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RESUMO

Introducéo: O cancer colorretal (CCR) ainda carece de biomarcadores que mitiguem
inconsisténcias no estadiamento da doenca e de novos alvos moleculares para
expandir as opcodes terapéuticas. Analises gendmicas de repositérios publicos tém
identificado a presenca de alteracdes na via de reparo por DNA de recombinacéo
homologa (HRR) em até 20% dos tumores colorretais. A caracterizacao da deficiéncia
da via HRR (HRD) - causada por mutacfes patogénicas em genes centrais, como
BRCA1/2 e PALB2 - permitiu o desenvolvimento de estratégias que mudaram a pratica
clinica para diversos tumores, mas ndo para o CCR. Portanto, a caracterizacdo da
HRR e da sua influéncia sobre o prognéstico do CCR € essencial para direcionar o
desenvolvimento de biomarcadores e novos alvos terapéuticos. Objetivo: Avaliar o
papel prognostico da expressdo de genes-chave da via HRR e as associagdes com
aspectos clinicopatologicos em pacientes com CCR submetidos a cirurgia de
resseccdo. Métodos: amostras tumorais e saudaveis frescas de 86 pacientes com
adenocarcinoma colorretal esporadico foram coletadas. Destas, 63 foram avaliadas
para expressao génica de genes-chave da HRR (RT-PCR) e status da via de reparo
de malpareamento (MMR) (imuno-histoquimica). Foram exploradas as associa¢des
entre os dados moleculares e clinicopatolégicos e o seu valor prognostico em relacao
a sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global (SG) através da regressao

de Cox. Resultados: Cinco dos sete principais genes HRR representativos foram
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expressos diferencialmente - MRE11A, RAD50, BARD1, BRCA1 e PALB2. Apenas a
deficiéncia de MRE11A foi confirmada como um preditor independente de SG (HR:
5,48, IC 95% [1,26 - 19,04] p = 0,032). O status MRE11A foi identificado como um
fator prognaostico independente em tumores com MMR proficiente (pMMR) (HR = 3,48
[IC 95% 1,97 - 12,45], p = 0,035), mas ndo MMR deficiente (AMMR). O maior tempo
meédio de SG foi observado em pacientes com MRE11A positivo/pMMR (64,1 meses),
enquanto MRE11A positivo/dMMR apresentou a menor SG dentre os subgrupos (34,5
meses) avaliados. Conclusdes: A expressdo de MRE11A demonstrou-se um
potencial preditor do progndstico de CCR pMMR. Estes resultados podem fornecer
racional para novas investigacdes de biomarcadores e abordagens terapéuticas

direcionadas baseadas na expressdao de MRE11A e no status de MMR.

Palavras-chave: cancer colorretal, reparo por recombinacdo homoéloga, instabilidade

de microssatélites, prognaostico.



ABSTRACT

Background: Colorectal cancer (CRC) still lacks of biomarkers to mitigate
inconsistencies in staging and molecular targets to expand the therapeutic spectrum.
Genomic analyzes from public databases have identified alterations in the DNA
homologous recombination repair (HRR) pathway in up to 20% of CRC cases. The
identification of HRR deficiency (HRD) — due to pathogenic mutations in core pathway
genes, such as BRCA1/2 and PALB2 — have considerably changed the prognosis for
several tumors, but not for CRC. Therefore, the characterization of HRR and its
influence on CRC prognosis is crucial to pave the way for the development of
biomarkers and new therapeutic targets. Objective: To evaluate the expression levels
of key representative HRR genes in sporadic CRC and to investigate their prognostic
value. Methods: Tumor specimens and matched healthy tissues from 86 patients with
sporadic colorectal adenocarcinoma who underwent surgery were collected. Of these,
63 were assessed for gene expression of HRR key-components and MMR status. We
explored the correlations of HRR gene expression with clinicopathological features,
progression-free survival (PFS), and overall survival (OS). Results: Five of seven key
representative HRR genes were differentially expressed - MRE11A, RAD50, BARD1,
BRCAL, and PALB2. Only MRE11A deficiency was confirmed as an independent
predictor of OS (HR: 5.48, IC 95% [1.26 - 19.04] p= 0.032). MRE11A status was
identified as an independent prognostic factor in proficient MMR (pMMR) CRC (HR=
3.48 [IC 95% 1.97 — 12.45], p= 0.035), but not in dMMR. Longest mean OS was
observed in MRE11lA positive/pMMR patients (64.1 months), while MRE11A
positive/dMMR presented the shortest OS across subgroups (34.5 months).

Conclusions: MRE11A expression is a potential predictor of pMMR CRC prognosis.
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These results may provide a rational for further investigations of novel biomarkers and

therapeutic approaches based on MREL11 targeting for CRC.

Keywords: colorectal cancer; homologous recombination repair; inflammation-based

scores; prognosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais comum em homens
e 0 segundo cancer mais comum em mulheres. Foram diagnosticados mais de 1,9
milhdes de novos casos em 2020 (ARNOLD, M. et al., 2017; BRAY et al., 2021). O
CCR responde como a segunda causa mais comum de morte por cancer, sendo
responsavel por quase 935.000 mortes por cancer. Globalmente, € um dos canceres
cuja incidéncia é crescente, compreendendo 11% de todos os diagnésticos de cancer
(DOUAIHER et al., 2017). De acordo com os dados do Global Cancer Statistics
(GLOBOCAN) 2020, existe uma ampla variagdo geografica na incidéncia e
mortalidade do CCR entre varios paises do mundo (SUNG et al., 2021). Estima-se
que até o ano de 2035, o numero total de mortes por cancer retal e de célon aumentara
em 60% e 71,5%, respectivamente. Esses nimeros podem variar de pais para pais,
dependendo do grau de desenvolvimento economico (DOUAIHER et al., 2017)

(Figura 1)
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Figura 1: Taxas padronizadas por idade de incidéncia especifica por regido por

sexo para canceres do célon (A) e do reto (B) (incluindo anus) em 2020. Fonte:
GLOBOCAN 2020 (Adaptado de SUNG et al., 2021).
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No Brasil, estima-se que 40.990 novos casos de CCR ocorram em 2020, sendo
20.520 em homens e 20.470 em mulheres, sendo o segundo tipo de cancer mais
comum em ambos 0s sexos (ndo contando o melanoma). Os estados da regido sul
sao classificados como de elevada incidéncia para CCR. Para o ano de 2020, estima-
se que o Estado do Rio Grande do Sul (RS) apresente 2.540 novos casos de CCR,
sendo 1.300 (23,20/100 mil) em homens e 1.240 (21,31/100 mil) em mulheres. Para a
capital do RS, Porto Alegre, sdo estimados 420 novos casos, divididos igualmente
entre os dois sexos (INCA/ MINISTERIO DA SAUDE., 2019).

A incidéncia de cancer colorretal, que vinha diminuindo desde meados da
década de 1980, apresenta-se ascendente desde os anos 2000, em grande parte
devido a adocdo do rastreamento da doenca através do exame de colonoscopia.
Entretanto, entre 2013 e 2017, a taxa de incidéncia diminuiu cerca de 1% ao ano. Esta
tendéncia reflete 0 aumento da expectativa de vida e, consequentemente, o0 aumento
do nimero de casos de CCR em adultos mais velhos, 0os quais apresentam as maiores
taxas. Concomitantemente, as taxas de incidéncia nesta populacdo mascaram o
aumento da incidéncia entre adultos jovens desde, pelo menos, meados da década
de 1990. Por exemplo, um estudo recente baseado em dados nacionais demonstrou
um aumento anual a partir de 2012 até 2016 de 2% em individuos com menos de 50
anos e 1% nos individuos entre 50-64 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

Sabe-se que 0 aumento mais pronunciado na incidéncia e mortalidade do CCR
ocorre em paises com indice de desenvolvimento humano meédio e alto que estao
adotando o modo de vida “ocidental” (WONG et al.,, 2021; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Paises mais desenvolvidos apresentam o maior risco de
cancer de colon. Portanto, o CCR é considerado uma doenca de paises desenvolvidos

com um estilo de vida ocidental (Figura 2). Fatores de risco classicos e que
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sabidamente influenciam na expectativa de vida na populacdo em geral, incluindo
comportamentos relacionados a saude e fatores sociais (educacéao, renda e gastos do
governo com saude), impactam profundamente o desenvolvimento do CCR (MURPHY

et al., 2019).
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Nos préximos anos, estima-se que a incidéncia de CCR ira aumentar em cerca
de 60%, sendo diagnosticados mais de 2,2 milhdes de novos casos, enquanto estima-
se que até 2030, ocorrerdo cerca de 1,1 milhdo de mortes por esta doenca. Este
significativo aumento estara associado diretamente ao desenvolvimento econémico,
particularmente a uma transicdo econ6mica de baixos para meédios indices de
desenvolvimento humano em diversos paises, bem como as alteracdes nas piramides
etarias nos paises desenvolvidos. Diversos estudos demonstram que este aumento
também esta atrelado as alteracdes no estilo de vida das popula¢des, como aumento
do sedentarismo, da obesidade, do consumo de alimentos ultraprocessados e de
carne vermelha e na expectativa de vida global (BRAY et al., 2021; SAWICKI et al.,
2021; WONG et al., 2021).

A taxa de mortalidade por cancer colorretal caiu 55%, de 29,2 (por 100000
habitantes) em 1970 para 13,1 em 2018, principalmente devido a deteccdo precoce
por meio dos programas de rastreamento e dos avancos terapéuticos. De 2014 a
2018, a taxa de mortalidade diminuiu quase 2% ao ano; semelhante as tendéncia
relacionadas a incidéncia. No entanto, esse progresso encobre o aumento da
mortalidade em adultos com menos de 55 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY,

2021).

1.2  Etiologia do cancer colorretal

1.2.1 Aspectos clinicos

Diversos fatores ja foram descritos pela sua associacao direta e independente

com o desenvolvimento do CCR (Figura 3) (JOHNSON et al., 2013). Dentre eles, 0
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estilo de vida possui um papel central na etiologia clinica do CCR, e cerca de 55% dos
casos de CCR sdo potencialmente atribuiveis a fatores de risco modificaveis.
Sedentarismo ou inatividade fisica, sobrepeso ou obesidade, tabagismo, etilismo e
padrdes dietéticos inadequados (dietas pobres em fibras, frutas, vegetais e calcio e
ricas em carne vermelha e ultraprocessada) aumentam o risco de desenvolvimento

de CCR de forma independente (SAWICKI et al., 2021).

FATORES DE RISCO

HISTORIAMEDICA
PESSOAL E FAMILIAR ESTILO DE VIDA OUTROS
Histdria familiare
genética Padrdes Dietéticos Sobrepeso © Idade —
Obesidade
Doenca inflamatdria
intestinal Dieta rica em carne
;i;?i:aad: | l—1 Inatividadefisica Género e Raga [
— Podliposde colon
Dieta pobre em fibras,
| Diabetes frutas e vegetais — Fumo Fatores .
Socioecondémicos
|_|NGaIEcistectamia Dieta pobre em clcio, | | C d
vitamina D e laticinios _— onrsumo €
alcool

Figura 3: Principais fatores de risco associados ao cancer colorretal. (Adaptado
de SAWICKI et al., 2021)

Homens e mulheres com sobrepeso/obesidade tém risco cerca de 50% e 20%
maior de desenvolver CCR em comparacdo com pessoas com peso normal,
respectivamente (BYRD et al., 2021; SHAW et al., 2018). Estima-se que um risco geral
de CCR aumenta em 3% para cada cinco quilos de ganho de peso. Ainda no ambito
metabdlico, individuos com diabetes tipo 2 tém risco cerca de duas a trés vezes maior
de desenvolver CCR em comparacado com a populacédo ndo diabética (PEETERS et

26



al., 2015; RAWLA; SUNKARA; BARSOUK, 2009). Dentre os fatores modificaveis,
tanto o alto consumo de fibra alimentar quanto a pratica regular de atividade fisica
podem reduzir o risco de desenvolvimento de CCR em até 50%(BYRD et al., 2021).

Fatores ndo modificaveis como parentes com histérico de CCR, idade, género,
raca, doencas inflamatorias intestinais e realizacao prévia de colecistectomia também
influenciam diretamente no risco de CCR (ZHAO et al., 2012). Devido ao fato de que
cerca de 90% de todos os novos casos de cancer colorretal ocorrendo em individuos
com mais de 50 anos, a idade avancada é considerada um dos fatores mais
significativos que influenciam o risco de desenvolver cancer colorretal. Estima-se que
individuos apds os 65 anos de idade tém um risco cerca de trés vezes maior de
desenvolver CCR em comparag¢do com aqguelas na idade de 50-64 anos e um risco
cerca de 30 vezes maior do que as pessoas na idade de 25-49 (KEUM;
GIOVANNUCCI, 2019; RAWLA; SUNKARA; BARSOUK, 2009). Homens tém um risco
cerca de 30% maior de desenvolver cancer colorretal em comparagdo as mulheres.
Além disso, os homens que sao diagnosticados com cancer colorretal tém um pior
prognostico e mortalidade cerca de 40% maior em comparacao com as mulheres.

A incidéncia de CCR também varia substancialmente por raca. Os individuos
negros néo-hispanicos apresentam uma das maiores taxas de incidéncia de todos os
grupos raciais. Estima-se que a taxa de incidéncia de CCR em negros nao-hispanicos
€ aproximadamente 50% maior do que em asiaticos e cerca de 20% maior do que em
caucasianos nao-hispanicos (ELLIS et al.,, 2018; RAWLA; SUNKARA; BARSOUK,
2009).

Devido ao fato de que a inflamacao cronica aumenta o risco de desenvolver
CCR em comparacdo com individuos saudaveis, os individuos com doencas

inflamatorias intestinais como colite ulcerativa e doenca de Crohn tém cercade 2 a 6
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vezes maiores de risco da doenca de desenvolver CCR. Além disso, o risco de CCR
aumenta com a duracao da doenca inflamatéria intestinal, a sua extensao anatémica

e a gravidade da doenca (KELLER et al., 2019).

1.2.2 Aspectos moleculares

E possivel diferenciar as etapas de desenvolvimento do CCR em trés
momentos: iniciacdo, promocao e progressao. A iniciacdo envolve a aquisicdo de um
dano gendmico irreversivel, que predispde as células epiteliais da mucosa intestinal
afetadas a subsequente transformacéo neoplasica. Na fase de promocéo, as células
com alteracdes oncogénicas persistentes se multiplicam, gerando um crescimento
tecidual diferenciado. No estagio de progressédo, com o acumulo de mais mutacdes
oncogénicas, as células adquirem caracteristicas agressivas e desenvolvem o seu
potencial invasor e metastatico (NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020).

Uma parte crucial da carcinogénese do CCR é a presenca de uma lesao
precursora benigna ou polipo (definido como crescimento anormal na mucosa do
c6lon crescendo em seu limen). Outros tipos de leséo identificada na luz do intestino
grosso, como os polipos adenomatosos e polipos serrilhados, sdo precursores diretos
da maioria dos tumores colorretais (NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020). Os adenomas
avangados (=1 cm de didametro) apresentam um risco significativamente maior de
malignizacéo (de 30 a 50%) do que os adenomas nao avancados (1%) (CONTEDUCA
et al., 2013). As outras alteracbes na parede intestinal representam um grupo de
lesbes heterogéneas, que incluem: polipo hiperplasico, adenoma serrilhado
tradicional, adenoma serrilhado séssil e podlipo misto. Eles combinam a aparéncia

morfologica dentada de podlipos hiperplasicos e as caracteristicas displasicas de
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adenomas. Essas alteracdes séo precursoras de aproximadamente 10-15% do CCR
esporadico (AUST; BARETTON, 2010).

O processo de carcinogénese do CCR leva de 10 a 15 anos e inicia-se com
uma leve inflamacé&o, passando pelo desenvolvimento de polipos adenomatosos no
epitélio e culminando no desenvolvimento do adenocarcinoma (FEARON;
VOGELSTEIN, 1990). Os adenocarcinomas colorretais constituem cerca de 90% dos
casos de CCR, desenvolvendo-se através da malignizacdo de células epiteliais
glandulares do intestino grosso, compreendendo o colon e o reto (FLEMING et al.,
2012).

Aproximadamente 5% de todos os casos de CCR sao causados por mutacfes
germinativas em alguns genes-chave, levando a um aumento extremamente elevado
desenvolvimento de tumores colorretais ao longo da vida. Aproximadamente 20% dos
95% restantes dos casos de CCR apresentam histéria familiar positiva, o que nao
pode ser considerado uma forma hereditaria verdadeira de CCR. Entre 75-80% de
todos os casos de CCR sao esporadicos, 0s quais desenvolvem-se na auséncia de
histérico familiar da doenca e de mutacdes germinativas.

O CCR hereditario pode ocorrer sem polipose (HNPCC, do inglés: Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer) , ou através da polipose adenomatosa familiar
(FAP, do inglés: Familial Adenomatous Polyposis), as quais podem ser induzidas
através de mutacdes germinativas nos genes APC (do inglés, Adenomatous Polyposis
Coli), MUTYH (do inglés, mutY DNA glycosylase) e nos genes da via reparo
malpareamento do DNA (MMR, do inglés: Mismatch Repair) (KASTRINOS; SYNGAL,
2011; KUIPERS et al., 2015).

A HNPCC é a sindrome hereditaria de CCR mais comum, representando 2-3%

de todos os pacientes com CRC. E uma sindrome autossémica dominante, associada
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a presenca de variantes patogénicas dos genes hMLH1, hMSH2, hMSH6hPMS2 em
células germinativas (AL-SOHAILY et al.,, 2012; BOLAND; GOEL, 2010; DE LA
CHAPELLE, 2004). Mutacbes em um destes genes resultam em deficiéncia na via
MMR (dMMR), culminando na presenca de instabilidade de microssatélites (MSI, do
inglés: Microsatellite Instability). O MMR corrige pareamentos erréneos de bases que
ocorrem durante a replicacao e recombinacédo do DNA e desempenha um papel critico
em garantir que essas mutacdes nao sejam propagadas para células filhas. A MSI,
por sua vez é um fenotipo molecular de hipermutabilidade causado pela perda da
atividade do MMR. Este fendétipo é visto em 95% dos pacientes com HNPCC
(TAMURA et al., 2019).

A FAP, por sua vez, € uma sindrome autossémica dominante causada por
mutacBes germinativas no gene APC, o qual codifica uma proteina que regula a
degradacédo citoplasmatica da (-catenina. Essas duas moléculas sdo componentes
essenciais da via de sinalizacdo Wnt (AGHABOZORGI et al., 2019). Existem outras
formas raras de CCR familiar, como a polipose associada a MUTYH (MAP, do inglés:
MUTYH-Associated Polyposis), uma doenca autossomica recessiva causada por
mutacdes bialélicas no gene MUTYH, e as sindromes hamartosas (EL BALI,
BAKKACH; BENNANI MECHITA, 2021).

