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RESUMO

Introducédo: As metastases hepaticas de cancer colorretal (MHCCR) continuam a ser
a principal causa de morte de pacientes com cancer colorretal (CRC). O reparo
inadequado dos danos ao DNA promove instabilidade genémica, aumento da carga
mutacional e regulacdo positiva do eixo PD-1/PD-L1. A deficiéncia no reparo de
malpareamento (AMMR) é um biomarcador baseado nos sistemas de reparo do DNA
para predizer a resposta a imunoterapia em pacientes com CRC metastatico. Uma
vez que, apenas 5% dos pacientes com MHCCR apresentam dMMR, a identificacdo
de deficiéncias em outras vias de reparo do DNA, como o reparo por excisao de base
(BER), pode facilitar a identificacéo de pacientes que possivelmente se beneficiariam
da imunoterapia independentemente da dMMR. Métodos: Cinquenta pacientes com
MHCCR submetidos a hepatectomia foram incluidos prospectivamente. Metastases
hepaticas e tecidos hepaticos adjacentes de 32 pacientes foram avaliados quanto a
expresséao génica dos principais genes do BER (OGG1, POLB, PARP1 e XRCC1) por
gRT-PCR. Contetidos de PARP1 e PD-1 foram avaliados por imunohistoquimica. Os
dados moleculares e clinicopatolégicos, incluindo as razdes neutrofilos/linfécitos,
linfocitos/mondcitos e plaquetas/linfécitos - NLR, LMR e PLR, respectivamente),
foram avaliados quanto a presenca de associacdes e valor prognostico. Resultados:
A reducgdo dos niveis de mMRNA de OGG1 e POLB em tecidos neoplasicos foi
associada a margens cirargicas R1-R2 e doenca sincrénica, respectivamente. A
superexpressdo de PARP1 foi associada a presenca menores lesdes, margem de
resseccao cirdrgica RO e aumento de LMR; e a superexpressdo de XRCC1 foi
associada a niveis mais baixos de CEA ao diagnéstico do CCR e aumento da PLR.
Além disso, demonstramos que a menor imunorreatividade para PARP1 foi associada
a presenca de invasdo perineural em tumores colorretais e aumento da NLR. Em
contrapartida, a alta expressdo de PARPL1 foi associada a expressao positiva de PD-
1. As andlises de sobrevivéncia ndo confirmaram o papel progndstico independente
dos componentes de BER ou de PD-1. Conclusdes: O BER apresentou-se
desequilibrado nas MHCCR. A superexpresséo de PARP1 foi associada a expressao
positiva de PD-1 positiva e caracteristicas clinicas de mau progndéstico em CRCLM, o
gue pode sugerir um novo papel para PARP1 na agressividade das MHCCR através

da ativacdo do sistema imunologico e da modulacéo do desenvolvimento tumoral.



Palavras-chave: metastase hepatica de cancer colorretal; reparo por excisdo de
base; PD-1; progndstico.



ABSTRACT

Background: Colorectal liver metastases (CRCLM) remains the major cause of death
of colorectal cancer (CRC) patients. Inappropriate repair of DNA damage promotes
genomic instability, increase of mutational burden and upregulation of PD-1/PD-L1
axis. Mismatch repair deficiency (dAMMR) is a validated DNA repair-based biomarker
for predicting response to immunotherapy for metastatic CRC. Since only 5% of
CRCLM patients present dMMR, identification of deficiencies in other DNA repair
pathways, such as base excision repair (BER), might facilitate the identification of
patients who would possible benefit from immunotherapy irrespective of dMMR.
Methods: Fifty patients were prospectively included. CRCLM and adjacent
noninvolved liver specimens from 32 patients who underwent hepatectomy were
assessed for gene expression of the key BER genes (OGG1, POLB, PARP1 and
XRCC1) by qRT-PCR and PARP1 and PD-1 protein expression by
immunohistochemistry.  Molecular and clinicopathological data, including
inflammatory-based scores (neutrophil/lymphocyte, lymphocyte/monocyte and
platelet/lymphocyte ratios - NLR, LMR and PLR, respectively), were investigated for
associations and prognostic value. Results: Reduction of OGG1 and POLB mRNA
levels in neoplastic tissues were associated with synchronous CRCLM and R1-R2
surgical margins, respectively. Overexpression of PARP1 was associated with smaller
liver metastasis, RO surgical resection margin and increased LMR ratio, and XRCC1
overexpression was associated with lower CEA levels at CRC diagnosis and
increased PLR. Moreover, we demonstrated that CRCLM tissues exhibiting lower
immunoreactivity of PARP1 were associated with presence of perineural invasion in
colorectal tumors and increased NLR. In counterpart, high PARP1 expression was
associated with positive PD-1 expression in CRCLM. Survival analyses did not confirm
independent prognostic role of BER components. Conclusions: BER pathway is
imbalanced in CRCLM. PARP1 upregulation was associated with positive PD-1 and
clinical features of poor prognosis in CRCLM, which may suggest a novel role for
PARP1 in CRCLM aggressiveness by immune system activation and modulation of

tumor development.

Keywords: colorectal cancer liver metastasis; base excision repair; PD-1; prognosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer colorretal (CCR)

1.1.1. Aspectos epidemiolégicos e clinicos

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais comum em homens e o
segundo em mulheres. Contudo, as taxas de incidéncia do CCR apresentam uma
grande heterogeneidade global, sendo que cerca de 55% dos casos novos ocorrem
nos paises mais desenvolvidos (1). Em 2018, foram diagnosticados cerca de 1,8
milh&o de casos novos e registrados mais de 880 mil ébitos em todo o mundo (2). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), ocorreram, durante o ano de
2015,8.163 Gbitos por cancer de célon e reto em homens e 8.533 em mulheres no
Brasil, e estima-se que ocorreram 17.380 novos casos de cancer de célon e reto em
homens e 18.980 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019. Dentre as regifes
do Brasil, as regides Sul e Sudeste concentram 70% da ocorréncia de novos casos.
Ainda, em termos de incidéncia bruta entre homens e mulheres, a cidade de Porto
Alegre, no Rio Grande do Sul, ocupa a terceira e quarta posicfes, respectivamente,
de acordo com dados do DATASUS 2018.

Dentre todos os casos de CCR, cerca de 70% a 85% ocorrem de forma
esporadica, ou seja, hdo estdo associados a presenca de historico familiar ou de
padrdes genéticos hereditarios (3). A ocorréncia esporadica de tumores colorretais
estd associada a presenca de diversos fatores de risco ndo modificaveis (idade
avancada, diabetes mellitus, hipertenséo arterial, etc.) e modificaveis (dietas ricas em

carne vermelha e pobres em fibras, etilismo, sedentarismo, etc.) (4).

A etiologia familiar do CCR responde por 10-30% dos casos e refere-se a
ocorréncia de tumores de coélon e reto em individuos com historico familiar, mas sem
a presenca de sindromes hereditarias (5). Finalmente, a heranca de padrbes

genéticos é responsavel pela ocorréncia de tumores colorretais em cerca de 5-10%



15

de todos os casos de CCR. Nestes casos, pacientes com mutagdes germinativas
desenvolvem tumores intestinais como parte da manifestacéo de doencgas polipoides
(polipose adenomatosa familiar - PAF, polipose associada ao MUTYH - MAP ou
sindromes polipoides hamartomatosas) ou n&o-polipoides (HNPCC, do inglés:

Hereditary Non-Poliposis Colon Cancer) (5).

O CCR é uma doenca heterogénea que resulta de multiplas mutacdes
consecutivas e em diferentes fenoétipos clinicos. A patogénese do CCR é muito
complexa e pode ocorrer a0 menos por trés diferentes vias: a via de instabilidade
cromossémica (CIN), a via de instabilidade de microssatélites (MSI) e a via de fenétipo
metilador das ilhas CpG (CIMP) (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). A principal via
molecular que contribui para a carcinogénese colorretal - e € predominante em 65-
70% dos casos - é a da instabilidade cromossdmica, que se traduz morfologicamente
na via adenoma-carcinoma, descrita em 1989 por Fearon e Vogelstein (6). Esta via
compreende um desequilibrio no nimero de cromossomos, aneuploidia e perda de
heterozigosidade. Defeitos na segregacao cromossémica, reparo dos danos ao DNA
e mutacdes especificas em certos oncogenes e genes supressores tumorais sao
considerados 0s responsaveis por essa instabilidade. Classicamente, esta via inicia
com a aquisi¢cdo de mutacdes no gene supressor tumoral-chave desta sequéncia, o
APC (Adenomatous Polyposis Coli), cuja mutacdo € encontrada em 75% dos casos
de cancer colorretal esporadico e leva a displasia ou resulta na formacéo de pdlipos.
Em seguida, da-se a ativacdo mutacional do homdlogo do oncogene KRAS, a
inativacao do gene supressor tumoral TP53 (regido cromossdmica 17pl13) e a perda
de heterozigosidade ao longo do cromossomo 18 (18g LOH), levando o pdlipo a
crescer em maior velocidade e transformar-se em um tumor maior, conhecido como

adenoma intermediario (7,8).

O fator progndstico mais importante do comportamento e do desfecho do tumor
€ a extensao anatdmica da sua disseminacao, classificada de acordo com o sistema
de estadiamento TNM (tumor-node-metastasis). Da mesma forma, o prognostico e o
tratamento dos pacientes com CCR sao decididos a partir do estadiamento cirdrgico
e histologico, usando a classificacdo TNM da 82 Edicdo do Estadiamento da AJCC
(American Joint Committee on Cancer) e da UICC (International Union Against

Cancer). Esta € composta de uma classificacdo clinica pré-operatéria (CTNM),
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patologica pés-operatoria (pTNM) e ap0s terapia neoadjuvante e cirurgia (YypTNM).
Esta classificacdo leva em consideragdo a invasdao mural do tumor (T),
comprometimento de linfonodos (N) e presenca de metastases a distancia (M) (9).
Outros fatores prognosticos sdo os niveis de antigeno carcinoembrionario (CEA),
depodsitos tumorais, invasdo perineural, instabilidade de microssatélites, grau de
regressao tumoral, invasao linftica e invasédo perineural (10,11).

Todavia, apesar da utilizacéo rotineira para o delineamento do tratamento de
CCR, o estadiamento TNM possui um ponto fragil em sua abordagem, uma vez que
nao leva em conta a complexa etiologia molecular de CCR, proveniente de diversas
alteracOes genéticas e epigenéticas, o que torna esta patologia um tipo heterogéneo
de céancer. Esta deficiéncia limita a possibilidade de individualizacdo do tratamento, ja
gue utiliza critérios muito amplos (12). Um dos exemplos que mostra a limitacdo do
uso desta escala € o fato de que cerca de 20-40% dos pacientes ainda que em estégio
Il, considerado ndo grave, irdo apresentar piora do quadro clinico com desfechos
letais (recidiva e metastase) em até 5 anos (13). Além disto, apesar dos significantes
avancos no diagndstico e no tratamento do CCR, a mortalidade permanece inalterada
nos ultimos 20 anos, mais uma vez refletindo a limitada vantagem concedida pelos
avancos no tratamento adjuvante (14).

Neste contexto, os estudos sobre outros fatores com potencial progndéstico da
doenca vém ganhando evidéncia. Um deles é a lateralidade, visto que, nas ultimas
décadas foi observado um aumento na incidéncia de cancer de coélon direito.
Pacientes com tumores do lado direito sdo mais frequentemente do sexo feminino, de
maior idade e apresentam tumores avancados (T3/T4) (15). Dados de uma
metanalise demonstraram que aqueles com estes tumores apresentaram pior
progndstico significativamente em termos de sobrevida global do que aqueles com
tumores do lado esquerdo do cdlon (16). Pacientes com tumores do lado direito
frequentemente apresentam sinais mais sutis, como anemia microcitica e perda de
peso, enquanto aqueles com tumores do lado esquerdo tipicamente se apresentam

com sangramento retal e alteracdes nos habitos intestinais (16).

Mesmo com todas as evidéncias de heterogeneidade molecular dos tumores
colorretais, o estadiamento TNM continua a ser o principal fator prognéstico e
preditivo na selecdo de pacientes com CCR para quimioterapia adjuvante B (17) e

nao ha consenso que permita uma assinatura molecular definitiva. Pacientes com
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CCR em estadio lll sdo rotineiramente referenciados para quimioterapia adjuvante,
pelo alto risco (50-60%) de metastatizacdo, mesmo com uma ressecc¢ao oncologica
otima (18,19). Por outro lado, pacientes com CCR em estadio Il ndo sao referenciados
para quimioterapia adjuvante, pelo fato de que varios estudos ndo demonstraram
beneficio desta abordagem (18-21). No entanto, fica evidente a limitagcdo do
estadiamento desta doenca pelas ferramentas atuais quando estes pacientes com
CCR no estadio Il se mostram um grupo altamente heterogéneo e que desafia a
estratificacdo de risco com base apenas em fatores clinicopatolégicos, visto que
apresentam um risco entre 20 e 30% de desenvolver recorréncia e metastases
(22,23).

Ainda considerando-se o estadiamento TNM para o CCR, em 2010, a sétima
edicdo do sistema de estadiamento da AJCC introduziu uma subdivisdo de M1
(EDGE; COMPTON, 2010), desta vez direcionada a presengca de metastases
hepéaticas de céancer colorretal (MHCCR). Metastases restritas ao figado foram
classificadas como Mla (Estagio IVA) e metastases distantes de mdultiplos locais
incluindo aquelas no figado como M1b (Estagio IVB). Em 2017, a oitava edicao
introduziu uma nova subdivisdo de M1 na classificagcdo TNM, desta vez objetivando
diferenciar dentro do estadiamento o local da metastase a distancia (Mla - apenas de
figado; M1b - figado e outros 6rgdos sem metastase peritoneal e M1c figado com
metastase peritoneal) (WEISER, 2017).

1.2.Metastases hepéticas de cancer colorretal (MHCCR)

1.2.1. Aspectos clinicos

O figado € o sitio metastatico mais frequente para tumores gastrointestinais
por diversos motivos, iniciando pelo fato de que a drenagem venosa dos 6rgaos
gastrointestinais ocorre através do sistema portal hepatico. Além disto, em raz&o da
sua arquitetura especifica, o tecido hepatico consiste de varios tipos celulares que
propiciam um microambiente particularmente “fértil” para receber as células tumorais
(25). A incidéncia de metastases hepéaticas varia entre 23-27% em estudos de base

populacional (26—28). No momento do diagnostico do CCR, entre 20 e 25% dos
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pacientes j4 apresentam doenca metastética, na qual metastases hepéticas estédo
presentes em 14-18% dos pacientes (26).

