favoraveis. Para entender melhor as bases moleculares associadas ao CCR,
investigou-se os genes KRAS, NRAS, BRAF, EGFR e TP53 no DNA de células tumorais e
saudaveis, por meio de sequenciamento de Sanger. A alteracdo mais frequente, presente
apenas no DNA tumoral (somatica), foi utilizada para averiguar, a partir de PCR Digital
(ddPCR), a deteccdo e andlise do DNA tumoral circulante (ctDNA) no plasma. Ao todo, 42
individuos compuseram o estudo, sendo eles, majoritariamente, do género masculino (59,5%),
com idade média de 63 anos (DP: 10,0; min: 41; méx: 83) e tumores localizados no célon
ascendente (21,4%), transverso (2,4%), descendente (4,8%), sigmoide (33,3%) e no reto
(38,1%). Variantes alélicas germinativas e somadticas foram encontradas nos exons KRAS,
EGFR e TP53. A alteracao somatica mais frequente do estudo foi a rs/21913529 (KRAS -
G12V, G12A e GI3D) que demonstrou associacdo estatisticamente significativa com o
etilismo (p = 0,002). Também envolvendo alteracdes somadticas, observou-se que pacientes
com mutacdo somatica em TP53 possuem dez vezes maior chance de irem a dbito, em
compara¢do com a chance daqueles sem mutagao nesse gene supressor de tumor (OR 11,2; IC
95% 1,25 - 245). A aplicabilidade dessas alteragdes somaticas na técnica de bidpsia liquida
foi demonstrada pela positividade da 75727913529 no ctDNA plasmatico, por ddPCR. Por
conseguinte, os resultados obtidos ampliam a compreensdo das bases moleculares do CCR e

apresentam uma otimizagao da técnica de biopsia liquida, oportuna a préatica clinica.

Palavras-chave: Biomarcadores, biopsia liquida, BRAF, cancer colorretal, ctDNA, EGFR,

KRAS, NRAS, PCR Digital, Sequenciamento, 7P53.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide.
Detection prior to metastasis and appropriate therapeutic application lead to greater patient
survival and quality of life. However, the diagnosis and postoperative surveillance are
surrounded by limitations, which contribute to the high computed mortality. The detection of
genetic biomarkers and their better applicability in practice are influential factors that
contribute to favorable clinical outcomes. To better understand the molecular basis associated
with colorectal cancer, we investigated KRAS, NRAS, BRAF, EGFR and TP53 genes in the
DNA of tumor and healthy cells using Sanger sequencing. The most frequent alteration,
present only in the tumor DNA (somatic), was used to investigate, by Digital PCR (ddPCR),
the detection and analysis of circulating tumor DNA (ctDNA) in the plasma. Altogether, 42
subjects made up the study, most of them male (59.5%), with a mean age of 63 years (SD:
10.0; min: 41; max: 83) and tumors located in the right colon ( 21.4%). transversal (2.4%),
left (4.8%), sigmoid (33.3%) and straight (38.1%). Germline and somatic allelic variants were
found in the KRAS, EGFR and TP53 genes. The most frequent somatic alteration in the study
was 15121913529, which showed a statistically significant association with alcohol
consumption (p = 0.002). Also involving somatic alterations, it was observed that patients
with a somatic mutation in 7P53 are ten times more likely to die, compared with the chance
of those without a mutation in this tumor suppressor gene (OR 11.2; 95% CI 1.25 - 245). The
applicability of these somatic changes in the liquid biopsy technique was demonstrated by the
positivity of rs121913529 in plasma ctDNA by ddPCR. Therefore, the results obtained
expand the understanding of the molecular basis of CRC and present an optimization of the

liquid biopsy technique, timely for clinical practice.

Keywords: Biomarkers, BRAF, colorectal cancer, ctDNA, digital PCR, EGFR, KRAS, liquid
biopsy, NRAS, sequencing, TP53.
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1 INTRODUCAO

O cancer de intestino compreende tumores que se originam no colon e reto, por¢des
finais do intestino grosso. Por isso, também ¢ conhecido como cancer de cdlon e reto ou
colorretal - CCR (SYMONDS et al., 2018). Compreende um dos principais responsaveis
pelas causas de morbidade e mortalidade no mundo (MALLMANN et al., 2017; OLIVEIRA
& HIRATA, 2018; CARDOSO et al., 2021), sendo, no Brasil, a segunda neoplasia com maior
incidéncia em mulheres e homens (INCA, 2021).

Tais aspectos epidemiologicos associam-se a um historico familiar ou pessoal de
cancer, presenca de pdlipos de cdlon, doencas inflamatorias intestinais (doenca de Crohn e
colite ulcerativa), diabetes mellitus e colecistectomias (ZHANG et al., 2017; PANG et al.,
2018). Além dessas bases genéticas e clinicas, habitos de vida, como sedentarismo, excesso
de peso corporal, obesidade, tabagismo, etilismo e padrdes alimentares inadequados, também
sao fatores de risco (INCA, 2021; SAWICKI et al., 2021).

De forma majoritaria, a detec¢do prévia a metastase favorece a recuperagdo e cura do
paciente (SCHOLER et al., 2017). Todavia, o diagndstico de CCR permanece como um fator
complicador, pois requer a retirada do tecido tumoral para analise, caracterizando-se como um
processo invasivo e dispendioso (OSUMI et al., 2019). Ademais, a vigilancia pos-operatoria,
mediada por exames de imagem e dosagens do nivel sérico do antigeno carcinoembrionario
(CEA), abarca limitagdes. A tomografia computadorizada (TC) associa-se a achados
inespecificos e risco de neoplasias malignas secundarias, e, a elevagdo do CEA ocorre em
uma variedade de doengas (OLIVEIRA & HIRATA, 2018).

Os desafios no diagnoéstico, em consonancia com a dificuldade em monitorar a doenga,
contribuem para que mais da metade dos pacientes desenvolvam a doenga metastatica
(HERMAN et al., 2013). Nesse estagio da doenga, a sobrevida relativa de 5 anos ¢ de 70%
para metastases regionais ¢ 13% para metdstases distantes. Percentual consideravelmente
menor, se comparado a pacientes com doenga localizada, com uma sobrevida estimada em
90% (KIDESS-SIGAL et al., 2016).

A biopsia liquida compreende uma técnica capaz de detectar o DNA tumoral
circulante (ctDNA), integrado ao DNA livre de células (cfDNA), em fluidos corporais
(YAMADA et al., 2018; OSUMI et al., 2019). O ctDNA consiste em fragmentos pequenos de
DNA tumoral, com cerca de 70 a 200 pares de base (pb). Esse 4cido nucléico ¢ liberado das
c¢lulas tumorais primarias, metastaticas e circulantes submetidas a apoptose ou necrose, €, se

propaga juntamente com o DNA de células saudéaveis (SAINI et al., 2018).
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Sobre todas as dificuldades citadas, a bidpsia liquida apresenta vantagens, pois
corresponde a um método rapido, com menor risco e custo, que reflete um ctDNA procedente
de células oriundas de diferentes regides do tumor. Atuando, portanto, com potencial para
identificar alteragdes genéticas e epigenéticas que abrangem todo o tumor (BARROS et al.,
2018; GERMANO et al., 2018). Ademais, a facilidade em obter amostras nio invasivas
possibilita a aplicagdo da técnica antes, durante e ap6s o tratamento, fornecendo informagoes
substanciais sobre as alteragdes genéticas que ocorrem no transcorrer da doenga, viabilizando
monitorar a doenga residual minima, a resposta a intervengao terapéutica, e, identificar casos
de recidiva ou metastase, anteriormente aos métodos tradicionais (SCHOLER et al., 2017).

Dentro desse contexto, as bases moleculares do CCR apresentam-se como
instrumentos para ampliar o entendimento das relagdes genotipo-fendtipo da doenca. A
identificacao de biomarcadores associados abre caminhos para o desenvolvimento e aplicagao
de abordagens promissoras e personalizadas, como a técnica de bidpsia liquida, com
capacidade de maximizar a eficacia e mitigar os riscos. Para tal fim, este estudo avaliou os
genes KRAS (exon 2-3), NRAS (exons 2-3), BRAF (exon 15), EGFR (exons 18-21) e TP53
(exons 4-9), em pacientes com o CCR, e a aplicabilidade da alteragdo somatica mais frequente

na técnica de biopsia liquida otimizada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cancer Colorretal (CCR)

O cancer de intestino compreende tumores - massa anormal de células, que se
originam no colon e reto (OLIVEIRA & NETO, 2015; KUMAR, ABBAS & ASTER, 2016).
Por isso, também ¢ conhecido como cancer de colon e reto ou colorretal - CCR (SYMONDS
et al., 2018). A maioria dos canceres colorretais origina-se do pélipo adenomatoso. Polipos
sdo crescimentos de tecido extra sobre a parede interna do intestino (SIMON, 2016; PATEL,
2020). Em estagios mais avancados, as células do CCR podem se deslocar por meio da matriz
extracelular, invadir a circulagdo sanguinea ou linfatica, e se instalarem em outro 6rgdo -

processo identificado como metastase (FILHO, 2021).

2.1.1 Aspectos epidemioldgicos

O CCR compreende, globalmente, uma das principais causas de morbidade e
mortalidade por cancer (ARNOLD et al., 2017; CARDOSO et al., 2021). A mortalidade por
CCR no Brasil ocupa o terceiro lugar e, em termos de incidéncia, ¢ o segundo tipo de cancer
mais frequente nos homens e mulheres, ficando atrds do cancer de préstata para o género
masculino, e, apos o cancer de mama no género feminino (INCA, 2021). Cumpre destacar que
ha uma ampla variacdo geografica abarcando as taxas de incidéncia e mortalidade, com
nimeros mais expressivos em paises com alto indice de desenvolvimento humano (IDH) e

com estilo de vida "ocidental”, devido a fatores de risco associados (WONG et al., 2020).

2.1.2 Fatores de risco

Diversos fatores tém sido elencados no processo de carcinogénese colorretal. Alguns
fatores associam-se a genética familiar e historia clinica, sdo eles: histérico familiar ou
pessoal de cancer, presenca de polipos de codlon, doengas inflamatérias intestinais (doenca de
Crohn e colite ulcerativa), diabetes mellitus e colecistectomias (ZHANG et al., 2017; PANG
et al., 2018; SAWICKI et al., 2021). Outros fatores de risco correspondem aos habitos de
vida, como sedentarismo, excesso de peso corporal, obesidade, tabagismo, etilismo, padrdes
alimentares inadequados. Em relacdo a alimentagdo ndo saudéavel, destacam-se as dietas
pobres em frutas, vegetais e outros alimentos que contenham fibras, consumo de alimentos
processados e a ingestdo excessiva de carne vermelha. Ademais, a microbiota intestinal, idade
igual ou acima de 50 anos, género masculino e condi¢des socioecondmicas também sao

fatores influentes (INCA, 2021; SAWICKI et al., 2021).
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2.1.3 Rastreamento

Considerando os dados epidemioldgicos do CCR apontados, o rastreamento, junto a
remog¢ao de adenomas de célon em individuos assintomaticos, exibe potencial para reduzir a
incidéncia e mortalidade da doenca. A Tabela 1 foi elaborada com base nas informagoes

defendidas por Gupta, Kupfer & Davis (2019).

Tabela 1 - Recomendacdes para a triagem do CCR

Historia familiar Triagem recomendada

Inicio da triagem aos 50 anos. Exceto em pessoas
Risco médio, sem historia afro-americanas, nas quais a evidéncia limitada apoia
familiar de alto risco triagem a partir dos 45 anos (recomendagao fraca e
evidéncia de qualidade muito baixa).

Historico familiar de CCR ou adenoma Iniciar a colonoscopia 10 anos antes da idade de
avangado em parente de primeiro grau diagnostico do parente afetado mais jovem ou aos 40
com menos de 60 anos, ou, 2 parentes de  anos de idade e repeticio do exame a cada 5 anos

primeiro grau em qualquer idade (recomendacdo fraca; evidéncia de baixa qualidade).
Unico parente de primeiro grau Iniciar o rastreio a partir dos 40 anos (recomendacéo
diagnosticado com 60 anos ou mais fraca; evidéncia de qualidade muito baixa).

Exames Triagem recomendada

Preferencialmente, colonoscopia a cada 10 anos ou
Testes de primeiro nivel teste imunoquimico fecal (FIT) anual (forte
recomendacao; evidéncia de qualidade moderada).

Colonografia de tomografia computadorizada (TC) a
cada 5 anos, teste FIT de DNA fecal a cada 3 anos
Testes de segundo nivel (forte recomendacao; evidéncia de baixa qualidade) e
sigmoidoscopia flexivel a cada 5 a 10 anos (forte
recomendacao; evidéncia de alta qualidade).

75 anos com triagens negativas anteriores ou menos
de 10 anos de expectativa de vida (recomendagdo
fraca; evidéncia de baixa qualidade).

Descontinuacao
da triagem

Fonte: Adaptado de GUPTA, N; KUPFER, S, S; DAVIS, A, M. Colorectal Cancer Screening. JAMA, v. 321, n.
20, p. 2022-2023. 2019.