O desenvolvimento do CRC esporadico envolve trés vias moleculares
causadas por aberracbes genéticas e epigenéticas: 1) Instabilidade cromossdémica
(CIN, do inglés Chromosomal Instability); 2) fendtipo metilador de ilhas CpG (CIMP,
do inglés CpG Island Methylator Phenotype); e 3) instabilidade de microssatélites

(Figura 4).
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Instabilidade cromossomal (CIN)

LOH 18q (DCC)
SMAD4 LOH 17p
APC KRAS cDca (TP53)
Epitélio \ Adenoma l Adenoma l Adenoma \ n
. -5 4 . Cancer
normal ‘ precoce ‘ intermediario tardio
Tempo de Vérias décadas 2 —5anos ‘ 2 -5 anos ‘
permanéncia: . . .
Sinalizagdo BRAF cDCa TGFBR2
APC/Wnt KRAS BAX

IGF2R

Inativagdo do gene de reparo incompativel efou hipermetilacdo CIMP

Instabilidade de microssatélite (MSI)

Figura 4: Sequéncia adenoma-carcinoma. (Adaptado de NGUYEN; GOEL;
CHUNG, 2020).APC, do inglés, Adenomatous Polyposis Coli; KRAS, do inglés, V-Ki-
ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; BRAF, do inglés, v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B; LOH, do inglés, loss of heterozygosity; DCC, do
inglés, netrin 1 receptor; SMADA4: do inglés: SMAD family member 4; CDC4, do inglés,
cell division control protein 4; TP53, do inglés, tumor protein p53; TGFBR2, do inglés,
transforming growth factor, beta receptor Il; BAX, do inglés, Bcl-2 Associated X-

protein; IGF2R: do inglés, insulin like growth factor 2 receptor.

A maioria dos casos esporadicos de CCR (70-85%) é decorrente de CIN, a qual
também é conhecida como sequéncia adenoma-carcinoma e segue uma progressao
previsivel de alteracbes genéticas e histoldgicas correspondentes (ARMAGHANY et
al., 2012; FEARON; VOGELSTEIN, 1990). A CIN é caracterizada por alteracdes no
namero de copias, insercdes e delecbes de (indels), translocacdes, amplificacbes e
perda de heterozigosidade (LOH, do inglés: Loss of Heterozygosity). Essas
anormalidades surgem como resultado de disfungbes em mecanismos que regulam a

segregacao cromossOmica, a viabilidade dos telomeros e a maquinaria de resposta a
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danos no DNA (DDR, do inglés: DNA Damage Response) (NGUYEN; GOEL; CHUNG,
2020). As alteracbes genbmicas incluem a ativacdo de proto-oncogenes,
especialmente, RAS (do inglés, Rat Sarcoma Virus) e a inativacdo de pelo menos trés
genes de supressao tumoral: perda de APC (regido cromossémica 5qg21), perda de
TP53 (do inglés: Tumor Protein P53) (regido cromossémica 17pl3) e perda de
heterozigosidade no braco longo do cromossomo 18 (18q LOH), afetando os genes
SMAD?2 (do inglés: SMAD Family Member 2) , SMAD4 (do inglés: SMAD Family
Member 4) e DCC (do inglés: Deleted In Colorectal Carcinoma), responsaveis pela
regulacdo da apoptose e da sinalizacdo via TGF- (do inglés: Transforming Growth
Fator Beta) (EL BALI; BAKKACH; BENNANI MECHITA, 2021; PINO; CHUNG, 2010).

A MSI, outro tipo de instabilidade genémica, é responsavel por cerca de 15% -
20% dos casos de CCR esporadico (NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020). No CCR
esporadico, dMMR decorre da hipermetilacdo também esporadica adquirida do
promotor do gene hMLH1 (do inglés: Human Mutl Homolog 1), frequentemente
observada em tumores com CIMP (BOLAND; GOEL, 2010). Com a crescente
compreensao no que diz respeito ao envolvimento de fatores epigenéticos e a
identificacdo de subgrupos de pdlipos e tumores, surgiu a terceira via de instabilidade
gendmica, a CIMP (TAMURA et al., 2019).

A metilacdo de ilhas CpG € um evento epigenético tipico na carcinogénese
colorretal, sendo responsavel por 20% dos casos de CCR esporadico (ARVELO;
SOJO; COTTE, 2015). Ocorre geralmente por hipermetilacio do DNA no
dinucleotideo 5-CG-3' (CpG) na regido promotora, resultando no silenciamento e
perda da funcéo de alguns genes supressores de tumor, como hMLH1, APC, MCC

(do inglés: MCC regulator of WNT signaling pathway), MGMT (do inglés: O-6-
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methylguanine-DNA methyltransferase), entre outros (DANESE; MONTAGNANA,

2017).

1.3 Estadiamento do cancer colorretal

As principais diretrizes recomendam o rastreamento de rotina para o CCR e
polipos adenomatosos em adultos assintomaticos. Contudo, elas diferem em relacéo
a frequéncia do rastreamento e a idade para descontinua-lo, bem como em relacéo
ao método de rastreamento preferido (BENSON et al., 2021; VAN CUTSEM et al.,
2016) Embora a idade habitual para iniciar o rastreamento em pessoas com risco
meédio seja 50 anos, o aumento da incidéncia de cancer colorretal em pessoas mais
jovens levou varias organizacdes a reduzir a idade inicial recomendada para 45 anos.
Atualmente, o American College of Gastroenterology recomenda a triagem do CCR
através de colonoscopia e pesquisa de sangue oculto nas fezes em individuos de risco
médio entre as idades de 50 e 75 anos para reduzir a incidéncia de adenoma
avancado, CCR e mortalidade por esta neoplasia (SHAUKAT et al., 2021).

O CCR é geralmente estadiado ap0s a exploracao cirargica do abdémen e
realizacdo do exame histopatolégico da peca cirargica. O estadiamento do CCR é
realizado através do sistema Tumor-Node-Metastasis (TNM) do American Joint
Committee on Cancer (AJCC). Este sistema diferencia os estagios da doenca com
base nas seguintes informacdes: tamanho do tumor e grau de invasividade do tumor
(T), presenca de metastases em linfonodos regionais (N) e de metastases a distancia
(M) (BENSON et al., 2021). As categorias do estadiamento TNM refletem resultados
de sobrevida muito semelhantes para as neoplasias de colon e reto. Portanto, estes

tumores compartilham o mesmo sistema de estadiamento (Tabela 1). Serdo também
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avaliados o estado das margens cirurgicas; a presenca de invasdo linfovascular;

invasado perineural e depadsitos tumorais (BENSON et al., 2021).

Tabela 1: Definicdes de T, N e M para tumores de cdélon e reto.

T Tumor primério N Linfonodo Regionais

TX Tumor ndo avalidvel NX Linfonodos regionais ndo avalidveis

TO Sem evidéncia de tumar primario NO Sem metdstases linfonodais

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou com invasdo de lamina prépria N1 Metastases em um a trés linfonodos regionais

T1 Tumor infiltra a submucosa Nla Metastase em um linfonodo regional

T2 Tumor infiltra a muscular propria N1b Metdastase em dois a trés linfonodos regionais

T3 Tumor se infiltra através da muscular prépria até os tecidos N1ic Depdsitode tumor (DT)na subserosa, no mesentério ou nos
pericolorretais tecidos pericolicos ndo peritonizados ou perirretais, sem

metastases linfonodais regionais

T4 Tumor invade ou adere em Orgdos ou estruturas adjacentes N2 Metastases em quatro ou mais linfonodos regionais
T4a Tumor penetra a superficie do periténio visceral N2a Metdstases em quatro a seis linfonodos regionais
T4b Tumorinvade diretamente ou estd aderido a outros 6rgdos ou estruturas N2b Metdstases em sete ou mais linfonodos regionais
M Metastases a disténcia
Mo Sem metastases a distancia
M1 Metdstases em um ou mais drgdos/sitios a distdncia ou

metdstase peritonial

Adaptado de (WEISER, 2018).

Na 82 edicdo do AJCC Staging Manual (WEISER, 2018), os tumores T1 sdo 0s
gue envolvem a submucosa; os T2 penetram pela submucosa na muscular prépria;
os T3 penetram na muscular propria; e os T4 penetram diretamente na superficie do
peritbnio visceral e invadem diretamente outros 6rgéos ou estruturas. A classificagéo
regional dos linfonodos (N) inclui 4 subcategorias de acordo com o ndmero de
linfonodos comprometidos pela presencga de células neoplésicas (1, 2-3, 4-6 e 7 ou
mais linfonodos positivos). A doenga metastética é classificada como Mla quando as
metastases sao limitadas a um local/6rgao solido (incluindo linfonodos fora da area de

drenagem regional do tumor primario). M1b refere-se a presenca de metastases em
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varios locais distantes ou 6rgaos solidos. Na ultima edicdo da AJCC, a carcinomatose
peritoneal foi incluida em uma classificacdo de doenca metastatica especifica (M1c).

(Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo TNM e grupos progndésticos do cancer de colorretal.

Grupos Progndsticos

T N M

Estagio O Tis NO MO
Estagio | T1, 12 NO MO
Estagio 11A 3 NO MO
Estagio 11B T4a NO MO
Estagio IIC T4b NO MO
Estagio I11A T1-T2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO

Estagio 111B T3-T4 N1/Nic MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

Estagio 11IC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

Tab N1-N2 MO

Estagio IVA Qualquer T Qualquer N M1a
Estagio IVB Qualquer T Qualquer N M1b
Estagio IVC Qualquer T Qualquer N M1ic

Adaptado de (WEISER, 2018).

Apesar de ainda ndo incorporados nos critérios formais dos sistemas de
estadiamento e classificacdo do CCR, fatores moleculares e bioldgicos sdo de suma

importancia para a conduta terapéutica desta doenca. Entre eles, estdo os niveis
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séricos do antigeno carcinoembrionario (CEA, do inglés: Carcinoembryonic Antigen)
no pré-operatorio; o score de regressao do tumor, o qual reflete a resposta patologica
ao tratamento neoadjuvante (quimioterapia, radioterapia ou ambos) e o status da
margem circunferencial para o cancer retal; a presenca de invasao linfovascular e
perineural; e a presenca de MSI e status mutacional de KRAS (do inglés: V-Ki-Ras2
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog), NRAS (do inglés: Neuroblastoma
RAS Viral Oncogene Homolog) e BRAF (do inglés: V-Raf Murine Sarcoma Viral
Oncogene Homolog B).

A necessidade de identificacdo de fatores moleculares no CCR com valor
progndéstico € ainda mais evidente entre pacientes diagnosticados com doenca nos
estagios IlIB/IIC e llIA. Para estes pacientes, o sistema TNM, mesmo quando
associado a caracteristicas clinicopatolégicas ainda € considerado insuficiente na
predicdo do progndstico. Apesar de este sistema ser extremamente acurado para
diversos tumores solidos neste sentido, um paradoxo de sobrevivéncia pode ser
observado entre tumores em estagio 11B/C (T4NO) e estagio I1IA (T1-2N1, TIN2a) em
pacientes com CCR. Véarios motivos foram relatados para justificar a sobrevivéncia
inferior no estagio IIB/ IC em comparacao com o estagio IlIA, como 0 menor uso de
guimioterapia sistémica em pacientes com cancer de colon estagio 1I1B/IIC (CHU et al.,
2016; LI et al., 2020).

Uma tentativa de contornar esta discrepancia sem expor o paciente a
toxicidade da quimioterapia adjuvante sem beneficio em relacdo a sobrevida foi a
dicotomizacéo do estagio Il em tumores de baixo e alto risco de recorréncia, ja que
todos os pacientes com doenca em estagio Il séo referidos a quimioterapia adjuvante.
Embora existam varias caracteristicas tumorais que estdo associadas a um pior

prognaéstico na doenca em estagio Il, ndo ha uma definicdo padrdo de CCR em estagio
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Il de alto risco de recorréncia (BENSON et al., 2021). Atualmente, qualquer uma das
seguintes caracteristicas seria considerada de alto risco de recorréncia: invasao
perineural, tumores de grau 3 (pouco diferenciados), estagio T4 (estagio IIB/IIC);
perfuracdo intestinal, obstrucdo intestinal, tumores mucinosos, menos de 12
linfonodos examinados, margens cirdrgicas positivas (LEE; CHAN, 2018; ROMITI et
al., 2019). Mesmo assim, esta definicdo ainda € considerada insuficiente tanto na
predicdo do progndstico, quanto para uma decisao terapéutica acurada, uma vez que

nao considera a heterogeneidade intratumoral do CCR.

1.4 Bases terapéuticas do CCR

O tratamento padrdo para pacientes com CCR inclui a ressecao cirargica do
tumor primario e de linfonodos regionais e estratégias locais (radioterapia) e/ou
sistémicas em regimes neoadjuvantes e/ou adjuvantes de acordo com o estadiamento

da doenca (Tabela 3).

Tabela 3: Drogas aprovadas para o tratamento do cancer colorretal

Nome

Leucovorina
(LV)

5-FU/
Capecitabina

Irinotecano

Classe terapéutica

Analogo do &cido
folinico

Analogo da

pirimidina

Inibidor da

Topoisomerase |

Mecanismo de Acao

Interrompe a sintese
de DNA
Interrompe a sintese
de DNA

Impede religacéo do
DNA se ligando ao
complexo
topoisomerase |I-DNA,

induzindo parada

Uso tipico

Em combinac&o com
5-FU.

Em combinacédo com
LV ou em
monoterapia.
Monoterapia ou em
combinagdo com 5-
FU, LV e oxaliplatina
(FOLFIRI)
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Oxaliplatina

Cetuximabe/

Panitumumabe

Bevacizumabe
Ziv-aflibercept
Ramucirumabe

Regorafenibe

Pembrolizumabe

Nivolumabe

Ipilimumabe

Encorafenibe

Agente alquilante

Anticorpo
monoclonal anti-
EGFR

Anticorpo
monoclonal anti-
VEGF

Inibidor multiquinase

Anticorpo
monoclonal anti-PD-
1

Anticorpo
monoclonal anti-
CTLA-4

Inibidor de BRAF

replicativa e quebras
duplas no DNA

Forma crosslinks no
DNA inibindo sintese
de DNA e transcricéo

Inibicdo da via de
sinalizacéo de EGFR,
inibindo diferenciagéo,
proliferagcéo e

migragao celular

Antiangiogénese

Inibicdo da proliferagcéo

celular e da
angiogénese
Ativagdo da resposta
imune mediada pelas

células T

Ativagdo da resposta
imune mediada pelas

células T

Interrompe ou reduz a

proliferacéo celular

Combinagéo com 5-
FU e LV (FOLFOX)

Tumores com
KRAS/NRAS

selvagem

Em combinacéo com
FOLFOX ou FOLFIRI

Monoterapia

Tumores com
dMMR/MSI

Em combinacédo com
nivolumabe para
tumores com
dMMR/MSI

Em combinac&o com
cetuximabe para
tumores com a

mutacdo BRAFV600E

Abreviacdes: BRAF (proto-oncogente serinal/treonina kinase); CRC (do inglés:
colorectal cancer), CTLA-4 (antigeno linfocito citotoxico T associado); EGFR (receptor
de fator de crescimento epitelial); FDA (do inglés, Food and Drug Administration);

MMR-D (reparo de malpareamento deficiente); MSI-H (do inglés: Microsatellite
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instability-High); PD-1 (proteina de morte celular programada 1); VEGF (fator de

crescimento endotelial vascular).

1.4.1 Tratamento da doenga inicial e localmente avangada

O CCR inicial ou localizado compreende os estagios TNM I-1ll. Tumores
colorretais diagnosticados em estagio | sdo referidos a cirurgia de resseccéo e nao é
indicada a quimioterapia adjuvante.

Em contrapartida, a indicacdo de quimioterapia adjuvante para o CCR em
estagio Il ainda é largamente discutida (SARGENT; ANDRE; GROTHEY, 2016). A
origem desta discusséo reside nos estudos que demonstraram que a sobrevida livre
de doenca em 5 anos em pacientes com CCR em estagio Il que ndo receberam terapia
adjuvante foi de 81,4%, enquanto para aqueles em estagio Ill tratados com
quimioterapia adjuvante foi de 79,3% (BOCKELMAN et al., 2015). Por outro lado, para
pacientes com CCR em estagio Il que receberam ou ndo quimioterapia adjuvante, a
sobrevida livre de progressdo em 5 anos foi de 63,6% e 49,0%, respectivamente.
Esses resultados sugerem que o beneficio da terapia adjuvante € maior em pacientes
com maior risco devido ao estado nodal (QUASAR COLLABORATIVE GROUP et al.,
2007).

Estudos de base populacional ja demonstraram que a quimioterapia adjuvante
ndo apresenta beneficios em relacdo a sobrevida em 5 e 10 anos para pacientes com
CCR em estagio Il (DE GRAMONT et al., 2010). Apesar de pacientes com alto risco
serem tradicionalmente indicados a quimioterapia adjuvante, ndo ha dados que
respaldem que as caracteristicas de alto risco sejam preditivas de beneficio da

quimioterapia adjuvante (VERHOEFF et al., 2016). Esta controvérsia em torno da
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administracdo de quimioterapia adjuvante a pacientes em estagio Il de alto e baixo
risco reforca a necessidade de identificacdo de novos marcadores, particularmente os
moleculares, para estratificar o risco de recorréncia da doenca neste estagio e definir
guem se beneficiara com a terapia adjuvante.

Mais recentemente, incorporou-se o status da via MMR na decisédo terapéutica
do CCR em estagio Il. Para pacientes com CCR em estagio Il e dMMR/MSI, ndo ha
indicacdo de quimioterapia adjuvante (KIM, J. E. et al., 2015; RIBIC et al., 2003;
SARGENT et al., 2010). Pacientes com doenca de baixo risco em estagio Il e
PMMR/MSS podem ser apenas observados sem terapia adjuvante ou considerados
para capecitabina ou 5-FU/leucovorina (5-FU/LV) (ANDRE et al., 2015). Com base
nos resultados do estudo MOSAIC e nas possiveis sequelas de longo prazo da
quimioterapia a base de oxaliplatina, FOLFOX n&o é considerada uma opcdo de
terapia adjuvante apropriada para estes pacientes (SHARIF et al., 2008). Para aqueles
com doenga em estagio Il com alto risco de recorréncia e pMMR/MSS, € indicada a
terapia adjuvante com 5-FU/LV, capecitabina ou FOLFOX, CAPEOX (capecitabina e
oxaliplatina) ou apenas observagéao.

Em relacdo ao estagio lll, também ha uma subclassificacao de risco, desta vez
baseada nos estagios T e N. Baixo risco refere-se a tumores T1-3 e N1 e alto risco, a
tumores T4 e N1-2 ou qualquer T e N2. De todo modo, a quimioterapia adjuvante
sempre é indicada para estes pacientes e inclui, preferencialmente, os esquemas
CAPEOX (capecitabina/oxaliplatina) ou FOLFOX, mas capecitabina em monoterapia
ou 5-FU/LV também séo consideradas opcdes para pacientes com restricoes ou

intolerancia a oxaliplatina (BENSON et al., 2021).
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1.4.2 Tratamento da doenca metastatica

O CCR metastatico (CCRm) consiste na presenca de tumores identificados em
um local distante ap6s um tumor colorretal localizado (ndo metastatico ou estagio I-111)
tenha sido previamente tratado ou pode se apresentar de novo no estagio IV
(RIIHIMAKI et al., 2016). Os locais mais comuns de metastase incluem linfonodo,
figado, pulmé&o e peritdnio. Aproximadamente um terco dos pacientes diagnosticados
com CCR desenvolvem metastases colorretais, sendo que 70-90% apresentarao
doenca hepética metastatica irressecavel (KOPETZ et al., 2009). A resseccao
cirirgica € a abordagem padrdo para o tratamento local da doenca metastatica
ressecavel. As lesBes irressecaveis, por sua vez, podem ser convertidas a
ressecaveis através de tratamento sistémico perioperatério. Esta abordagem é
destinada a pacientes com metastases restritas ao figado ou ao pulméao e que, através
do tratamento perioperatério, tenham as margens cirirgicas da resseccao livres (R0)
(ROCHA; HELTON, 2012).