A incidéncia de deteccéo de metastases no momento do diagnéstico do tumor
primario vem aumentando, provavelmente devido a melhores préticas de
rastreamento e técnicas de imagem (1). Cerca de 85% das metastases hepéticas sdo
diagnosticadas em um ano, 94% em dois anos e 97% nos primeiros trés anos apés o
diagndstico do CCR primario (26). Entre os pacientes sem recidiva cinco anos apos
o diagndstico, apenas 2% desenvolvem metéstases hepaticas entre cinco e 10 anos
(29). A incidéncia de metastases hepaticas metacronicas em relagdo ao TNM é de
cerca de 4% para os tumores de estagio |, de 13% para o estadio Il e de 30% para o
estagio Il (30).

Para pacientes com diagnéstico de CCR estagio | e estagio inicial Il, a
resseccao cirargica do tumor primario é considerada curativa, com baixo risco de
progressdo metastética a distancia e sem necessidade de quimioterapia sistémica
(31). As consequéncias da metastase sdo significativas, pois as metastases sédo a
principal causa de morbidade e morte relacionadas ao cancer. Embora as terapias
sistémicas citotoxicas e direcionadas sejam oferecidas com a esperanca de eliminar
a progressao da doenca e a disseminacdo metastatica, elas raramente curam a
metastase devido a resisténcia intrinseca ou adquirida. No entanto, para um grupo
muito seleto de pacientes com CCR metastético, a cirurgia oferece a Unica opc¢éo

curativa, oferecendo taxas de sobrevida global em 5 anos de 50-60% (32,33).

Historicamente, o prognéstico de pacientes com MHCCR né&o tratados com
guimioterapia ou cirurgia sempre foi excepcionalmente pobre, com uma sobrevida
média de 5-10 meses. A ressec¢do cirargica das MHCCR € um tratamento
potencialmente curativo, com taxas de sobrevida em 5 anos de 20-58% e sobrevida
em 10 anos de 22-23% (29,34,35). Em estudos de base populacional, a sobrevida
global em 10 anos varia de 5 a 15%, dependendo do nimero de metastases hepaticas
e da resseccao cirurgica (26). A taxa de recorréncia apos cirurgia curativa intencional
€ relatada como sendo de 56-63% em dois anos (36), sendo que 93% das

recorréncias ocorrem dentro dos primeiros 5 anos de seguimento (37).

Menos de 25% dos pacientes com MHCCR séo considerados ressecaveis ao

diagnaostico. Anteriormente, o padréo de tratamento baseava-se na quimioterapia
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sistémica. Contudo, em virtude dos avangos recentes nos esquemas antineoplasicos
e nas técnicas cirlrgicas, a metastasectomia hepética € a opcdo padrao de
tratamento para pacientes MHCCR ressecaveis. Atualmente, a terapia multimodal,
gue inclui resseccao cirargica com margem negativa (R0O) é a Unica estratégia de
tratamento associada a taxas de sobrevida em 5 anos de 50% (33). Infelizmente, 70%
dos pacientes terdo recidiva ap0s a resseccao completa da metastase hepatica no
figado e em locais extra-hepaticos (38). Para melhorar esse desfecho, o emprego da
guimioterapia ocorre de diferentes formas: adjuvante, neoadjuvante, perioperatoria,

sistémica e regionalmente por infusdo arterial hepatica.

A terapia sistémica neoadjuvante pode incluir os agentes quimioterapicos 5-
fluoracil (5-FU), oxaliplatina, irinotecano (39) e produtos biolégicos, como os
anticorpos monoclonais contra o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(bevacizumabe) e contra o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
(cetuximabe e panitumumabe) (40). Esta abordagem apresenta diversas vantagens,
especialmente a reducdo do estadiamento de grandes lesdes hepaticas e o
tratamento de micrometéstases (41). Em comparacao a hepatectomia isoladamente,
a terapia sistémica neoadjuvante (FOLFOX4- 5-FU, leucovorina e oxaliplatina) foi
associada a uma taxa de sobrevida livre de progresséo 7,3% maior em 3 anos (42).
Este beneficio mostrou-se mais evidente em pacientes com niveis de CEA acima de
5 ng/mL, os quais apresentaram 35% de sobrevida livre de progressédo em 3 anos em

comparacao versus 20% nos pacientes submetidos a cirurgia isoladamente (43).

O emprego da terapia biolégica em neoadjuvancia ainda é discutivel. Uma
metanalise de 11 estudos envolvendo 908 pacientes para determinar o impacto da
adicdo de agentes bioldgicos a quimioterapia neoadjuvante, ndo se limitando aqueles
com metéstases ressecaveis, foi realizada. Os autores relataram uma elevada
heterogeneidade dos regimes de tratamento entre os estudos (quatro a base de
oxaliplatina, dois de irinotecano, cinco de ambos; sete de cetuximabe, quatro de
bevacizumabe). A terapia biolégica combinada a quimioterapia foi associada a uma
taxa de resposta de 68% e a uma média de 14 meses de sobrevida livre de
progressdo (bevacizumabe 14 meses (intervalo 11-18), cetuximabe 13,6 meses
(intervalo 9,8-16,5 meses) (44). O estudo BOXER, que avaliou CAPOX (capecitabine

+ oxaliplatina) com bevacizumabe no perioperatério como terapia de conversao,
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reportou 78% de taxa de resposta e 40% de taxa de conversao para ressecabilidade
(45). Todavia, a adicdo do bevacizumabe a quimioterapia neoadjuvante nao

demonstrou nenhum beneficio significativo na sobrevida geral até o momento (46,47).

A maioria dos estudos compara a quimioterapia neoadjuvante a cirurgia
isoladamente, dificultando a identificacdo da sequéncia ideal destas duas
abordagens. Até o momento, trés ensaios clinicos randomizados foram conduzidos
investigando o sequenciamento do tratamento, os quais compararam 6 meses de
guimioterapia adjuvante (regimes FOLFOX, FOLFIRI (5-FU, leucovorina e
irinotecano) ou CAPOX) a 3 meses de tratamento pré e 3 meses pos-operatério, mas

todos foram encerrados precocemente, sem completar o nUmero amostral planejado.

No momento, as diretrizes da National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) recomendam 6 meses de terapia sistémica perioperatoria (FOLFOX ou
CAPOX) para a maioria dos pacientes com MHCCR ressecéveis, com o objetivo de
aumentar a probabilidade de que a doencga microscopica residual seja erradicada. A
recomendacao € com base nos relatos positivos de melhora na sobrevida livre de
progressdo, mas ndo de sobrevida global (48-50). A terapia biolégica ndo é
recomendada no cenario neoadjuvante, exceto na terapia inicial de doenca

irressecavel, que pode ser convertida em ressecabilidade.

O principal objetivo da quimioterapia adjuvante apos a resseccdo completa da
MHCCR é erradicar a doenca micrometastatica. Enquanto a quimioterapia adjuvante
fornece beneficio de sobrevida geral no tratamento do CCR primario em estagio Il de
alto risco e estagio Il (40), o beneficio da quimioterapia adjuvante ap0s a resseccao
de metastases hepaticas ainda permanece obscuro. Um dos principais motivos para
isto € a falta de estratificacdo dos pacientes através dos fatores prognosticos ja
estabelecidos. Em uma andlise retrospectiva, Ayez e colaboradores (51) avaliaram
pacientes MHCCR ressecaveis com pontuacao de risco baixo versus alto em termos
de beneficio da quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante. O grupo de pacientes com
baixo risco ndo apresentou diferengcas em relacdo a sobrevida global entre aqueles
gue receberam e aqueles que n&o receberam quimioterapia (65 vs. 54 meses). Em
contrapartida, no grupo de alto risco, o tempo de sobrevida global entre aqueles que

receberam quimioterapia foi de 46 contra 33 meses entre 0s que ndo receberam.
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Neste sentido, é possivel que o potencial beneficio da associacdo da quimioterapia

adjuvante seja restrita & populacdo de pior prognostico.

1.2.2. Fatores prognosticos

A determinacéo da ressecabilidade oncoldgica prevé selecionar os pacientes
gue irdo obter maior beneficio apds a hepatectomia e baseia-se em critérios clinicos,
patologicos e da biologia tumoral. Com base em tais investigagdes, varios sistemas
de estadiamento e classificagdo e nomogramas foram desenvolvidos. Além disso,
alguns biomarcadores uteis e marcadores moleculares foram recentemente

introduzidos.

Diversas variaveis prognosticas ja foram identificadas até o momento, incluindo
caracteristicas demogréficas, aspectos relacionados ao tumor primario e a
apresentacdo da metéstase hepatica, aspectos peri e intraoperatérios e alguns
biomarcadores. Didaticamente, é possivel agrupar estas variaveis em (1) relativas
aos pacientes, (2) relativas ao tumor primario e (3) relativas a metastase hepética, os
guais estdo sumarizados na Tabela 1. Idade acima de 65 anos, ocorréncia de
complicacdes intra e pds operatorias (estimadas pela classificacdo de Clavien-Dindo)
e recebimento transfusdo sanguinea sdo consideradas varidveis do paciente
preditoras de piores desfechos (52-55).

Em relagdo ao tumor primario, lateralidade, invasividade tumoral (estagio T),
presenca de linfonodos regionais metastaticos, grau de diferenciacao celular, niveis
de CEA e caracteristicas moleculares figuram entre as principais caracteristicas
associadas aos desfechos dos pacientes com MHCCR. Tumores localizados no célon
direito, com invasdo da camada serosa (estagios T3 e T4), metastase linfonodal
(estagios N2 ou N3) e elevado grau de diferenciagéo celular, e pacientes com niveis
séricos CEA pre-operatoério elevados apresentam pior progndéstico e maiores chances
de recorréncia da MHCCR apoés hepatectomia (CREASY et al., 2018; MARGONIS et
al., 2019; MARQUES et al., 2018; NICHOLSON et al., 2014; VENOOK et al., 2017)
.Todavia, os relatos em relacdo a cada uma destas variaveis ainda apresentam

contradicbes e discrepancias. Por exemplo, niveis elevados de CEA pré-operatorio,
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embora frequentemente associados a piores desfechos, apresentam pontos de corte
muito amplos (entre 5 e 200 ng/mL) e, portanto, seu emprego como marcador

prognostico ainda nao foi estabelecido.

Mutacdes nos genes codificadores das moléculas-chave envolvidas na cascata
do EGFR apresentam-se como importantes fatores progndésticos. Mutacdes nos
genes KRAS, BRAF, MEK, PI3K e PTEN foram identificadas em frequéncias variaveis
nesses tumores e divergem em termos de importancia prognostica. Em termos de
biologia tumoral, as mutacbes nos genes KRAS e BRAF apresentam valor
progndstico independente para pacientes com MHCCR, elevando as chances de 6bito
em 1,86 e 3,90, respectivamente, em pacientes submetidos a hepatectomia em
relacdo aos pacientes cujos tumores possuem a versao selvagem deste genes (59).
Mutacdes em KRAS podem ocorrer em até 52% dos pacientes com MHCCR
ressecaveis, e indicam pior prognostico ao reduzir a sobrevida global para um periodo
entre 19-50 meses comparativamente aos portadores de KRAS selvagem, os quais
apresentam, em média, 70 meses de sobrevida global (60). Apesar das mutacdes no
genes da familia RAS serem mais frequentes em tumores no coélon direito, pacientes
com estas mutagcdes em tumores primariamente apresentados no coélon esquerdo
apresentam menor tempo de sobrevida global (61) sendo o efeito negativo deste
genoétipo mais pronunciado entre aqueles que apresentaram recorréncia apos a
resseccéo de MHCCR (62). Pacientes com a mutagdo V®°° em BRAF, por sua vez,
ocorre em até 9% dos pacientes, 0s quais apresentam maior risco de recorréncia em
comparacao aqueles com BRAF selvagem ou com algum dos genes da familia RAS
mutado (63). Mutac¢des de TP53 e PI3K, embora identificadas frequentemente nestes

pacientes, ndo apresentaram valor prognostico independente até o momento.

Em relacdo a metastase hepética, aspectos histoldgicos como a presenca de
invasdo linfovascular/perineural (64) e do ducto biliar e da capsula fibrética estdo
associados a menores tempos de sobrevida global (55). Outro fator largamente
estudado neste sentido é o numero de nodulos hepaticos. A presenca de 4-5 lesdes
hepaticas (65) € um fator independente e com capacidade discriminatoria do
progndstico superior a outros fatores classicos, como margens cirdrgicas e
ressecabilidade (56,66,67). Na mesma linha, o tamanho da maior lesédo (> 5 cm), a

presenca de doenca bilobar e 0 comprometimento de multiplos segmentos hepaticos
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também sdo fatores progndsticos negativos para sobrevida global e recorréncia
(54,56,67).

Embora controverso, o tempo entre o diagnéstico do CCR e a apresentacdo da
doenca hepatica metastatica € um fator progndstico descrito na maioria dos estudos.
Primeiramente, em virtude das discrepancias conceituais sobre o intervalo que define
a doenca sincronica ou metacronica, sendo 6 e 12 meses 0s mais comumente
utilizados. De qualquer forma, a doenca sincronica esta associada a piores desfechos
clinicos, incluindo menor sobrevida global e livre de progressao (53,55,56).

Outro fator relacionado as MHCCR é a resseccédo cirargica completa (R0), a
qual é considerada um fator decisivo na cura de pacientes submetidos a resseccao
hepéatica. A obtencdo de margens negativas esta associada a melhor sobrevida livre
de doenca, cuja extensdo do beneficio aumenta com o passar do tempo (54,56).
Contudo, diante de esquemas terapéuticos mais modernos (terapias-alvo), MHCCR
com margens RO e R1 (doenca microscopica) possuem taxas similares de cura (68).
Do mesmo modo, em subgrupos especificos, a margem cirargica parece perder
importancia progndstica. Em pacientes com mutacdes em KRAS, a resseccao
hepatica RO vs. R1 ndo oferece um melhor progndstico, pois margens maiores que
1-4 mm nao parecem beneficiar esses pacientes (69).