2.1.4 Manifestagoes clinicas

Dentre os sintomas associados ao CCR, os mais frequentes incluem a presenga de
sangue nas fezes, alteracdo do habito intestinal - como diarréia e prisdo de ventre alternados,
dor ou desconforto abdominal, fraqueza, anemia por deficiéncia de ferro, inexplicavel perda
de peso, alteragdo na forma das fezes e tumoracdo abdominal. Ademais, sintomas nao

especificos do local também sdo elencados, como a trombose venosa profunda (INCA, 2021).
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2.1.5 Diagnéstico

Individuos com suspeita de CCR realizam, a principio, o exame fisico do abdomen e
analise do historico de saude, seguido de exames comprobatorios (SAWICKI et al., 2021). O
diagnostico ¢ efetivado a partir do exame histopatoldgico de espécime tumoral, obtido por
meio do exame de colonoscopia ou da pega cirirgica. Uma segunda possibilidade para
diagnostico ¢ o exame radioldgico contrastado do colon - recomendado para pacientes com
contraindicacdo médica ou sem acesso a colonoscopia. Exames de imagem, como ultrassom,
tomografia computadorizada e ressonancia magnética sdo elencados com aplicabilidade na

detecgio de metastases intra-abdominais e pélvicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.1.5.1 Estadiamento

O estadiamento sintetiza informagdes associadas a doenga e espelha informagdes que
se associam a sobrevida do paciente. Dentre os sistemas de estadiamento, o mais utilizado € o
TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional para o
Controle do Cancer (UICC). As variaveis consideradas nesse sistema envolvem a extensao
anatomica da doenca e as caracteristicas do tumor primario (T), as caracteristicas dos
linfonodos que drenam o 6rgdo em que o tumor se localiza (N) e informacdes de metéstases a

distancia (M), conforme expresso na Tabela 2 (INCA, 2021).

Tabela 2 - Sistema TNM

Sistema TNM
Tx Tumor nao avaliavel
TO0 Sem evidéncia de tumor
Tis Tumor in situ
T1 Infiltra a submucosa
T2 Infiltra a muscular propria
T3 Invade a subserosa
T4 Invade outros 6rgaos ou estruturas
Nx Linfonodos regionais ndo avaliaveis
NO Sem metéstases para linfonodos
N1 Metastase em 1-3 linfonodos
N2 Metastase em 4 linfonodos ou mais
Mx Sem pesquisa de metastases a distancia
MO Sem metastases a distancia
M1 Metastases a distancia

Fonte: Adaptado da Sociedade Brasileira de Cancerologia (2011).
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As categorias T, N e M agrupam-se em estadios que variam de I a IV. Essas
combinagdes, a fim de expressar o nivel de evolugdo da doenga, subdividem-se em niveis A,
B e C. O sistema de Dukes (modificado por Astler-Coller) ¢ mais antigo e apresenta
concordancia com o sistema TNM (NETO et al., 2006; ROCHA, 2011). A classificagdo em

estadios e o sistema DUKES encontram-se explicitos na Tabela 3.

Tabela 3 - Estadiamento

Estadio T N M DUKES
I T1/2 NO MO A
A T3 NO MO B
1B T4 NO MO
1A T1/2 N1 MO C
I11B T3/4 N1 MO
IIC Qualquer T N2 MO
v Qualquer T Qualquer N M1 D

Fonte: Adaptado da Sociedade Brasileira de Cancerologia (2011).

O estadiamento patoldgico, realizado a partir do exame anatomopatoldgico da peca
cirtirgica, ¢ o mais completo. Cumpre salientar que o estadiamento corretamente realizado

conduz para a aplicacdo correta de abordagens terap€uticas especificas (INCA, 2021).

2.1.6 Tratamento

Uma vez que o diagnostico € estabelecido, intervengdes terapéuticas sao necessarias.
A depender das especificacdes do caso, como a presenca ou auséncia de biomarcadores
genéticos, a quimioterapia e a radioterapia podem ser indicadas como forma de tratamento
(SAWICKI et al., 2021). O tratamento padrao para o CCR abrange a resseccao cirtrgica. A
cirurgia tem aplicabilidade para pacientes em estagio inicial ou avangado. Apresenta carater
curativo, quando promove completa remocdo do tumor primdrio e outras estruturas
acometidas por metastase. Em pacientes sem condi¢des de cura por ressecgdo, a cirurgia atua
de forma paliativa, a fim de minimizar os sintomas e melhorar a qualidade de vida
(PLUMMER et al.,, 2016). As recomendagdes de tratamento variam a depender do

estadiamento, conforme sintetizado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Intervengao terapéutica por estagio e localizacio do tumor

Recomendacoes de tratamento

Estadio . g -
para CA de célon e reto alto para CA de reto médio e baixo
I Cirurgia colonoscopica, aberta Resseccao transanal, cirurgia aberta
ou Colectomia laparoscopica. ou cirurgia laparoscopica.
Cirurgia aberta ou  Colectomia . o : .
- . Tratamento pré-operatorio (neoadjuvante):
11 laparoscopica. Pode haver associagao : : - :
CL S e radioterapia ¢ quimioterapia, a depender
com quimioterapia pos-operatoria. .
do estado geral do paciente.
Cirurgia aberta ou Colectomia Cirurgia aberjca ou laparoscopica. Pogle
o o : haver necessidade de complementagio
I laparoscopica, com quimioterapia ot ., tori
pbs-operatéria adjuvante. com quimioterapia pos-operatoria.
Quimioterapia paliativa, associada oundo  Quimioterapia paliativa, associada ou ndo
v a drogas de alvo-molecular. Cirurgiaoua a drogas de alvo-molecular. Radioterapia

Radiofrequéncia, em casos de metastases
localizadas no figado ou pulmao.

externa. Cirurgia para remog¢do do tumor
de reto e para a remog¢ao de metastases.

Fonte: Adaptado do Instituto Vencer o Cancer (2021).

2.1.7 Monitoramento

ApoOs o tratamento, o monitoramento ¢ de extrema relevancia para o diagndstico
precoce de recidiva ou novos tumores (INCA, 2021). As recomendagdes abrangem consultas
com periodicidade de 3 a 6 meses nos primeiros trés anos apos o tratamento e a cada 6 meses
até o quinto ano, dosagem sérica do antigeno carcinoembriondrio (CEA) e exames de
imagem, como a tomografia computadorizada e a colonoscopia. Referente a tomografia,
sugere-se que seja anual nos primeiros trés anos, e, em relagdo a colonoscopia, realizagao
ap6s um ano da cirurgia. Colonoscopia com resultado normal ¢ repetida em intervalos de 5

anos; com altera¢des, em intervalos anuais (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.2 Marcadores moleculares no Cancer Colorretal

Diferentes marcadores moleculares tém aplicabilidade desde o rastreamento da
populacdo até o monitoramento. As alteragdes identificadas podem ser classificadas como
germinativas ou somaticas (FILIPSKI et al., 2014). As germinativas acontecem em células
reprodutivas (0vulo ou espermatozoide) e sdo passadas para a proxima geracao, afetando
todas as células do individuo. As somaticas decorrem de modificagdes em células nado
reprodutivas e ndo sdo herdadas (NIH, 2021). Essas variantes, sejam elas germinativas ou

somaticas, podem ter relagdo com o surgimento do CCR (ARCHAMBAULT et al., 2020).
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O processo de carcinogénese inicia-se com alteragdes primarias e, com a multiplicacdo
celular, surgem células filhas com alteracdes genéticas e alteracdes secundarias. Esse acimulo
de alteragdes culminam no surgimento do tumor. Insta-se que os tumores colorretais surgem
como resultado da ativagdo mutacional de oncogenes (proto-oncogenes alterados) com a
inativagdo mutacional de genes supressores de tumor (PARREIRAS et al., 2013).

Ha duas vias envolvidas na progressao do polipo ao CCR - Figura 1. A via classica,
iniciada por adenomas tubulares, e, a via alternativa, que surge a partir de p6lipos serrilhados.
Na Figura 1, os genes alterados epigeneticamente sdo indicados em cada sequéncia. Alguns
genes sdo compartilhados entre as duas vias, como KRAS. Outros, aparecem s6 em uma delas,
como ¢ o caso do BRAF, presente apenas na via serrilhada. Varias vias de sinalizagdo
intracelular sdo desreguladas nesse processo, como a via WNT, MAPK, PI3K, TGFp e P53.
As vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na formacdo do tumor encontram-se

evidenciadas na figura (KUIPERS et al., 2015).
Figura 1 - Representacao esquematica da hipdtese de carcinogénese do CCR

. . : Adenoma ou : . o . .
Displasia ] . : Carcinoma i Cancer colorretal invasivo
: Pélipos serrilhados : ;

é | NRAS ; % ~®
i APC | KRAS i SMAD4 i TP53

Via 1 : \ 1PRE-CANCER§ \ PRE-CANCER \ CANCER ‘ CANCER

Adenomas tubularesg
associados ao CCR ; Sinalizagao WNT
: LRPS

Sinalizacdo MAPK [
KRAS i Sinalizagdo
BRAF | pisk

NRAS i PTEN TGFB : Sinalizagao p53

ERBB2 H  PI3KCA =GR

FAM123B ERBB3 /
Via 2 ' PRE-CANCER | ' PRE-CANCER | ' CANCER , CANCER

Pélipos serrilhados : : : :
associados ao CCR | CTNNB1 i KRAS i PIK3CA : TGFBR2

i BRAF

Sinalizagao
FZD10
SFRP

Legenda: A progressdo do polipo & formagao do CCR ¢ vista da esquerda para a direita na imagem (setas), e
pode ocorrer por duas vias. A via 1 é o caminho classico e envolve o surgimento do CCR, a partir de adenomas
tubulares. A via 2 ¢é considerada alternativa, e se inicia com polipos serrilhados. As vias de sinalizagdo
intracelular envolvidas na formac¢do do tumor encontram-se nos quadrantes em vermelho. A espessura da seta
que sai do quadrante reflete o envolvimento da via no cancer.

Fonte: Adaptado de KUIPERS, E. J. et al. Colorectal cancer. Nature Reviews Disease Primers, v. 1, nov. 2015.
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Dentre os genes envolvidos na progressdao do CCR, destacam-se KRAS, NRAS, BRAF e
TP53. APC e SMAD4 sao inespecificos, por serem comuns entre todos os subgrupos
moleculares (KUIPERS et al., 2015). Quando o cancer se estabelece, 7P53 demonstra grande
influéncia, principalmente nos aspectos de invasdao e dispersdo do tumor (LI et al., 2019;
OLSZEWSKI et al., 2019). Vale ressaltar que associado a via RAS e RAF, estd o gene EGFR,
também listado como influente na carcinogénese do CCR (GLAYSHER et al., 2014; WEE &
WANG, 2017; YU & GARCIA, 2020; CHENG et al., 2021).

2.2.1 KRAS

KRAS ¢ um proto-oncogene da familia RAS, juntamente com os genes NRAS e HRAS.
Localizado no brago curto cromossomo 12, na regido 1, banda 2, sub-banda 1 (12p12.1),
KRAS ¢ composto por 6 exons, que codificam a proteina K-RAS, integrante da superfamilia
GTPase. Essa biomolécula apresenta um peso aproximado de 21 kDa e também pode ser
identificada como P21 (GENE, 2021).

Proteinas P21 sdo produzidas na forma precursora citoplasmatica e encontram-se
ancoradas a superficie interna da membrana plasmatica por lipideos. Atuam na proliferagdo e
diferenciac¢do celular, por meio da transdu¢@o de sinais da membrana plasmética ao nicleo
(BOQUETT & FERREIRA, 2010). Exibe dois estados diferentes (Figura 2): ligada a GDP
(inativa) e GTP (ativa); sendo esta ultima capaz de mediar resposta a proliferagao,

diferenciacio e sobrevivéncia (VATANSEVER, ERMAN & GUMUS, 2019).

Figura 2 - Estado ativo e inativo da proteina K-RAS

® K-Ras @

(inativa)

Hidrolise do GTP Troca de nucleotideos

K-Ras/GTP + H20 — K-Ras/GDP + Pi f

K-Ras
(ativa)

— Proliferacao, diferenciagao e sobrevivéncia

Legenda: K-RAS assume a forma inativa, quando combinada com GDP, e, ativa, se estiver conectada com GTP.
Fatores de troca de nucleotideos guanina (GEF) convertem a proteina ao seu estado ativo. Enquanto que o estado
inativo ¢ retomado quando proteinas ativadoras de GTPase (GAP) estimulam a hidrélise de GTP.

Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).
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Esse proto-oncogene, quando alterado, ¢ denominado oncogene. A nivel celular, ha
mudangas no fendtipo com apenas um unico alelo alterado, o que permite considerar esse
oncogene como dominante. Dentre todos os genes da familia RAS, KRAS ¢ o mais estudado
por apresentar mutacdes mais frequentes, estar associado a tumores mais agressivos €
consequente menor sobrevida aos pacientes (BOQUETT & FERREIRA, 2010).