Os principios a serem considerados no tratamento do CCRm incluem, além dos
aspectos clinicos, a pesquisa de biomarcadores preditivos e estratégias pré-
planejadas para alterar a terapia na presenca e auséncia de progressédo da doenca.
Os regimes terapéuticos sistémicos incluem agentes quimioterapicos (5-FU,
oxaliplatina e/ou irinotecano), terapias-alvo (anticorpos monoclonais anti-EGFR, anti-
VEGF, anti-BRAF) e imunoterapia.

Para 50% dos pacientes com CRC metastatico com tumores com KRAS/NRAS
ou BRAF selvagens, cetuximabe e panitumumabe (anticorpos monoclonais para o
receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR, do inglés: Epithelial Growth Factor

Receptor), em combinacdo com quimioterapia, podem estender a sobrevida média em
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2 a 4 meses em comparacao a quimioterapia isolada. No entanto, para 35% a 40%
dos pacientes com variacdes de sequéncia de KRAS/NRAS, terapias direcionadas
eficazes ainda ndo estéo disponiveis. Para variacfes de sequéncia de 5% a 10% com
a mutacdo BRAFV600E 3 terapia de combinacao direcionada com inibidores de BRAF
e EGFR estende a sobrevida global (SG) para 9,3 meses (versus 5,9 meses para
agueles que receberam quimioterapia padrédo). Para os 5% com tumores dAMMR/MSI,
a imunoterapia pode ser usada na primeira linha ou na linha subsequente (BILLER;
SCHRAG, 2021). O pembrolizumabe foi aprovado pela FDA em junho de 2020 para
terapia de primeira linha, com base no estudo que demonstrou dobrar o tempo
sobrevida livre de progresséao para 16,5 meses (versus 8,2 meses dos pacientes que
receberam FOLFIRI com ou sem bevacizumabe ou cetuximabe)(ANDRE et al., 2020).
Os principais esquemas de tratamento de acordo com o subtipo molecular do CCR

metastatico estdo resumidos na Figura 5.

Tipo selvagem KRAS/NRAS/BRAF D — o—0
(50% de CCR metastatico)

Variacdo de sequéncia KRAS/NRAS . *—e
(35% de CCR metastatico)

Variagdo de sequéncia BRAF *—e
(5%-10% de CCR metastatico)

MSI-H/MMR-D
(5% de CCR metastatico)

ERBB2 amplificado

i i) - 2 > o—0
(2%-5% de CCR metastatico)
Diagndstico @ 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses
7 ™
( = FOLFOX ou FOLFIRI com ou sem bioldgicos, com ou sem manutenc3o m Inibic3o do checkpoint imune |

FOLFOX ou FOLFIRI com ou sem bioldgicos, o que n3o for dado em primeira linha ws» Ensaio Clinico baseado em ERBB2 ou terapia anti ERBB2
= Regimes baseados em Cetuximabe ou Panitumumabe Interrupgéo do tratamento baseado em preferéncia e toleréncia

wsl Terapia dirigida por BRAF (encorafenibe + catuximabe ou Ensaio Clinico) ®=® Tratamento de suporte e cuidados paliativos

| Opgdes de Tratamento )

Ensaio Clinico ou TAS-102 ou regorafenibe BiolSgicos: bevacizumabe, panitumumabe ou cetuximabe

Figura 5. Esquemas de tratamento empregados no tratamento do CCR
metastatico de acordo com o subtipo molecular. (Adaptado de BILLER; SCHRAG,
2021).CCR, cancer colorretal; KRAS, do inglés, V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral

oncogene homolog; NRAS, do inglés, Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog;
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BRAF, do inglés, v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B; MSI-H: do inglés,
microsatellite instability high; MMR-D, do inglés, mismatch repairdeficiency; ERBB2:
do inglés, receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 precursor; FOLFOX: leucovorin, 5-
Fluorouracil e oxaplatina; FOLFIRI: leucovorin, 5-Fluorouracil e irinotecano.

Embora o progndstico geral para CCRm ainda seja considerado pobre, com
menos de 20% dos pacientes sobrevivendo além de 5 anos, 0s avancos nho
diagnéstico e tratamento do CCRm irressecavel permitiram atendimento
personalizado com base no perfil molecular do tumor com melhores resultados para
alguns subtipos. Como resultado das melhores opcdes de tratamento, a sobrevida
global de pacientes com CRCm aumentou de aproximadamente 1 ano na era da
terapia 5-FU isoladamente, para aproximadamente 3 anos com as terapias atualmente
disponiveis (KOPETZ et al., 2009; XIE; CHEN; FANG, 2020). Enquanto a presenca
de MSI e a auséncia de mutacdes ativadoras em KRAS/RAS e BRAF sdo empregadas
como preditores de resposta a imunoterapia e terapias direcionadas a estas vias,
respectivamente (VAN CUTSEM et al.,, 2016), ndo ha biomarcadores validados
clinicamente para selecdo dos pacientes que irdo apresentar maior beneficio dos
agentes antiangiogénicos e citotoxicos do esquema FOLFIRI. Para estes pacientes, a
resposta inicial ao tratamento nédo direcionado é ruim e, ha desenvolvimento de
resisténcia secundaria a todas as terapias padrao (HAMMOND; SWAIKA; MODY,
2016). Adicionalmente, os mecanismos de resisténcia a agentes direcionados
comumente incluem mutacdes reativadoras secundarias nas vias de sinalizagédo
afetadas e em outras vias (MISALE et al., 2012; SIRAVEGNA et al., 2015).

Assim, a medida que as opc¢des de tratamento vém se expandindo, um nivel

crescente de complexidade esta se tornando aparente. No entanto, a maioria dos
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pacientes com CCR atualmente ndo tem opc¢des de terapia direcionadas disponiveis
por apresentarem MSS, mutacdes em RAS e BRAF selvagem. Além destes, para
subgrupos de tumores com mais de um alvo molecular, isto €, MSI e RAS selvagem,
mas que também abrigam mutacdes BRAFV60E a melhor abordagem sistémica ainda
€ desconhecida. A presenca de varias alteracdes direcionaveis pode estender a gama
de opcdes de tratamento quando confrontado com resisténcia, mas também enfatiza
gue ndo ha evidéncias que suportem um sequenciamento de tratamento adequado

(SVEEN; KOPETZ; LOTHE, 2020).

1.5 Aspectos prognésticos

1.5.1 Clinicos

O estado-da-arte do CCR sugere que o prognostico desta doenca depende
intrinsecamente de inUmeras variaveis clinicas, patolégicas, biolégicas e,
moleculares. Dentre elas, invasividade tumoral, exame de linfonodos regionais,
presenca de metastases linfonodais, presenca de invaséo angiolinfatica, lateralidade
do tumor primario, niveis de CEA ao diagnostico da doenca e inflamacgéo sistémica
sdo apresentados na literatura pelo seu valor independente na predicdo do
prognostico de pacientes com CCR.

O componente T do estadiamento do CCR é muito importante no prognastico,
uma vez que os pacientes com tumores T4, NO tém uma sobrevida menor do que
agueles com tumores T1-2 e N1-2 (HARI et al., 2013; KIM, M. J. et al., 2015). Dentro
de cada estagio T, o tempo de sobrevida é inversamente associada ao numero de

linfonodos positivos (AMIN et al., 2017).
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Dois aspectos relacionados aos linfonodos sé&o prognosticos no CCR: o numero
de linfonodos regionais ressecados e o numero de linfonodos positivos. O maior
namero de linfonodos examinados esta associado a maior SG tanto para pacientes
com doenca de linfonodo negativo quanto positivo (LE VOYER et al., 2003). Além
disso, os resultados de estudos de base populacional demostram uma associagao
entre a melhora na sobrevida e exame de 12 ou mais linfonodos. Nao ha explicacéao
clara para esta associacdo, mas além do fato de que o numero de linfonodos
ressecados varia com diversas caracteristicas clinicas, foi sugerido que os linfonodos
em pacientes com uma forte resposta imune antitumoral sdo mais faceis de serem
identificados, e que esses pacientes tém um progndstico melhor (WONG, 2011). Outra
possibilidade seria que a biologia do tumor subjacente afete o rendimento dos
linfonodos e, consequentemente, o prognostico. Por exemplo, a presenca de MSI e/ou
KRAS/BRAF selvagens estdo associadas a uma recuperacao de linfonodos superior
e melhor prognostico (BELT et al., 2012; BERG et al., 2013).

Outro ponto potencialmente relevante no progndstico dos pacientes com CCR
€ a propor¢cdo de linfonodos positivos em relacdo ao numero total de linfonodos
examinados. Estudos de séries de casos sugeriram pontos de corte de 0,1, 0,2 ou
0,25 como prognasticos para SG ou sobrevida livre de progressédo (SUGIMOTO et al.,
2015; ZHANG et al., 2016). Uma revisao sistematica e metanalise de 33 estudos (>
75.000 pacientes com CCR linfonodo-positivo) concluiu que uma proporcdo de
linfonodos mais alta associa-se a piores desfechos relacionados a sobrevida destes
pacientes (ZHANG et al., 2016).

A invasao linfatica e a invasédo perineural sdo processos de invasdo de vasos
e nervos, respectivamente, pelo tumor e ambas sdo consideradas preditores

independentes de SG em pacientes com céancer colorretal (LIEBIG et al., 2009).
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Pacientes com tumores colorretais sem invasao perineural apresentam SG em 5 anos
qguatro vezes maior tanto em estagio Il quanto em estagio Ill em relacdo a tumores
com esta caracteristica (KNIJN et al., 2016). De maneira similar, uma metanalise que
incluiu quase 10 mil pacientes, concluiu que a invasao linfatica em tumores colorretais
em estagio Il e Il aumenta o risco de Obito ou de progressédo da doenca em cerca de
2 vezes (YUAN et al., 2017). Por isto, estas caracteristicas sdo incluidas como fatores
de alto risco para recorréncia da doenca em pacientes com CCR em estagio Il, e
contribuem para a deciséo terapéutica de indicacdo de quimioterapia adjuvante para
estes pacientes (REBUZZI et al., 2020).

O CEA é um conhecido marcador biologico tumoral de baixo custo para o
diagnéstico e monitoramento do CCR, e apresenta-se superexpresso em 90% dos
casos (KONISHI et al.,, 2018). Niveis elevados de CEA pré-operatorio estédo
associados a um pior progndstico em todos os pacientes com CCR em estagios | e Il
gue nédo receberam quimioterapia adjuvante (THIRUNAVUKARASU et al., 2011). O
limite superior dos niveis normais de CEA varia entre as instituicdes e abrange valores
entre 3,0-5,0 ng/mL, com um ponto de corte de 5,0 ng/mL utilizado pela maioria dos
centros, embora esse valor ainda seja debatido. Recentemente, um estudo definiu que
o valor de CEA pré-operatorio até 2,35 ng/mL € o ponto de corte ideal para prever a
sobrevida em pacientes com CCR nos estagios | e Il (MARGALIT et al., 2018).
Similarmente, sugeriu-se que o CEA pré-operatério até 3 ng/mL é o melhor valor de
corte para identificar pacientes com cancer de colon em estagio Ill com baixo e alto
risco de morte ou recorréncia (KIM, C. G. et al., 2017). Um forte valor prognostico do
nivel de CEA pos-operatério também foi observado em duas grandes coortes de

pacientes com CCR em estagio lll tratados com quimioterapia adjuvante. Pacientes
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com CEA > 5 ng/mL apresentaram maior risco para recorréncia e obito (AUCLIN et
al., 2019).

Embriologicamente, o colon direito se desenvolve a partir do intestino médio,
enquanto o coélon esquerdo se desenvolve a partir do intestino posterior. Essas
diferentes origens, consequentemente, levam a perfis moleculares distintos
(MISSIAGLIA et al., 2014). Uma analise do banco de dados SEER (do inglés:
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) que incluiu 163.232 pacientes
com CCR revelou que 12% dos pacientes com tumores do lado direito tinham uma
histologia mucinosa contra apenas 6% daqueles com tumores colorretais do lado
esquerdo. Esta analise também relatou que os tumores do lado esquerdo eram mais
provaveis de serem detectados em um tamanho de tumor menor do que 0s casos do
lado direito (WANG; WANG; PING, 2015). Dentre os tumores colorretais em estagio
I-11l, tumores do lado direito apresentam maior SG e sobrevida livre de progressdo em
relacédo aos do lado esquerdo (WARSCHKOW et al., 2016).

A literatura vem sugerindo também que a lateralidade do tumor no CCR é uma
caracteristica progndstica independente e que é mais relevante a medida que a
doenca progride, refletindo uma possivel diferenca na biologia tumoral e na resposta
a terapia. Os tumores do lado direito do coOlon sdo mais propensos a ter MSI,
associado a uma assinatura com mutacdes em RAS ou BRAF, enquanto os do lado
esquerdo sdo mais propensos a estar associados a ativacao das vias classicas da
sequéncia adenoma-carcinoma e estao associados a regulacéo positiva de EGFR e
HER2 (do inglés, human epidermal growth factor receptor-type 2) (BAHL et al., 2020).

E largamente reconhecido que a inflamac&o é uma marca registrada do cancer
e esta intimamente relacionada a progressao do tumor. A resposta a inflamacao do

hospedeiro pode suprimir a funcdo antitumoral da imunidade adaptativa e romper o
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equilibrio entre o sistema imunoldgico e os tumores, contribuindo negativamente para
o prognodstico (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019). Marcadores inflamatérios
sanguineos, incluindo as razdes entre as contagens absolutas de células sanguineas
antes do tratamento (neutrofilos/linfocitos, plaquetas/linfécitos linfécitos/mondcitos) e
o indice de inflamacé&o imunoldgica sistémica (plaquetas x neutroéfilos/linfocitos) vem
sendo investigados por seus papéis progndésticos em pacientes com CCR (GUTHRIE
et al., 2013; KIM, J. H. et al., 2017; LI et al., 2018).

Os neutrofilos, como os primeiros a responder a inflamacao, podem migrar em
direcdo ao tumor e promover a disseminacdo de células tumorais para 6rgaos
distantes (MIZUNO et al., 2019). Monécitos no microambiente tumoral tém o potencial
de se diferenciar em células dendriticas ou macrofagos associados ao tumor (AUGIER
et al., 2010). Os linfocitos, por sua vez, sdo componentes importantes para a
imunidade adaptativa e suprimem a proliferacdo das células tumorais, induzindo a
apoptose e inibindo a migracao e invasao destas células (DIAKOS et al., 2014). Um
estudo que avaliou o valor prognéstico destes marcadores em quase 5 mil pacientes
com CCR concluiu que o indice de inflamacgédo imunoldgica sistémica elevado € um
preditor independente de pior sobrevida global (HR: 1,330, p <0,001) e sobrevida livre
de doenca (HR: 1,366, p <0,001) nestes pacientes (FU et al., 2020). Este padréao foi
visto também em uma metanalise que incluiu 3737 pacientes cm CCR, em que foi
demonstado que maiores indices de inflamag&o imunoldgica sistémica se associam a
tumores indiferenciados, presenca de metastases a distancia e maior dimenséo

tumoral (> 5 cm) (DONG et al., 2020).

1.5.2 Moleculares
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Muitos estudos tentaram estabelecer uma classificagdo molecular progndstica
para o CCR, mas estes ainda ndo levaram a uma unica classificacdo sistematica.
Atualmente, é recomendado que todos os tumores colorretais metastaticos sejam
investigados em relacédo a presenca de dMMR/MSI e mutacdes em KRAS/NRAS e
BRAF. Tumores colorretais em estagio Il com alto risco clinico podem ser investigados
para dMMR/MSI, ndo para a predi¢cdo do prognostico, mas para definicdo da indicacao
ou ndo de quimioterapia adjuvante. Em contrapartida, ndo ha biomarcadores com
valor prognéstico validados pelas principais diretrizes para o CCR no estagio Il
(BENSON et al., 2021). O valor prognéstico do status da via MMR sera discutido
detalhadamente mais adiante. Para 50% dos pacientes com CCRm com
KRAS/NRAS/BRAF selvagens, a sobrevida média com o tratamento direcionado é de
aproximadamente 30 meses, com taxas de sobrevida de 80% em 1 ano, 40% em 3
anos e 20% em 5 anos apos inicio da quimioterapia em primeira linha (LO NIGRO et
al., 2016).

Como descrito anteriormente, existem trés mecanismos principais de
instabilidade gendmica no CRC: CIN, MSI e CIMP. Muitos estudos tentaram
estabelecer uma classificagdo molecular com finalidade inicialmente progndstica para
o CCR, mas ainda n&o se chegou a uma Unica classificacdo sistematica (MULLER,;
IBRAHIM; ARENDS, 2016). Dentre elas, uma classificacdo patologica e molecular
sistematica proposta pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA) em 2012 e outra pelo
Consensus Molecular Subtype Consortium (CMS) em 2015 (GUINNEY et al., 2015;
THE CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012).

Apesar da reconhecida heterogeneidade inter e intratumoral do CCR, a
primeira classificacdo do TCGA foi capaz de subclassificar os tumores colorretais em

dois subtipos, os quais sdo caracterizados por uma morfologia especifica e por um
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perfil de alteracbes moleculares: os tumores colorretais hipermutados (16% dos
casos) e 0s ndo-hipermutados. Dentre os hipermutados, cerca de 75% apresentavam
MSI-H como resultado da dMMR, e 15% apresentavam mutacdes no gene da DNA
polimerase-¢ (POLE). Em relacdo aos tumores nao-hipermutados, os canceres nao
hipermutados representados por 84% dos casos de CCR, apresentavam pMMR/MSS
e maior frequéncia de alteracdes somaticas, incluindo mutagdes comuns nos genes
APC, TP53, KRAS, SMAD4 e PIK3CA (do inglés: Phosphatidylinositol-5-Biphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha) (MULLER; IBRAHIM; ARENDS, 2016; THE
CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012).

Em 2015, o CMS analisou um compartilhamento de dados publicos em larga
escala com o objetivo de estabelecer uma nova e universal classificacdo molecular do
CCR e promover a sua aplicabilidade clinica. A taxonomia do CMS foi fundada
principalmente com base nas diferencas na biologia do tumor, e ndo nos resultados
clinicos, capturando assim a heterogeneidade biomolecular intrinseca do CCR. Os
especialistas do painel avaliaram seis algoritmos de subclassificacdo do CCR a partir
de bases de dados de seis estudos somados aos dados do TCGA, apresentando uma

classificacdo formada por quatro grupos prognésticos (GUINNEY et al., 2015):

e CMS1 (imune, 14%): compreende quase todos os pacientes com dMMR/MSI.
Sao tumores majoritariamente caracterizados por perfil genémico hipermutado,
incluindo silenciamento ou muta¢des em hMLH1, e alto nivel de muta¢des em
BRAF. Estes tumores apresentam uma forte ativacédo imune, refletida por uma
atividade transcricional elevada, associada a presenca de infiltrado imune
difuso e superativacao das vias de resposta imune antitumoral (expresséo de

PD1 e presenca de células NK (do inglés: natural killers), células Thl e
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infiltracdo de células T citotoxicas no microambiente tumoral). Atualmente esta
ativacdo imunologica é considerada uma das principais caracteristicas dos
CCR dMMR/MSI (LLOSA et al., 2015).