Na tentativa de compilar os fatores prognésticos em escores combinados e
com maior capacidade de prever os desfechos, diversos sistemas de pontuacgéo e
nomogramas foram propostos para estratificar os pacientes em categorias de risco.
O primeiro escore relatado com esta finalidade para pacientes com MHCCR
submetidos a resseccédo hepética foi o de Nordlinger em 1996, o qual incluiu: idade,
namero de metastases, tamanho da maior metéstase, tempo entre o tumor primario
e 0 aparecimento das metastases, invasao tecidual e linfatica do tumor primério e
margens cirargicas). Dando um ponto para cada fator, a populacdo foi dividida em
trés grupos de risco com diferentes taxas de sobrevida de 2 anos: 79%, 60% e 43%
em pacientes com 0-2, 3—-4 e 5-7 pontos, respectivamente. Pouco tempo depois,
Fong e seus colegas propuseram o Memorial Sloan-Kettering Cancer Center—Clinical
Risk Score (MSKCC-CRS), que é o escore de risco clinico para predizer recidiva ap6s
resseccdo hepatica de MHCCR mais utilizado mundialmente. O MSKCC-CRS é
baseado em cinco critérios clinicos: estado nodal do tumor primario, intervalo livre de

doenca do diagndstico do tumor primario até a descoberta das metastases hepéaticas
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em menos de 12 meses, numero de tumores maior do que 1, nivel de CEA pré-
operatério maior do que 200 ng/ml e tamanho do maior tumor maior do que 5 cm (70).
Na pratica clinica, os pacientes com MHCCR eram divididos em dois grupos: baixo
risco, CRS <2; e alto risco, CRS> 2, com o intuito de prever o beneficio da
guimioterapia adjuvante (71). Com a associacéo entre a presenca de mutagdes nos
oncogenes da familia RAS (presentes em 15-35% dos pacientes com MHCCR
ressecavel) menores sobrevida global e livre de recorréncia ap0os a resseccao
hepatica (59,72), o status da mutacdo RAS o substituiu o intervalo livre de doenca, o
namero de metastases e o nivel de CEA no escore MSKCC-CRS tradicional e o tornou
superior em termos de predicdo do prognéstico destes pacientes.

Recentemente, um novo modelo progndstico exclusivo denominado “Tumor
Burden Score” (TBS) surgiu (73), ele foi originalmente criado com referéncia a
ferramenta de progndstico “Metro-ticket” para pacientes com carcinoma hepatocelular
(74). O TBS também utiliza um continuum de tamanho e numero de lesdes, indicando
uma mudanca de paradigma de uma estratificacdo prognostica dicotbmica para
continua. O valor final é calculado através de um plano cartesiano contendo duas
variaveis: tamanho méaximo do tumor (eixo x) e numero de lesGes hepaticas (eixo y).
Calcula-se, entéo, a distancia de qualquer ponto da origem do plano (0, 0) em que

[TBS2 (diametro maximo do tumor)? + (nimero de lesdes)?].
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Tabela 1: Caracteristicas progndésticas para pacientes com MHCCR submetidos a

hepatectomia.

Variaveis

Método de classificagao
/valor de cut-off

Fatores da MHCCR

Numero de lesdes hepaticas

1-2, 3-4, 4-5, 6-7, 7-8

Diametro do maior tumor (cm)

>5

Tempo de surgimento

Sincrénica/metacroénica, 6 ou

12 meses
Doenca bilobar Sim/Nao
Invasao tecidual hepética > 30%
Metastase linfonodal/hepatoduodenal Sim/N&o
Progressao da doencga durante quimioterapia de primeira Sim/Néao
linha

Fatores do paciente

Idade (anos) > 65
Intervalo livre de doenca (meses) 12, 24, 30
CEA (ng/ml) >5-200
Nivel de ALT > 55 UL
Nivel de fosfatase alcalina >125 U/L
Nivel de albumina < 3,6 g/dL
Resposta inflamatéria Sim/Néao

(PCR>10mg/L ou razao Neutrofilos/linfocitos > 5:1)

Presenca de metastase extra-hepética

Sim/Nao, ressecavel/nao

ressecavel, outros sitios

Fatores Cirurgicos

Resseccdo ndo-anatdmica Sim/N&o
Lobectomia ou mais Sim/N&ao
Resseccéo bilateral Sim/N&o

Margem cirargica

Positivo/Negativo, 5mm, 10

mm
Perda de sangue na cirurgia > 1000 ml
Tratamento cirdrgico Sim/Nao

Fatores do tumor primario
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Estadiamento de Duke

A ou B/C

Metastase linfonodal

Sim/Né&o, N1 (1-3)/N2 (=4)

Localizacéo

Célon/reto, célon

direito/esquerdo

Diferenciacao celular/histologia

Pouco, moderadamente,

muito/ mucinoso

Invaséo da serosa (estagio T) Sim/Néao
Invaséo linfovascular/perineural Sim/Néao
Tumor budding Sim/Nao
Biomarcadores
KRAS, NRAS, BRAF Selvagem/Mutante
Escore
MSKCC-CRS CRS=< 2/CRS> 2

Abreviacdes: CEA: antigeno carcinoembriogénico; ALT: Alanina aminotransferase; PCR; proteina C
reativa, MSKCC-CRS Sloan-Kettering Cancer Center- Clinical Risk Score. Adaptado de: VOGL et al.,
2014.

Pacientes com MHCCR representam um desafio terapéutico para as diversas
especialidades envolvidas em seu tratamento. Apesar do inegavel progresso
realizado em relacdo a identificacdo dos fatores progndsticos, sabe-se que esses
pacientes apresentam um espectro molecular e genético bastante distinto.
Adicionalmente, devido a modernizacdo dos tratamentos antineoplasicos com a
incorporacdo das terapias-alvo e da imunoterapia no CCR metastatico e ao
aprimoramento das técnicas cirlrgicas para resseccdo hepética, nenhum dos
sistemas propostos até o momento pode ser considerado definitivo. Ao contrério,
ainda sdo necessarios estudos que compreendam profundamente os aspectos da
biologia tumoral e da heterogeneidade celular das MHCCR. Consequentemente, um
sistema especifico de estadiamento que inclua aspectos clinicos e moleculares e
defina subtipos MHCCR pode ser necessério para refinar a prescricao terapéutica e

alcancar melhores desfechos clinicos.
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1.2.3. Etiologia molecular e biomarcadores

A metastase € considerada como a etapa terminal em um processo
tumorigénico de varias etapas que devem ser executadas com sucesso. As células
tumorais sofrem alteracbes genéticas e epigenéticas que resultam em seu
crescimento e expansao, transicao epitelial-mesenquimal (EMT, do inglés: Epitelial-
Mesenchimal Transition), e invasdo do tecido circundante, incluindo a vasculatura ou
canais linfaticos (intravasamento). As células tumorais que abandonaram o0 seu
ambiente nativo devem sobreviver as condigdes hostis do transito pelos sistemas
vasculares, até que consigam se alojar nos microvasos de um 6rgdo hospedeiro
distante, migrar da corrente sanguinea para o0 parénquima desse Orgao
(extravasamento), e sobreviver dentro do novo microambiente estrangeiro
(colonizacao) (25). Ao longo dessa trajetéria, as células mantém um dialogo dindmico

com o microambiente tumoral.

Apesar dos avancos significativos na compreensao da tumorigénese do CCR,
0s processos regulatérios da MHCCR ainda nao foram determinados. Até o momento,
nao ha evidéncias sugerindo que o processo metastatico seja decorrente diretamente

de alteracdes genéticas especificas no CCR (75).

1.3.Sistemas de reparo do DNA

Como mencionado previamente, o estadiamento TNM é amplamente usado
para avaliacdo de risco no CCR, mas nao é totalmente preciso para previsao do
prognastico (76). Este sistema depende fortemente do status linfonodal, uma medida
gue falha em determinar com precisdo o risco de doenca recorrente no estagio Il
(nédulo negativo) e que eventualmente metastatiza (77), explorar os subtipos
moleculares do CCR e o0 seu impacto no comportamento clinico da doenca tem o

potencial de levar a uma melhor compreensao da biologia tumoral subjacente.

As deficiéncias nos sistemas de reparo do DNA tumoral tém sido um alvo

terapéutico na oncologia por mais de um século, como evidenciado pelo amplo uso
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de agentes locais (radioterapia) e sistémicos (quimioterapia) sabidamente prejudiciais
ao DNA. Apesar dos avancos nha terapéutica do cancer, varias classes de agentes
indutores de danos ao DNA (agentes a base de platina, alquilantes e intercalantes de
DNA) continuam a compor a espinha dorsal de muitos esquemas antineoplasicos.
Embora os fundamentos mecanisticos do aumento da sensibilidade das células
tumorais aos danos no DNA continuem a ser elucidados em muitos contextos, a janela
terapéutica para os agentes danificadores do DNA € mediada por uma relativa
deficiéncia na funcéo de reparo do DNA nas células tumorais em relacéo as células

normais (78).

O sistema de reparo do DNA é um conjunto complexo que dividimos
didaticamente em vias de reparo conforme o tipo de lesdo no DNA que elas reparam.
Estas vias sdo constituidas por diversas proteinas especializadas trabalhando em
conjunto para reparar o dano ao DNA e permitir que a célula siga seu ciclo. Essas
vias sdo: reparos direto, reparo por excisdo de bases (BER, do inglés: Base Excision
Repair), reparo por excisao de nucleotideos (NER), que sao responsaveis pelo reparo
de danos a bases e nucleotideos; reparo de mal pareamento (MMR), que corrige
pequenos loops de insercdes e delecbes. Além destes, existem as vias de reparo de
guebras duplas, compostos pela via de recombinacdo homdloga (HR, do inglés:
Homologous Recombination), juncdo de exterminadas ndo homélogas (NHEJ, do
inglés: Non-Homologous End Joining) e microhomologia (MMEJ, do inglés:
Microhomology end joining). Possuimos ainda uma via conhecida por sua tolerancia
a danos, a Sintese Translesdo (TLS, do inglés: Translesion Synthesis), que opera
promovendo a tolerancia a erros que bloqueiam a atividade das DNA polimerases
possibilitando a replicagdo do DNA mesmo que com erros, e a especializada via de

reparo de crosslinks (79,80).

Em alguns casos, a natureza da deficiéncia do reparo do DNA em certos tipos
tumorais foi caracterizada, e ja ha aplicabilidade clinica para biomarcadores
prognosticos e preditivos baseados nestes sistemas. Por exemplo, a associagao entre
a metilagdo do promotor de MGMT e a resposta a temozolomida no glioblastoma
multiforme; a resposta aos inibidores de PARP baseados no principio da letalidade
sintética em tumores de mama, ovario e prostata com mutagcbes em BRCAL/2; e a

deficiéncia da via MMR em tumores colorretais e a resposta ao 5-FU e inibidores de
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PD-1/PD-L1 (81-84). Além disto, o reparo disfuncional dos danos ao DNA esta
fortemente envolvido nos eventos de iniciagdo, invasdo e metastatizagdo do cancer.
A deficiéncia em MMR em diversos tipos de tumores, por exemplo, se traduz
clinicamente em caracteristicas clinicopatolégicas associadas a agressividade

tumoral, recorréncia e sobrevida do paciente (85).

1.3.1. Reparo de Malpareamento

Neste sentido, um consorcio internacional realizou o compartilhamento e a
analise de dados em larga escala de seis diferentes sistemas de classificacdo de
subtipos baseados no transcriptoma de tumores colorretais, o que gerou um modelo
de consenso para a classificacdo molecular dos subtipos desta neoplasia. Esse
consenso possibilitou a classificacdo da maioria dos tumores em um de quatro
subtipos moleculares (CMS, do inglés: Consensus Molecular Subtypes) (86,87), dois

deles relacionados a proficiéncia da via MMR.

O subtipo CMS1 (subtipo MSI-imune, 14%) compreende a maioria dos tumores
com MSI, a qual resulta de inativacdes epigenéticas nos promotores de nos genes de
MMR nas células somaticas do epitélio intestinal. A principal tarefa desta via é corrigir
malpareamentos espontaneos do tipo base-base e pequenos loops de insercéo-
delecdo (indels) que sé&o gerados principalmente durante a replicacdo do DNA.
Quando o MMR é deficiente, ele ndo corrige esses erros e, consequentemente, a taxa
de mutacdo aumenta, assim como as altera¢des nas sequéncias e no comprimento

dos microssatélites (88,89).

O sistema MMR consiste em um grupo de proteinas que interagem como
heterodimeros capazes de perceber e reparar bases mal pareadas e pequenas alcas
formadas a partir de inser¢des ou dele¢des. O sistema MMR inclui 3 homologos MutS
(MSH2, MSH3 e MSH6) e 4 homologos MutL (MLH1, MLH3, PMS1 e PMS2) que
funcionam em pares para corrigir erros de pareamento durante a replicacdo do DNA.
Especificamente, MSH2 forma heterodimeros com MSH3 (MutSB) e MSH6 (MutSa).
MLH1 funciona com PMS2, PMS1 e MLH3 formando MutLa, MutLp e MutlLy,
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respectivamente. A Figura 1 apresenta 0s passos sequenciais de processamento
destas lesdes.

‘MutSB OR
M
5 utsa 4P 3
L , )
3 MutLe 5
v Detecting mismatch
PCNA
5 MutSa ﬁ 3
2%
8 MutlLa 5
RFC
\J
PeNAg FOI0 PCNA EXO1
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S' 3’ . .
5. " Mismatch repaired
s 5

Figura 1: Esquema do sistema eucariético de reparo de malpareamento (MMR).
MutSa (MSH2-MSHG6) ou MutSB fazem o reconhecimento e ligam-se ao local da
lesdo. Em seguida, outras moléculas sao recrutadas para o local, incluindo MutLa
(MLH1-PMS2), o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e o fator de
replicacdo C (RFC). A presenca destes trés componentes forma um complexo que
inicia a atividade endonuclease de PMS2, a qual promove quebras simples no DNA
préximas a regido da lesdo, permitindo o acesso da exonuclease 1 (EXO1). Apos
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excisdo da lesdo e ressintese do segmento com base no segmento homologo, a

Ligase 1 liga as duas extremidades da fita, restaurando a sua integridade (90).

A forma classica pela qual a deficiéncia em MMR (dMMR) é identificadaatravés
de imunohistoquimica, pela qual é possivel detectar a auséncia de expresséo de uma
ou mais proteinas no tecido tumoral (91). Através desta técnica, avalia-se a expressao
das proteinas MLH1, PMS2, MSH2 e MSH6. A perda da expressdo de MLH1 é
acompanhada pela perda de PMS2 (pois formam o heterodimero MutLa) e resulta em
inativacdo da via. Da mesma forma, a perda de PMS2 mesmo com expressdo de
MLH1 intacta (auséncia de mutac¢des ou silenciamento epigenético do promotor de
hMLH1) ou a perda de expressdo de MSH2 ou MSH6 (que forma o heterodimero

MutSa) também resultam em inativag&o da via (92).