Alteracdes em KRAS sdo descritas em varias doencas, incluindo o CCR. Nessa
neoplasia maligna, as mutagdes em KRAS demarcam uma das alteragdes iniciais principais
que ocorrem na sequéncia adenoma-carcinoma. Dentro do gene KRAS, o exon 2 (codons 12 e
13) e o exon 3 (cddon 61) correspondem as regides mais avaliadas (VATANSEVER, ERMAN
& GUMUS, 2019). Mutagdes nesses trés codons (12, 13 e 61) sdo descritas com capacidade
de comprometer a capacidade de hidrdlise e inativagdo (LU et al., 2016). Assim, a proteina
K-RAS em sua forma alterada (oncogénica) promove uma sinalizagdo prolongada e
desequilibrada da membrana ao nucleo, contribuindo para formagdo de um fendtipo

neoplasico maligno (BOQUETT & FERREIRA, 2010).

2.2.2 NRAS

NRAS, proto-oncogene também pertencente a familia RAS, encontra-se no brago curto
do cromossomo 1, na regido 1, banda 3, sub-banda 2 (1p13.2). E constituido por 7 exons e
origina uma proteina de membrana com atividade GTPase, que se desloca entre o aparelho de
Golgi e a membrana plasmatica. Assim como no gene KRAS, alteragdes em NRAS também
foram associadas ao CCR (GENE, 2022). Convém destacar que a super ativacdo da via RAS
pode ser consequéncia de alteragdes envolvendo o EGFR, devido a convergéncia existente

entre a via RAS e 0o EGFR (WEE & WANG, 2017).

2.2.3 EGFR

EGFR ¢ o gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (do inglés “epidermal
growth factor receptor’), encontra-se localizado no brago curto do cromossomo 7, na regiao
1, banda 1, sub-banda 2 (7p11.2). Este gene codifica uma glicoproteina transmembrana com
atividade quinase, ou seja, com capacidade de modificar outras proteinas adicionando
quimicamente grupos fosfato - fosforilacdo. Esse receptor, ao se ligar no fator de crescimento
epidérmico, induz a dimerizagdo do receptor e a autofosforilacdo da tirosina, levando a

proliferagao celular (RAEVSKIY et al., 2021; GENE, 2022; MESSEHA et al., 2022).
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Dentre os 31 exons que compdem o gene EGFR, as mutacdes ja caracterizadas se
distribuem, majoritariamente, entre os exons 18-21, responsaveis pela codificagdo do dominio
da tirosina quinase (SHARMA et al., 2007). Alteracdes nessa por¢ao do gene podem resultar
na ativacdo desregulada da proteina. Esse tipo de mutacdo ativadora pode ser encontrada em
NSCLC (cancer de pulmio de células ndo pequenas), carcinoma de células escamosas de
cabega e pescogo, sistema nervoso central (glioblastoma), pancreas, ovario e, inclusive, no
CCR (WIEDUWILT & MOASSER, 2011; CHENG et al., 2021).

Uma maneira de impedir o crescimento das células cancerosas ¢ por meio do bloqueio
do EGFR. Todavia, mutagdes de ativacdo de efetores de EGFR nos genes KRAS e BRAF, por
exemplo, causam ativagdo persistente da sinalizacdo a jusante, apesar da inibicdo de EGFR
(LETO & TRUSOLINO, 2014; LEAL et al., 2019). A associagao das vias do EGFR, KRAS,

BRAF e outras proteinas relacionadas, encontra-se explicita na Figura 3.

Figura 3 - Vias do receptor do fator de crescimento epidérmico - EGFR

il

Membrana plasmética

Citoplasma

EGFR
R P e a»

[ KRAS, NRAS, HRAS l

— PTEN

Legenda: O fator de crescimento, ao se ligar no receptor, promove a sua dimerizagdo e fosforilacdo dos
dominios intracelulares. O receptor ativado leva a ativacdo das proteinas RAS, que por sua vez ativa RAF ¢ as
proteinas quinases MEK e ERK/MAPK, resultando, por fim, na expressdo de genes promotores de crescimento.
Outra via que abarca o mesmo resultado envolve a ativagdo do PIK3CA, AKT e mTOR. Nessa via, PTEN atua
como antagonista da atividade de PIK3CA.

Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).
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As vias RAS-RAF-MEK-ERK e PI3KINASE-PTEN-AKT-mTOR s3o complexas e
desempenham fung¢des importantes no crescimento de células normais e malignas. Desse
modo, alteracdes genéticas que desregulam essas vias podem causar proliferacdo celular

irrestrita ¢ aumento da sobrevivéncia celular. Do ponto de vista terapéutico, essas vias sao

alvos essenciais associadas ao cancer (GLAYSHER et al., 2014; YU & GARCIA, 2020).

2.2.4 BRAF

BRAF, assim como KRAS, ¢ um proto-oncogene. Ele est4 localizado no brago longo do
cromossomo 7, na regido 3, banda 4 (7q34) e apresenta 23 exons. A proteina codificada por
esse gene pertence a familia RAF de proteina quinase especifica de serina/treonina. Trata-se,
portanto, de uma enzima quinase que transfere fosfatos para o grupo OH da serina ou treonina
(GENE, 2022). Essa molécula integra e atua na regulacdo da via do receptor do fator de
crescimento - EGFR, influente na divisao, diferenciacao e secre¢ao celular.

Dentro desse contexto, esse proto-oncogene, quando mutado, ¢ favoravel ao processo
de carcinogénese. Dentre as alteracdes descritas nesse gene, a mais comum ¢ a V600E, que
corresponde a substituicado de uma valina por um acido glutamico no c6don 600 do exon 15.
A valina ¢ necessaria para a manutencdo do estado inativo do BRAF. Quando ocorre a
substitui¢do pelo 4cido glutdmico, ha um aumento de 130 a 700 vezes na atividade da quinase
BRAF; explicitando sua relagdo com o cancer (JONES et al., 2017).

Essa troca da valina pelo &acido glutdmico, no cdédon 600, é frequentemente
identificada no CCR e também em outros tipos de cancer, como melanoma, linfoma nao
Hodgkin, leucemia de células pilosas, carcinoma de tireoide, NSCLC (cancer de pulmao de
células ndo pequenas) e adenocarcinoma de pulmao. Dados sugerem que pacientes com essa
alteracdo ndo respondem a terapia anti-EGFR, com impacto negativo abrangendo o tempo de

sobrevida (CAFIERO et al., 2020).

2.2.5 TP53

TP53 ¢ um gene supressor de tumor que atua bloqueando a proliferagdao celular.
Encontra-se localizado no brago curto do cromossomo 17, na regidao 1, banda 3, sub-banda 1
(17p13.1). A proteina supressora de tumor codificada por esse gene contém dominios de
ativacdo transcricional, ligagdo ao DNA e oligomerizagdo. Atua em diversas condicdes,
regulando a expressdo de genes alvo, para induzir a parada do ciclo celular, apoptose,

senescéncia, reparo de DNA e alteragdes no metabolismo (GENE, 2022).
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Para compreender a ag¢do da proteina P53 e a sua relagdo com o cancer faz-se
necessario entender a respeito do ciclo celular - Figura 4. A vida celular € ciclica, abrangendo
varias fases para a duplicacao. Essas etapas acomodam-se ao longo da divisao celular (M) ou
quando a célula ndo estd se dividindo (intérfase). O momento da intérfase ¢ marcado por
preparatérios para a reproducdo celular. Nesse estagio, a célula se aperfeicoa para o processo
de sintese (G1), duplica o seu material genético (S) e prepara o seu nucleo para a divisdo
(G2), que pode ocorrer via mitose ou meiose. Outras vezes, entra em uma fase de repouso,
denominada GO (LIU et al., 2019).

O ciclo celular ¢ permeado por varios processos de regulacdo - Figura 4, a fim de
verificar sinais internos e externos que possam causar intercorréncias no processo de divisdo
celular. Essa regulagdo ocorre em células normais, garantindo a nao divisao de células com
DNA danificado, ou mesmo, em locais sem disponibilidade de espago. Os pontos de

checagem ocorrem ao final da fase G1, G2, e M (BERTOLI, SKOTHEIM & BRUIN, 2015).

Figura 4 - Ciclo celular
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Legenda: Fases do ciclo celular e os pontos de checagem.
Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).

A nivel celular, quando o material genético ¢ modificado, inicia-se uma rede molecular
sofisticada envolvida na resposta de dano ao DNA (DDR), com capacidade de corrigir danos
no DNA ou eliminar células cujos danos superam as capacidades de reparo (BENEDETTO et
al., 2017). Duas vias principais para iniciar DDR sdo ATM (Ataxia-telangiectasia mutated
kinase) com ativacao da Chk2 - Checkpoint kinase 2, e, ATR (Ataxia-telangiectasia mutated
and Rad3 related) com ativagdao da Chkl1 - Checkpoint kinase 1 (MEI et al., 2019).



29

Em resposta as quebras de fita dupla de DNA, as vias ATM-CHK2 e ATR-CHK1 sdo
ativadas e estabilizam P53 por meio de fosforilagdo. P53 ativa a producdo da proteina P21,
reguladora da passagem da fase G1 para S no ciclo celular. A proteina P21 complexada ao
receptor de ciclina dependente de quinases 2 (cdk2) impede a continuidade da divisao celular,
por meio da interrup¢do do ciclo celular. A fosforilagdo de P53 também pode resultar na
regulagdo positiva da proteina pro-apoptotica Bax (KELLEY & FISHEL, 2016). A atuacgdo da

P53 encontra-se ilustrada na Figura 5.

Figura 5 - Atuagio da proteina P53

Fase GO
(repouso)

it

+P ® CHK1
Interrupgéo do ciclo celular

Apoptose

Legenda: Fosforilagdo da proteina P53 e sua atuacdo na interrupgdo do ciclo celular, por meio do complexo
P21-cdk2 e na apoptose, por regulagdo positiva da proteina pro-apoptotica Bax.
Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).

A concentracdo e atividades da P53 sdo mantidas sob rigido controle, por se tratar de
uma molécula com potencial impacto de transformacao (LIMA et al., 2006). Alteragdes
envolvendo a proteina P53 geram efeitos anti-apoptoticos, contribuindo para a sobrevivéncia
das células cancerosas. Isso ocorre, pois P53 deixa de ativar a producdo de P21, tornando a
divisdo celular um processo descontrolado, podendo desencadear a formagao de tumores. Ao
todo, TP53 abrange 12 exons, dentre eles, os exons 5 a 8 sd3o os que sofrem maior nimero de
mutacoes que se relacionam a tumorigénese. Mutagdes nesse gene, em geral, compatibilizam
com o aparecimento de carcinoma de célon, sendo mais aparente em tumores biologicamente

mais agressivos e com perda da diferenciagdo celular (RIBEIRO & RIBEIRO, 2006).
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2.3 Biopsia Liquida

A Dbiopsia liquida compreende uma técnica capaz de detectar o DNA tumoral
circulante (ctDNA), integrado ao DNA livre de células (cfDNA), em fluidos corporais
(YAMADA et al., 2019; OSUMI et al., 2019). O ctDNA consiste em fragmentos pequenos de
DNA tumoral, com cerca de 70 a 200 pares de base (pb). Esse acido nucléico ¢ liberado das
células tumorais primarias, metastaticas e circulantes submetidas a apoptose ou necrose, e, se
propaga no soro, urina ou outro fluido corporal de forma livre, juntamente com o DNA de
células saudéaveis. O tempo de circulagdo varia de 15 minutos a 2,5 horas, pois o ctDNA ¢
rapidamente captado e processado pelo figado e rins (SAINI et al., 2018).

A Dbidpsia tecidual, estabelecida como padrio-ouro, é circundada por inimeros
desafios (QIN et al.,, 2016; GERMANO et al.,, 2018; NORMANNO et al., 2018). O
procedimento ¢ dispendioso, invasivo e por vezes inacessivel, a depender do tamanho e
localidade do tumor. Outro fator complicador corresponde a capacidade de modificagdo das
células que compdem o tumor. Desse modo, considerando a heterogeneidade tumoral, a
biopsia tradicional expressa informacoes limitadas do perfil molecular (SCHOLER et al.,
2017; LU & LI, 2017; OSUMI et al., 2019).

Para a obtencdo de informagdes mais completas, e atualizadas, requer-se o acesso a
consecutivas amostragens. Contudo, esse processo ¢ inaplicavel a bidpsia tecidual, devido as
dificuldades do procedimento e morbidade potencial associada. Complexificando, assim, o
monitoramento da doenca e a implantagao de estratégias terapéuticas eficazes (QIN et al.,
2016; LU & LI, 2017). A biopsia liquida apresenta vantagens sobre todas as dificuldades
citadas, pois abrange um método rdpido, com menor risco e custo em relacdo a bidpsia
tradicional, que reflete um ctDNA procedente de cé€lulas oriundas de diferentes regides do
tecido tumoral. Atuando, portanto, com potencial para identificar alteragdes genéticas e
epigenéticas que abrangem todo o tumor (BARROS et al., 2018; GERMANO et al., 2018).