CMS2 (canbnico, 37%): trata-se de tumores com CIN elevado e alto nivel de
alteracdes no numero de copias somaticas. Diferentemente do subtipo CMS1,
estes tumores apresentam uma forte regulacédo positiva de WNT e MYC (do
inglés: myelocytomatosis) e um fendtipo celular epitelial. Comparado a outros
grupos, o CMS2 exibiu mais frequentemente ganho de nimero de cépias em
oncogenes e perdas de numero de cépias em genes supressores de tumor.
CMS3 (metabdlico, 13%): sdo caracterizados pela desregulacdo de muitas
vias metabdlicas (glicose pentose, nitrogénio, 4cido graxo etc.), presenca
moderada de CIN com menos altera¢cdes no numero de cépias somaticas,
maior prevaléncia de CIMP-baixo e maior frequéncia de mutacées em KRAS
em relacdo aos demais subgrupos. Quase 30% dos tumores classificados
como CMS3 apresentam hipermutabilidade, o que significa que este subtipo de
CCR apresenta maior frequéncia de dAMMR/MSI em relacdo a CMS2 e CMSA4.
CMS4 (mesenquimal, 23%): este subgrupo é caracterizado pela presenca de
CIN e de altera¢des no numero de copias soméaticas elevados, forte expressao
de genes de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés: Epithelial to
Mesenchymal Transition) e ativacdo da sinalizacdo de TGF-B. Este subtipo
superexpressa mais comumente proteinas implicadas na infiltracdo estromal e
na angiogénese e exibe uma hiperativacdo de vias associadas ao fenotipo

mesenquimal.
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Embora a taxonomia do CMS forneca informacdes valiosas sobre a biologia
tumoral e possa ser usada para orientar o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos, a sua utilidade clinica direta refere-se em especial a estimativa da
sobrevida (valor prognostico), enquanto seu valor na selecdo de pacientes para
terapias em especifico (valor preditivo) ainda € limitado (GUINNEY et al., 2015). Em
uma recente metanalise, demonstrou-se valor prognostico desfavoravel de CMS4 na
doenca localmente avancada em comparacdo a CMS1 e CMS2 (TEN HOORN et al.,
2021). Como exemplo, um dos estudos incluidos analisou uma coorte relativamente
grande (860 pacientes) em estagio Il e identificou que o CMS4 teve um desempenho
significativamente pior do que o CMS1 e o CMS2 em relacdo a SG (PISKOL et al.,
2019). Uma possivel explicacdo para isto € que estes tumores possivelmente se
comportam mais como o0 modelo de disseminacdo precoce em vez do modelo de
progressao linear classico, apresentando maior probabilidade de micrometastases,
ainda que indetectaveis (GHAJAR; BISSELL, 2016; NAXEROVA et al., 2017). No
CCRm observou-se que o CMS1 foi associado a uma pior sobrevida em relacdo aos
demais subtipos. A maior coorte de pacientes com CCRm de subtipo CMS1 avaliada
até o momento (581 pacientes) encontrou uma mediana de SG igual a 15 meses
(LENZ et al., 2019), o que vai ao encontro de dados anteriores que apontam uma pior
sobrevida para 0o CCRm com muta¢des em BRAF e dAMMR/MSI (AASEBO et al., 2019;
VENDERBOSCH et al., 2014). Como estas alteracdes moleculares sao propriedades
tipicas do subtipo CMS1, elas podem explicar a pior sobrevida neste subgrupo de
tumores. Tanto na doenca local quanto na metastatica, o CMS2 é considerado o
subtipo com o prognostico mais favoravel (TEN HOORN et al., 2021).

Em relacdo a resposta terapéutica, os tumores do subtipo CMS1

provavelmente se beneficiam mais da imunoterapia na doenca metastatica. Os
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estudos disponiveis usando CMS1 em vez de MSI sdo ainda escassos, mas
demonstram clara eficacia da terapéutica com inibidores de checkpoint imune
(OVERMAN et al., 2017, 2018). Em uma segunda linha, a adicdo de bevacizumabe a
guimioterapia também parece apresentar maior beneficio neste subtipo de tumores
colorretais, possivelmente pelo importante papel dos linfécitos T na regulagéo positiva
da angiogénese em reposta ao bloqueio da via VEGF (do inglés: Vascular Endothelial
Growth Fator) (TIAN et al., 2017).

Por sua vez, o beneficio do cetuximabe é mais evidente em pacientes com
CCRm do subtipo CMS2 e KRAS selvagem. Foi demonstrado que estes tumores se
desenvolvem predominantemente do lado esquerdo e, sdo caracterizados pela
hiperativacdo da via EGFR (ARNOLD, D. et al., 2017; LENZ et al., 2019). Estudos
anteriores também demostraram que comutacées em APC e TP53 estdo associadas
a sensibilidade ao cetuximabe, e ambas estédo enriquecidas em pacientes com CMS2
(75,0% versus 17,0 a 41,0% em CMS1 e CMS4, respectivamente) (THOTA et al.,
2020; YANG et al., 2019).

Na doenca metastatica do subtipo CMS4, os estudos demonstram melhor
eficacia de regimes em primeira linha a base irinotecano em relagdo aqueles com
oxaliplatina, ambos associados ao bevacizumabe (em tumores mutantes KRAS) ou
ao cetuximabe (em tumores com KRAS selvagem) (BORELLI et al., 2020; YUKI et al.,
2020). Atualmente, os regimes de primeira linha para CCRm séo frequentemente
baseados em oxaliplatina, o que enfatiza a relevancia de estratificar os pacientes de
acordo com as caracteristicas moleculares para prevenir o tratamento subotimo.

Na doenca local ou localmente avancada, CCR dos subtipos CMS2 e CMS3
beneficiam-se mais da quimioterapia adjuvante em relacéo aos subtipos mesenquimal

e imune. A auséncia de beneficio da monoterapia com fluoropirimidina para tumores
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do subtipo CMS1 (com dMMR/MSI) pode ser explicada pelo fato de que a proficiéncia
da via MMR € necessaria para induzir a toxicidade celular ao 5-FU, através da geracéo
de um ciclo fatil de insercédo de uracila no DNA e reparo com insercao desta base
(DES GUETZ et al., 2009; SARGENT et al., 2010).

Até o momento, a implementacdo clinica de sistemas de classificacao
molecular tem se mostrado desafiadora. O perfil genémico e transcriptdmico de
tumores € demorado e caro, e seu custo-beneficio ainda ndo foi demonstrado. Um
tépico importante e continuo de discusséo € o valor aditivo do CMS ao estadiamento
TNM, status da via MMR e o status de mutacao dos genes ja empregados na decisdo
terapéutica para o CCR. Foi demonstrado um forte impacto prognostico das mutacdes
BRAFV600E ¢ KRAS em tumores pMMR/MSS dependente da CMS, sendo a mutacéo
BRAFV600E 3 de valor prognostico mais forte em tumores CMS1 e as mutacdes em
KRAS em tumores CMS2 e CMS3 (SMEBY et al.,, 2018). Com relacdo ao
estadiamento TNM, identificou-se uma assinatura gendmica fortemente
correlacionadas com CMS4 em pacientes em estagio IV e |l de alto risco, enfatizando
o valor prognéstico aditivo dos subtipos transcriptdmicos para o estadiamento TNM

(COEBERGH VAN DEN BRAAK et al., 2020).

1.6 Sistemas de Reparo do DNA

O DNA nuclear é constantemente exposto a varios agentes endégenos ou
exdgenos que o danificam. Estes agentes podem ser fisicos (luz ultravioleta, radiagéo
ionizante,), biolégicos (virus) ou quimicos (antineoplasicos citotoxicos). Os danos ao
DNA podem também surgir a partir de processos enddgenos devido a intera¢des do

DNA com produtos do metabolismo celular (espécies reativas do oxigénio e produtos
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da peroxidacdo lipidica) e a funcdo impropria das DNA polimerases durante a
replicacdo do DNA, resultando em alteracGes de bases, malpareamentos, insercoes
e delecdes, entre outros tipos de lesdo (BASU, 2018; ROOS; THOMAS; KAINA, 2016;
TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017). Neste contexto, o sistema de reparo do DNA
representa um processo biolégico complexo que garante a estabilidade gendémica e a
integridade das células e compreende varias vias distintas que reparam diferentes
tipos de danos ao DNA (LORD; ASHWORTH, 2012; ROOS; KAINA, 2013).

Independentemente da sua natureza, depois que o dano ao DNA ocorre, as
proteinas de reparo do DNA identificam o local do dano e determinam se devem
repara-lo ou promover 0s mecanismos a apoptose, uma decisdo que dependera da
extensdo do dano e da atuacéo das proteinas envolvidas no reparo e nos pontos de
verificacdo durante o ciclo celular (ALHMOUD et al.,, 2020). Deficiéncias nestes
processos causam evasdo a apoptose e perpetuacdo de fendtipos celulares
genomicamente instaveis, ambos considerados pilares dos processos de
carcinogénese e resisténcia as terapias antineoplasicas (HANAHAN; WEINBERG,
2000, 2011).

Cada vez mais, surgem evidéncias que suportam a existéncia de interacdes
entre as proteinas envolvidas nas diferentes vias de reparo de DNA. Por isto, nenhuma
via exclusivamente repara com eficiéncia todos os tipos de lesdes de DNA, e algumas
lesbes servem como substratos para mais de uma via (KUMAR et al., 2020). Todavia,
para fins didaticos, as vias de reparo do DNA sao classificadas da seguinte forma:
reparo direto, que realiza o reparo do DNA através de uma Unica enzima; reparo por
excisdo de bases (BER, do inglés: Base Excision Repair), reparo por excisao de
nucleotideos (NER, do inglés: Nucleotide Excision Repair), que sdo responsaveis pelo

reparo de danos a bases e nucleotideos, respectivamente; reparo de malpareamento
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(MMR, do inglés: Mismatch Repair), que corrige pequenos erros de pareamento, loops
de insercdes e delecbes durante a replicacdo do DNA; reparo de quebras duplas do
DNA (DSBR, do inglés: Double Strand Break Repair), composto por trés vias - reparo
por recombinacdo homéloga (HRR, do inglés: Homologous Recombination Repair),
reparo por juncdo de extremidades nao-homologas (NHEJ, do inglés: Non-
Homologous End Joining) e reparo por micro-homologia (MMEJ, do inglés:
Microhomology End Joining). Finalmente, ha a via conhecida por sua capacidade de
tolerar danos induzidos ao DNA e garantir a continuidade da replicacdo desta
molécula e do ciclo celular, a sintese translesdo (TLS, do inglés: Translesion

Synthesis) (Figura 6).
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Figura 6. Principais vias envolvidas no reparo de danos ao DNA e seu papel na
biologia celular. (Adaptado de VODICKA et al., 2019)

Em 2012, o The Cancer Genome Atlas (TCGA) conduziu uma caracterizacao
abrangente de tumores colorretais, incluindo sequéncias de exoma, numeros de
copias de DNA e niveis de expressdo de RNA. Dos casos analisados, 16% foram
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classificados como hipermutados (maior que 12 mutacdes por 10° bases) e exibiram
enriguecimento de mutacées em regides de microssatélites indicando o fendtipo de
dMMR/MSI. Os outros 84% dos casos foram classificados como pMMR/MSS e
exibiram maior frequéncia de alteracées somaticas no numero de copias, sugerindo
defeitos cromossdémicos e subcromossémicos (THE CANCER GENOME ATLAS
NETWORK, 2012). Contudo, uma analise recente destes dados identificou nos
conjuntos de dados de adenocarcinoma de célon (COAD) e adenocarcinoma de reto
(READ) uma significativa quantidade de mutacées em varios genes de resposta e
reparo de danos ao DNA (KNIJNENBURG et al., 2018).

Defeitos na via MMR sdo comumente usados para classificar o CCR, enquanto
mutacBes nos genes das vias HRR e de Fanconi (FA) tém sido historicamente
associadas a canceres de mama e de ovario (HOANG; GILKS, 2018). A analise de
amostras dos bancos COAD e READ identificou que cerca de 25% dos casos
carregavam mutaces em pelo menos um dos 420 genes de reparo de DNA (Tabela
4) (KNIJNENBURG et al.,, 2018). A maioria das mutacdes identificadas foram
classificadas como “"putativas passageiras". Embora essas mutacdes nao sejam
atualmente reconhecidas como responsaveis pela carcinogénese colorretal, é
possivel que sua presenca induza a deficiéncias nas vias de reparo do DNA e,

consequentemente, influenciem o seu progndstico e a resposta terapéutica.

Tabela 4: Mutacdes e alteracdes epigenéticas em genes das vias de resposta a
danos no DNA e genes de reparo do DNA relatadas no The Cancer Genome
Atlas/ PanCancer Atlas.

NUumero de Casos

Gene Via

afetados (%)
TP53 DDR 92 (17.4)
ATM DDR 18 (3.4)
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BRCA2 HRR 10 (1.9)

TP53BP1 DDR 9 (1.7)
MSH6 MMR 7 (1.3)
ATR DDR 7 (1.3)
BARD1 HRR 3(0.6)
BLM HRR 3(0.6)
MSH3 MMR 3(0.6)
BRIP1 HRR 2 (0.4)
FANCA FA 2 (0.4)
RAD50 DSBR 2 (0.4)
ERCC4 NER 1(0.2)
MLH1 MMR 37 (10.3)*
MSH2 MMR 1(0.2)
PMS2 MMR 1(0.2)
RAD21 DSBR 1 (0.2)

RAD21L1 DSBR 1(0.2)

RAD51C HRR 1(0.2)
XRCC2 HRR 1(0.2)
XRCC3 HRR 1(0.2)

*metilacao.

Adaptado de (THE CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012).Abreviaturas:
TP53, do inglés, tumor protein 53 gene; ATM, do inglés, ATM serine/threonine kinase;
BRCAZ2, doinglés, breast cancer gene; TP53BP1, do inglés, tumor protein P53 binding
rrotein 1; MSH6, do inglés, MutS homolog 6;ATR, do inglés, ataxia telangiectasia and
Rad3 related; BARD1, do inglés, BRCAL associated RING domain 1; FANCA, do
inglés, FA complementation group A; RAD50, do inglés, double strand break repair
protein; ERCC4, do inglés, ERCC excision repair 4 gene; MLH1, do inglés, MutL
homolog 1; MSH2, do inglés, MutS homolog 2; PMS2, do ingles, post meiotic
segregation increased 2; RAD21, do inglés, double-strand-break repair protein rad21
homolog; RAD21L1, do inglés, Double-strand-break repair protein rad21-like protein
1; RAD51C, doinglés, DNA repair protein RAD51 homolog 3; XRCC2, do inglés, DNA
repair protein XRCC2; XRCC3, do inglés, DNA repair protein XRCC3.
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De acordo com este estudo, as alteracbes mais prevalentes observadas em
vias de reparo do DNA em céanceres colorretais foram: (1) as ja reconhecidas

deficiéncias na via MMR; e (2) as emergentes deficiéncias na via HRR.

1.6.1 Via de reparo de malpareamento do DNA

As sequéncias nucleotidicas do DNA estdo suscetiveis a alteragcéo através da
acdo de mutagénicos exdégenos e endbdgenos e erros espontdneos. Durante a
replicacédo celular, a DNA polimerase faz a leitura da fita intacta de DNA e a utiliza
como um modelo para sintetizar uma copia idéntica, um processo denominado
replicagdo semiconservativa. No entanto, a atividade de polimerizacdo desta enzima
nao é perfeita, e erros sao inevitaveis durante a replicacdo do DNA. Enquanto a DNA
polimerase insere os nucleotideos na dire¢ao de 5 '- 3 ', ela atua concomitantemente
na revisdo das sequéncias ja sintetizadas. Quando um erro é detectado, a DNA
polimerase se move para tras e, através da sua atividade exonuclease enddgena,
remove as insercoes erroneas (PECINA-SLAUS et al., 2020). Todavia, esta funcéo de
revisdo néo é livre de erros.

Neste contexto, a atuacdo da via de MMR é essencial na preservacdo da
homeostase do DNA e na garantia estabilidade gendémica. A principal tarefa do MMR
€ corrigir malpareamentos espontaneos de base-base e pequenos loops de insercéo-
delecdo que séo gerados principalmente durante a replicacdo do DNA. Quando o
MMR ¢é deficiente, esses erros ndao sao corrigidos. Consequentemente, a taxa
mutacional aumenta, assim como o comprimento das sequéncias dentro de regides

de microssatélites (PECINA-SLAUS et al., 2020; SCHMIDT; PEARSON, 2016).
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A via do MMR reconhece e remove malpareamentos entre pares de bases do
DNA que ocorrem devido a erros de replicacdo. Primeiramente, a incompatibilidade
entre as bases pareadas é reconhecida pelos complexos de heterodimero MutSa
(MSH2/MSH6) e MutL (MLH1/PMS1) ou MutSB (MSH2/MSH3) e MutLa
(MLH1/PMS2) que se ligam ao DNA no local do malpareamento (SAMEER; NISSAR;
FATIMA, 2014). O primeiro e mais prevalente homélogo de mutL humano, hMLH1,
esté localizado no cromossomo 3p21. Ele codifica a proteina MLH1, que pode formar
heterodimeros com trés mondmeros distintos, PMS2 (do inglés: Postmeiotic
Segregation Increased 2), MLH2 (também conhecida como PMS1, do inglés
Postmeiotic Segregation Increased 2) ou MLH3.

O complexo MLH1/PMS2 reconhece o complexo MSH2/MSH6 ligado a uma
incompatibilidade na sequéncia de DNA e forma um complexo ternario (MutLa — DNA-
MutSa) que coordena uma série de etapas de reparo adicionais. O complexo MutLa
contém uma atividade endonuclease enddgena, que inicia a incisdo no local da leséo.
A fita de DNA que sofreu a incisdo perto do local da leséo serve como um ponto de
entrada para a exonuclease EXO1, que € necessaria para a degradacdo da fita de
DNA contendo bases malpareadas. A jusante, a exonuclease EXO1 interage com o
antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA, do inglés: Proliferating Cell Nuclear
Antigen), iniciando a resseccédo do DNA no sentido 5 '- 3 '. Finalmente, a polimerase
delta (Pol d) ressintetiza a sequéncia excisada, e o DNA é ligado pela enzima DNA
ligase | (EDELBROCK; KALIYAPERUMAL; WILLIAMS, 2013; FISHEL, 2015;
PECINA-SLAUS et al., 2020; SAMEER; NISSAR; FATIMA, 2014). Mutacdes
patogénicas em qualquer um desses genes diminuem ou impedem o reconhecimento
dos malpareamentos, levando a um aumento da carga mutacional, particularmente

em regibes microssatélites do genoma.
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Figura 7. Visdo esquematica da via de reparo de malpareamento do DNA.
(Adaptado de PECINA-SLAUS et al., 2020). MutSB, heterodinamo MSH2/MSH3;
MutSa, heterodinamo MSH2/MSHG6; MutLa, heterodinamo MLH1/PMS2; PCNA, do
inglés, proliferating cell nuclear antigen; RFC, do inglés, replication factor C; Pol@B, do

inglés, DNA polymerase 3; EXOL1, do inglés, exonuclease 1.

Sequéncias repetitivas no DNA séo elementos indissociaveis e inatos dispersos
em nosso genoma que respondem por cerca de 3% dele. Essas curtas sequéncias de
DNA repetidas sédo polimorficas por natureza e sdo geralmente conhecidas como
microssatélites, mas também podem ser referidas como repeticbes de sequéncia
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simples. Eles sdo comuns em genomas eucarioticos e sua diversidade de
comprimento é muito alta, variando de mononucleotideos a hexanucleotideos
(SAWAYA et al., 2013; YANG; ZHENG,; JIN, 2019). Os loci de microssatélites exibem
grande variacdo na populacéo e apresentam varios alelos que consistem em motivos
repetidos geralmente entre 10 e 60 vezes (BARETTI; LE, 2018; OLIVEIRA et al.,
2006).