Variacfes na deficiéncia de genes de reparo de DNA séo importantes para a
suscetibilidade tumoral especifica. A perda do funcionamento adequado das
proteinas de reparo de danos ao DNA, seja por meio de mutacdes ou pela perda de
traducdo, introduz instabilidade gendmica critica para a evolucdo do tumor (93). A
disfuncdo do MMR em humanos foi identificada em 1993, em tumores de célon,
endométrio e outros 6rgaos alvo da HPNCC. Desde aquele momento, a MSI, a
principal marca resultante da deficiéncia do MMR, foi também detectada em cerca de
15-20% de tumores colorretais esporadicos (94). Entre outras razdes, o sistema de
MMR também parece estar envolvido na sinalizacdo de danos poés-replicativos do
DNA, fato que pode ajudar a explicar por que o processo de transformacao
relacionada com defeitos de MMR preferencialmente afeta as células de proliferacao
rapida, tais como os tecidos do epitélio do colon (95).

Tumores colorretais com MSI sao hipermutados, frequentemente apresentam
a mutacdo BRAFVY8%E e um baixo numero de alteracdes no nimero de copias
gendmicas. Este subtipo € caracterizado por possuir uma forte ativacdo imune,
incluindo ativagéo do receptor de morte programada- 1 (PD-1, do inglés: Programmed
Death 1) e infiltracdo de células Natural Killers (NK), células T helper tipo 1, células T
citotoxicas e linfocitos T citotoxicos CD8+ no tumor (96). Os tumores com MSI sdo
frequentemente encontrados no célon proximal e caracterizam-se por histologia
mucinosa, pouca diferenciagéo celular e infiltracéo linfatica e melhor prognaostico (97).

Em termos de resposta terapéutica, a presenca de MSI é um indicativo de resisténcia



32

ao 5-FU. Por isto, tumores colorretais em estagio Il sdo testados para MSI para
discernir entre aqueles que se beneficiardo ou nédo da terapia adjuvante com 5-FU,
considerando que neste estagio a doenca apresenta um bom prognéstico. Pacientes
sem MSI e submetidos a tratamento com 5-FU apresentam sobrevida mais longa do
gue os pacientes sem MSI que nao foram tratados (98). Em relagcédo a pacientes com
doenca avancada, a deficiéncia em MMR/MSI, em virtude de elevar a carga
mutacional e estimular a producdo de neoantigenos, é o marcador preditivo de

resposta a imunoterapia (99).

Em contrapartida, tumores colorretais que se enquadram no subtipo CMS4
apresentam estabilidade de microssatélites (ou proficiéncia da via MMR) e nivel baixo
de hipermetilacdo génica (86). Este subtipo abrange tumores caracterizados pela
ativagao de vias relacionadas EMT, como integrinas e TGFf3, e tém superexpressao
de proteinas ligadas ao remodelamento da matriz extracelular, bem como seu
desenvolvimento apresenta influéncia pré-angiogénica e estromatica, o que se traduz
clinicamente em maior risco de metastases a distancia e menor sobrevida (86).
Tumores colorretais CMS4 sdo frequentemente diagnosticados em estagios mais
avancados e possuem um pior prognéstico com a pior sobrevida apés 5 anos (62%)
dentre os subtipos moleculares. Embora a terapia adjuvante FOLFOX seja indicada
para estadio Ill, tumores CMS4 ndo demonstram nenhum beneficio com o sistema de

terapia adjuvante (100).

Contudo, a prevaléncia de MSI em tumores colorretais metastaticos € de
apenas 4% (101). Nestes tumores, a deficiéncia de MMR/MSI foi previamente
associada a um pior prognéstico, o que poderia ser impulsionado, em parte, pelo fato
de que 20-34% dos CCR em estagio IV e deficientes em MMR apresentariam maior
frequéncia de mutacGes BRAFV60E (102). Historicamente, o tempo médio de
sobrevida para estes tumores é de 10,2 meses versus 17,9 meses dos pacientes com
CCR metastatico e MMR proficiente (101).

Um estudo investigou as alterac6es moleculares associadas a agressividade
do estagio Il/lll e as MHCCR correspondentes. Os autores identificaram que a
presenca de duas formas a deficiéncia de MMR foi associada a perda de
heterozigosidade e a um curso de doenca menos agressivo do que as MHCCR com

MMR proficiente. Estes achados s&o particularmente relevantes para pacientes com
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diagndstico de CCR estagios Il/lll com MHCCR recorrente, pois significa que a
doenca metastatica seria biologicamente mais branda e elegivel a resseccao,

favorecendo o prognostico desta populagéo (103).

Todavia, nas MHCCR, a incidéncia de dMMR é baixa (104), portanto, pode-se
esperar que as MHCCR respondam mal aos inibidores de checkpoint imunolégico.
No entanto, esses tumores contém infiltrados linfocitarios, e um numero maior de
células T CD8+ infiltrantes nas metastases esta positivamente associado a sobrevida
global e a resposta a quimioterapia (105,106), indicando que a imunidade de células
T intratumoral é um importante determinante da progressao das MHCCR. Além disso,
as MHCCR proficientes em MMR sdo imunologicamente distintas do CCR primario
em termos de infiltracdo imunolégica (105). Outro aspecto importante é que o
ambiente imunoldgico exclusivo no figado favorece a tolerancia imunolégica (107), e
€ um dos mecanismos usados por este 6rgdo para resistir as respostas imunes,
incluindo a inducéo da expressao de receptores inibitorios nas células T hepaticas e
seus ligantes nos hepatocitos e outras células do tecido hepatico (108). Ja foi relatado
que as células T citotoxicas CD8+ e as células T helper CD4+ intratumorais sao
funcionalmente comprometidas nas MHCCR (109) e que a supressdo mediada por
células T reguladoras intratumorais pode ser aliviada bloqueando o receptor inibitorio
CTLA-4 (110). Entretanto, a expressao e os papéis funcionais dos perfis funcionais
das vias de reparo do DNA para além do status da via MMR na regulacdo das
respostas de células T efetoras e reguladoras que se infiltram no tumor ainda néao

foram estudados nas MHCCR.

1.3.2. Reparo por excisao de bases

No ambito dos sistemas de reparo do DNA no CCR emerge a importancia de
outra via, inicialmente relacionada a etiologia da doenca. Apesar de a causa da maior
parte dos CCR serem fatores ambientais, os estudos mostram que as predisposi¢coes
individuais para desenvolver este tipo de neoplasia podem depender de mudancas
genéticas, incluindo modificagdes nos genes envolvidos no processo de reparo do

DNA. A principal fonte de danos ao DNA col6nico vem do metabolismo oxidativo e da
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respiracao celular, os quais geram produtos que podem atuar tanto na modificagao
de bases quanto induzindo quebras simples e duplas na cadeia do DNA (111).
Portanto, a superproducdo de espécies reativas do oxigénio combinada com a
insuficiéncia de mecanismos de defesa aos danos oxidativo € um dos maiores
contribuintes para a carcinogénese colorretal (112). Considerando ainda que o0s
principais fatores etiolégicos do CCR s&o sabidos por estimular ndo apenas o0s
processos oxidativo como a lipoperoxidacédo, vé-se 0 quanto uma via que remova 0s
danos oxidativos € essencial para a estabilidade da integridade gendémica destas
células (113).

O BER atua como um dos processos mais ativos de reparo do DNA tdo
exposto aos danos enddgenos das células intestinais, permitindo o reconhecimento
especifico da lesdo e a excisao de uma até doze bases danificadas. Além disto, esta
via € também responsavel pela remocao de bases danificadas por desaminacdo
espontanea e enzimatica, depurinacéo e pela exposicdo a agentes exdégenos, como
alguns quimioterapicos (114). Normalmente, o BER é iniciado pelo reconhecimento e
remocao de bases danificadas por DNA glicosilases (UNG, OGG1, MPG), resultando
na formacdo de sitios apurinicos/apirimidinicos (AP). Os sitios AP sdo altamente
mutagénicos e requerem processamento subsequente por uma AP-endonuclease
(APE1) ou pela atividade liase das glicosilases bifuncionais, que removem a estrutura
fosfodiéster do sitio AP e produzem uma extremidade 3’ -OH e outra 5° dRP. Deste
processo, resultam quebras simples (SSB, do inglés: Single Strand Breaks), que
podem ser processadas pelas vias longa ou curta do BER. Neste ponto, na formacao
de uma SSB, a poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1) é envolvida, sinalizando a
presenca deste intermediério, protegendo contra a formacao de quebras duplas (DSB,
do inglés: Double Strand Breaks) e desempenhando um papel no recrutamento de
proteinas através de sua atividade de poli (ADP-ribosil) (115). Uma DNA polimerase
(como a PolB) limpa o grupamento 5’ dRP e preenche o sitio AP, utilizando como
molde a fita complementar. Finalmente, uma DNA ligase Il associada a XRCC1 (X-
Ray Repair Cross-Complementing Protein 1), selam a ligacdo e estabilizam a fita de
DNA reparada. Quando a extremidade 5' ndo é fragil e ndo é passivel de
processamento pela Polf3, a via longa é recrutada. Uma mudanca de polimerase para
Pold/e estimula o deslocamento da fita e cria um flap 5' de 2—8 nucleotideos, clivado

pela FEN1 (Flap Endonuclease 1) e subsequentemente ligado pela DNA ligase |
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(Figura 2). Nao se sabem precisamente 0S mecanismos exatos pelos quais as
subvias séo escolhidas, mas essa escolha provavelmente depende do tipo especifico
de dano a base, bem como da disponibilidade de enzimas e fatores especificos do
BER (116).
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Figura 2: Viséo geral esquematica do BER. O BER ¢ iniciada pelo reconhecimento

Repaired DNA

e remocao de uma base danificada (estrela vermelha) por uma DNA glicosilase. Apés
a formacao de um sitio AP, APE1 remove a estrutura fosfodiéster do sitio AP e produz
uma extremidade 3’ -OH e outra 5 dRP. O BER pode entdo seguir por uma via curta
(short-patch) ou longa (long-patch). Abreviaturas: AP: sitio apurinico/ apirimidinico;
APEL: AP-endonuclease 1; FENL1: flap endonuclease 1; Lig: ligase; PARP1: poli
(ADP-ribose) polimerase 1; PCNA: antigeno nuclear de proliferacdo celular; Pol: DNA

polimerase; XRCC1: X-Ray Repair Cross-Complementing Protein 1 (116).

A relevancia classica do BER no CCR esta relacionada a mutacao germinativa
no gene MUTYH, responsavel pela polipose associada ao MUTYH (MAP), a qual
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responde por 0,3-1% de todos os casos de CCR (117). Pacientes portadores de
mutacdes em MUTYH (Tyrl65Cys ou Gly382Asp) tendem a desenvolver multiplos
polipos adenomatosos no colon durante sua vida e apresentam um risco até 93 vezes
maior de desenvolver CCR (118). MUTYH é uma DNA glicosilase de DNA envolvida
no reparo de danos oxidativos e de erros pos-replicativos (119). No entanto, outros
componentes do BER tém chamado a atencdo no contexto da carcinogénese

esporadica do CCR, seu progndstico e resposta a quimioterapia.

Diferentemente do MMR, a perda ou inativacdo de um dos componentes do
BER nao resulta em deficiéncia completa da via, mas em desequilibrio. Este
desequilibrio pode ser causado por superexpressao, perda ou inibicdo de um ou mais
de seus componentes, e garante uma imensa versatilidade de desfechos ainda
desconhecidos para as células. Por exemplo, enquanto a auséncia de uma DNA
glicosilase previne a iniciacdo do BER, a inibicdo de PARP1 permite a iniciacdo da
via, mas com um grande acumulo de intermediarios toxicos (120). De acordo com o
conceito de “desequilibrio do BER” (121), qualquer desequilibrio na disponibilidade
ou no funcionamento de uma determinada enzima pode levar ao acumulo de
intermediarios toxicos (como sitios abasicos ndo processados e quebras simples),
mas também de mutacBes e formacdo de produtos proteicos incompletos ou
avariados, dependendo da regido do DNA em que ocorrem. Dependendo do nivel
deste acumulo, eles podem oferecer a célula uma toxicidade ainda maior do que

aquela gerada por uma lesdo em uma base em especial.

Curiosamente, o MMR atua nas mesmas lesdes de base que o BER. Esta
compreensao € particularmente importante na resposta a terapia, incluindo analogos
de nucleosideos que se incorporam ao DNA (5-FU), antifolatos que inibem a sintese
de trifosfato de desoxitimidina e, portanto, aumentam a incorporagao de uracila, como
0 pemetrexedo; agentes desmetilantes, que causam danos ao DNA por
aprisionamento de DNA metiltransferase, como a decitabina; agentes platinados,
como a cisplatina e a oxaliplatina; e agentes alquilantes que produzem adutos de
DNA, como a temozolomida) (122-124). Assim, varios agentes quimioterapicos
produzem modificagdes no DNA que dependem do BER para remoc¢ao e modulagao
da citotoxicidade destes agentes em células tumorais. As abordagens atuais de

radioterapia, além de quebras duplas, também geram uma grande proporcédo de
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danos ao DNA, uma vez que a radiacao ionizante induz danos diretos as bases, danos
oxidativos e quebras simples no DNA, todas reconhecidas pelo BER. Portanto, a
guantidade de danos induzidos ao DNA pela quimioterapia e/ou radioterapia devem
sobrecarregar a capacidade da célula tumoral em repara-los para que a eficacia

terapéutica seja alcancada (125).

1.3.2.1. 0OGG1

O dano oxidativo ao DNA € um grande fardo para as células que sofrem
respiracao aerobia. Por este motivo, as células desenvolveram um elaborado sistema
de reparo para remover les6es oxidativas no DNA. Niveis elevados de espécies
reativas do oxigénio (ERO) ou baixas defesas antioxidantes levam ao desequilibrio
na formacédo de danos ao DNA. As ERO, ao interagirem diretamente com o DNA,
resultam em danos as bases, induzindo a formacdo de sitios apurinicos ou
apirimidinicos, ligagcfes cruzadas entre DNA e proteinas e quebras nas fitas do DNA,
todos estes eventos contribuem para a instabilidade genémica (126). Dentre as bases
nitrogenadas, a guanina € o principal da oxidacdo, dando origem a 8-oxo-7,8-diidro-
desoxiguanosina (8-0xo-dG). A 8-0xo-dG € a consequéncia mais pro-mutagénica das
ERO, causando a transversédo G:C > T:A. A 8-0xoG-DNA glicosilase (OGG1) é uma
DNA glicosilase bifuncional, que atua em conjunto com a MUTYH, e a responséavel

pelo reconhecimento e remocéao de lesdes do tipo 8-0xoG (127).