A detecgdo de variantes alélicas em genes alvos em ctDNA representa um instrumento
promissor para o rastreamento, diagnostico, progndstico, monitoramento da progressdo do
cancer e efeito terapéutico. Contudo, os processos para a obtencdo e implementagao do
ctDNA no CCR requerem cuidados aprofundados com a padroniza¢do (WAN et al., 2017,
JACOBSON et al., 2019). A fase pré-analitica e a analitica sdo circundadas por desafios que
abrangem desde o correto manuseio e acondicionamento, até a implementacdo de métodos
mais sensiveis e especificos para a captagdo do ctDNA (SYMONDS et al., 2018;
SHARIATPANAHI et al., 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar alteragdes moleculares nos genes KRAS, NRAS, BRAF, EGFR e TP53, em amostras de

pacientes com Cancer Colorretal (CCR) e aplicabilidade na técnica de bidpsia liquida.

3.2 Objetivos Especificos

a) Investigar, por meio de sequenciamento, polimorfismos e/ou mutagdes nos genes KRAS
(exons 2-3), NRAS (exons 2-3), BRAF (exon 15), EGFR (exons 18-21) e TP53 (exons 4-9);

b) Avaliar a relagdo entre a caracterizagdo molecular e os dados clinicos;

c¢) Estimar a frequéncia absoluta e relativa de polimorfismos e/ou mutagdes nos genes KRAS

(exons 2-3), NRAS (exons 2-3), BRAF (exon 15), EGFR (exons 18-21) e TP53 (exons 4-9);

d) Aplicar a alteracdo somatica de maior frequéncia a técnica de biopsia liquida otimizada.
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4 METODOS
4.1 Principios éticos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob o ntmero 09135912.6.0000.5149 do Certificado de Apresentacdo para
Apreciagdo Etica - CAAE.

4.2 Selecao dos participantes

Pacientes diagnosticados com CCR pela equipe de coloproctologia do Hospital das
Clinicas de Belo Horizonte (HC-UFMG) foram convidados a integrar o estudo. Os
voluntarios foram informados sobre o propdsito da pesquisa e a participagdo efetivou-se por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Considerou-se a
idade entre 18 e 85 anos e a previsdo para ressec¢ao cirirgica como critérios para inclusdo na

pesquisa. Os critérios de exclusdo sdo complementares aos de inclusao.

4.3 Dados clinicos

Dados clinicos dos pacientes foram registrados na planilha da pesquisa, a partir da
andlise do prontudrio eletronico do sistema SOUL MV do HC-UFMG, e também por meio da
analise de prontuarios fisicos no Sistema de Arquivo Médico e Estatistico (SAME). Para
acesso a esses dados, além da autorizagdo comprovada pela assinatura dos pacientes no
TCLE, o projeto foi aprovado pela Geréncia de Ensino e Pesquisa (GEP) do HC-UFMG.

Os pacientes foram acompanhados ao longo do periodo de 23 meses de realizagdo
pratica do estudo. Informagdes associadas ao tratamento de adjuvancia, como duragao,
farmacos utilizados e intercorréncias foram registradas. Além disso, o desfecho apresentado
pelo paciente na ultima data de avaliagdo de acompanhamento, em relagdo a presenca ou

auséncia do 6bito, foi armazenado no banco de dados da pesquisa.

4.4 Amostras estudadas

Para o estudo, fragmentos do tecido tumoral (TT) e normal (TN) foram coletados pela
equipe cirargica de coloproctologia. Os tecidos, logo que coletados, foram acondicionados em
eppendorf de 1,5 mL, estéreis, previamente preenchidos com 1,0 mL da solucdo de
RNAlater®, eficaz para preservar a histologia dos tecidos (ThermoFisher); com posterior
armazenamento a - 80 °C. Além dos tecidos, uma amostra de aproximadamente 4 mL de

sangue total periférico foi obtida em tubo EDTA, antes do procedimento de ressec¢ao.
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4.5 Analise molecular tecidual
A investigacdo das bases moleculares associadas ao cancer de intestino encontra-se

exposta na Figura 6. As etapas envolvidas estdo detalhadas nos subitens a seguir.

Figura 6 - Analise molecular tecidual

M — - = Q
1. Extragao de 2. Quantificagao 3. Reacdo em Cadeia
DNA tecidual e diluicao da Polimerase (PCR)
ﬂ. mmm\m‘”
6. Reagdo de 5. Purificagdo do 4. Eletroforese
sequenciamento produto de PCR (gel de acrilamida)
7. Precipitacao 8. Andlise do 9. Andlise
da placa sequenciamento estatitica

Legenda: Fluxograma ilustrando o delineamento do estudo voltado para a analise molecular dos tecidos.
Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).

4.5.1 Extracdo de DNA tecidual

A extracdo do DNA tecidual foi realizada com proteinase K, conforme metodologia
desenvolvida por Miller, Dykes e Polesky (1988). Cada amostra de tecido foi acondicionada
em um eppendorf de 1,5 mL, previamente preenchido com 200 uL de tampao de lise
(Tris-HC1 1 M, pH 8,0; SDS 10%, EDTA 0,5 M, pH 8,0; H,0) e 16,36 uL de proteinase K (20
mg/mL). Posteriormente, foram mantidas em banho-maria a 65 °C, durante 1 hora.

Apds esse periodo, mais 200 pL de tampao de lise foram adicionados, as amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugadas por 20 minutos a
11.000 g. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubo de rosca de 1,5 mL.

Adicionou-se a ele, o dobro de etanol 100% e 10% do volume do sobrenadante de acetato de
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sodio (3M, pH 8,2). O DNA precipitado foi lavado em etanol 70% e, apds a secagem, eluido
em 200 pL de TE (Tris-HC1 1 M; EDTA 0,5 M, pH 8,0).

4.5.2 Quantificacdo e diluicao

Apds a extracdo do DNA, fez-se a quantificagdo, para averiguar a quantidade de DNA
extraida na etapa descrita anteriormente. Para essa quantificacdo, utilizou-se o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A pureza das amostras foi dada por
meio das razoes 260/280 e 260/230. A partir dessa etapa, as amostras foram diluidas para uma

concentragdo de 25 ng/uL e armazenadas em geladeira de DNA especifica, a 4 °C.

4.5.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A partir do processo de extracdo tem-se todo o conteudo genético celular. Entretanto,
para a avaliagcdo de regides especificas, associadas a tumorigénese do CCR, fez-se a Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR), em fluxo laminar. Por meio dessa técnica é possivel obter
milhdes de copias da regido de interesse. A reagdao de PCR diferenciou-se com base na enzima

Taq DNA Polimerase utilizada, conforme descri¢cdo da Tabela 5.

Tabela 5 - Reacao de PCR com Taq Platinum e Gold

Enzima Reagente Quantidade (1 amostra) Ciclagem no termociclador
H,O 13,6 uL Passo 1: 95 °C, por 10 minutos.
Tampao 2,5 ul Passo 2: 95 °C, por 1 minuto.
dNTP 2,5 uL Passo 3: temperatura de anelamento
] MgCl, 1,0 puL especifica do primer, por 1 minuto.

Taq Platinum Primer F 0,5 puL Passo 4: 72 °C, por 1 minuto.
Primer R 0,5 uL Passo 5: retornar no passo 2, 34 vezes.
Taq 0,4 pL Passo 6: 72 °C, por 10 minutos.
DNA molde 4,0 uL Passo 7: 4 °C, por 20 minutos.

Passo 1: 95 °C, por 10 minutos.
Passo 2: 95 °C, por 30 segundos.

H,0
° 2,75 pL Passo 3: temperatura de anelamento
Primer F 0,5 pL cfica do pr 20 q
Taq Gold Primer R 0.5 uL ;spem 41‘c32 g é)nmerl, pqr t segundos.
Tagq 6.25 uL. asso , por 1 minuto.
DNA molde 4,0 uL Passo 5: retornar no passo 2, 34 vezes.

Passo 6: 72 °C, por 7 minutos.
Passo 7: 4 °C, por 20 minutos.

Legenda: O protocolo para cada PCR variou conforme a enzima utilizada. Observa-se que o volume final difere
para cada reagdo (25,0 uL para PCR com Taq Platinum e 14,0 uL com Taq Gold). Ademais, na reagdo com Taq
Gold, menos elementos sdo adicionados, pois o frasco com a enzima vem acompanhado de outros reagentes.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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A ciclagem no termociclador foi diferente para o gene KRAS, visto que, com o intuito
de aumentar a sensibilidade na detec¢ao da mutacdo, seguiu-se a programacdo COLD-PCR,
descrita por Zuo (2009). Os iniciadores (Tabela 6) utilizados para a amplificacao dos exons
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR e TP53 foram desenhados com base nas informacdes contidas no

banco de dados genéticos denominado Ensembl, e, utilizando o programa Primer3 v.4.0.

Tabela 6 - Especificacoes dos iniciadores

Gene Exon(s) Primer Sequéncia Tamanho Ta
b KRAS 2-F 5' GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA 3' 214 pb 56 °C
KRAS 2-R 5' GAATGGTCCTGCACCAGTAA 3' p
KRAS
KRAS 3-F 5' CCAGACTGTGTTTCTCCCTTC 3' @
3 KRAS 3-R 5' TGCATGGCATTAGCAAAGAC 3' 286 pb 58°C
NRAS 2-F 5' CCAAATGGAAGGTCACACTA 3' 0
2 NRAS 2-R 5' GATCCGACAAGTGAGAGACA 3' 287 pb 35°C
NRAS
NRAS 3-F 5' GCATTCCCTGTGGTTTTTA 3' o
3 NRAS 3-R 5' GCTCTATCTTCCCTAGTGTGG 3' 341 pb 53°C
BRAF 15-F 5 CATAATGCTTGCTCTGATAGGA 3’ o
BRAF 15 BRAF 15-R 5’ TTTTTGTGAATACTGGGAACT 3’ 303 pb 56°C
18 EGFR 18-F 5" CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC 3’ 400 pb 62 °C
EGFR 18-R 5" GAGTTTCCCAAACACTCAGTGAAAC 3’ p
EGFR 19-F 5' CCCAGCAATATCAGCCTT 3° 0
1 EGFR 19-R 5' GCCTCCATTTCTTCATCCAA 3' 590pb  56°C
EGFR
EGFR 20-F 5' CTCTCCCACTGCATCTGTCA 3° o
20 EGFR 20-R 5' TATCTCCCCTCCCCGTATCT 3' 421 pb 58°C
EGFR 21-F 5' TTCAAGCCCAGGTCTCAACT 3' @
21 EGFR 21-R 5' CAGCTGTGACCTTTCCCAAT 3' 775 pb S8°C
TP53 4-F 5' TGCTCTTTTCACCCATCTAC 3' @
4 TP53 4-R 5' ATACGGCCAGGCATTGAAGT 3' 353 pb S8°C
TP53 5/6-F 5' TGTTCACTTGTGCCCTGACT 3' o
5¢6 TP53 5/6-R 5' TTAACCCCTCCTCCCAGAGA 3' 467 pb 39°C
TP53
TP53 7-F 5' CTTGCCACAGGTCTCCCCAA 3' o
7 TP53 7-R 5' AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA 3' 237 pb 62°C
TP53 8/9-F 5' TTGGGAGTAGATGGAGCCT 3' o
8e9 TP53 8/9-R 5' AGTGTTAGACTGGAAACTTT 3' 445 pb 56°C

Legenda: Cada iniciador encontra-se descrito em relacdo ao gene em que se anela, exon(s) de interesse,
sequéncia de bases, tamanho do amplicon em pares de base (pb) e temperatura de anelamento (Ta) padronizada.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).



36

4.5.4 Eletroforese (gel de acrilamida)

Apds a PCR, fez-se a eletroforese como forma de verificar se o DNA extraido
encontra-se na integro e constatar o funcionamento da PCR. A visualizagdo das bandas
ocorreu em um gel de poliacrilamida 6,5%. O protocolo de coloragdao envolveu uma etapa de
fixacdo em acido acético glacial 10%, lavagem em agua destilada por 3 minutos, impregnacao
em solugdo de nitrato de prata, dupla lavagem em dagua destilada por 30 segundos, e,

revelacao foi em solugdo a base de carbonato de sodio, formaldeido e tiossulfato de sédio.

4.5.5 Purificagdo do produto de PCR

A purificacdo foi realizada com o produto de PCR, apos verificar a sua eficcia via
eletroforese. Esse processo foi realizado para eliminar os reagentes utilizados durante o
processo de PCR, restos de nucleotideos, e assim, manter somente o0 DNA amplificado para a
reagdo de sequenciamento. A técnica de eletroforese foi utilizada novamente apds a
purificagdo para verificar se houve perda do contetido amplificado.

Fez-se a purificacio do DNA com 20 pL de agua milli-Q autoclavada e 60 pL de
isopropanol 100%. Apds, manteve-se por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se
por 25 minutos, a 14.000 g. O sobrenadante foi retirado por inversao e houve adi¢do de 150
uL de Etanol 70% para lavagem. Por fim, centrifugou-se por mais 10 minutos, a 14.000 g.