Os microssatélites sdo amplamente distribuidos por todo o genoma de forma
nao aleatdria e sdo propensos a mutacdes durante a replicacdo do DNA (OLIVEIRA
et al., 2006). A MSI é o fendtipo decorrente de deficiéncias na via MMR e é
caracterizada por apresentar um aumento nas repeticdes de sequéncias curtas (SSR,
do inglés: Short Sequence Repeats), sequéncias curtas em tandem (STR, do inglés:
Short Tandem Repeats) ou do fenétipo EMAST (do inglés: Elevated Microsatellite
Alterations at Selected Tetranucleotide repeats), que se refere a um aumento de
alteracGes de microssatélites em tetranucleotideos selecionados (WATSON; BERG;
SOREIDE, 2014).

A taxa de incidéncia de muta¢gBes somaticas espontaneas que ocorrem durante
a vida de um individuo ndo corresponde ao numero de alteracbes genéticas
observadas nas células tumorais (FISHEL, 2015). Dados do TCGA demonstraram que
0 numero de mutacdes detectadas nos tumores contrasta muito ndo apenas com o
namero de mutagdes encontrado em células normais, mas também entre diferentes
tipos de tumores variando de 500 a 100.000 mutacbes (LOEB, 2016). Esta
discrepancia € explicada pela instabilidade gendmica, uma das caracteristicas
fundamentais dos tumores, sendo as deficiéncias na via MMR a causa do fenotipo

tumoral com alta carga mutacional derivado da MSI (FISHEL, 2015). Por serem
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responsaveis por conter o avanco da sobrecarga mutacional, os componentes da via
MMR adquiriram o papel de genes supressores de tumor.

A avaliacdo do status da via MMR é feita através de dois métodos:
imunohistoquimica (IHQ), a qual detecta o nivel de expressédo das quatro principais
proteinas de MMR (MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2) diretamente no tecido tumoral
(EVRARD et al., 2019). A perda de expressao de pelo menos uma dessas proteinas
significa que o tumor € dMMR e, como consequéncia, apresenta MSI (Tabela 5)

(BOLAND et al., 1998; EVRARD et al., 2019).

Tabela 5: Padrdes de perda de expressao de proteinas identificadas através da
imunohistoquimica (Adaptado de BATEMAN, 2021).

Padréo de perda de expresséo em Implicacéo clinica provavel
IHC

Padrdes comuns

MLH-1 and PMS-2 Inativacdo de MLH-1
Mutacéo deMLH-1

MSH2 and MSH-6 Mutacédo deMSH-2
Mutacao de EPCAM (menos comum)

Somente MSH-6* Mutacéo de MSH-6
Mutacéo de MSH-2 (menos comum)

Somente PMS-2t Mutacdo de PMS-2
Mutacdo de MLH-1 (menos comum)

Padrdes raros

Somente MLH-1 Inativacdo deMLH-1
Mutacéo de MLH-1

Somente MSH-2 Mutacéo de MSH-2
Mutacédo de EPCAM
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*MSH2 pode formar heterodimeros com proteinas da MMR diferente de MSH-6 e,
portanto, a expressao de MSH-2 geralmente ndo € perdida quando uma mutacéo de
MSH-6 esta presente.

TMLH-1 pode formar heterodimeros com proteinas MMR diferentes de PMS-2 e,
portanto, a expressao de MLH-1 geralmente ndo é perdida quando uma mutacao de
PMS-2 esta presente.

Abreviag6es: IHC, immunohistoquimica; MMR, do inglés, mismatch repair, MSH6, do
inglés, MutS homolog 6; MSH2, do inglés, MutS homolog 2; PMS2: do inglés, post
meiotic segregation increased 2; MLH1: do inglés, MutL homolog 1; EPCAM: do inglés,

epithelial cellular adhesion molecule.

O segundo método é baseado em um painel de microssatélites de DNA,
através de uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés: Polymerase Chain
Reaction), seguida por uma eletroforese em gel. Nesse método, MSl-alto (MSI-H, do
inglés, MSI-High) é definido quando 40% dos marcadores séo instaveis. O painel de
Bethesda inclui dois mononucleotideos (BAT25 e BAT26) e trés dinucleotideos
(D5S346, D2S123 e D17S250), enquanto o painel Pentaplex € composto por cinco
marcadores de mononucleotideos (BAT25, BAT26, NR21, NR24 e NR27). Com base
no painel Pentaplex, dois fendtipos moleculares foram estabelecidos: tumores com
MSI-H, o qual apresenta pelo menos trés marcadores instaveis, e tumores com
estabilidade de microssatélites (MSS, do inglés: Microssatellite Stable), o qual
apresenta instabilidade em, no maximo, um marcador. Mais recentemente, o
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS, do inglés: Next Generation Sequencing) foi
descrito como uma técnica capaz de detectar a presenca de MSI de forma acurada e
potencialmente superior as demais técnicas, uma vez que independe de uma
comparacdo com uma amostra saudavel e pode avaliar em paralelo a MSI a taxa

mutacional global do tumor (YAMAMOTO; IMAI, 2019).
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Aproximadamente 90% das mutacdes germinativas sao detectadas nos genes
hMLH1 e hMSH2. Mutacdes germinativas em hMLH1 foram identificadas pela primeira
vez em multiplas familias com histérico de agrupamento de CCR (BRONNER et al.,
1994; PAPADOPOULOS et al., 1994). Mais tarde, em virtude do desenvolvimento
tardio destes tumores, confirmou-se o papel de hMSH6 no CCR dMMR/MSI
(BOLAND; GOEL, 2010). O gene EPCAM (do inglés, Epithelial Cellular Adhesion
Molecule), localizado a montante de hMSH2, e a dele¢édo germinativa da extremidade
3’ deste gene leva a hipermetilagdo do promotor hMSH2, um fenbmeno denominado
epimutacdo constitucional, e MSI (LIGTENBERG et al.,, 2013). Em contrapartida,
aproximadamente 15% dos tumores colorretais esporadicos apresentam dMMR/MSI.
Para estes tumores, a presenca de dMMR/MSI em tumores colorretais esporadicos é
utilizada para identificar pacientes que deverdo ser investigados para sindrome de
Lynch, selecionar pacientes com CCR em estagio Il de alto risco com caracteristicas
adversas para receberem tratamento adjuvante, indicar imunoterapia para o CCRm e
orientar o prognostico, embora esta Ultima finalidade ainda néo faca parte da pratica

(TOH et al., 2021).

1.6.1.1 Instabilidade de microssatélites no CCR esporadico

Os tumores colorretais dMMR/MSI esporadicos tém caracteristicas unicas,
incluindo maior incidéncia em individuos mais jovens (<50 anos) e no colon direito
(BARAN et al., 2018), sendo também mais frequentemente diagnosticados em estagio
mais precoce (20% dos CCR em estagio Il possuem dMMR/MSI versus 4% dos
tumores em estagio 1) (GANDHI et al., 2018). A dMMR no CCR esta associada a

tumores maiores (> 5 cm), subtipo histolégico mucinoso e baixo grau de
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diferenciacdo(ISMAEL et al., 2017). Com relacéo as caracteristicas moleculares, este
subtipo de tumor apresenta maior prevaléncia de mutacdo nos genes BRAF e
PIK3CA, mas menores frequéncias de mutacoes em TP53 e KRAS (ADVANI et al.,
2018).

Apesar de destas associacdes, no CCR em estagios Il e 1ll, ela € considerada
um fator associado a maior sobrevida global, enquanto na doenca metastética,
observa-se o inverso (KLINGBIEL et al., 2015; VENDERBOSCH et al., 2014). N&o ha
beneficio da presenca de dMMR/MSI em relacédo a sobrevida global na doenca em
estagio | (cujo prognostico excelente € independentemente do status do MSI) e nem
no estagio IV que ndo recebeu imunoterapia. De forma geral a presenca de MSI é
considerada um fator de melhor prognéstico em pacientes mais jovens (< 60 anos),
mas o0 seu papel progndstico em relacdo a lateralidade e ao grau histolégico de
diferenciacéo celular ainda é incerto (TOH et al., 2021).

Os tumores colorretais com dMMR/MSI apresentam taxas mais elevadas de
infiltrac&o linfocitaria e invaséo perineural e linfovascular. Esses tumores sao também
frequentemente pouco diferenciados, com caracteristicas mucinosas ou um padréo
de crescimento medular. Devido a perda da funcdo de MMR, esses tumores
acumulam uma elevada carga mutacional, o que induz a uma elevada producao de
neoantigenos que, por sua vez, atraem linfocitos infiltrantes de tumor (TIL, do inglés:
Tumor Infiltrating Lymphocytes) (JENKINS et al., 2007; THE CANCER GENOME
ATLAS NETWORK, 2012). E amplamente conhecido que a presenca de MSI-H esta
associada a imunogenicidade antitumoral elevada, um mecanismo do microambiente
tumoral associado a melhor progndstico, reducdo do risco de metastases em

linfonodos e a distancia (LLOSA et al., 2015).
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O status de MMR também é preditivo da sensibilidade do tumor a diferentes
tratamentos. No CCRm, a monoterapia com pembrolizumabe ou nivolumabe
(OVERMAN et al., 2017) ou a combinacgao de nivolumabe e ipilimumabe (OVERMAN
et al., 2018) foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), sendo o
pembrolizumabe o Unico aprovado uso em primeira linha (ANDRE et al., 2020). E
interessante destacar que a aprovacao de pembrolizumabe pelo FDA foi agnostica e
representa o primeiro medicamento aprovado com indicacdo Unica de presenca de
dMMR/MSI, independentemente do tipo de tumor (MARCUS et al., 2019).

No CCR ndo-metastatico, dado o prognostico favoravel dos tumores
dMMR/MSI no estagio Il e a falta de evidéncias claras de um beneficio de
sobrevivéncia do tratamento adjuvante baseado em 5-FU, as diretrizes atuais néo
recomendam o tratamento adjuvante para o cancer de célon de estagio Il AMMR/MSI
(JIN; SINICROPE, 2021). Para a doenca em estagio Il com dMMR/MSI, o tratamento
adjuvante a base de oxaliplatina € considerado padrdo de tratamento devido ao
beneficio progndéstico diminuido para dMMR/MSI nesses tumores e evidéncia de
beneficio do tratamento a base de oxaliplatina em relacdo a sobrevida(COHEN et al.,
2021). Uma vez que dMMR/MSI se tornou o biomarcador padréo-ouro para predizer
a eficacia da imunoterapia no CCRm, é razoavel supor que a imunoterapia também
tenha um papel na doenca em estagio inicial como tratamento neoadjuvante ou
adjuvante. Atualmente, existem dois estudos clinicos randomizados de fase Il em
andamento que avaliam o papel da imunoterapia (avelumabe mais FOLFOX) como
tratamento adjuvante no CCR dMMR/MSI em estagio Il (LAU et al., 2020; SINICROPE

et al., 2019).
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1.6.2 Via de reparo do DNA por recombinacdo homologa (HRR)

As guebras duplas do DNA (DSB, do inglés: DNA double strand breaks) séo
consideradas as lesdes do DNA mais letais, gerando a maioria dos efeitos citotoxicos
induzidos pela radiacdo ionizante e alguns tipos de quimioterapicos. Em células
somaticas saudaveis as DSB séo corrigidas principalmente por duas vias: o reparo
por juncédo de extremidades ndo-homdlogas candnico (c-NHEJ, do inglés: Classical
Non-Homologous End Joining) e HRR. Os mecanismos auxiliares de reparo de DSB
sdo o anelamento de simples fita (SSA, do inglés: Single Strand Anneling) e a juncéo
de extremidades alternativa (alt-EJ, do inglés: Alternative End Joining) que dependem
da presenca de sequencias de repeticdo e de micro-homologias, respectivamente, nos
locais de quebra para realizar o reparo (CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016;
SCULLY et al., 2019).

HRR é considerada uma via de reparo livre de erros devido ao uso de uma
croméatide-irma como modelo para o reparo da quebra-dupla, restaurando a sequéncia
de DNA sem perda de material genético (LI et al., 2019). Um dos pontos-chave da
regulacdo que afeta os resultados do reparo de quebras-duplas é a ressecc¢éo das
extremidades 5’, um passo que é controlado pelo ponto do ciclo celular que ocorre de
maneira mais efetiva nas fases S e G2. O processo de ressecc¢do candnica € iniciado
pelo complexo MRN, formado por Mrell-Rad50-Nbsl, que faz incisbes
endonucleoliticas adjacentes nas extremidades do DNA, promovidas por CtIP)
(ANAND et al., 2016). As agdes combinadas do complexo MRN e CtIP promovem a
ligagdo e agdo das nucleases Exol e Dna2 que realizam extensa ressecc¢éo das
extremidades das quebras-duplas, degradando centenas ou até milhares de

nucleotideos, dependendo da disponibilidade de sequencias homodlogas para o
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reparo(NIMONKAR et al., 2011; NIU et al., 2010; SHIM et al., 2010; SYED; TAINER,
2018). A resseccao dependente de MRN-CtIP pode promover reparos sem molde (alt-
EJ e SSA), mas é considerada primariamente como parte da via HRR(PAULL, 2021).
Imediatamente apés a resseccdo as pontas de DNA em fita simples sdo protegidas
por RPA que ira recrutar BRCA2 que ir4 substituir RPA pela recombinase RAD51.
Esta substituicdo € promovida por mediadores como XRCC2, XRCC3 e RAD52 (ALlI;
MCINTOSH; SAVAGE, 2021). Em seguida, RAD51 ira formar um filamento de
nucleoproteina que invade a cromatide-irméa e encontra a sequéncia de homologia do
DNA que serve de modelo para a sintese de novo DNA. Neste local se formara um D-
loop transiente que funciona como uma forquilha de replicagéo transiente, permitindo
a maquinaria de replicacao substituir o DNA danificado/ressecado de maneira livre de

erros (Figura 8) (ALI; MCINTOSH; SAVAGE, 2021; CLEARY et al., 2020).
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Figura 8. Visdo esquemaética da via de reparo do DNA por Recombinacao
Homologa(Adaptado de VAN WILPE et al., 2021).ATM, do inglés, ATM
serine/threonine kinase;ATR, do inglés, ataxia telangiectasia and Rad3 related,;
BRCAL, do inglés, breast cancer gene 1; RAD50, do inglés, do inglés, RAD50 double
strand break repair protein; NBS1, do inglés, nijmegen breakage syndrome 1 protein;
MRE11, do inglés, double-strand break repair protein MRE11; BRCA2, do inglés,
Breast cancer type 2 susceptibility protein; PALB2: do inglés, partner and localizer of
BRCAZ2; RAD51, do inglés, DNA repair protein RAD51 homolog 1.

1.6.2.1 Prognéstico do CCR com deficiéncias na via HRR

Defeitos funcionais nas proteinas que gerem inabilidade da via HRR realizar o
reparo de DSB levam ao fen6tipo chamado de deficiéncia de recombina¢cdo homéloga
(HRD, do inglés: Homologous Recombination Deficiency) (BIANCO et al., 2019). A
identificacdo de HRD é classicamente descrita em tumores com mutacfes
germinativas em BRCA1/2, como em mama e ovéario (CHARTRON et al., 2019). A
HRD leva a célula a depender em outras vias de reparo de DSB: NHEJ, alt-EJ e SSA
(CHANG etal., 2017; SCULLY etal., 2019). Estas vias executam o reparo na auséncia
do DNA molde, resultando em reparos potencialmente imprecisos em relacdo a
fidelidade das sequéncias do DNA e “cicatrizes” gendmicas caracteristicas ao longo
do genoma. Foi reportado que a expressao de Mrell e Rad51, monitorada por
imunoistoquimica prediz a resposta e progndéstico de pacientes de CCR que recebem
quimioterapia a base de oxaliplatina. A diminui¢ao significativa do volume tumoral e
maior sobrevida livre de progressao foram observadas em casos negativos para
Mrell e Rad52 quando comparados a casos positivos para estas proteinas, sugerindo
gue a inibicdo desses dois principais efetores da HRR possa aumentar a sensibilidade
a quimioterapia (IHARA et al., 2016). Da mesma forma, mutagdes sométicas em ATM

e BRCA2 foram sugeridas como biomarcadores para predizer resposta a
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guimioterapia baseada em oxaliplatina para pacientes com CCR em estagio Il (LIN et
al., 2021).

Um estudo recente abordou a importancia da lacuna na literatura sobre HRD
no CCR descrevendo as caracteristicas clinicas e patolégicas de pacientes de CCR
que possuiam mutacbes em um de 33 genes relacionados com HRR. Foram
realizadas analises em dois coortes retrospectivos e em amostras randomizadas do
estudo randomizado de fase Ill TRIBE2, no qual todos os pacientes receberam
regimes duplos ou triplos baseados em oxaliplatina. Mutacdes na HRR foram
observadas mais comumente em pacientes com tumores dMMR/MSI, com 73,4% dos
tumores com este fendtipo possuindo ao menos uma mutacao nesta via. Entretanto,
nenhum dos tumores dMMR/MSI apresentou perda de heterozigosidade significativa,
sugerindo que as mutacdes na HRR nao geraram perda de funcionalidade na via e
gue estas mutacdes sejam passageiras ao inveés drivers nesses tumores com alta taxa
mutacional. Tumores com dMMR/MSI sédo reconhecidos por apresentarem
hipermetilacdo em todo o genoma e por terem baixa perda de heterozigosidade
quando comparados a tumores pMMR/MSS. Por outro lado, 9,5% dos tumores
PMMR/MSS apresentavam mutacdbes na HRR e maior taxa de perda de
heterozigosidade, sugerindo que, ao contrario do que ocorre em tumores dMMR/MSI,
mutacdes na HRR em tumores pMMR/MSS sao mais propensos desenvolver a HRD
funcional. Finalmente, a analise do estudo TRIBE2 demonstrou que pacientes com
tumores pMMR/MSS e muta¢des na HRR obtiveram melhores desfechos clinicos
guando tratados com terapia baseada em agentes platinados quando comparados a

pacientes sem mutac¢des na HRR (MORETTO et al., 2021).
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1.6.2.2 Oportunidades terapéuticas para o CCR baseadas na HRR

Na pratica clinica, o status de mutacédo germinativa em BRCAL1/2 é atualmente
o principal biomarcador genético da HRD. No entanto, a investigagdo Unica da
mutacdo germinativa possui algumas desvantagens: ndo avalia outros mecanismos
moleculares que resultem em mutacdes patogénicas ou no silenciamento destes
genes, assim como nao considera a avaliacdo de mutacdes somaticas. Além disso, o
foco em BRCAL1/2 negligéncia a inativacdo de outros genes da via HRR.
Consequentemente, os pacientes podem receber tratamento incorreto ou perder
oportunidades de tratamento, necessitando, assim, do desenvolvimento de melhores
biomarcadores para identificar a HRD.