No CCR esporadico, adutos de 8-oxo-dG nédo reparados induzem mutacdes
em proto-oncogenes (como KRAS), genes supressores tumorais e também
associam-se a downregulation de outros genes da via do BER (MUTYH e hOGG1) no
tumor em relacdo aos tecidos adjacentes (128). Através de danos ao DNA mediados
por 8-OHdG e a ativagcéo de genes da familia RAS, ja se demonstrou que a deficiéncia
de OGG1l em mamiferos resulta em mutagénese transcricional (129). Portanto, a
presenca de lesbes oxidativas no DNA néo-processadas induzem reducdo da
capacidade funcional do BER e elevam a suscetibilidade a novos danos, promovendo
fendtipos mais agressivos (130). De fato, ja foi demonstrado que a capacidade de

reparo do BER no tecido tumoral e na mucosa adjacente correlacionam-se
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positivamente ao estagio avancado do tumor (130). Além disto, em pacientes com
CCR tratados com 5-FU, a sobrevida global daqueles com menores indices de
capacidade de reparo do BER no tecido tumoral foi superior em relagéo aqueles com
capacidade de reparo mais elevada, provavelmente porque as lesées induzidas pelo
5-FU nédo sao reparadas e as células séo inevitavelmente conduzidas a apoptose
(130).

Alteracdes nos niveis de expresséo do gene OGG1 foram relatadas em tecidos
epiteliais intestinais saudaveis, adenocarcinomas colorretais e células mononucleares
do sangue de pacientes com CCR. A reducdo na expressdao de OGG1l em
adenocarcinomas colorretais (em comparacao com tecidos circunvizinhos saudaveis)
foi associada a tumores distais e em estagios mais avancados (131). Contrariamente,
niveis mais elevados de OGG1 em leucdcitos de pacientes com neoplasias e em
tumores colorretais foram associados a caracteristicas de pior prognéstico, como

maior invasividade tecidual e elevado grau de diferenciacao celular (132,133).

Alguns estudos ja relataram que as concentracdes urindrias nos tecidos
tumorais do metabdlito 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OH-dG) sdo maiores em
pacientes com cancer de figado ou de vias biliares (134,135). Um estudo avaliando
paciente com doencas hepatobiliares demonstrou que 0s niveis concentracao urinaria
de 8-oxo0-dG s&o maiores nos pacientes com doencas malignas. Entre os pacientes
com colangiocarcinoma intra-hepético e carcinoma da vesicula biliar, os niveis de 8-
OH-dG urinario tenderam a ser mais elevados em pacientes com metastases para

linfonodos positivos do que naqueles com doenca negativa para linfonodos (136).

Durante a cirurgia de resseccdo hepdtica, a ocorréncia de manobras
envolvendo isquemia/reperfusdo foram associadas a disfuncdo de hepatécitos,
aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatorias, aumento da atividade aumentada
de metaloproteinases metastéaticas, que por sua vez podem estimular a progressao
de micrometastases do carcinoma colorretal metastatico (137,138). Além disto, o
trauma cirargico cria condi¢cbes favoraveis para o aumento descontrolado das
concentragfes de radicais superoxido (02°), os quais causam a oxidagdo do DNA,
levando a oxidacao de varias bases e nucleotideos no DNA (139). Esta situacédo cria

um estado redox no orgao tratado com cirurgia € no organismo em geral, 0 que é um
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fator chave na recidiva local e de metastases distantes apdés a realizacdo da

resseccao tumoral.

Mais recentemente, demonstrou-se que 0 aumento nos niveis urinarios de 8-
OH-dG entre pacientes submetidos a ressec¢do RO de MHCCR foram associados ao
tempo de isquemia térmica (= 40 min), duracdo da cirurgia (= 300 min), volume da
maior lesdo (= 12 cm3) e grau de diferenciagdo tumoral. Além disto, os niveis de 8-
OH-dG na urina séo significativamente mais elevados em pacientes com metastases
de longo prazo, em comparagdo aos pacientes sem metastases (140). Em
colangiocarcinomas, a redugdo da expressao de OGG1l, avaliada por
imunoistoquimica, foi associada a maior grau de invasividade tecidual (T4), presenca
de invasdo linfovascular e perineural, e um progndstico significativamente pior
(sobrevida global e sobrevida livre de recorréncia) (141). Todavia, nenhum estudo até
0 momento avaliou a expressdo génica ou proteica de OGG1 diretamente em
amostras de MHCCR.

1.3.2.2. DNA Polimerase 8

As células eucaridticas expressam diversas DNA polimerases, e muitas delas
estdo envolvidas no reparo do DNA. Genes humanos que codificam pelo menos 17
polimerases de DNA j& foram caracterizados até o momento, e pelo menos 11 destas
tém propriedades consistentes com papéis no reparo do DNA. A Pol3 contribui com
duas reagbes enzimaticas que modificam os terminais 3’ e 5’ através das suas
atividades polimerase e liase, que modificam o DNA a montante e a jusante da fita
incisada, respectivamente. Como mencionado anteriormente, a Polf3 catalisa a adicao
de um monofosfato de desoxinucleosideo (dNMP) a extremidade 3’ (atividade da
polimerase) enquanto remove a porgéo 5-dRP (atividade da liase), gerando assim

uma incisdo no DNA (116).

Defeitos em Polf tém sido associados a cancer, envelhecimento,
neurodegeneracao; sua expressdo € critica para a resposta celular a genotoxinas
ambientais e quimioterapicas. A via curta do BER, dependente de PolB3, € um

processo altamente complexo que envolve varias proteinas e requer multiplas
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interacOes proteina-proteina para o reparo (dependendo da lesdo de base). Portanto,
€ possivel que interferéncias sobre a fungéo desta proteina inibam substancialmente

o reparo do DNA mediado por esta via (142).

Foi sugerido que tumores colorretais ou linhagens celulares que apresentam
mutacdes no gene APC (considerado o primeiro evento genético da sequéncia
adenoma-carcinoma) produzem uma proteina truncada sem o dominio inibidor de
reparo de DNA. Por meio de uma interagao entre a APC truncada e Pol3, é possivel
gue a eficiéncia do BER seja comprometida nestas células, e este processo esteja
envolvido com a inducdo de apoptose das células tumorais (143). Em tumores
avancados de mama, agressividade tumoral e pior prognostico foram associado a
presenca de baixa expressado de POLB e de Polf3 (144). Em contrapartida, niveis mais
elevados de expressdao do gene POLB do seu produto proteico, PolB, foram
associados a presenca de linfonodos metastaticos, tumores mais avancados, tumores
localizados no colon direito e a menor sobrevida global (132,145,146). Resultados
semelhantes foram encontrados em pacientes com cancer gastrico
superexpressando POLB, os quais apresentaram metastases linfonodais e alto grau
de diferenciacao celular. Além disso, estes pacientes apresentaram menor tempo de
sobrevida global apds a quimioterapia poés-operatéria (147). Apesar destes

resultados, os niveis de POLB/Polp ainda nao foram avaliados em MHCCR.

1.3.23. PARP1

PARP1 é uma enzima abundante, considerada como uma das primeiras
respondedoras a danos e um sensor molecular de lesbes no DNA, particularmente
aquelas contendo sitios AP e SSB, os intermediarios iniciais de BER. Apo0s a ligacao
ao local da lesdo no DNA, PARPL1 é ativada e inicia a sintese de poli (ADP-ribose)
(PAR). PARPL1 sofre auto-PARilacéo e PARIla outras proteinas envolvidas no reparo
do DNA para promover o recrutamento de outras proteinas de BER, incluindo XRCC1
e Polf. Desta forma, PARP1 tem um impacto positivo no sistema BER. No entanto,
diante do excesso de dano ao DNA, PARP1 também pode ter um impacto negativo

na sobrevivéncia celular de duas formas: (1) ao formar um crosslink com o sitio AP,
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sinalizando a falha do BER; e (2) ao desencadear a PARilagdo em excesso, levando
ao esgotamento dos niveis celulares de adenosina trifofosfato (ATP) e de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD, do inglés: Nicotinamide Adenine

Dinucleotide), resultando na morte celular (116).

O nivel de expressao de PARP1 em amostras tumorais de CCR em relagcéo ao
epitélio colénico normal pode ser uma forma de ditar a especificidade dos tecidos
neoplésicos ao potencial emprego de inibidores de PARP (PARPI). Neste sentido, ja
foram descritos niveis mais elevados de PARP1 em amostras de polipos
adenomatosos e de tumores colorretais em relacéo aos tecidos adjacentes, sugerindo
uma influéncia na progressdo de CCR (148). A elevacao dos niveis de PARP1 em
tumores colorretais (em relacdo aos tecidos adjacentes) foi também associada a
maior chance de recorréncia da doenca e a presenca de dMMR/MSI. Ainda,
comparativamente ao tumor primario, relatou-se niveis de PARP1 ainda maiores nas

metastases (149).

Em contrapartida, outros estudos relataram que a superexpressao de PARP1
em tecidos tumorais colorretais associa-se a caracteristicas clinicas de menor
agressividade tumoral, como localizacao proximal e auséncia de invasdes linfatica e
perineural (131,132). Em relacdo ao prognéstico da doenca, foi sugerido que a
superexpressao de PARP1 é um preditor de piores sobrevida global e sobrevida livre

de progressao nestes pacientes (150).

1.3.24. XRCC1

XRCC1 é uma proteina scaffold acessoria do BER, que interage com POL e
DNA ligase Il (116). Em tumores colorretais e em tumores gastricos localmente
avancados ou metastaticos, a expressédo de XRCCL1 ja foi investigada como marcador
de auséncia de resposta a quimioterapia (FOLFOX-4), mas sem sucesso em ambos
0s casos (151-153). No entanto, a superexpressdo desta proteina em tumores
colorretais foi associada a tumores com alto grau de diferenciagdo, presenca de
invaséo linfatica, metastases em linfonodos regionais e maior invasividade tecidual
(132,145).
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Recentemente, foi reportada a existéncia de uma associacdo entre 0s niveis
de expressdo da enzima desintoxicante de aldeido, a aldeido desidrogenase 2
(ALDH2), e XRCC1. Independentemente do tipo de neoplasia, viu-se que a expressao
dos genes correspondentes era invariavelmente inversa. Contudo, tumores com
baixos niveis de expresséo génica de ALDH2 e altos niveis de XRCC1 indicam pior
sobrevida global, particularmente em pacientes com cancer de pulméo e figado (154).
Entretanto, ndo ha estudos avaliando a expresséo génica ou proteica de XRCC1 em
MHCCR.

1.3.3. Reparo por excisao de bases e sistema imune tumoral

Embora a atividade coordenada das vias de reparo do DNA corrija rapidamente
a maioria das lesdes de DNA, o reparo tardio ou inadequado pode levar a alteracbes
no genoma do tumor que alterem o equilibrio imunol6égico no microambiente tumoral.
A interacdo entre o tumor e o sistema imune do hospedeiro tem sido apreciada por
varias décadas, e tentativas terapéuticas para ativar o sistema imune do hospedeiro

para eliminar células tumorais mostraram alguma eficécia clinica (78).

A terapia com bloqueadores de checkpoint imunolégico surgiu recentemente
como um tratamento de proxima geracdo promissor do cancer. Uma terapia em
particular € a terapia com anticorpo monoclonal contra a proteina de morte celular
programada (PD-1) e contra o ligante da proteina de morte programada 1 (PD-L1),
as quais tém sido amplamente exploradas em varios tipos de tumores avancados e
refratarios as terapias de primeira linha (155). O anticorpo anti-PD-1/PD-L1 restaura
as respostas imunes antitumorais interrompendo as interacdes entre PD-1 e seu
ligante, PD-L1, proporcionando assim efeitos antitumorais eficazes, ao aumentar a
atividade imunoldgica do corpo contra o tumor. No entanto, as respostas a esta
abordagem séo altamente variaveis (155). Enquanto os anticorpos anti-PD-1/PD-L1
por si s6 produzem taxas de resposta dramaticas para pacientes altamente
respondedores (cerca de 5% dos pacientes), aproximadamente 40% dos pacientes

apresentam progressao da doenca (156,157).
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Por este motivo, a medida que a evidéncia do uso dos inibidores de checkpoint
imunolégico continua a crescer, uma grande necessidade ndo completamente
atendida € a identificacdo de biomarcadores confidveis que prevejam a resposta a
estes agentes. Alternativamente, combinacdes entre os anticorpos anti-PD-1/PD-L1
e radioterapia e/ou quimioterapia vém sendo alvo de estudo para potencializar os

resultados da imunoterapia.

O tratamento repetido com 5-FU tende a reprimir as funcdes imunolégicas
antitumorais e a elevar a expressao de PD-L1 nas células tumorais. A droga
inicialmente promove a proliferagdo e citotoxicidade de células T CD8 + infiltrantes de
tumor apés um ciclo de tratamento, mas apoOs ciclos repetidos as funcdes
imunoldgicas antitumorais ficam prejudicadas, com a liberacdo de fatores
imunossupressores, o que pode diminuir a eficdcia antitumoral da quimioterapia (158).
Como 5-FU regula positivamente a expressao de PD-L1, a inducdo precoce da
expressao desta proteina € potencialmente benéfica, pois sensibilizaria o tumor ao
anticorpo anti-PD-L1 (159).

Agentes alquilantes (platinados) também estimulam a imunidade antitumoral,
através de diferentes mecanismos e vias, incluindo um aumento da infiltracdo tumoral
de células T CD8 +. Esses efeitos tendem a sensibilizar o tumor em relagdo as
terapias com anticorpos anti-PD-1/PD-L1. De fato, em estudos in vivo e in vitro, ja
demonstrou-se que a cisplatina regula positivamente a expressdo de PD-L1
(160,161).