Descartou-se o sobrenadante e, apds secagem, 35 puL. de d4gua milli-Q foi adicionada.
4.5.6 Reacdo de sequenciamento
A reacdo de sequenciamento dos produtos purificados de PCR foi realizada em fluxo

laminar, conforme as especificagdes constatadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Reacdo de sequenciamento

Reagente Quantidade (1 amostra) Etapas no termociclador
H,0 2.5 1L Passo 1: 96 °C, por 1 minuto.
. Passo 2: 96 °C, por 20 segundos.
Primer F ou R* 1,0 uL
. Passo 3: 50 °C, por 15 segundos.
Tampao 2,5 uL .
. Passo 4: 60 °C, por 4 minutos.
Bigbye 1,0 L Passo 5: retornar no passo 2, 30 vezes
Produto purificado 4,0 uL ) p ’ ’

Passo 6: 8 °C, por 30 minutos.

Legenda: Reagentes e quantidade para a reacdo de sequenciamento, com descrigdo das etapas no termociclador.
*QOs primers da PCR séo diluidos na proporgdo 4,5 pl de agua para 2 ul de primer, ¢ colocados separadamente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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4.5.7 Precipitacdo da placa

Apds a reagdo de sequenciamento, os produtos sequenciados foram precipitados
diretamente na placa de 96 pocos, utilizando EDTA (125 mM), Acetato de Sédio (3M) e
etanol 100% (Merck), seguida de uma lavagem com etanol 70% (Merck). A placa, apos
precipitagdo, foi introduzida no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer 4 capilares (Life

Technologies Corporation, Carlsbad, CA).

4.5.8 Andlise do sequenciamento

Os cromatogramas gerados no sequenciador foram salvos em pastas organizadas por
local (gene e exon) e por paciente. A analise de cada cromatograma ocorreu no programa
Sequencher v.4.9, com pareamento da sequéncia obtida com a sequéncia referéncia
correspondente ao trecho. Os transcritos utilizados para comparacdo foram KRAS:
ENST00000256078; NRAS: ENSTO00000369535; BRAF: ENST00000496384; EGFR:
ENST00000275493; TP53: ENST00000269305.

As alteragdes encontradas foram pesquisadas no navegador de genomas Ensembl e em
bancos de dados, como o Single Nucleotide 46 Polymorphism database (dAbSNP) e Clinically
relevant variation (Clinvar) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). As
alteracdes identificadas no sequenciamento foram submetidas a uma analise in silico, para
avaliar a patogenicidade da alteracdo sob a estrutura proteica. Para essa predigdo, utilizou-se
trés softwares online, sdo eles: Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2), Sorting Tolerant
From Intolerant (SIFT) e Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN)).

Os resultados do PolyPhen-2 sdo liberados de acordo com o escore, que variade O a 1,
e com um diagrama representativo. Prevé-se que as variantes com pontuagdo proxima de 0,0
sejam benignas e valores proximos de 1,0 caracterizam maior dano proteico. No SIFT, os
resultados também sdo liberados em uma escala de 0 a 1, porém, quanto mais proximo de 0
mais danosa ¢ a substituicdo. Na ferramenta PROVEAN, por sua vez, valores iguais ou

inferiores a -2,5 classificam a alteracao como “deletéria”, ¢ acima de -2,5 como “neutra”.

4.5.9 Anadlise Estatistica

Medidas de tendéncia central (média, mediana), juntamente com medidas de dispersao
(desvio padrdo) foram utilizadas para resumir o conjunto de dados. Analise de frequéncia
absoluta possibilitou expressar o niumero de vezes que cada alteracdo genética apareceu no

conjunto de dados, e a frequéncia relativa, os valores em porcentagem. Definiu-se o dbito
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como desfecho primdrio. Variaveis secunddrias, como as variantes alélicas, caracteristicas
clinicas, idade, género, tabagismo e etilismo, foram avaliadas.

Para a andlise, aderiu-se a analise estatistica ndo-paramétrica, considerando a natureza
dos dados da pesquisa. Para a comparagdao de uma varidvel categdrica, contendo dois niveis,
com uma variavel numérica, utilizou-se o teste de Wilcoxon, também conhecido como
Mann-Whitney. Em grupos com mais de dois niveis na variavel categorica, optou-se pelo teste
de Kruskal-Wallis. A avaliacao de associagdo entre duas variaveis categoricas foi verificada
com o teste de Qui-quadrado.

Para avaliar as medidas de efeito, aplicou-se o teste da razdo das chances. A razado ¢
igual a 1, quando o risco for igual entre expostos e ndo expostos. Se for menor que 1, tem-se
um fator de protecdo, e, se for maior que 1, um fator de risco. Valores de p (p-valor) inferiores
a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e todas as analises foram realizadas

com o software R versdo 3.5.1.

4.6 Aplicabilidade das alteracdes na técnica de Biopsia Liquida

A técnica de Biopsia Liquida foi otimizada e padronizada para verificar a alteragao
somatica mais frequente no estudo, identificada por meio da analise molecular tecidual,
descrita no topico anterior (4.5 Analise molecular tecidual). Utilizou-se a técnica de PCR
Digital (ddPCR) para a detec¢do do DNA tumoral circulante. O DNA do tumor, diluido para 2
ng/uL, foi utilizado como controle positivo, e a possibilidade de uso da técnica foi avaliada, a
partir da concordancia dos resultados do tecido e plasma. As etapas envolvidas encontram-se

representadas na Figura 7, e, estdo detalhadas nos subtopicos que seguem.

Figura 7 - Aplicabilidade na técnica de biopsia liquida
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1. Separagao 2. Isolamento 3. PCR Digital
do plasma do cfDNA (ddPCR)

Legenda: Etapas para verificagdo da aplicabilidade das alteragcdes moleculares na técnica de bidpsia liquida, a
partir da otimizagdo e padronizagdo realizada.
Fonte: Customizado pelo autor, com o BioRender (2021).
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4.6.1 Separacdo do plasma

O sangue total, colhido em tubo EDTA, foi processado em no maximo duas horas apds
a coleta para a separagdao do plasma. Esse processo foi efetivado por meio de uma dupla
centrifugacdo do sangue. Inicialmente, a 4 °C, 1600 g, durante 10 minutos, com transferéncia
do sobrenadante para eppendorf de 1,5 mL. A segunda centrifugacdo também foi realizada a 4
°C e por 10 minutos, porém, com rotacao de 16000 g. Posteriormente, o plasma foi aliquotado

e acondicionado a - 80 °C.

4.6.2 Isolamento do cfDNA

Visando o isolamento do cfDNA, que contempla o ctDNA, utilizou-se o kit
MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation (Thermo Fisher/Catalogo: A29319). A opgdo 1 do
protocolo segundo o fabricante, com adi¢do de proteinase K, foi realizada. Utilizou-se 600 pL
de plasma como volume inicial. O processo inicia-se com o rompimento dos exossomos -
vesiculas contendo o cfDNA. Apoés liberado, o cfDNA conecta-se as beads (esferas)
magnéticas que, por sua vez, aproximam-se dos imds da raque magnética, possibilitando as
etapas de lavagem. Ao final, o cfDNA foi separado das beads, sendo liberado em 15 pL do

eluente. O cfDNA foi acondicionado em tubos de rosca, a - 20 °C, até o momento da analise.

4.6.3 PCR Digital

Considerou-se a técnica de PCR Digital em gotas (ddPCR) como sendo a mais
sensivel e especifica para a deteccdo do DNA do tumor circulante no plasma. Para sua
realizacdo, preparou-se a rea¢do contendo agua, sonda (BioRad), supermix (BioRad) e o
cfDNA. Em seguida, ocorreu a geragao das gotas (BioRad) e essas, apds produzidas, foram
transferidas para uma placa de 96 pogos. A placa foi devidamente selada e acondicionada no
termociclador, para o processo de amplificacdo. Por fim, a placa foi programada e sua leitura
ocorreu no equipamento QX200 Droplet Reader (BioRad). Etapa realizada em colaboracao
com o Laboratorio Personal Diagndsticos de Precisao.

Os resultados foram analisados no programa Quanta Soft (BioRad). Em um primeiro
momento, avaliou-se a quantidade de goticulas geradas por pogos. Exigiu-se, no minimo, o
nimero de 10.000 gotas para andlise aceitdvel dos resultados. Atendido o critério da
contabilidade de gotas, o grafico 2D de amplitude foi verificado, a fim de avaliar se as
amostras possuiam ou nao a alteragao em questdo. Considerou-se como positivas as amostras

com mais de trés goticulas no quadrante mutado (Ch1+/Ch2-).
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5 RESULTADOS
5.1 Perfil clinico dos pacientes

Um total de 42 pacientes com CCR foram incluidos no estudo. Ao todo, 84 amostras
de tecido, sendo 42 amostras de tecido normal e 42 de tecido tumoral, foram coletadas.
Majoritariamente, ha pacientes do género masculino (59,5%, n: 25). A idade média dos
participantes € de 63 anos (DP: 10,0; min: 41; max: 83). As amostras de tumor incluidas neste
estudo foram representativas de todas as localizagdes tumorais, com maior predominancia
(38,1%) no reto. Dentre os pacientes, 20 (47,6%) foram diagnosticados em estagio inicial
(I-ITA), e apenas 4 (9,5%) tinham diagnostico de CCR metastatico no inicio do estudo. O

perfil clinico dos pacientes encontra-se resumido na Tabela 8.

Tabela 8 - Perfil clinico dos pacientes

Célon
Variavei Ret Total
aravels Direito Transverso Esquerdo* Sigmdide eto ot
Média 67 56 52 63 63 63
Idade
Mediana 68 56 52 65 61 63
Masculino 5 0 1 8 11 25
Género
Feminino 4 1 1 6 5 17
Branco 2 0 0 5 5 12
Etnia Negro 1 1 1 0 4 7
Pardo 6 0 1 9 7 23
| 0 0 0 2 1 3
11 6 0 1 7 6 20
Estadio
111 2 0 0 5 7 14
v 1 1 0 0 2
T1 0 0 0 0 0
T2 0 0 0 2 2 4
T3 7 0 1 9 9 26
TNM T4 2 1 0 3 5 11
NO 6 0 1 9 8 24
N+ 3 1 0 5 8 17
MO0/Mx 8 0 1 14 14 37
M1 1 1 0 0 2 4

Legenda: Perfil dos pacientes em relagdo a idade média e mediana, ¢, nimero de pacientes de cada género, etnia
autodeclarada e estadiamento.

*Dos pacientes com tumor no c6lon esquerdo, um nio tinha o estadiamento disponivel.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Em relacdo a histdria clinica e familiar, 35 pacientes apresentavam pelo menos uma
comorbidade (83,3%). As comorbidades mais relatadas foram hipertensdo (64,2%), Diabetes
Mellitus (19,0%), e obesidade (9,0%). Dentre os integrantes do estudo, 23 (54,8%) afirmaram
histéria familiar de cancer, e 9 (21,4%), especificamente, historico familiar de CCR. Até a
ultima data de avaliacdo de acompanhamento, 4 pacientes (9,5%) apresentaram o desfecho de
obito. No que se refere a historia de saude, 6 pacientes (14,3%) eram tabagistas e 12 (28,6%)

ex-tabagistas. 11 (26,2%) eram etilistas e 9 (21,4%) ex-etilistas.

5.2 Analise molecular

Alteragdes germinativas foram encontradas nos genes EGFR e TP53 - Tabela 9.
Nenhuma alteragdo foi detectada nos genes NRAS e BRAF. A tabela também resume as
frequéncias encontradas no estudo e descritas no Ensembl, em rela¢ao ao parametro de menor
frequéncia alélica (MAF) O Arquivo Brasileiro Online de Mutag¢des (ABraOM) também foi

consultado para levantamento da frequéncia em relagdo as variantes gendmicas.

Tabela 9 - Alteracdes germinativas identificadas

Frequéncia
Gene Alteracao Especificacoes Pesquisa
MAF ABraOM
FA FR

rs17337107 Intronica 1 2,4% 2% (A) 3%
rs17337135 Intronica 4 9,5% 1% (A) 3%
rs2017000 Intronica 20 47,6% 33% (G) 26%
rs17290378 Intrénica 5 11,9% 4% (C) 6%
rs555226828 Intronica 1 2,4% <1% (A) NR
rs17290385 Intronica 1 2,4% 1% (A) 1%

EGFR rs712831 Intronica 38 90,5% 33% (T) 78%
rs10241451 Intronica 23 24,8% 17% (C) 22%

Exo0nica; Sinonima

1,4%  43% (A 49
SI0SOITL i onipGmrgr= 30 W% 4% M) 54%
rs17290552 Intronica 3 71% 3% (G) 3%
156970262 Intronica 35 833%  25%(A) 65%

Exonica; Missense
’ 36 857%  46% (G 67°
tes3 1922 5 1505G; pProT2Arg 7% % (G) o
rs966675626 Intronica 1 2,4% <1% <1%

Legenda: Alteragdes somaticas ¢ sua localizagdo no gene, alteracdo, especificagdes e analise da frequéncia.
MAF: menor frequéncia alélica - reportada pelo Ensembl. FA: Frequéncia Absoluta. FR: Frequéncia Relativa.
NR: Nao Reportado.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Alteragdes somaticas foram encontradas em KRAS e TP53. A frequéncia encontrada
no estudo foi reportada e os bancos de dados Ensembl e ABraOM também foram consultados.