A terapia direcionada para tumores com HRD é realizada através de inibidores
da PARP (iPARP) (olaparibe, niraparibe, talazoparibe) e € restrita a tumores mama,
ovario, préstata e pancreas metastaticos com mutacdes germinativas ou somarticas
em BRCA1/2, PALB2 ou ATM (JANYSEK et al., 2021). O emprego dos iPARP nestes
tumores baseia-se no principio da letalidade sintética, que explica como a morte
celular ocorre a partir de defeitos combinados em dois genes com efeito individual
minimo na sobrevivéncia celular(LORD; ASHWORTH, 2017). Os inibidores de PARP
capturam PARP1 em locais de dano ao DNA e paralisam a forquilha de replicacao.
Na auséncia de HRR, o NHEJ é ativado e a instabilidade genbmica resultante
desencadeara uma resposta de morte celular (LORD; ASHWORTH, 2017). Mais de
uma década se passou desde a descoberta da letalidade sintética dos iPARP até sua
aprovacao para o tratamento do cancer. Infelizmente, o sucesso destes agentes vem
sendo interrompidos pelos crescentes relatos crescentes de resisténcia (PILIE et al.,

2019; SLADE, 2020).
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No entanto, a HRD é comum n&o apenas no nos tumores mencionados acima
e a sua etiologia ndo é exclusiva de portadores de mutacBes germinativas em
determinados genes da via. A HRD também € encontrada esporadicamente em outros
tipos de tumores, sendo relatada a presenca deste fenétipo em até 15% de todos os
pacientes com cancer esporadico, constituindo um grupo significativo de tumores que
ainda ndo possuem uma diretriz terapéutica apropriada (HEEKE et al., 2018;
NGUYEN et al., 2020).

Adicionalmente, sabe-se que quaisquer defeitos na HRR podem levar a
instabilidade do genoma. Tanto tumores hereditarios quanto esporadicos com HRD
sdo mais suscetiveis a danos no DNA induzidos por agentes platinados e iPARP, um
traco conhecido como “BRCAness” (LORD; ASHWORTH, 2016). Ou seja, a
deficiéncia de outras proteinas da via HRR, que ndo BRCA, também induzem o
fenétipo de HRD, incluindo a sensibilidade aos mesmos agentes. Isso €
particularmente interessante no contexto de CCR porque pode expandir as opc¢des
terapéuticas para aqueles que nao se beneficiam de tumores pMMR/MSS (LORD;
ASHWORTH, 2016).

Foi sugerido que um subgrupo de pacientes com CCR (6-15%) possuem
mutacOes em genes de HRR, incluindo ATM, BRCA1/2, MRE11A, FANCC, NBN,
PALB2 (ALDUBAYAN et al., 2018; RANDON et al., 2019; THE CANCER GENOME
ATLAS NETWORK, 2012). Dados do The Cancer Genome Atlas e de outros bancos
de dados populacionais demostraram que genes criticos, como ATM, BRCALl e
BRCAZ2, apresentam-se somaticamente mutados em mais de 20% dos casos de CCR.
Além disso, 8,7% dos tumores colorretais possuem mutacdes silenciosas em regioes
codificadoras em HRR e BER ou HRR e MMR, concomitantemente (WANG et al.,

2018). Mais recentemente, foi descrito que pacientes com metastases cerebrais de
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tumores colorretais primarios exibem assinaturas mutacionais de HRD devido a
mutacdes em BRCAL, BRCA2, RAD51B e PAXIP1(SUN et al., 2019). Dados de um
estudo com 108 pacientes de CCR em estadio Ill encontraram mutacdes germinativas
seguidas de mutacfes somaticas em ATM ou BRCA2 em 13,8% e 22,2%,
respectivamente (LIN et al., 2021).

Alternativamente, em tumores colorretais proficientes na via HRR, identificar
desequilibrios causados por hiperfuncionalidade de um ou mais componente desta
via pode servir de base para o emprego de alvos terapéuticos direcionados (BROWN
et al., 2017). Estudos estudos relataram que os iPARP podem conferir beneficios
clinicos em pacientes independentemente da presenca de mutacdes inativadoras de
BRCA1/2 ou de HRD, sendo capaz de induzir apoptose nas células tumorais atraves
de mecanismos independentes da sinalizacéo de resposta a danos ao DNA, um papel
gue ndo parece estar limitado a um background genético especifico ou a um tipo em
particular de cancer (KEUNG et al., 2020; MURAI; POMMIER, 2019; PILIE et al.,
2019). Ou seja, o papel de PARP1 no reparo dos danos ao DNA e em tumores
geneticamente defeituosos podem néo ser a Unica base para sua acao terapéutica
positiva.

Aléem dos IPARP, houve um aumento expressivo de interesse em outros
efetores dos sistemas de resposta a danos ao DNA, particularmente os sensores e
mediadores iniciais desta sinalizacdo, como ATM, ATR e DNA-PK, e mediadores mais
downstream como CHK1 (que interage com ATR) e CHK2 (que interage com ATM) e
WEEL1 (do inglés, WEE1-like protein kinase) (BUKHARI et al., 2019; RUNDLE et al.,
2017; TOMASINI et al., 2021). Um dos efeitos da inibicdo farmacoldgica destes alvos
€ tornar as células tumorais dependentes de efetores pertencentes a via NHEJ, por

exemplo, levando a uma resposta letal sintética quando um iPARPI for combinado
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(MAURI et al., 2020). Outra oportunidade potencialmente resultante da compreenséao
do status da via HRR é o emprego destes inibidores em tumores proficientes em HRR
como estratégia de sensibilizacdo a agentes indutores de DSBs, como radiacao
ionizante, e agentes platinados (RUNDLE et al., 2017). Neste caso, a morte celular
seria mediada pela inducéo de danos ao DNA concomitante a inibicdo da sinalizacéo
da resposta a estes danos, instaurando a parada do ciclo celular e o0 estresse
replicativo irreversiveis, ambos incompativeis com a viabilidade celular (TOMASINI et

al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

O estadiamento clinico e patoldgico preciso do cancer é uma ferramenta
essencial para prever a sobrevivéncia e respaldar recomendacfes terapéuticas mais
eficazes. De acordo com as classificacoes TNM da AJCC, a sobrevida de pacientes
com cancer em estagio baixo é geralmente maior do que para aqueles cuja doenca
encontra-se em estagio mais avancado. No entanto, o CCR, apesar de ser a segunda
neoplasia mais incidente e a terceira principal causa de morte por cancer
mundialmente, € uma excecdo. Para tumores de colon e reto, muitos estudos ainda
demonstram a existéncia de um ébvio paradoxo de sobrevida entre pacientes com
doenca em estagio IIB/IIC e estagio IIIA. Um dos principais motivos deste paradoxo é
a auséncia de marcadores preditivos de resposta a quimioterapia adjuvante para a
doenca em estagio Il, ja que o tratamento adjuvante é mandatorio para todos os
pacientes com doenca em estagio Illl. Recentemente, a NCCN incluiu uma
subclassificacéo de risco para o CCR em estagio Il baseada em critérios clinicos, mas
esta ainda nao apresenta valor preditivo.

Com os avang¢os na compreensao gendmica tumoral, o tratamento do cancer
meramente baseado em caracteristicas clinicopatolégicas torna-se cada vez mais
obsoleto. Todavia, diferentemente do que se observou nos Ultimos anos para tumores
de pulm&o e mama, por exemplo, o CCR ainda carece de marcadores moleculares
que traduzam a heterogeneidade intratumoral e permitam a sua subclassificagdo em

subtipos moleculares. Em relacdo ao CCR esporadico, a inclusdo de pesquisas de
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mutacdes em KRAS/NRAS e BRAF e de MSI para respaldar a decisdo terapéutica e
prever o0 prognostico, restringe-se a doenca metastatica. Somente este ano, a
pesquisa de MSI passou a ser recomendada como parte da decisédo de indicacdo de
quimioterapia adjuvante para o CCR em estagio I, ainda assim em conjunto com
caracteristicas clinicopatologicas. Para a doenca em estagio Ill, ndo ha marcadores
preditivos ou progndsticos com nivel de evidéncia alta o suficiente para serem
incluidos no estadiamento. Em virtude destas lacunas, as terapéuticas para o CCR
evoluem muito mais lentamente em relacdo aquelas para tumores cuja compreensao
molecular atingiu um patamar mais elevado.

Gracas aos estudos de bancos de tumores publicos com amostras de milhares
de pacientes como o The Cancer Genome Atlas e o PanCancer Atlas, foram reveladas
diversas alteracfes gendmicas e mecanismos a elas relacionados, aumentando a
compreensao sobre a etiologia molecular do CCR esporadico e servindo como guia
para a busca de novos marcadores moleculares e terapias-alvo. Dentre estas
descobertas, a presenca de mutacdes silenciadoras em genes da via de reparo de
quebras duplas no DNA é de particular interesse. Atualmente, ja existe uma classe
terapéutica de agentes direcionados para tumores com deficiéncias nesta via
aprovados pelas agéncias reguladoras (inibidores de PARP), bem como agentes
citotoxicos sabidamente mais eficazes em tumores com este fenotipo molecular
(inibidores da topoisomerase, agentes alquilantes, entre outros). Adicionalmente, ha
diversos outros inibidores de resposta a danos no DNA em estudos clinicos também
voltados para o tratamento de tumores com este fenétipo molecular, como inibidores
de ATM, RAD51 e WEEL. Por ja haver comprovacao de eficacia e seguranca de

diversos destes agentes, a identificacéo de alvos moleculares no CCR que denotariam
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a sua elegibilidade a estes agentes contribuiria para um avanco marcadamente mais

acelerado na modernizacéo do tratamento desta doenca.
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3 OBJETIVOS

3.2

Objetivo Geral

Avaliar o papel prognostico da via de reparo do DNA por recombinacao

homologa em pacientes com adenocarcinoma de coldn e reto esporadico submetidos

a resseccao cirurgica colorretal.

3.3

Objetivos Especificos

Avaliar a expressdo génica de MRE11A, RAD50, NBN, BRCA1l, BARD1,
RBBP8 e PALB2 nos tumores e nos tecidos saudaveis adjacentes de pacientes
com adenocarcinoma colorretal esporadico;

Investigar a presenca de instabilidade de microssatélites nos tumores
colorretais;

Avaliar o perfil inflamatério sistémico dos pacientes com CCR esporadico antes
do tratamento;

Investigar as associacdes entre os aspectos moleculares e clinicopatoldgicos;
Avaliar o valor prognoéstico independente das alteragcbes moleculares em
relacdo a sobrevida global e sobrevida livre de progressédo dos pacientes com

cancer colorretal esporadico.
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Abstract

Background: Up to 20% of patients with sporadic colorectal cancer (CRC) harbor
alterations in homologous recombination repair (HRR) pathway, which may lead to
HRR deficiency (HRD). It has been suggested that HRD is strongly enriched in CRC
harboring mismatch repair deficiency (dAMMR). However, the prognosis of CRC
patients according to alterations in HRR and MMR status is mostly unknown.
Objective: to evaluate the expression levels of key representative HRR genes in
sporadic colon cancer cases and investigate their prognostic value. Methods: Tumor
specimens and matched healthy tissues from 86 patients with sporadic colorectal
adenocarcinoma who underwent surgery were collected. Of these, 63 were assessed
for gene expression of HRR key-components and MMR status. We explored the
correlations of HRR gene expression with clinicopathological features, progression-
free survival (PFS), and overall survival (OS). Results: Five of seven key
representative HRR genes were differentially expressed - MRE11A, RAD50, BARD1,
BRCAL, and PALB2. Only MRE11A deficiency was confirmed as an independent
predictor of OS (HR: 5.48, IC 95% [1.26 - 19.04] p= 0.032). MRE11A status was
identified as an independent prognostic factor in proficient MMR (pMMR) CRC (HR=
3.48 [IC 95% 1.97 — 12.45], p= 0.035), but not in dMMR. Longest mean OS was
observed in MRE11A positive/pMMR patients (64.1 months), while MRE11A
positive/dMMR presented the shortest OS across subgroups (34.5 months).
Conclusion: MRE11A expression is a potential predictor of pMMR CRC prognosis.
These results may provide a rational for further investigations of novel biomarkers and

therapeutic approaches based on MRE11 targeting for CRC.

Keywords: colorectal cancer; homologous recombination repair; inflammation-based

scores; prognosis.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is a common diagnosed malignant neoplasm, which
ranks third among all cancers in terms of incidence and second in terms of mortality
worldwide[1]. Inconsistencies within TNM stages of CRC patients have been widely
reported, mostly due to contradictions in survivorship of patients harboring stages IIB/C
or llIA disease [2-4]. Moreover, the therapeutic repertoire for CRC remains limited, with
few targeted agents and companion diagnostics endorsed for clinical use [5]. Despite
the efforts to identify a molecular signature to improve prognosis prediction and CRC
patients selection [6-8], a biomarker-enriched classification has not reached clinical
translation so far.

DNA repair and DNA damage response (DDR) deficiencies are fundamental
sources of genome mutability and instability. Some of these defects have been
endowed for clinical practice as predictive biomarkers for several tumors [9]. Regarding
CRC, immunotherapy with anti-PD-1 or anti-PD-L1 is the preferred option for
metastatic disease with mismatch repair (MMR) deficiency [10]. While deficient MMR
pathway (dMMR) occurs to 5%—20% of all CRC cases (20%, 11% and 5% of CRC in
stages I, 1l and IV, respectively) [11]. Testing for MMR status (or the resulting
phenotype, microsatellite instability, MSI) has been currently recommended for all
stages CRC for Lynch’s Syndrome investigation or in sporadic CRC stages Il and IV
to predict prognosis and the benefit of adjuvant 5-fluorouracil/capecitabine or
pembrolizumab [12-13]. Beyond MMR, RAS and BRAF in stage IV CRC predict the
benefit to targeted-therapies with anti-EGFR and anti-BRAF, respectively [13].
Unfortunately, for patients with stages | and Ill disease, none of these molecular

alterations have proven prognostic or predictive value [14]. Also, for patients with early-
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stage disease or metastatic disease with RAS mutations, wild-type BRAF or proficient
MMR (pMMR), chemotherapy-based regimens remain the only therapeutic option.

However, the analyses of public colon and rectum databases have suggesting
an emerging role for another DNA repair system, the homologous recombination repair
pathway (HRR) [15]. HRR is involved with identification and repair of double-strand
breaks (DSBs), which are the most lethal DNA lesion, eliciting the majority of the
cytotoxic effects induced by ionizing radiation, platinum salts and topoisomerase
inhibitors [16].HRR is activated after DNA replication, primarily in the late S/G2 phase,
and uses the undamaged sister chromatid as template. The highly conserved MRN
complex, which comprises the MRE11, RAD50, and NBS1 (encoded by NBN) proteins,
is one of the first factors to sense and bind DSBs. MRN complex in conjunction with
CtlP, also known as RBBPS8, coordinates tethering and short-range nucleolytic
degradation of DSBs ends. In the central step of HRR, BRCA2 alongside with BRCAL
and PALB2 delivers RAD51 monomers to single stranded DNA, resulting in RPA
removal and RAD51 presynaptic filament formation required for strand invasion and
homology search [16], [17].

Germline BRCA1 or BRCAZ2 inactivating mutations in breast and ovarium
tumors are considered the archetype of HRR deficiency (HRD) and have raised
attention into the search for additional causes of HRD in other tumors, including CRC
[18]. In order to repair DSBs, HRD tumors rely on other DDR pathways, particularly
non-homologous end-joining (NHEJ), and PARP proteins [19], [20]. HRR deficiencies
grant higher sensitivity to alkylating or platinum-based agents as a result of generation
of non-processed and highly toxic DSBs [21], [22]. Also, these tumors are highly
sensitive to targeted therapy with PARP inhibitors, which lead to a synthetic lethal

response by blocking NHEJ [23]. Recently, PARP inhibitors have been approved for
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tumors with HRD arising from other deleterious mutations than BRCA1/2, including
germline or somatic mutations in ATM and PALB2 [24].

Recent data have demonstrated that between 10-30% of colorectal tumors
harbor somatic DDR mutations, which are more likely to result in resistance to therapy
and a poor prognosis [25], [26]. Among these, germline pathogenic variants of BRCA1,
ATM and PALB2 have been associated with greater CRC risk, and up to 15% of all
CRC present germline or somatic alterations in HRR repair genes [27]. Moreover, it
has been suggested that a subset of CRC patients, particularly those with dMMR,
harbors mutations in HRR genes, including ATM, BRCA1/2, MRE11A, FANCC, NBN,
PALB2 [28]. Interestingly, it has been also reported that 10% of pMMR CRC present
high tumor mutational burden, PD-L1 positive and immune-enriched microenvironment
[29], which demonstrates the immunogenic role for DDR deficiencies and paves the
way for the exploitation of immune checkpoint inhibitors in MMR proficient HRD tumors.

The HRD phenotype can also occur following genetic and epigenetic
inactivation of other HRR components than BRCA1/2 in sporadic cancer, which leads
to the so-called BRCAness signature [30]. Therefore, understanding HRR status in
CRC is particularly enthusiastic as it may shed a light on clinicopathological features
of interest across disease stages and create insights to expand therapeutic options for
those who harbor suboptimal response to chemotherapy or lack of benefit from current

approved targeted-therapies or immune checkpoint blockers.

Methods
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Patients and tissue collection

This study was conducted in Santa Rita Hospital (Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre, Brazil). Patients with histologically confirmed
adenocarcinoma of the colon and rectum and who were admitted to colorectal surgery
were eligible. Patients with non-primary CRC, familial adenomatous polyposis or
inflammatory bowel disease were excluded. Variables of interest included age, gender,
date of surgical resection, primary location, tumor grade, laterality, vascular invasion,
perineural invasion, preoperative carcinoembryonic antigen (CEA) levels, and
treatment. Histopathological data (such as tumor subtype, depth of invasion, lymph
node and/or metastasis distance and staging) were also extracted from the
pathological reports. The pathological TNM stage was used as the staging scale for
prognosis [31]. Outcomes of interest were progression-free survival (PFS) and overall
survival (OS). PFS was defined as the time from diagnosis to first recurrence or death,
which ever came first. OS was defined as the time from diagnosis to last follow-up or
death.

A total of 86 primary tumor samples from patients operated for CRC stages I-IV
between March 2013 and June 2021 were included. At least 2 fresh tissue specimens
were collected from each patient’s surgical specimen: full thickness colorectal tumor
and adjacent normal colon or rectum tissue at least 10 cm away from the largest tumor.
Neoplastic and healthy tissues were immediately embedded in RNAlater™
stabilization solution (Invitrogen) for 24 hours, and then frozen for subsequent
analyses. The data of CRC series was collected prospectively; patients were informed

and signed a written consensus for collecting data and biological samples. The
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research conformed to the Helsinki Declaration and was approved by the Regional

Committee for Medical and Health Research Ethics (CAAE: 58299916.3.3001.5345).

Gene expression analysis and HRD assessment

Total RNA was extracted using RNeasy Mini kit (Qiagen), and cDNA synthesis
was performed in 20-pl reaction with 1 ug of total RNA using RT? FirstStrand Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Quantitative RT-PCR was
performed in duplicates using RT?2 SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen) and
StepOne Plus apparatus (Applied Biosystems™). Custom RT? Profiler PCR Array
(#CLAH-32033-9619-6, Qiagen) included MRE11A, RAD50, NBN, BRCA1, BARD1,
RBBP8 and PALB2 genes.Threshold cycle (Ct) values for each duplicate were
normalized by geometric average of housekeeping genes ACTB and PPIA. Averages
of the resulting values were calculated to obtain ACt values for biological replicates.
Relative mRNA (ratio between ACt in neoplastic tissue/ACt in healthy tissue) was
calculated and a log2 transformation was applied. Gene expression was dichotomized
into “high” and “low” according to the median fold change of each HRR gene
(expression < median = low; expression > median = high). We also classified a gene
with a fold change > - 2.0 as “deficient”, i.e. the gene expression was significantly

reduced in tumor tissue [32].