Estas informacfes também devem ser consideradas quando a quimioterapia
citotdxica é realizada apOs a imunoterapia baseada em inibidores de PD-1/PD-L1,
uma vez que a Unica opc¢dao de tratamento para pacientes refratarios ou com resposta
subdtima a imunoterapia € a quimioterapia. Existem dados que sustentam o fato de
gue a resposta a quimioterapia apos a terapia com anti- PD-1/PD-L1 é restabelecida.
Em tumores gastrointestinais tém-se sugerido que as taxas de resposta a
quimioterapia foram aumentadas nos casos em que 0S pacientes receberam
imunoterapia anteriormente (162). Portanto, ndo apenas a imunoterapia pode
reeducar as células imunossupressoras, mas também pode ressensibilizar as células

tumorais a quimioterapia.
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E é neste sentido que varias linhas de evidéncia vém sugerindo que os
diferentes perfis de comportamento dos sistemas de reparo do DNA desempenhem
um papel importante na conducdo da sensibilidade e resposta inibidores de
checkpoint imunologico. Atualmente, sabe-se que a diferenca observada na
responsividade ao bloqueio de PD-1/PD-L1 entre tumores colorretais deficientes e
proficientes em MMR esta relacionada ao maior nimero de mutacdes soméaticas
induzidas pela presenca de microssatélites devido a capacidade reduzida de reparo
e a formacao de produtos proteicos que agem como neoantigenos. A elevada taxa de
mutacdo pode resultar na presenca de mais neoantigenos codificados, os quais
desencadeiam respostas mais fortes de células T antitumorais (163). De fato, os
tumores de CCR deficientes em MMR séo caracterizados por infiltracdo de células T
CD8+ mais densas e também tém niveis mais altos de expressdo de moléculas de
inibicAo do checkpoint imunoldgico, provavelmente resistindo a eliminacéo
imunomediada do tumor, o que possivelmente explica a sua maior sensibilidade aos
inibidores de PD-1/PD-L1 (164).

Recentemente, foi reportado que o dano oxidativo ao DNA e a indugéo de DSB
regulam positivamente a expressdo de PD-L1 em células tumorais. A deplecao
funcional do BER através do silenciamento de uma DNA glicosilase, aumenta a
expresséao de PD-L1 em resposta aos danos oxidativos, denotando que a sinalizacdo
de danos ao DNA é um dos mecanismos que regula a expressao de PD-L1. Além
disto, andlises de transcriptomica do The Cancer Genome Atlas (TCGA) revelaram
gue tumores com baixa expressdo de genes do BER apresentam alta frequéncia de
MSI e producdo de neoantigenos e, portanto, maior expressédo de PD-L1 (165). A
expresséo de PD-L1 também foi positivamente relacionada a expressao de yH2AX
(que se refere a fosforilacdo da histona H2AX diante da presen¢a de DSB) em alguns

tipos de tumores, como o carcinoma de células escamosas do pulméo (166,167).

Aléem de dMMR/MSI, defeitos em outras vias principais dos sistemas de
resposta a danos ao DNA vém demonstrando promover a expressao de PD-L1, elevar
linfocitos intratumorais e aumentar a carga de neoantigenos, os quais figuram como
potenciais determinantes da resposta aos inibidores de checkpoint imune.
Curiosamente, os pacientes com mutacfes em multiplas vias dos sistemas de

resposta a danos ao DNA exibem uma resposta clinica favoravel aos inibidores de
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PD-1/PD-L1. Portanto, é necessario compreender melhor como 0s componentes das
vérias vias relacionadas ao reparo do DNA podem melhorar a compreensdo da
biologia tumoral e servir como potenciais preditores da resposta dos inibidores de

checkpoint imune.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de décadas de avancos nos regimes de quimioterapia citotoxica,
terapias biologicas, deteccéo radiologica e técnicas cirargicas, as MHCCR continuam
a ser a principal causa de mortalidade em pacientes com CCR. Infelizmente, a
ressecc¢ao cirdrgica de MHCCR, apesar de ser a principal abordagem com intengéo
curativa, tem beneficios que podem ser considerados 6timos em apenas 20-30% dos
pacientes. A terapia sistémica, por sua vez, proporciona beneficio limitado de
sobrevida. Pacientes com MHCCR irressecavel tém um progndstico ruim, com uma
sobrevida média de apenas dois anos. Além disto, um numero significativo de
pacientes ndo se beneficiara da cirurgia de metastase hepética, porque a recorréncia
precoce ocorrerd. Como ja observado, a taxa de recorréncia de um ano apos a cirurgia
hepatica para MHCCR pode ser tdo alta quanto 50%. A identificacdo de pacientes
com alto risco de recidiva da doenca ap0s a resseccao hepéatica é importante porque
esses pacientes podem ser poupados de uma operacdo e podem receber

guimioterapia para prevenir a extensao da doenca disseminada.

Além de desempenhar um papel durante os primeiros eventos na
tumorigénese, a perda da fidelidade do reparo do DNA tem implicacdes importantes
para a evolucao do tumor e a resposta a terapia. Caracteristicas comuns de tumores,
como altos niveis de estresse oxidativo, estresse replicativo e perda ou supresséo de
checkpoints de ciclo celular induzidos por danos no DNA, contribuem para um
ambiente que é rico em fontes de danos no DNA. Exacerbando ainda mais os altos
niveis de danos no DNA, a perda funcional de uma ou mais vias de reparo do DNA é
comum em tumores. Embora apenas uma minoria dessas alteracdes possa ser
responsavel pela conducdo do fenétipo do tumor, o panorama geral das alteracdes
do DNA fornece informagfes importantes sobre a exposicdo ao dano no DNA do
tumor e capacidade de reparo, e pode conferir ao tumor e ao microambiente

propriedades Unicas que tém o potencial para ser explorado terapeuticamente.

Agentes que danificam o DNA sdo amplamente utilizados na oncologia clinica
ha décadas, e exploram deficiéncias no reparo do DNA tumoral. Dado o papel

crescente do bloqueio do checkpoint imunolégico como uma estratégia terapéutica, a
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interacdo do dano no DNA do tumor com o sistema imunolégico entrou recentemente
em foco, e tornou-se claro que o cenario de reparo do DNA do tumor tem um papel

importante na conducéo da resposta a imunoterapia.

E bastante plausivel que a instabilidade gendmica induzida pela disrupc¢éo da
funcdo normal das vias de reparo do DNA possa resultar em aumento da carga
mutacional do tumor e na formagéo de neoantigenos, fatores que poderiam contribuir
para o aumento da sensibilidade aos inibidores de checkpoint imune. Véarios ensaios
clinicos estdo em andamento para testar a seguranca e a eficacia de combinacdes
de agentes direcionados para o reparo de DNA com inibidores de checkpoint imune
diferentes cenarios de proficiéncia do reparo de DNA. A medida que a experiéncia
clinica com os agentes direcionados ao reparo de DNA e com os inibidores de
checkpoint imune cresce, e a medida que as interacdes celulares multifacetadas entre
o reparo do DNA e o sistema imunolégico entram em foco, € provavel que as
abordagens de combinacdo continuem a surgir. Finalmente, apenas subconjuntos de
pacientes respondem ao bloqueio do checkpoint imunolégico, mais especificamente
aqueles com deficiéncia na via de reparo de malpareamento, e biomarcadores de
determinacdo de prognostico e de resposta ao tratamento sdo necessarios para

orientar as decisdes clinicas.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar a associagao da expresséo de componentes-chave da via de reparo do
DNA por excisdo de bases (BER) com aspetos prognosticos de pacientes com

metastases hepaticas de tumores colorretais submetidos a hepatectomia.

3.2.0bjetivos Especificos

e Avaliar a expressao génica de OGG1, POLB, PARP1 e XRCC1 em metéastases
hepaticas de cancer colorretal e tecido hepético saudavel adjacente;

e Avaliar a expressdo proteica de PARP1 e PD-1 em metéstases hepaticas de
cancer colorretal;

e Correlacionar dados moleculares e dados clinicopatolégicos;

e Auvaliar o valor prognéstico expressao génica de OGG1, POLB, PARP1 e XRCC1
e da expressao proteica de PARP1 e PD-1 em relacdo a sobrevida global e a
sobrevida livre de progressao da doenca.
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ABSTRACT

Background: Colorectal liver metastases (CRCLM) remains the major cause of death
of colorectal cancer (CRC) patients. Inappropriate repair of DNA damage promotes
genomic instability, increase of mutational burden and upregulation of PD-1/PD-L1
axis. Mismatch repair deficiency (dAMMR) is a validated DNA repair-based biomarker
for predicting response to immunotherapy for metastatic CRC. Since only 5% of
CRCLM patients present dMMR, identification of deficiencies in other DNA repair
pathways, such as base excision repair (BER), might facilitate the identification of
patients who would possibly benefit from immunotherapy irrespective of dMMR.
Methods: Fifty patients were prospectively included. CRCLM and adjacent non
involved liver specimens from 32 patients who underwent hepatectomy were assessed
for gene expression of the key BER genes (OGG1, POLB, PARP1 and XRCC1) by
gRT-PCR and PARP1 and PD-1 protein expression by immunohistochemistry.
Molecular and clinicopathological data, including inflammatory-based scores
(neutrophil/lymphocyte, lymphocyte/monocyte and platelet/lymphocyte ratios - NLR,
LMR and PLR, respectively), were investigated for associations and prognostic value.
Results: Reduction of OGG1 and POLB mRNA levels in neoplastic tissues were
associated with synchronous CRCLM and R1-R2 surgical margins, respectively.
Overexpression of PARP1 was associated with smaller liver metastasis and increased
LMR ratio, and XRCC1 overexpression was associated with lower CEA levels at CRC
diagnosis and increased PLR. Moreover, we demonstrated that CRCLM tissues
exhibiting lower immunoreactivity of PARP1 were associated with presence of
perineural invasion in colorectal tumors and increased NLR. In counterpart, high
PARP1 expression was associated with positive PD-1 expression in CRCLM. Survival
analyses did not confirm the independent prognostic role of BER components.
Conclusions: BER pathway is imbalanced in CRCLM. PARP1 upregulation was
associated with positive PD-1 and clinical features of poor prognosis in CRCLM, which
may suggest a novel role for PARP1 in CRCLM aggressiveness by immune system

activation and modulation of tumor development.

Keywords: colorectal cancer liver metastasis; base excision repair; PD-1; prognosis.



71

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide, and the
second highest cancer-related mortality cause [1]. Upon initial diagnosis, 25% already
have liver metastases, while 50% develop them during the course of the disease [2].
Although hepatic resection remains the optimal potentially curative and offers the best
chance of long-term survival, only 25% of patients with CRLM are eligible for liver

resection [3,4].

The biological mechanisms that control or modify the complex transition from
primary cancer to metastatic disease remain incompletely understood [5]. Despite
significant advances in our understanding of CRC tumorigenesis and clinical
prognostic factors, TNM staging remains the preferred clinical tool for risk assessment.
However, this system is considered suboptimal and contradictory as it fails to stratify
patients adequately [6,7]. Additionally, identification of specific risk groups for
recurrence after surgery for isolated CRCLM remains challenging due to the
heterogeneity of the disease [8]. Historically, clinicopathologic parameters such as
nodal status, preoperative CEA level, size of the largest liver lesion, presence of
extrahepatic disease, disease-free interval, and the number of hepatic metastases are
considered independent predictors of both poor outcomes and intrahepatic recurrence
of disease in patients with resected CRCLM [9]. However, even the compilation of

these factors in clinical risk scores provide an incomplete depiction of the disease.

As many of these variables have exhibited inconsistent associations with
oncologic outcomes, there is a growing body of evidence investigating the prognostic
role of CRCLM molecular features. Currently, the only validated and clinically used
predictors of responses to anti-EGFR therapy are represented by KRAS, NRAS, and
BRAF mutational status. These biomarkers influence the selection of systemic
targeted therapies (anti-EGFR), the sequencing of treatments, or the strategic
resection/ablation margin of CRCLM [10]. Although a concordance in mutational
status of KRAS, NRAS, and BRAF between primary CRC and liver metastases of

almost 95% [11], intra- and inter-tumoral heterogeneity may limit the predictive value
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of these biomarkers, as resistance or lower efficacy of anti-EGFR therapies have been
reported in these patients [12]. In addition, according to recent findings, response to
anti-EGFR therapies of right-sided RAS and RAF is suboptimal [13].

Inappropriate repair of DNA damage can also result in genomic instability,
which has shown to be a key factor in carcinogenesis of different tumors, including
CRC [14]. Defect in DNA damage response (DDR) is a well-documented feature of
cancer cells, and deficiency in mismatch repair (MMR) pathway is a validated DDR
defect biomarker for predicting response to immune checkpoint blockade (ICB)
therapy in the setting of metastatic CRC [15,16]. However, MMR deficiency (dMMR)
occurs in less than 5% of CRCLM patients undergoing hepatectomy [17] and there is
still a lack of evidence regarding the employment of preoperative ICB therapy before
CRCLM resection in those patients with MMR deficiency [10].

Programmed death -1 (PD-1, also known as CD279) is a coinhibitory receptor
of lymphocytes and other immune system cells, which controls lymphocyte activation
by providing negative signals in conjunction with signals from lymphocyte antigen
receptors [18]. PD-1 has two ligands, PD-L1 and PD-L1, and the PD-1/PD-L1 axis
plays the central role in controlling immune suppression by down-regulating T effector
cell activities enabling tumor cells to escape from the host’'s anti-tumor
immunosurveillance [19]. PD-1 checkpoint inhibitor nivolumab provides durable
disease control only in treatment refractory MSI-high/dMMR metastatic colorectal
cancer, however since MSI is the only biomarker for prediction of immune response in
CRC [20]. Thus, development of novel immune-related biomarkers might facilitate the
identification of patients who would possibly benefit from ICB therapy irrespective of
MSI status.

MMR deficiencies paved out the pathway for investigating the role of other DDR
defects in CRC and in response to ICB therapies. Indeed, the interplay between
defective DNA repair and the anti-cancer immune response has been hypothesized
as an important target associated with neoantigen production and sensitization of non-
responsive tumors towards immunotherapy [21,22]. In this regard, recent studies have
proposed that upregulation of programmed death-ligand 1 (PD-L1) might be induced

in response to critical forms of genotoxic stress, such as stress oxidative-induced DNA
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single and double-strand breaks (SSBs and DSBs, respectively), ultimately leading to
a higher DNA mutational load [23,24].

While DSBs are mostly induced by ionizing radiation and platinum agents,
SSBs results from base oxidative lesions due to persistent oxidative stress and chronic
inflammation. Constant exposure to high levels of reactive oxygen species (ROS) in
cancer cells promotes cancer growth, metastasis and genomic instability [25,26]. Also,
as the levels of oxidative DNA damage have been reported to be higher in CRC liver
metastases compared with their corresponding primary tumors, and to increase after

chemo- and/or radiotherapy [27], it might have implications on response to therapy.