As especificacoes referentes as alteracdes somaticas encontram-se dispostas na Tabela 10.

Tabela 10 - Alteracoes somaticas identificadas

Frequéncia
Gene Alteracio Especificacoes Pesquisa
MAF ABraOM
FA FR
Ex0nica; Missense 8 19,1%
¢.35G>T; p.Gly12Val 2 4,8%
rs121913529 <1% NR
KRAS ¢.35G>C; p.Glyl2Ala 1 2,4%
¢.35G>A; p.Gly12Asp 5 11,9%

Ex0Onica; Missense
112445441 ’ 3 7,1% <1% NR
- c.38G>A; p.Gly13Asp 7 °

ExOnica; Missense
28934578 ’ 3 19 <19 NR
& ¢.524G>A; p.Argl 75His 1% &

Exonica; Missense
28934575 : 1 2,49 <10 NR
& ¢.733G>A; p.Gly245Ser A% o

Ex0Onica; Missense
121912651 ’ 3 7,19 <19 NR
" ¢.742C>T p.Arg248Trp 1% &

Exonica; Missense
P53 11540652 : 1 2,49 <10 NR
- ¢.743G>A; p.Arg248Gln A% o

ExOnica; Missense
1064794311 ’ 1 2,4% <19 NR
s ¢.749C>T; p.Pro250Leu A% &

Exonica; Missense
121913343 ’ 1 2,49 <19 NR
- c.817C>T; p.Arg273Cys A% o

Ex0Onica; Missense
28934576 : 1 24%  <1%(T NR
& ¢.818G>A; p.Arg273His A% % (T)

Legenda: Alteracdes somaticas e sua localizagdo no gene, alterag@o, especificagdes e analise da frequéncia.
MAF: menor frequéncia alélica. FA: Frequéncia Absoluta. FR: Frequéncia Relativa. NR: Nao Reportado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Dentre as alteragdes, a variante germinativa mais frequente foi a 5712831 (EGFR),
identificada em 38 (90,5%) participantes da pesquisa. Dentre as alteragdes somaticas, a
rs121913529 (KRAS), presente em 11 (26,2%) pacientes. Vale destacar que as alteracdes
somaticas apresentaram menor frequéncia, se comparadas as germinativas. Além disso,
nenhuma das alteragdes somadticas foi reportada no banco de dados brasileiro ABraOM. A

distribuicao das alteragdes por paciente, encontra-se ilustrada na Figura 8.



43

Figura 8 - Distribuicio das variantes alélicas identificadas no estudo
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Legenda: Distribui¢do das alteragdes encontradas no sequenciamento dos pacientes. As marcagdes em azul
indicam as altera¢cdes somaticas, e, em vermelho, as alteragdes germinativas. ID Pacientes: Identificacdo dos
pacientes. N: Numero de vezes que a alteragdo apareceu.

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

As alteragdes encontradas nos genes KRAS, EGFR e TP53 encontram-se detalhadas

nos itens subsequentes.
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5.2.1 KRAS

KRAS foi analisado em todos os pacientes, por meio da andlise de sequenciamento
direto dos exons 2 e 3, conforme disposto na Tabela 6. Duas altera¢des foram encontradas no
exon 2 de KRAS em heterozigose, uma no coédon 12, outra no coddon 13, conforme os
cromatogramas expressos na Figura 9. Ambas alteragdes foram constatadas apenas em
amostras de tecido tumoral, caracterizando-se como mutagdes somaticas, € sdo expressas
como patogénicas, em pesquisa do significado clinico no Clinvar, com excecao da G12A.

A rs121913529 identificada no codon 12 é multialélica. Dentre as trés substitui¢des
encontradas, a mais frequente envolve a mudan¢a de uma guanina (G) por uma adenina (A)
na posi¢do 35 em relacdo a fita codificante (¢.35G>A), resultando em uma troca de glicina
(Gly) por aspartato (Asp) na posicdo 12 da sequéncia de aminoacidos (p.Glyl2Asp). A
segunda mais frequente envolve a base timina (T); e o aminoécido valina (Val) na mesma
posi¢do (c.35G>T; p.Gly12Val). A menos frequente abarca uma substitui¢ao por citosina (C);
com consequente mudanga para alanina (Ala) no mesmo local (¢.35G>C; p.Glyl2Ala). No

codon 13 de KRAS, a alteracao detectada foi a rs112445441 (c.38G>A; p.Gly13Asp).

Figura 9 - Alteracées no exon 2 do gene KRAS
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Legenda: Cromatogramas exibindo as variantes alélicas, detectadas em amostras de tecido tumoral (TT), mas
ndo em tecido normal (TN) - somatica. Destacado em preto no cromatograma, o local da substitui¢do. Abaixo
dos cromatogramas, o codon contendo a alteragdo (superior) e o de referéncia (inferior). WT: Selvagem.

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).
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5.2.2 EGFR

Analisou-se os exons 18 - 21 do gene EGFR, envolvidos na codificagdo do dominio da
tirosina quinase. Um total de onze alteracdes foram encontradas, dez sdo variantes intronicas e
uma exonica. Alteragdes intronicas foram identificadas entre os exons 18 € 19 (rs17337107),
19 e 20 (rs17337135; rs2017000; rs17290378; rs555226828; rs17290385; rs712831 e a
rs10241451), 20 e 21 (rs17290552), 21 e 22 (rs6970262). Algumas alteragdes mostraram-se

em heterozigose e em homozigose, como se pode avaliar na Figura 10.

Figura 10 - Alteracdes intronicas identificadas no EGFR

rs2017000 +/+ rs2017000 +/-

Legenda: Alteragdes em homozigose (+/+) e heterozigose (+/-). Destacado em preto no cromatograma, o local
da substituicdo. Abaixo, a base inferior corresponde a referéncia, e a superior, a alterada.
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).
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O polimorfismo, encontrado no exon 20 do gene EGFR, envolve a substituicdo de uma
guanina (G) por uma adenina (A). Apesar da alteracao na base nitrogenada, o aminoacido nao
¢ alterado (p.GIn787=), tratando-se de uma alteragao sindnima. Por essa razdo, ¢ classificada
como benigna, em consulta ao significado clinico no Clinvar. Essa alterac¢ao (rs/050171) foi
identificada na amostra de tecido tumoral e normal (germinativa) de 30 (71,4%) dos casos.
Em 19 dos casos apareceu em heterozigose, ¢ no restante (11) em homozigose. Os
cromatogramas representativos para essa alteracdo, em homozigose e heterozigose,

encontram-se explicitos na Figura 11.

Figura 11 - Alteracio exonica identificada no EGFR
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Legenda: Alteracdo sinénima Q787= detectada em heterozigose (+/-) e homozigose (+/+), em amostras de
tecido tumoral (TT) e normal (TN) - classificagdo em germinativa. Destacado em preto no cromatograma, o local
da substitui¢do. Abaixo dos cromatogramas, o cddon contendo a alteragio (superior) e o de referéncia (inferior).
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).

5.2.3TP53

Na analise do gene 7P53 em 42 canceres de intestino, sete alteragdes sao somaticas, €
duas sdo germinativas. Exons do 4 ao 9 de 7P53 foram analisados, e os resultados especificos
para cada regido, encontram-se descritos abaixo. Vale destacar que nenhuma alteragdo foi
detectada no exon 6 e 9, das porcdes analisadas - conforme descricido da Tabela 6 -

Especificagdes dos iniciadores.
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5.2.3.1 Exon 4 do gene TP53

Identificou-se no exon 4 do gene TP53 ars1042522 (c.215C>G; p.Pro72Arg) - Figura
12. A alteracdo P72R corresponde a uma variante germinativa e foi detectada em heterozigose
e em homozigose, em 21 (50,0%) e 15 (35,7%) dos casos, respectivamente. Em consulta ao
significado clinico no Clinvar, mencionou-se corresponder a um polimorfismo com resposta a

farmacos.

Figura 12 - Alteracao no exon 4 do gene 7P53
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c CHl C G T
d ¢ d .

g C
d d d

A \_/ \il\;,- '.,\‘ _,-‘f ‘\\‘{P\'f ,u" \\ f '!‘ ,-"l \ /\

A cC G T« . C C CEMCGTIG
o a E 33 3 ¢ a3Ind
MY T AR
- _..=_.—____|)l\,__ - : _ k“'lll __I\ / \../ r'f"\ i’l ll" I
ClG|C C G C
ccic ccic

Legenda: P72R detectada em homozigose (+/+) e heterozigose (+/-), em amostras de tecido tumoral (TT) e
normal (TN), sendo classificada como germinativa. Destacado em preto no cromatograma, o local da
substituicdo. Abaixo dos cromatogramas, o codon contendo a alterag@o (superior) e o de referéncia (inferior).
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).

5.2.3.2 Exon 5 do gene TP53

A 1528934578, frequente em menos de 1% da populagdo, foi identificada no exon 5 do
gene TP53, (¢.524G>A; p.Argl75His). A mutagdo apresenta carater patogé€nico, de acordo
com o Clinvar. Essa variante missense (R175H) foi identificada somente em amostras de
tumor, nao constando na amostra de tecido normal do paciente correspondente. Foi vista em
homozigose em 1 paciente (2,4%), e em heterozigose nos outros 2 pacientes (4,8%) que a

apresentaram.
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A Figura 13 exibe os cromatogramas representativos desta alteracdo patogé€nica
(rs28934578). Vale ressaltar que mais detalhes, a respeito do seu grau de patogenicidade sobre
a estrutura proteica, serdo abordados na andlise predigdo in silico (item 5.3 - Impacto das

alteragdes sobre a estrutura protéica).

Figura 13 - Alteracio no exon S do gene TP53
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Legenda: R175H detectada em homozigose (+/+) e heterozigose (+/-), somente em em tecido tumoral (TT) -
somadtica. Destacado em preto no cromatograma, o local da substituicdo. Abaixo dos cromatogramas, o cédon
contendo a alteragdo (superior) e o de referéncia (inferior). WT: Selvagem.

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).

5.2.3.3 Exon 7 do gene TP53

Quatro alteracdes somaticas (Figura 14) foram localizadas no exon 7 do gene 7P353,
sdo elas: 1528934575 (c.733G>A; p.Gly245Ser), rs121912651 (c.742C>T; p.Arg248Trp),
rs11540652 (c.743G>A; p.Arg248Gln) e rs1064794311 (c.749C>T; p.Pro250Leu). Entre as
quatro, a rs121912651 foi a mais frequente (7,1%). Todas foram identificadas em
heterozigose. Em pesquisa do significado clinico, trés (rs28934575, rsI21912651 e
rs11540652) exibiram significado clinico patogénico no Clinvar e apenas uma delas
(rs1064794311) exibiu significado incerto. O exon 7 do gene 7P53, dentre todos analisados

no estudo, foi o que apresentou maior quantidade de alteragcdes somaticas.
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Figura 14 - Alteracdes no exon 7 do gene 7P53
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Legenda: Cromatogramas exibindo as variantes alélicas G245S, R248W, R248Q e P250L, detectadas no exon 7
do gene TP53. Foram encontradas em amostras de tecido tumoral (TT), mas ndo em tecido normal (TN) -
classificagdo em somatica. Destacado em preto no cromatograma, o local da substitui¢do. Abaixo dos
cromatogramas, o codon contendo a alteragdo (superior) e o de referéncia (inferior). WT: Selvagem.

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).

5.2.3.4 Exon 8 do gene TP53

O exon 8 apresentou duas alteragdes somaticas, e, entre o exon 8 e 9, localizou-se
uma alteracdo intronica. As alteracdes somaticas sao a rs/21913343 (c.817C>T;
p.Arg273Cys) e a rs28934576 (c.818G>A; p.Arg273His). As duas alteragdes somadticas
apareceram em heterozigose. Ao analisar o significado clinico na base de dados do Clinvar, as
duas variantes foram classificadas como patogénicas. Mais detalhes, em relagdo ao impacto
das variantes missenses encontradas no estudo sobre a estrutura proteica, estdo presentes no
topico a seguir (4.3 - Impacto das alteragdes sobre a estrutura protéica).

A alteragdo intronica (rs966675626) foi encontrada nas amostras de tecido tumoral e
também no tecido normal, tratando-se, assim, de uma variante germinativa. A rs966675626
foi a Unica alteracdo intronica identificada no gene TP353, no presente estudo. Assim como as
alteracdes somaticas detectadas, essa variante germinativa também foi encontrada em
heterozigose. A figura 15 apresenta os cromatogramas das duas alteragcdes somaticas e da

alteracdo germinativa.
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Figura 15 - Alteracdes no exon 8 e variante intronica no gene 7P53

rs966675626 +/-

Legenda: Cromatogramas exibindo as alteragdes somaticas R273C e P250L, presentes no tecido tumoral (TT) e
normal (TN). A direita, cromatogramas da alteragio germinativa intronica em heterozigose (+/-). Destacado em
preto no cromatograma, o local da substitui¢do. Abaixo dos cromatogramas, o codon contendo a alteracdo
(superior) e o de referéncia (inferior). WT: Selvagem.