Investigation of microsatellite instability
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Immunohistochemical analysis for the expression of MMR proteins (MLH1,
PMS2, MSH2, and MSH6) was evaluated by immunohistochemistry. Briefly, 3-um
thick FFPE tissue sections were deparaffinized in xylene, rehydrated in graded
alcohols, washed in double-distilled water, and pretreated with DAKO solution
(EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH) at 97 -C. The slides were then
incubated with primary monoclonal antibodies against MLH1 (clone ES05, DAKO),
PMS2 (clone EP51, DAKO), MSH2 (clone FE11, DAKO), and MSH6 (clone EP49,
DAKO) plus EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) for 30 min. The analysis was performed
on the automated platform Autostainer Link 48 (Dako, Carpinteria, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. The antigen-antibody reaction was inspected with
the EnVision FLEX kit with diaminobenzidine as chromogen, slides were
counterstained with hematoxylin and, finally, covered. MMR protein expression was
categorized as : retained (i.e., proficient MMR; pMMR), when a moderate to strong
nuclear protein expression was detected in tumor cells as well as in internal control;
and lost (i.e., deficient MMR ; dMMR), when a complete loss of nuclear expression in

tumor cells was observed, but retained in normal cells.

Inflammation-Related Peripheral Blood Measurements

Absolute count of circulating neutrophils, lymphocytes and platelets are
associated with inflammatory responses, which are key factors in recognition of
pathways for tumorigenesis and growth [33]. Thus, we calculated neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR), lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR) and platelet-to-

lymphocyte ratio (PLR) from absolute counts of pretreatment peripheral blood tests.
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subgroups were divided using the median expression value (expression < median =

low; expression > median = high).

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed with IBM SPSS Statistics 25.0. OS and PFS
rates were estimated using the Kaplan-Meier method. The log-rank test was used to
assess for significant differences between subgroups by univariate analysis. To
investigate independent prognostic factors for OS and PFS, factors with a p< 0.2 in
univariate analyses were entered into a multivariate analysis. The Cox proportional
hazards regression model was used to identify factors that were independently
associated with OS. Pearson’s chi-squared test and Fisher’s exact test were used to
evaluate distributions of categorical variables. P-values less than 0.05 were considered

statistically significant.

Availability of data and Materials

Any supplementary supporting data relating the details of the clinical and

pathological analysis are available upon request from the corresponding author and

can be found in the electronic medical record system of Irmandade of Santa Casa of

Misericordia of Porto Alegre.
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Results

Characteristics of CRC patients

A total of 63 patients with histologically confirmed sporadic colorectal
adenocarcinoma and who underwent surgical tumor resection were included in this
study. Clinicopathological features are summarized in Table 1. Forty-nine patients
(57.0%) were male, mean age at CRC diagnosis was 63.9 (41- 87) years old, and
56.3% were < 65 years old. Fifty-five patients (64.0%) presented primary tumor
location in colon. Among these, thirty-nine patients (70.9%) harbored left-sided CRC.
Forty-one patients (47.6%) were diagnosed at TNM stage |-l and forty-six (52.4%) in
stage IlI-1V. Preoperative CEA < 5 ng/dL was observed in 59 patients (68.6%). Fifty-
four patients (62.8%) presented moderate or high tumor grade. Sixty-eight patients
were assessed for MMR repair status by immunohistochemistry of MLH1, PMS2,
MSH2 and PMS6, and dMMR/MSI was identified in 11.6%. Representative patterns of
MMR protein staining are depicted in Figure 1. At the time of data analysis, twenty-
one patients (24.4%) had reported disease progression, and fifty-nine (68.6%) patients

were still alive.
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Table 1. Clinicopathological characteristics of CRC patients.

Variable n (%) p value
Total cases 86 (100)
Age (years; mean £ SD) 6391205
Age (years)
£ 65 46 (53.5) 0.590
> G5 40 (46.5)
Gender
Female 3T (43.0) 0.235
Male 49 (57.0)
Primary Tumor location
Colon 55 (64) 0.013
Rectum 31 (36.0)
Laterality {Colon)
Right-sided 16 (29.1) 0.003
Left-sided 39 (70.9)
Preoperative CEA, ng/mL
55 59 (6B.6)
5 20 (23.3) <0.001
Missing 7(8.1)
pT
1 3(3.5)
2 20(23.3) <0.001
3 57 (66.3)
4 6(7.0)
pN
0 44 (51.2)
1 27 (31.4) 0.910
2 15{174)
Tumor Grade
Poorly differentiated 32(37.2) 0.023

Moderatdelythighly differentiated 54 (62.8)
Lymphatic invasion

Mo 45 (52.3) 0.747
Yes 41 (47.7)
Perineural invasion
Mo 66 (76.7) <0.001
Yes 20(23.3)
MMR status
pMMR/MSS 58 (67.4) <0.001
dMMR/MSI 10 (11.6)
Missing 18 (20.9)
TNM stage
I 15{174)
Il 26 (30.2) 0.431
i 33(384)
v 12 (14.0)
Chemotherapy
MNeoadjuvant 22 (258)
Adjuvant 30 (34.9) 0.844
Both 34 (39.5)
Recurrence
Mo 65 (75.6) <0.001
Yes 21(244)
Survival
Alive 59 (BB.6)
Dead 27 (31.4) <0.001
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Figure 1. Representative images of MSI panel by immunohistochemistry.(A) MMR proficient/MSS CRC; MMR deficient/MSI
CRC due to loss of (B) MLH1/PMS2 expression or (C) MSH2/MSH6 expression. Original magnification 100x.
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Patterns of HRR gene expression in colorectal tumors and healthy tissues

The mRNA levels for MRE11A, RAD50, NBN, BRCA1, RBBP8 and PALB2 were
quantified using gPCR in 63 pairs of primary sporadic colorectal tumors and matched
adjacent tissues. MRE11A (p< 0.001), BARD1 (p< 0.001) and PALB2 (p< 0.001) were
overexpressed, while RAD50 (p< 0.001) mRNA levels were reduced in comparison to
healthy tissues. However, for NBN, BRCA1 and RBBP8, mean tumor gene expression
did not differ from adjacent normal tissues (Figure 2A). RAD50 presented a mean -
2.15-fold reduction (p< 0.001). Conversely, MRE11A, BRCA1, BARD1 and PALB2
exhibited a mean 3.28 (p< 0.0001), 2.09 (p= 0.03), 2.83 (p< 0.0001) and 3.64 (p<
0.0001) fold induction, respectively (Figure 2B).

Additionally, we explored the number of low and high expressed HRR genes
concomitantly on each colorectal tumor sample and the fold-change patterns across
different MMR status (Figure 3). Each colorectal tumor sample presented a mean of
three downregulated HRR genes. Five patients (5.8%) presented 5 deficient HRR
genes concomitantly, i.e., with a fold-change > -2.0, and 10 patients (11.6%) harbored
tumors with all HRR normally expressed (Figure 3B). MRE11A mean fold-change
difference was significantly lower in dMMR/MSI colorectal tumors (-2.43, IC 95% -4.96
— 0.10; p= 0.039) (Figure 3C). Fold-change difference and T-test results for equality

of means are detailed in Supplementary Table 1.
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Figure 2. Changes in gene expression of representative HRR components in
neoplastic colorectal specimens and matched healthy tissues. (A) Gene expression
was obtained from 48 sporadic CRC; (B) Fold change between neoplastic and normal
tissues. Gene expression means between normal and neoplastic tissue were
compared using Mann-Whitney’s test. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

107



MHAE11A
MEh

pMMRMES dMMRME]

Figure 3. Characterization of HRR profile in CRC patients. (A) Heatmap showing
the individual gene expression fold-change of HRR key-components in colorectal
tumors. Blue represents the expression < median = low; red represents the expression
> median = high; (B) proportions of patients according to the number of deficient HRR
genes in tumor samples (fold change > -2.0); (C) boxplots of HRR genes fold change
means according to MMR status. T-test for equality means. *p (2-sided) <0.05.
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Associations between changes in HRR gene expression in colorectal neoplasms

and clinicopathological features

Next, we investigated the possible associations between clinicopathological
features of CRC patients and gene expression of MRE11A, RAD50, NBN, BRCAL,
RBBP8 and PALB2 (Table 2). Low expression of MRE11A was found in 74% (p=
0.005) was associated to occurrence of primary tumors in rectum instead of colon. Low
expression of MRE11A was also found in 93% (p=0.007) of left-sided CRC, 65% (p=
0.041) of the poorly differentiated tumors and 75% (p= 0.024) of T1-T2 tumors.
Conversely, overexpression of MRE11A was found in 92% (p= 0.007) of right-sided
CRC, 68% of tumors = 5 cm (p= 0.007) and 75% (p= 0.046) of AMMR/MSI tumors.
Low expression of RAD50 was found in 68% of left-sided CRC (p= 0.049) and
increased RAD50 mRNA levels occurred in 75% of colorectal tumors with no
lymphovascular invasion (p= 0.007). Low expression of NBN was found in 75% of
tumors in T1-T2. Low expression of BARD1 was found in 65% of patients with
metastatic lymph nodes (p= 0.042). Low expression of RBBP8 was found in 84% of
tumors with greater invasive depth (T3-T4) (p= 0.044). Finally, low expression of
PALB2 was found in 65% (p= 0.040) of primary tumors located in rectum, without
lymphovascular invasion (p= 0.047), node positive disease (63%, p= 0.031) and

advanced disease stages (p= 0.048).
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Table 2. Associations between fold-change of MREA11, RAD50, NBN, BRCA1,

BARD1, RBBPS8, and PALB2 gene expression and clinical features of CRC patients.

MRE11A  RADS0 NEN BARD1 BRCA1 RBBP8 PALB2
¥2 0453 0.390 0.790 0.781 0.405 0.148 1.942

Age at diagnosis 0262 0355 0543 0564 0262 0448  0.127
Tumor sfte w2 7747 19872 0476 1471 0028 0028 3.015

» 0005 0122 0335 0171 0538 0538  0.040

) w2 7301 2857 2462 0010 1026 0414 1015
Laterality » 0007  0049° 0120 0592 0250 0500 0252
CEA w2 1802 1429 0800 0022 0022 1429 0089

p 0148 0485 0276 0560 0560 0485 (0489

Tumor sz w2 3704 0406 1429 1429 1429 0229 1429

p 0040 0360 0480 04180 0480 0421 0480

Tumor grade w2 3015 0776 0128 1471 1471 1072 1471

b 0041* 0268 0462 0474 0471 0427 0ATi
42 0765 0018 0019 0019 0136 0018 2733
Lymphovascularinvasion” " .'o0 0546 0546 0546 0454 0546  0.047*
x2 0005 5709 2167 1176 1516 0423 1516
p 0585 0017 0084 0214 0173 0358 0473
. X2 5028 0005 5028 1176 0255 3278 0426
0.024* 0585  0024* 0214 0415  0044* 0358

Perineural invasion

Tumor invasive deptl

42 0067 0003 0323 3284 1180 0003 4504
Nodal metastasis 0.501 0.583 0379  0042* 0204 0583  0.031*
w2 0384 0013 0813 1985 0813 0.156 3.671

THM stage p 0357 0556 0259 0124 0259 0444  0.048"
VMR status w2 3866 0002 0836 0018 0302 0259 0018

p  0.046* 0.650 0.300 0.598 0.433 0456 0.598
X2 test and Fisher’'s exact test. *Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed); **Correlation is
significant at the 0.01 level (2-tailed). CEA: Carcinoembryonic Antigen; LMR: Lymphocyte-to-monocyte-
ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio; MMR, mismatch repair.

Considering that systemic inflammatory factors also promote cancer growth and
metastasis [34]and the crosstalk between DNA damage response and inflammation
[35], we investigatedthe possible associations of perioperative absolute counts of
lymphocytes, neutrophils, monocytes and platelets and their derived inflammation-
based indexes with HRR gene expression profile (Figure 3). Median values NLR, LMR
and PLR (2.78, 2.11 and 115.96, respectively) were used as a cut-off to determine
subgroups with low (< median) or high (> median) inflammatory blood indexes. Mean
fold-change differences were significantly higher for BRCA1 (3.65, IC 95% [1.18 -
6.12], p=0.04) and PALB2 (2.29, IC 95% [0.13 - 4.45], p=0.038) in patients with low
NLR (Supplementary Table 2). Associations of these indexes with clinicopathological

features of CRC patients were also explored. Of note, high LMR was present in 81%
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of left-sided CRC, and low LMR occurred in 72% of high-grade tumors. Low NLR was

associated with tumor size (84% in tumors < 3 cm), and low PLR was present in 84%

of the patients with colon tumors (Supplementary Table 3).
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Figure 4. Fold-change of HRR representative genes according to composite

inflammatory blood indexes. T-test for equality means. *p <0.05.
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Prognostic value of gene expression of HRR Kkey components and

clinicopathological features in CRC patients

Using univariate and multivariate analysis, we investigated clinicopathological
characteristics with prognostic influence in PFS and OS. Univariate analysis of PFS
(Table 3) identified as possible independent prognostic features: age (p= 0.005),
perineural invasion (p=0.097), TNM llI-IV stages (p= 0.031), NLR (p=0.106), PLR (p=
0.163), MMR status (p= 0.138), MRE11A (p= 0.191) and BRCAL status (p= 0.145).
Tests of model coefficients (which included variables with p< 0.2 in univariate analysis)
reached statistical significance (p= 0.037). Only age > 65 years old (HR 13.76, Cl 95%
[1.53 — 23.85], p= 0.019) and TNM stages IlI-IV (HR 8.86, Cl 95% [1.75 — 86.16], p=
0.044) showed an independent prognostic value. Mean PFS for patients with > 65
years was 45.2 and 37.7 months for TNM I-Il and IlI-IV CRC, respectively. CRC
diagnosis at older age is a poor prognostic factor irrespective of TNM stage, as shown

in adjusted PFS Kaplan-Meier plots and hazard ratios in Figure 5.
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Table 3. Univariate and multivariate

patients.

analyses of progression free survival of CRC

Univariate Analysis

Multivariate Analysis

Variable p Variable HR (95% ClI) p
Gender 0.832
< 65 years 1.00
A . .01
g€ 0-005 | 65years 1376 (1.53-23.85 019
CEA 0.520
Tumor location 0.969
Sidedness 0.397
Tumor size 0.868
Tumor grade 0.897
Tumor invasive depth
(pT) 0.378
Nodal metastasis (pN) 0.354
Lymphovascular invasion 0.336
: . : No 1.00
Perineural invasion 0.097 Yves 1,52 (0.32 - 7.33) 0.598
-1l 1.00
TNM stage 0.031 -1V 8.86 (1.75 - 86.16) 0%
Low 1.00
NLR A1 . .
0.106 High 1.38 (0.28 - 6.73) 0.693
LMR 0.262
Low 1.00
PLR 0.163 High 0.51 (0.22 - 1.18) 0.117
pMMR/MSS 1.00
MMR status 0138 “4MMRMSI 179 (0.28-2257) >4
Normal 1.00
MRE11A 0.191 .
Deficient 3.43 (0.75 - 5.56) 0.110
RAD50 0.681
NBN 0.497
BARD1 0.633
Normal 1.00
BRCAL 0.145 .. 0.907
Deficient 1.08 (0.29 - 4.02)
RBBP8 0.881
PALB2 0.356

CEA: Carcinoembryonic Antigen; LMR: Lymphocyte-to-monocyte- ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte
ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio; MMR, mismatch repair; dMMR: mismatch repair deficient;

pMMR: mismatch repair proficient; MSS: microsatellite stable; MSI: microsatellite instability
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Mean OS was 55.4 months (IC 95% 49.6 — 60.8). Univariate analysis of
molecular and clinicopathological variables identified gender (p= 0.152), tumor size (p=
0.183), tumor invasive depth (p= 0.022), perineural invasion (p= 0.058), TNM stage
(p=0.068), MMR status (p= 0.020), MRE11A status (p= 0.071) and BRCAL1 status (p=
0.134) as candidates to independently predict the risk of death in CRC patients (Table
4). Tests of model reached statistical significance (p= 0.010). Cox regression
confirmed independent prognostic value for gender (HR 0.06 IC 95% [0.01 — 0.55], p=
0.029), MMR status (HR: 5.38, IC 95% [1.09 — 11.99] p= 0.44) and MRE11A (HR: 5.48,
IC 95% [1.26 — 19.04] p= 0.032). Kaplan-Meier plots for OS adjusted by MRE11A
status are shown in Figure 6. MRE11A status adjusted for MMR proficiency presented
independent prognostic value for patients with pMMR/MSS CRC (HR= 3.48 [IC 95%
1.97 — 12.45], p = 0.035). For patients with dAMMR/MSI, a tendency for MRE11A
independent prognostic value was observed (HR: 2.39 [IC 95%, 0.86 — 6.65], p =
0.087). Longest mean OS was observed in MRE11A positive/pMMR CRC patients
(64.1 months, IC 95% 57.5 - 70.5), while MRE11A positive/dMMR presented the

shortest OS across these subgroups (34.5 months, IC 95% 17.4 - 51.5).
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Table 4. Univariate and multivariate analyses of overall survival of CRC patients.

Univariate Analysis

Multivariate Analysis

Variable p Variable HR (95% CI) p
Male 1.00
Gend 0.152 0.029
ender Female 0.06 (0.01 - 0.55)
Age 0.296
CEA 0.794
Tumor location 0.343
Sidedness 0.694
: <5cm 1.00
Tumor size
0.183 >5cm 3.29 (0.62 - 7.15) 0.162
Tumor grade 0.406
Tumor invasive depth T1-T2 1.00
T 0.022 0.057
(pT) T3-T4 9.98 (0.93 - 17.14)
Nodal metastasis (pN) 0.292
Lymphovascular invasion 0.220
. . : No 1.00
Perineural invasion 0.058 ves 1.87 (0.47 - 7.46) 0.374
[-11 1.00
TNM . .
stage 0.068 W, 273(094-7.901) 065
NLR 0.659
LMR 0.703
PLR 0.577
PMMR/MSS 1.00
MMR .02 .044
status 0-020 yMMRMSI  5.38(1.09-11.99) °°
Normal 1.00
MRE11A 0.071 . 0.032
Deficient 5.48 (1.26 - 19.04)
RAD50 0.369
NBN 0.620
BARD1 0.857
Normal 1.00
BRCAL 0-134 " peficient 1.61 (0.45 - 5.77) 0.237
RBBPS8 0.937
PALB2 0.274

CEA: Carcinoembryonic Antigen; LMR: Lymphocyte-to-monocyte- ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte
ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio; MMR, mismatch repair; dMMR: mismatch repair deficient;

pMMR: mismatch repair proficient; MSS: microsatellite stable; MSI: microsatellite instability.
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Discussion

Many genomic aberrations beyond germline BRCA1/2 mutations can cause a
HRD phenotype. Since DSBs repair via HRR is a multistep process with multiple
proteins besides BRCA1/2, pathogenic variants or loss of gene encoding any of these
proteins may cause HRD. Both PARP inhibitors and innovative therapies targeting
other DDR pathway factors (e.g, ATM, ATR, and WEE1), are under investigation for
HRD cancers, including CRC, which have HRR alterations or HRD in up to 20% of
CRC cases [15], [25], [27], [28], [36], [37]. Thus, identifying additional HRD phenotypes
is fundamental to expand the number of patients who could benefit from DDR
inhibitors. Here, we report that five of seven key representative HRR genes are
differentially expressed in colorectal tumors - MRE11A, RAD50, BARD1, BRCAL, and
PALB2. Also, CRC patients presented downregulation of at least three HRR genes.
Both up and downregulation patterns were associated with several recognized
prognostic features in CRC, but only MRE11A demonstrated independent prognostic
role.