These oxidative DNA lesions are normally repaired by the base excision repair
(BER) pathway, which is specialized in the repair of non-bulky base lesions. BER
employs a specific DNA glycosylase for lesion recognition and elimination of the
damaged base. The first step of BER uses a specific DNA glycosylase to recognize
the damaged base in the DNA helix and cleave the N-glycosidic bond, creating an
abasic site (apurinic/apyrimidinic site or AP site). This abasic site is processed by AP
endonuclease 1 (APEL1) to allow the DNA polymerase 3 (Pol B) to fill the gap utilizing
the intact DNA strand as template for synthesis [28]. In this field, we have previously
reported that BER is imbalanced in sporadic CRC, with an impairment in the initiation
of this pathway, in particular by the downregulation of DNA glycosylases OGG1 and
MPG, as well a reduction in signaling of SSBs repair by PARP1 [29-31]. Noteworthy,
a recent TCGA analysis has revealed that tumors harboring BER-mutated genes
contain high frequency of microsatellite instability (MSI) and high levels of neoantigen
expression [24], which strengthens the rationale for the investigation of BER profile in
tumors under oxidative stress microenvironment, such as colorectal cancer liver

metastasis.
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PATIENTS AND METHODS

Patients and tissue collection

Fifty patients who had undergone curative hepatectomy for colorectal cancer
liver metastases in Hospital Santa Rita, Hospital Moinhos de Vento and Hospital
Regina (Rio Grande do Sul, Brazil) were prospectively included between May 2018
and April 2020, with the last follow-up in June 2020. Clinical and pathological data
were collected retrospectively (regarding CRC) and prospectively (regarding liver
metastases). Of those, 32 patients were assessed for gene expression in fresh
neoplastic and matched healthy liver specimens collected during surgical procedure
and for protein expression in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue
samples. The fresh specimens were obtained from a single lesion to avoid the inter-
lesion biological variability, and immediately embedded in RNAIlater™ stabilization

solution (Invitrogen) for 24 hours and then frozen for subsequent analysis.

All patients were informed and signed a written consensus for
clinicopathological data and samples collection. All experiments were performed in
accordance with relevant guidelines and regulations (Approval number. CAAE
72393917.8.0000.5335).

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR)

We evaluated the differential gene expression in the liver metastasis and
healthy paired tissues in duplicate by RT2 Profiler™ PCR Array
(SABiosciences/Qiagen). The selected genes composing the arrays were: OGGL1,
POLB, PARP1 and XRCC1 from the BER pathway. Regions of high tumor cellularity
(minimum of 80%) were selected for RNA extraction. RNA was extracted and purified
from 30 mg of both fresh tumors and adjacent normal tissues samples using RNeasy

mini kit (SABiosciences/Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
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was synthesized from 1 pg of total RNA using the RT2 PCR Array First Strand Kit
(SABiosciences/Qiagen) according to supplier's recommendations. Reaction was
prepared using RT2 SYBR-Green/Rox PCR Master Mix (SABiosciences/Qiagen).
Data analyses were based on the 2-22CT method [32] with normalization of the raw
data of each gene of interest in relation to the geometric mean of CT values of two
housekeeping genes (PPIA and GAPDH).

Immunohistochemistry

Protein expression of PARP1 and PD-1 were obtained from formalin-fixed
paraffin-embedded samples by immunohistochemistry. Tissues were sectioned at 4-
pum and mounted on silanized slides, which were stored at 4°C. After deparaffinization
and rehydration, the sections were quenched with 3% H202 in methanol to block
endogenous peroxidase. Bovine serum albumin at 5% (BSA) was then applied to
prevent non-specific binding. The sections were incubated with anti-PARP1 (dilution
1:100, Abcam, rabbit, [E102] ab32138) and anti-PD-1 (dilution 1:100, Abcam, rabbit,
EPR4877(2), ab205921) and then incubated with appropriate secondary antibodies
(DAKO). Diaminobenzidine (DAB) was used as a chromogen and the sections were
counterstained with hematoxylin. Omission of the primary antibody was used as a

negative control.

After immunostaining, two observers scored all samples independently. The
few cases with discrepant scoring were re-evaluated jointly on a second occasion, and
agreement was reached in all cases. Five hot spot fields containing at least 200 cells
were captured and the positive cells were counted using ImageJ software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD). PARP1 and PD-1 protein expression levels were
estimated through a scoring system, which took into account the intensity of the color
reaction and the percentage of positive cells within the five microscope fields at the
magnification of 100x. According to the number of positive staining nuclei, the staining
density was expressed semi-quantitatively as follows: 0, less than 5%; 1, 5 to 25%; 2,
25 to 50%; 3, 50% to 75%; or 4, more than 75%. We also evaluated the staining

intensity as follows: 0-negative staining; 1-weak staining; 2-moderate staining and 3-
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strong staining. Both values were multiplied together, and the staining score was
stratified as weak (score range, 0—4) or strong (score range, 5-12) according to the

proportion and intensity of positively stained cancer cells [33]

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 [34]. 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.
Subgroups were divided using the median expression value (expression < median =

low; expression > median = high).

Statistical Analyses

All analyses were performed using IBM SPSS statistics version 26 (IBM Corp.,
Armonk, NY) and Excel version 2017 (Microsoft Corp., Redmond, WA). GraphPad
Prism version 8.0 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA) and Heatmapper
[35] were used for graphical presentation of the data. Gene expression and
inflammatory blood index subgroups were categorized using the median expression
value (expression < median = low; expression > median = high). Proportions were
compared with Chi-squared test followed by Fisher's Exact test, and continuous
variables with Student’'s T test. Correlation between continuous variables was
assessed with Spearman Rank Order. Overall survival OS was calculated from the
date of colorectal cancer resection surgery to date of death or last known follow-up.
Disease-free survival (DFS) was measured from date of hepatectomy to date of local
recurrence or metastasis. OS and DFS rates were estimated using the Kaplan-Meier
method. The log-rank test was used to assess for significant differences between
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subgroups by univariate analysis. To investigate independent prognostic factors for
OS and DFS, factors with a P-value of less than 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 and DFS.
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, Hospital Moinhos de Vento and Hospital Regina.



78

RESULTS

Clinicopathological characteristics of CRCLM patients

The clinicopathological characteristics of the patients are shown in Table 1. A
total of 50 patients were included in this study and 32 of those were assessed for gene
expression of BER representative genes, and PARP1 and PD-1 protein expression.
Median age at CRLM diagnosis was 64 years, and 31 (62%) were male. Colon was
the location of the primary tumor in 12% of the patients, 52% it was in the left colon
and 34% in the rectum. The majority of the included patients presented positive
lymphnodes (40%), high grade tumors (58%) and perineural invasion (60%).
Regarding systemic chemotherapy for CRC, 46% and 64% underwent neoadjuvant

and adjuvant treatment, respectively.

The main prognostic factors of CRCLM are shown in Table 2. Metachronous
disease occurred in 52% of the patients. Most cases presented CRCLM after 12
months of CRC diagnosis (58%). The majority presented less than 3 liver metastases
(82%) and the largest metastasis was smaller than 50mm in 80%. Complete surgical
resection margins (R0) were present in 58%, and 68% received systemic neoadjuvant

chemotherapy prior to hepatectomy.



Table 1. Clinicopathological features of CRCLM patients.

Included patients, N (%) 50 (100)
Age at CRCLM diagnosis, median (min-max) 64 (42-89)

Female : Male 19:31
(38:62)

CRC location (sidedness)
Colon (Right-sided) 6 (12)
Colon (Left-sided) 26 (52)

Rectum 17 (34)

Unknown 1(2)
CRC TNM staging
I 12 (24)
I 8 (16)
vV 23 (46)
Unknown 7 (14)

Nodal metastasis
Yes 20 (40)
No 16 (32)
Unknown 14 (28)
CRC grade
Low grade 5 (10)
High grade 29 (58)
Unknown 16 (32)
Lymphovascular invasion

Yes 16 (32)
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Perineural Invasion

No

Unknown

Yes

No

Unknown

25 (50)

9 (18)

30 (60)
12 (24)

8 (16)
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Table 2. Perioperative prognostic factors of CRCLM patients.

Included patients, n (%)
Synchronicity
Synchronic
Metachronic
Time between CRC and liver metastasis

<12 months

> 12 months

Number of liver metastases
<3

>3

Unknown
Size of the largest metastasis (mm)

<50

=50

Unknown

CRCLM grade
Low grade
High grade
Unknown

Margins*

RO
R1

R2

50 (100)

24 (48)

26 (52)

15 (30)

29 (58)

41 (82)

8 (16)

1(2)

40 (80)

8 (16)

1(2)

31 (62)

7 (14)

12 (24)

45 (58)

18 (23)

9 (12)
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Unknown 5 (6)
Neoadjuvant chemotherapy
Yes 34 (68)
No 8 (16)
Unknown 8 (16)
NLR, median (min-max) 2.60 (0.43 - 28.76)
LMR, median (min-max) 2.93 (0.68 - 6.28)
PLR, median (min-max) 123.76 (38.58 - 505.68)

*RO: complete surgical resection with negative histological margins; R1:
microscopic margins compromised according to the pathologist report;

R2: macroscopic tumor remaining intraoperatively.
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Changes in BER gene expression in colorectal liver metastases and paired
healthy liver specimens

The mRNA levels for OGG1, POLB, PARP1 and XRCC1 were obtained by RT-
PCR of 32 pairs of CRCLM and adjacent healthy liver tissues (Figure 1). Higher levels
of POLB (p=0.0179) and PARP1 (p=0.0018) mRNA were found in neoplastic tissues
in comparison to normal tissues, while no difference was found for OGG1 and XRCC1.
However, only PARP1 presented significant fold-change induction (2.59, p=0.0337)
(Figure 1E). Additionally, we investigated the gene expression patterns in both
neoplastic and normal tissues by constructing a dendrogram and a heatmap of
hierarchical clustering of mMRNA levels of OGG1, POLB, PARP1 and XRCC1 (Figure
2). Next, we used Spearman’s correlation to identify clusters and to assign P values
to pairs of genes with similar temporal expression patterns and which presented
significant changes in mRNA levels in tumor tissues (Figure 2B). We considered a
Spearman's rho coefficient > 0.5 a strong correlation between expression of two genes
in the same sample. Of all investigated BER genes, only XRCC1 was positively
correlated to the expression of POLB (Spearman's rho = .524, p=0.003) and PARP1
(Spearman's rho = .576, p=0.006).
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Figure 1. Changes in gene expression of representative BER components in colorectal liver metastasis and matched healthy tissues. A, B, C a
induction between neoplastic and normal tissues. Gene expression means between normal and neoplastic tissue were compared using Students’
used for differences in fold-change. *p<0.05.
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Figure 2. Heatmap and dendrogram of the mRNA levels neoplastic tissues.. Green
represents low expression, red represents high expression, and black refers to
absence of difference between neoplastic and normal tissue. Table presents
Spearman matrix correlation of BER key components gene expression in colorectal
cancer liver metastases. Bivariate Spearman’s correlation between mRNA levels of
BER genes in CRCLM. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed);
**Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). Strong correlations (Spearman'’s
rho coefficient > 0.5) between two genes are highlighted in bold.
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Associations between changes in BER gene expression in colorectal liver

metastases and clinicopathological features

Next, we investigated the possible associations between clinicopathological
features of CRCLM patients and fold change or tumor mRNA levels of OGG1, POLB,
PARP1 and XRCC1 (Table 4). OGG1 low expression in CRCLM was correlated with
synchronous tumors (p=0.031). The low expression of POLB was associated surgical
resection with negative margins (RO) (p=0.047). The overexpression of PARP1 was
also associated with negative margins (p=0.044), smaller liver metastasis, <50mm,
(p=0.049) and increased LMR ratio (p=0.044). The overexpression of XRCCL1 in
CRCLM was associated with low CEA levels (< 5 ng/mL) at the diagnosis of CRC
(p=0.046) and augmented PLR (>123) (p=0.032).



87

Table 3. Associations between fold-change of BER genes of and clinical features of CRCLM patients.

OGG1

Age at diagnosis X2 1.129

P 0.479

CRC location X2 0.115

P 1.000

CEA (at CRC diagnosis) X2 0.041
P 1.000

CRC tumor Staging X2 0.011

P 1.000

CRC tumor grade X2 0.003

P 1.000

CRC neoadjuvant treatment X2 0.258
P 0.705

CRC adjuvant treatment X2 1.167
P 0.427

Metastatic lymph node X2 0.014

POLB

0.125

1.000

0.115

1.000

0.041

1.000

0.678

0.648

1.098

0.538

1.552

0.433

0.077

1.000

1.675

PARP1

0.125

1.000

0.115

1.000

4.889

0.049

1.060

0.385

0.491

0.590

0.258

0.705

0.077

1.000

0.354

XRCC1

6.149

0.032

1.391

0.433

4.074

0.046

0.011

1.000

3.163

0.217

0.258

0.705

1.167

0.427

0.077



Lymphovascular invasion

Perineural invasion

Number of metastatic lesions

Size of largest liver metastasis

Synchronicity

CRCLM tumor grade

Margins

CRCLM neoadjuvant treatment

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2
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1.000
0.127
1.000
1.688
0.254
0.237
1.000
2.333
0.311
4.571
0.037
0.006
1.000
0.000
1.000
0.189

1.000

0.383

0.199

0.706

0.258

0.705

2.133

0.333

2.333

0.311

0.508

0.702

0.121

1.000

3.453

0.047

0.257

1.000

0.680

0.422

0.695

0.080

1.000

2.133

0.333

5.233

0.049

0.508

0.702

0.202

1.000

3.274

0.044

0.516

0.672

1.000

2.095

0.236

2.489

0.236

0.237

1.000

2.037

0.361

0.000

1.000

0.974

0.393

1.158

0.474

0.046

1.000



NLR X2
P
LMR X2
P
PLR X2
P

Chi-square (x2) and Fisher’s exact tests. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). CRCLM: colorectal cancer liver metastasis;

LMR: Lymphocyte-to-monocyte-ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio.
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0.508
0.722
1.166
0.473
0.027

1.000

2.032

0.285

1.166

0.473

0.027

1.000

2.002

0.255

3.239

0.044

0.027

1.000

0.000

1.000

1.166

0.473

5.427

0.032
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Associations between PD-1 and PARPL1 protein expression in colorectal liver

metastases and clinicopathological features

Next, we evaluated the protein expression of PARP1 and PD-1 by
immunohistochemistry and analyzed the correlation with clinical features (Table 5).
Low PARP1 protein expression was associated with CRC adjuvant treatment
(p=0.007), presence of perineural invasion in colorectal tumors (p=0.042) and
increased NLR ratio (p=0.009). Positive PD-1 protein expression was also associated
with decreased LMR ratio (p=0.047), CRCLM neoadjuvant treatment (p=0.043) and
high PARP1 expression in CRCLM (p= 0.038).