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2021).

A alteragdo somadtica mais frequente do estudo (rs121913529 - KRAS) demonstrou
associacao com o etilismo (p = 0,002). Ainda no campo das alteragcdes somaticas, observou-se
que pacientes com mutacdo em 7P53 possuem dez vezes maior chance de irem a 6bito, em

comparagdo com a chance daqueles sem mutagdo nesse gene (OR 11,2; IC 95% 1,25 - 245).

5.3 Impacto das alteracdes sobre a estrutura protéica

Das 12 alteragdes missenses encontradas, 11 (91,7%) foram classificadas como
deletérias pelo PROVEAN e as mesmas substitui¢cdes, com exce¢do da G12D, também foram
definidas como causadoras de possiveis ou provaveis danos no PolyPhen-2. A altera¢do
G12D foi prevista como benigna no PolyPhen-2 e deletéria no PROVEAN. A variante P72R
foi caracterizada como benigna no PolyPhen-2 e como neutra no PROVEAN, mantendo
concordancia da predi¢do entre os bancos de dados. A Tabela 11 exprime a predi¢do in silico

das alteragdes encontradas no estudo.
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Tabela 11 - Predicio in silico das alteracoes
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Legenda: Alteracdo, diagrama gerado pelo PolyPhen 2 e pontuagé@o das trés ferramentas de predigéo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5.4 Biopsia liquida

Amostras de plasma de dois pacientes do estudo (BIO 30 e 31), positivos para a
alteracdo somatica KRAS G12D, foram utilizadas no processo de padronizagdo e otimizacao
da técnica de biopsia liquida. A quantidade de gotas geradas atendeu a quantidade minima
necessaria para a analise. A figura 16 evidencia a detec¢do da alteracdo na amostra de tecido
tumoral do paciente 31, e a mesma alteracdo identificada no ctDNA plasmatico. Outros

parametros também encontram-se expressos, como o controle negativo e o branco da analise.

Figura 16 - Analise do tecido tumoral e ctDNA por ddPCR
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Legenda: Resultado positivo para a alteracao G12D do gene KRAS por PCR Digital (ddPCR) para a amostra de
de tecido tumoral (a), amostra de DNA tumoral circulante (ctDNA) no plasma (b). Abaixo, a esquerda (c),
controle negativo para a alteragio G12D. A direita (d), o branco - apenas reagentes, nio ha DNA presente.
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Quanta Soft (2022).



53

6 DISCUSSAO

O advento da revolucdo técnico-cientifica e informacional trouxe uma séric de
contribuigdes, inclusive, no que se refere ao diagndstico e tratamento de neoplasias malignas.
Apesar disso, o CCR permanece como uma das principais causas de morte em todo o mundo
(OLIVEIRA & HIRATA, 2018; CARDOSO et al., 2021). Desse modo, compreender as bases
moleculares envolvidas no processo de carcinogénese favorece a identificagdo de
biomarcadores genéticos influentes no manejo do paciente. Ademais, a aplicagdo pratica
desses marcadores também ¢ consideravel para melhores resultados.

Considera-se que os tumores colorretais surgem como resultado da ativacdo
mutacional de oncogenes (proto-oncogenes alterados) com a inativagdo mutacional de genes
supressores de tumor (PARREIRAS et al., 2013). Em nosso estudo, avaliamos os
proto-oncogenes KRAS, NRAS, BRAF e o gene supressor de tumor 7P53. Associado a via dos
proto-oncogenes citados e ao processo de carcinogénese do CCR, encontra-se o gene EGFR, o
qual também foi avaliado em nosso estudo.

Mutagdes oncogénicas de ativacdo de K-RAS geralmente conferem pior prognostico, e
sdo frequentemente observadas nas posigdes dos residuos 12, 13 e 61 em pacientes com
cancer (MOLINA-ARCAS, SAMANI & DOWNWARD, 2021). Segundo Vatansever, Erman
& Glimiis (2019), entre esses, G12 ¢ o residuo mais frequentemente mutado (89%) e de forma
mais recorrente, sofre mutagdo para aspartato (G12D, 36%) seguido por valina (G12V, 23%) e
cisteina (G12C, 14%). Essa ordenacdo foi vista em nosso estudo referente a alteracdo G12D e
G12V. Uma vez que a substitui¢cdo por aspartato foi a mais ocorrente (11,9%), seguida de
valina (4,8%) e alanina (2,4%). A troca por cisteina ndo foi observada em nossa analise.

Dentre as possibilidades de substituicdo, Hayama e colaboradores (2019) afirmaram
que a colocacdo dos aminodcidos valina ou cisteina confere pior progndstico no CCR
primario, de pacientes em estagios TNM de I — III. Nossa andlise in silico esta de acordo com
essa informagao, uma vez que as ferramentas Polyphen-2, SIFT e PROVEAN predizem danos
a estrutura da proteina, resultantes dessa alteracdo. A andlise in silico também previu danos
para a substituicdo G12A, condizente com os achados de Fiala et al. (2016), que averiguou
menor sobrevida em pacientes com tumores G12V ou G12A. Acompanhamento dos pacientes
do nosso estudo ¢ uma proposta valida para melhor compreensdo da relacao entre G12A e a
sobrevida.

No que tange a alteragdo GI12D, as predicdes foram conflitantes. PolyPhen-2
caracterizou-a como benigna, enquanto SIFT e PROVEAN classificaram essa variante como

danosa a proteina (0,00) e deletéria (-5,373), respectivamente. Em andlise do significado das
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mutacdes do RAS nas metastases pulmonares de pacientes com CCR, Igarashi e companhia
(2019), sugerem que a mutacdo G12D, juntamente com a GI3D, estdo envolvidas na
formacao dessas metastases. Também condizente com resultados do SIFT e PROVEAN, Yuan
e coparticipantes (2021), identificaram a mutagdo KRAS G12D associada a uma sobrevida
inferior, tratando-se de um biomarcador de mau progndstico em pacientes chineses com CCR.

A rs121913529, presente no codon 12 de KRAS, além de ser a alteragdo somatica mais
frequente (19,1%), apresentou associacdo com o etilismo (p = 0,002). Nossos dados sdo
condizentes com os obtidos em estudo realizado por Sinha e estudiosos (2013). Assim como
em nossa pesquisa, eles observaram que a ingestdo de alcool foi significativamente associada
a presenca da mutacdo no coédon 12 do gene KRAS, em pacientes indianos com CCR. Em
relacdo ao total de pacientes do nosso estudo, 11 deles (26,2%) eram etilistas, e 9 (21,4%)
ex-estilistas.

De fato, a ingestdo de alcool, habito cada vez mais comum e crescente na sociedade
contemporanea, ¢ listada como um dos principais fatores de risco para o CCR (ROSSI et al.,
2018). Viarias possibilidades sdo elencadas para o efeito do alcool no risco de CCR. Os
metabolitos do dalcool podem afetar diretamente a estabilidade do DNA e processos
metabolicos que aumentam a formacdo de ROS também podem instigar dano ao DNA.
Ademais, o etanol e seus metabdlitos podem afetar a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo do carbono Unico. Acreditamos que essas alteracdes no DNA possam explicar a
conexdo entre o etilismo e a 75121913529 de KRAS.

Também de grande valia a medicina de precisdo esta a mutacdo G13D (rs1/2445441),
identificada no coédon 13 do gene KRAS. Esta alteracdo apresenta significado clinico
patogénico, condizente com a predicao de patogenicidade realizada em nosso trabalho. A
deteccdo dessa alteragdo possibilita a aplicacdo de terapias direcionadas (MCFALL &
STITES, 2020), uma vez que portadores dessa alteracdo respondem de forma positiva ao
tratamento com cetuximabe - inibidor do EGFR.

Essa alteragdo confere abertura, inclusive, para discutir algumas generalizagdes que,
embora contrastantes com os principios da medicina de precisdo, podem acontecer na pratica.
A exemplo, considerar que pacientes com alteracdo no gene KRAS ndo respondem bem as
terapias anti-EGFR. Afirmagdo esta que ndo pode ser universalizada para todas as alteragdes
em KRAS, na medida em que hé evidéncias de pacientes com a mutagdo G13D beneficiados
com cetuximabe (SEGELOV et al., 2016; NAKAMURA et al., 2017).

As alteragdes somaticas detectadas no proto-oncogene KRAS (rs121913529 e

rs112445441) exibem associagdo com o fenotipo do CCR, conforme evidenciado pela base de
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dados Ensembl. Essa relagcdo genotipo-fendtipo pode ser compreendida a partir da atuagdo da
via RAS. Essa via, quando superativada, favorece as atividades de proliferagdo, diferencia¢ao
e sobrevivéncia celular - influentes na carcinogénese do tumor (VATANSEVER, ERMAN &
GUMUS, 2019).

Além do proto-oncogene KRAS, NRAS e BRAF também foram avaliados e nenhuma
alteracdo foi encontrada na analise molecular tecidual. De fato, mutagdes na familia RAS em
pacientes com cancer de intestino sdo mais frequentes no gene KRAS e raras em NRAS
(IRAHARA et al., 2010). Essa afirmacao, experienciavel em nosso estudo, condiz com os
dados de sequenciamento do genoma do cancer disponiveis publicamente do banco de dados
COSMIC do Instituto Sanger.

De forma semelhante ao NRAS, alteragdes no gene BRAF também apresentam menor
frequéncia. Em estudo realizado por Sanchez-Ibarra e colaboradores (2020), a respeito da
prevaléncia das mutacdes KRAS, NRAS e BRAF em pacientes mexicanos com CCR
metastatico, 86% tinham uma mutacao no KRAS, 8% no NRAS e 7% no BRAF. Distribuic¢ao
percentual semelhante foi notoria em estudo desenvolvido por Bozyk e associados (2021).

Em relacao aos genes supressores de tumor, 7P53 foi analisado em nosso estudo.
TP53 ¢ elencado nas relacdes gendtipo-fenotipo do CCR (OMIM, 2021). McMurray et al.
(2008) demonstram que varios genes controlados sinergicamente pela perda de fungdo P53 e
ativacdo de RAS possuem um papel critico para o estado maligno de células do colon
humano. Em modelo animal, Vermeulen et al. (2013) quantificaram a vantagem competitiva
durante o desenvolvimento do tumor e alteragdes em P53.

Manoharan e colaboradores (2020) descrevem que 95% das variantes patogénicas sao
encontradas entre o exon 5 € 8. Em nosso estudo, todas as variantes patogénicas encontradas
em 7P53 estdo entre os exons referidos (5-8), refletindo o percentual citado. Dentre todos os
exons analisados, o exon 7 apresentou maior quantidade de alteragdes somaticas (G245S,
R248W, R248Q e P250L), com predi¢do in silico concordante, nos bancos de dados
PolyPhen-2, SIFT e PROVEAN, para a existéncia de danos sobre a estrutura proteica.

A mutagao G245S (rs28934575) ja foi descrita como associada a um pior prognostico
para o CCR, evidenciando que pacientes com mutagdo G245S tém menor tempo de sobrevida,
se comparados com pacientes sem essa alteracdo (XIAO et al, 2021). Isso ocorre, uma vez
que pode desestabilizar varias regides estruturais da proteina, que sdo cruciais para a ligacao
ao DNA (LEPRE et al., 2017). Conforme Kim e Lozano (2018), trata-se de uma mutagao
conformacional, em outras palavras, geram alteracdes estruturais relacionadas ao

enovelamento das proteinas.
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Outros tipos de variagdes correspondem as mutagdes de contato, como as mutacdes
R248W (rs121912651) e R248Q (rs11540652) sao classificadas. Nessa categoria, as
alteragdes sdo capazes de produzir modificagdes estruturais na proteina P53, que afetam
diretamente a ligagdo ao DNA (ALVARADO-ORTIZ et al., 2021). O que explica o fato da
R248W afetar a superficie de ligagdo da P53 ao DNA (DOMINIJANNI & GMEINER, 2018),
reduzindo a afinidade da P53 no DNA e, assim, impedir sua atividade transcricional
(JOERGER & FERSHT, 2016). A categorizacdo de tais alteragdes também reflete nossos
resultados de predicao proteica.

A mutagdo P250L (rs1064794311) foi descrita em um estudo feito com individuos
com CCR (MAMLOUK et al., 2020). No estudo, essa alteracdo foi identificada em apenas
uma das trés regides de adenoma de uma amostra. Em nossa pesquisa, em concordancia,
P250L foi observada em apenas um paciente. Sao escassos os estudos na literatura que citam
essa alteracdo. Sua descricdo ocorre em estudos com mieloma multiplos (FLYNT et al.,
2020), Sindrome de Li-Fraumeni (FUNATO et al., 2021) e angiosarcomas esporadicos (KIM
et al.,, 2021). Nenhuma dessas condi¢des foram relatadas no historico clinico do nosso
paciente com a variante P250L, como comorbidade, apresentou diabetes mellitus e
hipertensao.