MREL11 is essential for preserving genomic stability through its important roles
in DDR, DSBs repair, and telomere maintenance [38]. In our cohort, low expression or
MRE11A deficiency was associated with rectal, left-sided colon tumors and low grade,
while overexpression was more frequently observed in right colon, larger (> 5cm) and
MMR deficient tumors. Aligned to our results, previous reports have also described
that upregulation of MRN complex due to MRE11 protein and gene overexpression in
colorectal tumors are associated with features of poor prognosis, including high grade,
right-sided colon tumors, chemotherapy resistance and MMR deficiency [39]. In
counterpart, MRE11 deficiency has been often associated with clinical features of good

prognosis, response irinotecan, 5-FU oxaliplatin and survival [21], [40], [41].
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Recent studies have reported higher gene and/or protein MRE11 expression in
neoplastic tissues, particularly in proficient MMR, where MRE11 overexpression is
associated with favorable prognosis in left-sided, but not right-sided CRC [42]. We
identified MRE11A deficiency as an independent predictor of poor OS for pMMR CRC
patients. For these patients, MRE11A deficiencywas associated with a 16.7-months
shorter OS and a 3.5 higher risk of death in relation to those with normal MRE11A
expression. Though a statistical tendency was observed, an independent prognostic
role for MRE11A status has not been observed among dMMR CRC. Of note, HRD
colorectal tumors are strongly enriched in the MSI-H/dMMR subgroup, likely as a
product of the underlying DNA repair defect [29]. While this results possibly reflect the
small number of MSI/MRE11A deficient patients (n= 2), further investigation are
needed to disclosure if the prognosis might is also driven by MRE11A levels in
dMMR/MSI CRC.

The potential interaction between MMR and MREL11 is of particular interest for
CRC patients whose treatment still relies on chemotherapy regimens. Overall,
defective MMR/MSI CRC have longer overall and cancer-specific survival compared
to patients with MSS tumors, and are eligible to immunotherapy [43]. However, MMR
proficient phenotype accounts for 85% of all CRC and still represents an unmet medical
need and exploiting defects in DDR genes might signify a new treatment prospect for
this subgroup with poor prognosis and limited therapeutic options. For example, it has
been suggested that MRE11 expression MRE11 expression is strongly correlated with
activation of immune response and differs CRC according to the levels of tumor-
infiltrating inflammatory cells [42]. Thus, could be a potential predictive biomarker for
response to immunotherapy. Also, pathogenic mutations in MRE11A and lack of

MRE11 protein function sensitizes CRC cells to agents causing DNA replication
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inhibition and PARP inhibitors [43], [44]. It may suggest a role for PARP and MRE11
targeting in pMMR/MSS CRC. PARP inhibitors induce DNA DSBs during replication,
which are not repaired in the absence of MRE11 in MMR deficient cells, thus increasing
sensitivity to these agents [43]. Likewise, a MRE11 inhibitor may trigger intolerable
levels of replication stress [44], and combination DSB-inducers agents (oxaliplatin or
irinotecan, for example) for p MMR/MSS with functional MRE11A might be a promising
approach as CRC cells harboring MRE11 deficiencies are more sensitive to platinum
salts and irinotecan combination [21].

BARD1 dimerization with BRCAL1 is the next step following DSBs recognition by
MRN complex [45]. CRC cells expressing a higher level of a splice variant of BARD1
are likely to present a more unstable BARD1/BRCA1 complex thus being more
susceptible to PARP inhibition [45]. Although mean BARD1 expression in neoplastic
tissues was almost 3-fold higher than in normal tissues, the only association with
clinicopathological features was with node positive disease. On its turn, BRCA1 was
investigated as potential prognostic factor for PFS and OS, but it was not been
confirmed in multivariate analyses. Allelic losses at BRCA1 have been detected in
almost 50% of sporadic CRC and low expression of BRCA1/2 was associated with
tumor aggressiveness and poorer DFS and OS [46] In a recent study involving 6396
CRC tumor samples, pMMR tumors presented a very mall prevalence of BRCA1 and
BRCA2 mutations (0.7% and 1.2%, respectively). In counterpart, a much higher
frequency of these mutations were seen in pMMR/MSI and independently associated
with high tumor-mutational burden. The authors suggested that somatic BRCA1/2
deficiency might predict the benefit of checkpoint inhibitors in CRC [29]. Therefore, we
conducted an exploratory analysis of BRCAL expression according to MMR status in

our cohort in regard to OS. Pairwise comparisons were significantly different for
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normally/highly expressed BRCAL according to MMR status (mean OS: 61.5 vs. 32.1
months, MMS vs MSI, p=0.033, data not shown). However, since this interaction was
not observed for BRCA1 deficient CRC tumors, it is likely that prognosis had been
mostly driven by MMR status rather than BRCAL expression levels. In light of novel
information that BRCAZ is altered in 24% of dMMR CRC [29], which account for up to
15% of CRC cases, this might be a superior biomarker candidate for sporadic CRC.

PALB2 and BRCA1 mean fold-change was significantly lower in patients with
high NLR. Several evidences suggest that MMR and HRD induce higher mutational,
neoantigen loads and migration of activated T cells to tumor microenvironment[47]—
[51]. Moreover, DNA damage sensors directly activate immune signaling, which
indicates a crosstalk between DDR pathway and the innate immune response [52]. In
CRC, high NLR has been associated with poor clinical outcomes While low lymphocyte
counts may indicate poor cell-mediated immunity, circulating neutrophils count may
result from tumor-mediated stimulation of bone marrow and may be linked to tumor-
promoting inflammation[53], [54]. Thus, elevated NLR in HRD tumors may indicate
augmented tumor-promoting activity and poor anti-tumor immunity. However, these
results must be interpreted cautiously, since neutrophils and lymphocytes counts are
non-specific parameters and a definitive cut-off is yet to be determined.

Our study has some limitations. First, the small number of participants. Second,
missing information with regard to HRR gene expression and MMR repair status for all
included patients; third, we did not include information on mutational status of KRAS,
NRAS, and BRAF.

Overall, HRR genes were differentially expressed in our cohort of patients with
sporadic CRC - MRE11A, RAD50, BARD1, BRCA1, and PALB2. However, only

MRE11A deficiency was confirmed as an independent predictor of OS. More
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importantly, MRE11A status was identified as independent prognostic factor in
proficient MMR, but not in dMMR CRC. Exploratory analyses suggested that
downregulation of PALB2 and BRCAL in tumor samples are associated with high NLR,
which may denote an enriched immune activation in colorectal tumors. Finally, BRCA1
gene expression may also have a prognostic role in dMMR/MSI, which need to be
confirmed in a larger cohort. These results may provide new rational for investigations
of novel biomarkers and therapeutic approaches based on HRR targeting and

immunotherapy for CRC
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Supplementary Table 1. Mean fold-change difference of HRR gene according to

MMR status of colorectal cancer tumors.
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Mean difference IC 95% p

MREA11A -2.43 -4.96-0.10 0.005*
RAD50 -1.82 -5.32 -1.67 0.296
NBN - 0.57 -4.18 - 3.06 0.726
BARD1 -0.12 -2.31-255 0.914
BRCA1l - 3.07 -1.12-7.27 0.148
RBBPS8 -1.55 -3.18-6.29 0.512
PALB2 -1.14 -2.18-4.47 0.836

test for mean equality. *p (2-sided)< 0.05

Supplementary Table 2. Mean fold-change differences of HRR gene for perioperative
inflammatory blood indexes status of CRC patients.

Mean difference (IC 95%)

NLR p LMR p PLR p

MREA11  0.08 (-1.89-2.05) 0932 -0.42(-241-154) 0.665 -0.28(.2025-1.69) 0.775
RAD50 -0.43(-2.71-1.84) 0.706 1.44(-0.81-3.68) 0.206 -1.66(-3.09-0.57) 0.142
NBN 1.86 (-0.38-4.11) 0.101 -1.15(-3.44-1.12) 0.314 1.98(0.25-4.22) 0.081
BARD1 046 (-1.12-2.04) 0561 -0.91(-2.49-0.66) 0.253 0.94(-0.62-2.51) 0.232
BRCA1  3.65(1.18-6.12) 0.004 -0.54(-32-2.12) 0.685 -1.28(-1.33-3.89) .0331
RBBP8  228(-0.79-5.28) 0.132 0.95(-2.09-3.99) 0533 0.22(-2.82-3.28) .0882

PALB2 2.29(0.13-4.45) 0.038 0.60(-2.86-1.65) 0.597 -0.28(-2.52-1.95) 0.799

NLR: Neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio; MMR:
mismatch repair status. T-test for mean equality. p (2-sided)< 0.05.
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Supplementary Table 3. Associations between inflammatory-blood indexes and

clinicopathological features of CRC patients.

LMR NLR PLR
) ) X2 1.683 0.748 0.748
Age at diagnosis
p 0.140 0.258 0.258
i X2 0.050 0.050 0.454
Tumor site
p 0.500 0.500 0.327
) X2 2.874 0.258 2.099
Sidedness

p 0.040* 0.417 0..125
) X2 2.199 3.909 3.909

Tumor size
p 0.108 0.041* 0.041*
X2 3.185 1.792 0.199

Tumor grade
p 0.049* 0.132 0.412
) X2 0.579 0.293 0.293

Nodal metastasis

p 0.293 0.373 0.373
TNM stage X2 0.047 0.047 0.047
p 0.500 0.500 0.500
Lymphovascular invasion X2 0.047 0.047 1.165
ymp D 0.500 0.500 0.194
Perineural invasion X2 2.345 1.042 0.047
p 0.101 0.222 0.500
MS X2 0.618 2.477 0.618
p 0.329 0.109 0.329

X2 test and Fisher's exact test. *Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).LMR:

Lymphocyte-to-monocyte-ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte

lymphocyte ratio; MMR: mismatch repair status.

ratio;

PLR: Platelet-to-
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6. CONCLUSOES

e Os niveis de médios de mMRNA de MRE11A, BARD1 e PALB2 apresentaram-se
elevados no tecido neoplasico quando comparados ao tecido normal;
diferentemente, os niveis de RADS50 apresentaram-se reduzidos no tecido
neoplasico. Nao foram observadas diferencas nos niveis de NBN, BRCAL e
RBBP8 entre os tecidos avaliados; A razdo da expressdo génica entre o tecido
neoplasico e o tecido normal, expressa através do indice fold-change, confirmou a
superexpressao de MRE11A, BARD1 e PALB2 e a reducao para RAD50. Com a
normalizacdo do indice fold-change, um aumento significativamente maior na
expressdo de BRCAL no tecido neoplasico foi revelada.

e Em relacdo as associacdes entre a expressdo dos genes da via HRR e as
caracteristicas clinicopatologicas, observou-se:

o A baixa expressdo de MRE11A foi associada a ocorréncia de tumores
primarios no reto, no lado esquerdo do célon, com alto grau de diferenciacao
e T1-T2. Ja niveis normal ou elevados de MRE11A foi associada a tumores no
lado direito do célon, maiores do que 5cm e deficientes em MMR.

o A baixa expressédo de RAD50 foi associada a tumores do lado esquerdo do
colon, enquanto niveis mais elevados de RADS50 ocorreram mais
frequentemente em tumores sem invasao linfovascular.

o A reducdo na expressado de NBN no tecido tumoral foi associada a tumores
menos invasivos (T1-T2).

o A baixa expressdo de BARD1 foi mais frequentemente observada em

pacientes com comprometimento linfonodal.
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o A baixa expressao de PALB2 foi associada a tumores no reto, sem invasao
linfovascular, linfonodos positivos e doenca em estagios mais avancados (Il —
V).

o A reducdo da expressdo de RBBPS8 foi associada a tumores com maior grau
de invasividade (T3-T4).

Na analise multivariada da sobrevida livre de progressao, somente idade superior

a 65 anos e estagio avancado ou metastatico (lll-IV) apresentaram valor

prognéstico independente.

Na andlise multivariada da sobrevida global, sexo, status de MMR e MRE11A

apresentaram valor prognéstico independente. O status MRE11A foi identificado

como um fator progndstico independente em tumores com MMR proficiente

(PMMR) (HR = 3,48 [IC 95% 1,97 - 12,45], p = 0,035), mas ndo MMR deficiente

(dMMR). O maior tempo médio de SG foi observado em pacientes com MRE11A

positivo/pMMR (64,1 meses), enquanto MRE11A positivo/dMMR apresentou a

menor SG dentre os subgrupos (34,5 meses) avaliados.
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-All material, including references, must be double spaced and have generous margins.
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figure legends, tables, and figures.

-Manuscripts must be thoroughly checked for accuracy of all mathematical calculations, typing
of numerals, spelling and typographical errors, and conformance to journal style.

-State whether P values are derived from either one-tailed or two-tailed tests. Exact P values
must be supplied.

-When it is necessary to mention the trade names of equipment, instruments, or supplies, the
name of the supplier, city, state, or country, must be given, and the trade name must be noted
with either trademark (®) or the register mark (®). Use generic names whenever possible.

-In the text, all results quoted as percentages must show both the numerators and the
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kilogram, liter, etc.) or their decimal equivalents. Temperatures are given in degrees Celsius.
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measurements are reported in the metric system using the International System of Units (IS).
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Editorial. Invited editorial of an accepted manuscript. Text must be 3-5 double-spaced pages
and contain less than 5 references.

Letters to the Editor. Brief reports or letters regarding articles published in the Journal,
concisely written in an objective, constructive fashion, will be considered for publication. The
Editor reserves the right to shorten text, delete objectionable comments, and make any other
changes that may be necessary to comply with the style of the journal. The Editor may forward
Letters to the Editor to the corresponding author of the article under discussion to afford an
opportunity for rebuttal. The paper under discussion must be listed first in the reference list. If
necessary, one figure and one table prepared in accordance with journal guidelines may be
included. Up to 10 references may be included, typed double spaced on a separate page. Authors
should indicate their permission for publication of their letters in a postscript to the body of the
letter. Brief reports with more than one author should carry a postscript stating that all authors
are familiar with the contents of the report and agree to its publication. No abstract is required.

How I Do It. Brief communications of authors' innovations in clinical or research techniques
that simplify procedures or improve results are invited. Authors should briefly state the problem,
describe the solution, and give a short summary of the results, where appropriate. These
manuscripts should be clearly marked as "How I Do It," typed double spaced throughout, and
submitted in complete triplicate. Acronyms should be used only if absolutely essential and
should be defined. When it is necessary to mention trade names of equipment, instruments, or
supplies, the name of the supplier, city, state, and countries must be mentioned, and trade names
must be noted with TM or ®. If techniques are described, appropriate high-quality illustrations
should accompany the manuscript.

Research Article. Text must be within 20 double-spaced pages, excluding the title page and
Abstract, but including references. Abstract must be within 200 words and formatted with the
following headings: Background and Methods, Results, Conclusions, and Discussion.

Review Article. A review of a specific topic of current interest, most commonly found in
Seminars to Surgical Oncology. Text must be within 20 double-spaced pages, including
references. An unformatted abstract must be included with no more than 75 words.

Inappropriate Submissions and Publications

The editors, members of the editorial board, and publisher's staff at the Journal of Surgical
Oncology (JSO) take their responsibility seriously to assure that the highest ethical publishing
standards are maintained by assisting in safe guarding the medical scientific literature against
fraudulent publications. Please note manuscript submissions are now submitted for plagiarism
detection through CrossCheck. Wiley-Blackwell policy is based on the "Guidelines on Good
Publication Practice" published by the Committee on Publication Ethics (COPE) and can be
found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/publicationethics.asp.

Examples of fraud in scientific research include (but are not limited to): 1) The submission
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of duplicate publications using similar data (ie, attesting that work submitted is original when, in
fact, it was submitted to or accepted by another journal); 2) Falsification of data, copyright, or
information regarding conflict of interest; 3) Submission of work from other sources that was not
done by the author (plagiarism); 4) Authorship (allowing one’s name to appear as an author or
adding an author to a manuscript) without substantial input or without having agreed to
submission of the manuscript.

The above examples are not meant to be a comprehensive list of fraudulent publication practices.
Rather, it should provide adequate basis for careful consideration of avoidable conflicts and
editorial scrutiny regarding inappropriate preparation and submission of manuscripts.

Manuscripts that have appeared in publications that are not peer-reviewed, are not registered in
PubMed, or are available only on the Internet, will be considered for publication in JSO as long
as the Editor is informed and grants approval prior to submission of the manuscript for review. If
there are questions as to any issues regarding in appropriate submission, the Editor should be
consulted prior to the submission (jso@wiley.com).

If a submitted or published manuscript is discovered or suspected to be inappropriate, the authors
will be asked for a written explanation. If the rationale provided by the authors remains
unsatisfactory in the judgment of the editors, the manuscript will be rejected or retracted.
Retractions become a matter of public record and are registered in PubMed. The provost (or
equivalent) of the authors' academic institutions will be informed of inappropriate submissions or
publications, and the authors will not be allowed to subsequently submit their research to JSO.
The leadership of JSO will also inform the editors and publishers of other journals which have
published manuscripts judged to be inappropriately submitted to JSO.

PUBLISHER NOTES

Copyright. If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author
for the paper will receive an email prompting them to login into Wiley’s Author Services; where,
via the Wiley Author Licensing Service (WALS), they will be able to complete the license
agreement on behalf of all authors on the paper.

Note to NIH Grantees. Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted
version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon acceptance.
This accepted version will be made publicly available 12 months after publication. For further

information, see www.wiley.com/go/nihmandate.

Search Engine Optimization. Driving usage and readership is critically important to raising the
visibility of your published research. One of the key factors in sustaining long-term usage is
through search engine optimization (SEO). Below is a list of suggested ways of maximizing your
SEO.
1. Make sure your article title is SEO-friendly. It should be descriptive, and it must
include a key phrase from your topic. Key words should appear within the title’s first 65
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characters.

2. Provide up to five topic-specific key words or phrases in the key word field.

3. Be sure your key words and phrases appear in your abstract several times, but don’t go
overboard or the search engine may kick you out.

4. When referencing authors, be consistent. Use their names as they generally appear in
past online publications.

5. When appropriate, use your key words in article section headings.

Remember: They can’t read it if they can’t find it!

For more detailed information on SEO, including helpful examples, go to
http://authorservices.wiley.com/bauthor/seo.asp.

OnlineOpen is available to authors who wish to make their article available to non-subscribers
upon publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their
article. With OnlineOpen, the author, the author's funding agency, or the author's institution pats
a fee to ensure that the article is made available to non-subscribers upon publication via Wiley
Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive. For the full list of
terms and conditions, see http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen Terms

Any authors wishing to send their paper to OnlineOpen will be required to complete the payment
form available from our website at: http://onlinelibrary.wiley.com/onlineopenorder.

Prior to acceptance, there is no requirement to inform the Editorial Office that you intend to
publish your article OnlineOpen if you do not wish. All OnlineOpen articles are treated in the
same way as any other article. They go through the journal's standard peer-review process and
will be accepted or rejected based on their own merit.

For authors choosing OnlineOpen
If the OnlineOpen option is selected, the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial - No Derivs License OAA

To preview the terms and conditions of the open access agreements, please visit the Copyright
FAQs hosted on Wiley Author Services at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by the Wellcome Trust and
members of the Research Councils UK (RCUK), you will be given the opportunity to publish
your article under a CC-BY license, supporting you in complying with Wellcome Trust and
RCUK requirements. For more information on this policy and the Journal's compliant self-
archiving policy, please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.
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conditions of this license.

Creative Commons Attribution OAA.

To preview the terms and conditions of these open access agreements, please visit the Copyright
FAQs hosted on Wiley Author Services at
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