O exon 8 do gene 7P53 foi o segundo a apresentar maior quantidade de alteracdes
patogénicas em nosso estudo (R273C e R273H). Entre o exon 8 € 9, a rs966675626 intronica
foi identificada, porém, sem publicagdes associadas. Em estudo desenvolvido por Lin e
colaboradores (2021), a R273C (rs121913343) foi elencada como alvo potencial para
imunoterapia. A R273H (rs28934576), uma mutagdo também de contato (HUANG et al.,
2021), demonstrou estimular as cé€lulas cancerigenas a gerar células-tronco cancerigenas
(HOSAIN et al., 2016). Mutacdes no cédon 273 foram relatadas ainda por mostrar resisténcia
aumentada aos fArmacos paclitaxel, cisplatina e doxorrubicina (SHAJANI-YT et al., 2018).

No exon 5 uma unica variante foi encontrada, a R175H (rs28934578), também
patogénica, identificada em 7,1 % dos pacientes integrantes. Essa mutacao foi vista como
associada ao crescimento do tumor e a metastase no CCR (CHIANG et al., 2021). Em estudo
realizado por Humpton et al. (2018), tumores contendo a mutagdo R175H foram resistentes a
condi¢des limitadas em serina e menos responsivos a terapia, exibindo piores resultados.
Ainda no campo terapéutico, a mutacdo R175H foi elencada como um alvo promissor para
imunoterapias contra o cancer (MALEKZADEH et al., 2019).

Em estudo realizado por Khromova e demais participantes (2009), as variantes

missenses R175H, R248W, R273H, também encontradas no presente estudo, aumentam a
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vascularizagdo do tumor através da ativacdo mediada por espécies reativas de oxigénio
(ROS). Os autores sugeriram que a combinagdo de drogas antiangiogé€nicas com antioxidantes
pode potencializar a eficacia terapéutica de tumores que apresentam disfun¢ao de P53. Chiang
e participantes (2021) apontam as fungdes das alteragdes R273H, R248W e R248Q como
semelhantes as do R175H, altamente dependente do contexto celular.

Em nosso estudo, observamos que pacientes com mutagao somatica em 7P53 possuem
dez vezes maior chance de irem a dbito, em comparacdo com a chance daqueles sem mutagao
nesse gene supressor de tumor (OR 11,2; IC 95% 1,25 - 245). Essa associagdo pode ser
explicada, posto que alteracdes envolvendo a proteina P53 podem resultar em efeitos
anti-apoptoticos, contribuindo para a sobrevivéncia das células cancerosas. Ademais, a
relagdo das alteragdes encontradas com a resisténcia a quimioterdpicos, ou alteragdes na
motilidade e invasividade (OLSZEWSKI et al., 2019), reforca esse achado.

Encontramos também no gene 7P53 uma alteragdo germinativa, a rs/042522 (P72R),
localizada no exon 4. Esse polimorfismo, presente em 85,7% dos pacientes, foi descrito como
de resposta a farmacos. Very, Lefebvre & Yazidi-Belkoura (2018) apontam que essa variante
aumenta a funcdo da proteina, com maior capacidade de ligagdo ao DNA e ativacdo da
transcri¢dao de genes alvo.

Desse modo, pacientes com essa substituicdo com ganho de fungdo se beneficiam mais
das quimioterapias a base do farmaco fluorouracil (5-FU). Essa alteragdo, apesar de ser
classificada como benigna pelo Clinvar e aparatos de predi¢ao in silico, em estudo feito por
Elshazli e colaboradores (2020), associou-se com risco aumentado de CCR, a partir de 59
estudos de caso-controle examinados. Estudo realizado por Dong e demais pesquisadores
(2018) fortalecem essa informagdo. De acordo com eles, essa variante estd associada ao risco
de CCR em individuos asiaticos.

Dominguez-Valentin e pesquisadores associados (2018) sugeriram que a andlise de
genes atualmente excluidos das telas de diagndstico genético de rotina pode conferir
informacodes de suscetibilidade ao cancer. Esses achados instigam o pesquisador a analisar de
forma mais aprofundada, para além das informagdes primarias existentes. A mesma
interpretacdo aplica-se as alteracdes intronicas, muitas vezes negligenciadas nas investigagdes
de diagnostico molecular.

Nessa perspectiva, o gene EGFR foi destaque em abranger alteragdes intronicas, com
um total de 10 alteragdes identificadas (rs17337107, rs17337135, rs2017000, rs17290378,
rs555226828, rs17290385, rs712831, rs10241451, rs17290552 e rs6970262). Dentre elas,

1555226828 foi a tinica a apresentar MAF inferior a 1%, e sua frequéncia ndo foi relatada no
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banco de dados brasileiro (ABraOM). A rs17337135 e a rs17290385 apresentaram MAF de
exatamente 1%, e o restante MAF superior a 1%, com frequéncia descrita no banco brasileiro.

A 1555226828 foi encontrada em apenas 1 (2,4%) dos 42 pacientes avaliados em
nosso estudo, com estadio IIb e tumor localizado no célon direito. Em busca por essa mutagao
nas bases de dados PubMed e ScienceDirect nenhuma publicagdo foi encontrada. O mesmo
ocorreu para a rs17290385, rs17290378 e rs17290552. Um tnico artigo sobre a rs/7337135,
publicado em 2012 por Abedi-Ardekani e colaboradores, foi identificado. Esses pesquisadores
estudaram alteragdes do EGFR no carcinoma de células escamosas do esdfago, na Asia
central. Condizente com a frequéncia em nosso estudo, essa variante também foi detectada em
um unico paciente.

A rs17337107 também foi encontrada em apenas 1 (2,4%) paciente, assemelhando-se
a frequéncia avaliada em estudo de Castro Junior e colaboradores (2018), em pacientes com
cancer de esofago. Em nosso estudo, foi identificada a heterozigose em um paciente com
estagio Ila e tumor localizado no reto. Essa variante também foi identificada em outros
tumores, como o neuroblastoma (MAO et al., 2017) e no carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (MAITI et al., 2013). No entanto, nenhum estudo foi encontrado abordando
essa alteracdo no CCR; o que também se aplica a rs/0241451, investigada em carcinoma
espinocelular de pulmao, por Sung, Cho & Lee (2020).

A rs2017000 foi vista em 47,6% dos pacientes em nosso estudo. Essa mesma variante
exibiu associagdo com o risco de cancer do trato biliar (CTB), conforme Meng (2014). Em
sua abordagem analitica, a presenca dessa alteracio em homozigose (G/G) foi
significativamente maior no grupo de pacientes com CTB, em comparagdo com grupos de
pessoas de outros genotipos.

A variante intronica mais frequente em nosso estudo foi a rs77/2831 (90,5%), seguida
pela 756970262 (83,3%). Apesar de muito frequente, o mesmo nao foi visto para a rs712831
em relagdo a literatura, visto que foi descrita em apenas uma publicagdo, feita por Edvardsen e
demais envolvidos (2013). Esses pesquisadores identificaram a rs7/2831 como associada a
expressao de mRNA de 14 genes previamente ligados a fibrose. A 156970262 associou-se a
doenca de Alzheimer (TALWAR et al., 2021) e ao risco de carcinoma de células escamosas de
cabega e pescogo - HNSCC (FUNG et al., 2014). No entanto, nenhum estudo foi encontrado
abordando essa variagao genética e o CCR.

A evidéncia de poucos estudos com variantes intronicas, conforme explicitado, reforca
a necessidade de mais estudos voltados a esse tipo de alteracdo. A baixa evidéncia de estudos

que correlacionam essas variantes em pacientes com CCR indica a requisi¢do de mais
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trabalhos, inclusive, nessa populagdo. Vale enfatizar que, conforme defendido por Lange,
Begolli & Giakountis (2021), a deteccdo e caracterizagdo dessas alteragdes presentes em
regides nao codificantes podem melhorar a avaliagdo de risco para portadores saudaveis e
expandir a caixa de ferramentas de diagnostico e terapéutica para o paciente.

Em relagdo as alteragdes exdnicas em EGFR, identificou-se a rs1050171 (Q787= ou
Q787Q) em 30 (71,4%) casos. Esse polimorfismo sindnimo mostrou estar associado a
melhora da sobrevida global em pacientes com CCR em estudo desenvolvido por
Leichsenring et al. (2016). O que esta interligado com achados de Giordano et al. (2019), que
apresentou a rs/050171 como um potencial polimorfismo preditivo da eficacia de anticorpos
anti-EGFR no CCR. De forma complementar, Bonin e companhia (2016) perceberam que
pacientes com esse polimorfismo apresentam melhor evolucdo clinica apos tratamento
anti-EGFR, independentemente do estado mutacional do RAS.

No que tange a aplicabilidade dos biomarcadores a rotina do cancer de colon, algumas
abordagens sdo consideradas limitantes. A biopsia tecidual, método padrdo-ouro para o
diagnostico do CCR, compreende um procedimento dispendioso, invasivo € por vezes
inacessivel, a depender do tamanho e localidade do tumor (QIN et al., 2016; GERMANO et
al., 2018; NORMANNO et al., 2018). Além disso, a bidpsia tradicional expressa informagdes
limitadas do perfil molecular, a partir da heterogeneidade tumoral, e impossibilita a coleta
seriada de amostras (SCHOLER et al., 2017; LU & LI, 2017; OSUMI et al., 2019).

Dentro dessa perspectiva, desenvolvemos uma prova de conceito com padronizagao e
otimizacdo da bidpsia liquida, uma técnica que oferece beneficios sobre todas as dificuldades
elencadas para a bidpsia tecidual. Averiguou-se uma correspondéncia entre a identificagdo da
alteragdo somadtica mais frequente em nosso estudo (G12D) em amostra de tecido, por
sequenciamento de Sanger, e, a deteccdo dessa alteragao no ctDNA plasmatico, por ddPCR.
Alguns aspectos da padronizagdo em nossa pesquisa favorecem a aplicagdo na pratica clinica.
Na padronizacao realizada, destacamos o uso do tubo EDTA, interessante por ser um material
de menor custo e ja utilizado rotineiramente nos hospitais para analise hematologica, e, o
volume de plasma inferior a 1 mL (600 pL).

Em pesquisa na base de dados PubMed e Sciencedirect pelo nimero de catalogo do kit
utilizado (A29319), seis artigos, publicados entre 2018 e 2021, foram encontrados. Dentre
eles, dois estudos ndo especificaram o tipo de tubo utilizado para a coleta, nem o volume de
plasma requerido para o isolamento do cfDNA (PARK et al., 2021; STARK et al., 2021). Dos
estudos restantes, nenhum abordou o uso de tubo EDTA e volume de plasma inferior a 1 mL,

concomitantemente (DIEFENBACH et al., 2018; FRIBBENS et al., 2018; LEE et al., 2018;
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ZHOU et al., 2020). Em comum, nenhum dos seis estudos avaliaram a bidpsia liquida
aplicada ao CCR.

Nesse contexto, a otimizagdo realizada, em conjunto com a técnica de ddPCR,
altamente sensivel, demonstra ser uma combinacao favoravel a analise do ctDNA, inclusive,
quando hd menos amostra disponivel para andlise. Além de requerer menos materiais e
reagentes, o que ¢ util para a aplicacdo em servigos que dispdem de menos recursos. Por
conseguinte, nosso estudo reforca a proficuidade da técnica de biopsia liquida como uma
ferramenta relativamente acessivel, do ponto de vista financeiro, eficiente e ndo invasiva.

Convém ressaltar alguns pontos limitantes do nosso estudo. Em relagdo a andlise
genética, o sequenciamento de Sanger, utilizado para estudo dos genes elencados, embora seja
a técnica padrdo ouro, ¢ menos sensivel que outros métodos moleculares, como a ddPCR,
também utilizada na pesquisa. Em relacdo a andlise estatistica, o nimero amostral
configura-se também como um fator limitativo, abarcando resultados exploratorios que
requerem estudos adicionais, com maior niimero amostral. Por fim, o desdobramento do
estudo em pesquisas de modelagem in vitro e in vivo também abrange potencial para expandir

o entendimento das bases moleculares do CCR.
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7 CONCLUSAO

O estudo alcangou os objetivos almejados, haja vista que identificou variantes alélicas
influentes no cancer colorretal, identificou associagdo da rs/27913529 com o etilismo, ¢ a
presenca de alteragdes somaticas em TP53 com o desfecho 6bito. Estimou a frequéncia de
alteracdes germinativas e somaticas identificadas nos genes KRAS, EGFR e TP53. Ademais,
elencou a biopsia liquida, via PCR digital, como uma alternativa benéfica a aplicagdo pratica
das alteracdes somaticas. Dentre as regides analisadas, o exon 2 do gene KRAS e o exon 7 do
gene supressor de tumor 7P53 destacaram-se na avaliagdo molecular, 4 medida que exibiram
alteracdes somaticas com frequéncia, variedade e significado clinico consideraveis. De forma
complementar, refor¢a-se a necessidade de mais abordagens abarcando as variantes intronicas,

também pertinentes e com potencial para ampliar as ferramentas de diagndstico molecular.
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