Survival analyses

Finally, we used Kaplan-Meier analysis to investigate the association of BER
components mRNA levels and PARP1 and PD-1 protein expression levels with overall
survival (OS) and disease-free survival (DSF) in subgroups of CRCLM patients, which
were categorized according to clinicopathological parameters. Following univariate
analysis for OS, CRC location/sidedness (p = 0.223), CRC and CRCLM tumor grade
(p =0.219 and p= 0.103,respectively) were included in multivariate analysis. However,
none of these variables had independent prognostic role confirmed (Table 6). With
regard to DFS (Table 7), following univariate analysis, age (p=0.179), CEA levels at
CRC diagnosis (p= 0.092), CRC neoadjuvant treatment (p= 0.036), lymphovascular
invasion (p= 0.166), size of the largest CRCLM (p= 0.092), POLB mRNA levels (p=
0.229), XRCC1 mRNA levels (p= 0.144) and PARP1 protein levels by IHC (p= 0.218)

were included in multivariate analysis.

However, we could not proceed with the Cox regression due to (1) small sample
size, (2) lack of CRC clinical information, and (3) consequent constant or linearly
dependent covariates behavior. Therefore, after we identified the constant or linearly
dependent covariates by calculating the Spearman’s rank correlation coefficient, we

excluded the pairs of variables presenting a p >0.9. Next, we evaluated the possible
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models including clinical and molecular characteristics without collinearity, but we did

not confirm independent prognostic roles for any variable.
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Table 4. Associations between PARP1 and PD-1 protein expression in CRCLM and clinicopathological features.

PARP1 PD-1
Low High P Negative Positive P

= or <65 15 16 21 10

Age at diagnosis (years) 0.376 0.747
>65 6 13 14 5
Colon 12 20 23 9

CRC location 0.555 0.777
Rectum 8 9 11 6
=or<5 2 11 4 2

CEA at CRC diagnosis (ng/mL) 1.000 1.000
>5 4 16 17 7
Il 5 7 9 3

CRC tumor Staging 1.000 1.000
H-1v 14 17 22 9
Low 1 14 4 1

CRC tumor grade 0.355 1.000
High 4 15 21 8
No 12 16 20 8

CRC neoadjuvant treatment 1.000 0.742

Yes 6 9 10 5



CRC adjuvant treatment

Metastatic lymph node

Lymphovascular invasion

Perineural invasion

Number of metastatic lesions

Size of largest liver metastasis

Synchronicity

CRCLM tumor grade

No
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
a=or<3
>3
<50mm
=or >50
Metachronous
Synchronous

Low

18

16

17

17

12

12

10

14

14

16

10

14

24

23

14

15

0.007

0.175

0.518

0.042

0.710

0.823

0.578

0.207

26

13

13

11

21

29

30

20

15

21

12

10

10

1.000

0.456

1.000

1.000

1.000

0.521

0.358

0.648
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High 5 2 6 1
RO 11 16 18 9

Margins 1.000 0.514
R1-R2 8 10 14 4
No 3 5 8 0

CRCLM neoadjuvant treatment 1.000 0.043
Yes 13 21 21 13
=or<2.59 6 20 15 11

NLR 0.009 0.047
> 2.59 15 9 20 4
=or<2.96 12 14 19 7

LMR 0.578 0.760
> 2.96 9 15 16 8
=or<123 11 11 16 6

PLR 0.260 0.750
> 123 9 18 18 9
Low 18 3

PARP1 1.000 0.038
High 17 12

Chi-square and Fisher’'s exact tests. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed) (highlighted in bold). CRCLM: colorectal cancer liver metastasis; LMR: Lymphocyte-to-

monocyte-ratio; NLR: Neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR: Platelet-to-lymphocyte ratio.
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Table 5. Univariate and multivariate analyses of overall survival of CRCLM patients.

Univariate Analysis
Variable

Gender

Age

CRC location

CRC sidedness

CRC CEA

CRC TNM

CRC tumor grade

CRC neoadjuvant treatment

CRC adjuvant treatment

CRC nodal metastasis

0.83

0.78

0.30

0.22

0.42

0.30

0.21

0.31

0.88

0.94

Multivariate Analysis

Variable HR (95% CI)
Right- 1.000
sided

Left-sided  2.735 (0.17 - 43.79)

Rectum 2.541 (0.250 - 25.83)

High grade  2.831 (0.138 - 58.16)

0.47

0.43

0.50



CRC lymphovascular invasion

CRC perineural invasion

Number of CRCLM

Size of CRCLM

Synchronicity

Time to CRCLM

CRCLM grade

Margins

CRCLM neoadjuvant treatment

NLR

LMR

PLR

PARP1 mRNA

XRCC1 mRNA

0.27

0.88

0.86

0.95

0.39

0.67

0.10

0.64

0.86

0.53

0.67

0.74

0.33

0.92

High grade

4.257 (0.672 - 26.97)

96

0.12
4



PD1(IHC)

0.84

97
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Table 6. Univariate and multivariate analyses of disease free survival of CRCLM patients.

Univariate Analysis Multivariate Analysis
Model 1: Model 2: Model 3: Model 4:
variables with CRC CEA + POLB Age + CRC neoadjuvant Age + CRC neoadjuvant
p<0.25 treatment + XRCC1 treatment + PARP1 (IHC
p p HR (95% CI) p HR (95% CI) p HR (95% CI) p
Gender 0.435
Age (years) > 65 0.179 0.597 5.609 (0.326 - 96.446) 0.235 1.240 (0.308 - 0.792
4.997)
CRC location 0.677
CRC sidedness 0.658
CRC CEA (ng/uL) >5 0.092 0.863 3.051 (0.139 - 0.479 A
67.153)
CRC TNM 0.234
CRC tumor grade 0.959
CRC neoadjuvant Yes 0.036 0.733 1.643 (0.88 - 30.679) 0.198 0.60 (0.03-1.360) 0.077
treatment
CRC adjuvant 0.535
treatment
CRC nodal 0.612
metastasis
CRC Yes 0.166 A 4,593 (0.267 - 0.294
lymphovascular 79.111)
invasion
CRC perineural 0.535
invasion
Number of CRCLM 0.691
Size of CRCLM >50mm 0.092 A A a
Synchronicity 0.605

CRCLM grade 1.000



Margins

CRCLM
neoadjuvant
treatment
NLR

LMR
PLR
0GG1
POLB

PARP1
XRCC1
PARP1 (IHC)

PD1 (IHC)

High

High
High

Positive

0.964
0.958

0.907
0.438
0.305
0.388
0.229

0.553
0.144
0.218

0.270

A 1.311 (0.60-  0.874
28.249)
A
0.453

a Degree of freedom reduced because of constant or linearly dependent covariates

0.620 (0.39 - 9.829)
A

99

0.734 a

2.865(0.343-  0.103
23.944)
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DISCUSSION

In the present study we demonstrated that BER is imbalanced in CRCLM due
to POLB and PARP1 upregulation in neoplastic tissues. Also, we provided novel
information on BER modulation and its association with clinicopathological features.
Reduction of OGG1 and POLB mRNA levels in neoplastic tissues was associated with
synchronous CRCLM and compromised margins remaining after surgical procedure,
respectively. Additionally, overexpression of PARP1 was associated with smaller liver
metastasis (< 50mm), negative histological margins after surgical resection (R0) and
increased lymphocyte-to-monocyte ratio (< 2.96), and XRCCL1 overexpression in liver
metastasis was associated with lower CEA levels (< 5 ng/mL) at CRC diagnosis and
increased platelet-to-lymphocyte ratio (> 123). Moreover, we demonstrated that
CRCLM tissues exhibiting lower immunoreactivity of PARP1 were associated with
CRC adjuvant treatment, presence of perineural invasion in colorectal tumors and

increased neutrophil-to-lymphocyte ratio.

It has been postulated that oxidative stress is responsible for steadily increasing
oxidative damage burden from early adenoma to CRC progression [36]. Indeed,
several physiological and pathological processes, closely associated with increase of
CRC risk (i.e., obesity, diabetes, inflammatory bowel diseases), are also well-
documented promoters of reactive oxygen species (ROS) and inflammatory factors
generation, which are major players in DNA damage induction [37]. In a distinct
mechanism, ischemia-reperfusion effect in liver is usually recorded in case of large as
well as advanced is liver resections. Since this technical maneuver reduces liver
oxygenation, additional hepatocytes hypoxic-induced damage and death might occur
[38]. Ischemia-reperfusion is considered a surgical trauma, which increases in ROS,
inflammatory cytokines production and activity of metastatic metalloproteinases
[39,40]. Consequently, it may have a role in the stimulation of micrometastases
progression in the setting of metastatic CRC, favoring local and distant recurrence
after surgical resection [41].

Most ROS-induced base damage is repaired by BER initiated by DNA
glycosylases. 8-Oxoguanine (8-o0xoG), one of the most common oxidative DNA lesions
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can mispair with adenine during DNA replication to generate G:C > T:A transversion
mutations [42]. In our cohort, reduction of OGG1 mRNA levels in neoplastic tissues
was associated with synchronous CRCLM. In sporadic CRC, unrepaired 8-oxo-dG
adducts induce mutations in proto-oncogenes, such as KRAS and tumor suppressor
genes; also, both MUTYH and OGG1 were found to be downregulated in neoplastic
human colon tissues compared to adjacent tissues [43]. Beyond that, it has been
suggested that increased BER capacity in adjacent mucosa and decreased in
colorectal tumor cells is associated with longer overall survival and with features of
prognosis of CRC patients [44]. Recently, it was reported that CRC liver metastases
are characterized by high levels of oxidative DNA damage, particularly in treatment-
naive CRC metastases compared to primary tumors. Moreover, the authors have
identified increased expression of the DNA damage markers yH2AX and 8-0xo0-dG in
CRC liver metastases of patients who underwent chemo and radiotherapy
neoadjuvant treatment [27]. Taken together, these results may indicate a role for
oxidative DNA damage and OGGl-initiated BER in prognosis and resistance to

therapy-induced oxidative damage in both CRC and liver metastasis.

To the best of our knowledge, this is the first time the gene and protein
expression levels of PARP1 are investigated in CRCLM. Following SSB/DSB
generated by genotoxic stress such as chemotherapy, poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP1) catalyzes transfer of ADP-ribose polymers to downstream substrates that
involve several DNA repair enzymes, enabling DNA repair and maintenance of
genomic integrity [45]. The clinical relevance of PARPL1 relies on the highly sensitive
tumors with homologous recombination deficiencies, in particular due to germinative
or somatic loss of BRCA1/2, to PARP inhibitors (PARPI). In these tumors, PARP
inhibition induces cell death by a synthetic lethal mechanism [46]. However, clinical
relevance of PARP gene and/or protein expression in tumor tissues has not been

reached.

PARP1 expression has been previously reported to be associated with the poor
prognosis of several tumor types, including early breast cancer, non-small cell lung
cancer, gastric cancer and colorectal cancer [29,47-52]. In gastric cancer, PARP1
expression levels were demonstrated to be significantly higher in comparison to

healthy tissues, and it was associated with lower histological differentiation, tumor
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invasion and metastasis, advanced T stage and poor prognosis [51,52]. On the other
hand, high nuclear PARP1 expression levels were also associated with improved OS
in locally advanced breast cancer [53], while low nuclear expression levels of PARP
were associated with a poor prognosis in pancreatic cancer [54]. Considering that our
results demonstrated that reduction of PARP1 mRNA and PARPL1 protein levels were
associated with clinical features of tumor aggressiveness, ours and these previous
studies indicated that PARP1 expression had differing roles in between different tumor

types, stages of the tumors and metastasis.

In the recent years, defects in other major DDR pathways have shown to
promote PD-L1 expression, elevate tumor infiltrating lymphocytes, and increase
neoantigen load, which are potential determinants of the response to immunotherapy
[21]. For example, patients with co-mutations in multiple DDR pathways exhibit
favorable clinical response to ICB [55]. Therefore, the combination of immunotherapy
with DNA damaging therapeutics may enhance therapy response in this subset of

patients.

In our cohort, positive PD-1 was associated with decreased neutrophil-to-
lymphocyte ratio. Although only a small part of CRC cells express PD-L1, stromal PD-
L1 expression in CRC has been associated with stromal PD-1 staining, CD8
expression and less aggressive tumor behavior, resulting in better disease-free
survival [56]. Furthermore, many previous studies have investigated the prognostic
value of pre-treatment NLR and robust associations have demonstrated that high NLR
is a predictor of poor patient outcomes across many cancer types [57].

Interestingly, negative PD-1 expression was associated with high PARP1
expression in CRCLM. Paradoxically a DNA repair enzyme may also function as an
inducer of inflammation in order to operate with an adjustable sensor that induces
inflammation once ROS exceed a critical threshold, before the process of DNA repair
resumes. Hence, since high PARPL1 levels in tumors cells were associated with
features of good prognosis, including the presence of T cells expressing PD-1, it is

possible that tumor cells have accumulated DNA damage due to excess of toxic



103

intermediates generated by PARP1 activity, ultimately triggering an immune response
to limit cancer development [58].

This study was designed to identify a gene and protein expression of BER key
components based signature to predict OS and DFS in CRCLM patients who
underwent hepatectomy. Unfortunately, we were unable to find a gene signature that
could significantly predict the prognosis of these patients. However, to the best of our
knowledge, this is the first time gene expression of BER components were assessed
in both neoplastic and healthy adjacent liver tissues and the association between
clinicopathological features has been explored. Also, this is the first study to
investigate the possible association of BER modulation and PD-1 expression in
CRCLM. Therefore, although we failed to prove a potential prognostic role for BER
components and PD-1 expression, the associations with the well documented
prognostic factors for CRCLM patients might reflect the tumor biology, and must be

taken into consideration for future studies.

We do believe that the design of our study was of sufficient quality to be able to
identify a gene/protein signature for predicting prognosis. However, we recognize the
limiting factors that may have contributed to these results. First, the final sample size
of patients with molecular data was small. In addition to the reduction of statistical
power, presence of collinear variables and small number of events (death and disease
recurrence), the sample size had also possibly limited the heterogeneous nature of
CRCLM. Since liver metastases are by their nature biased towards a more aggressive
subgroup of CRC, an increase in sample size could allow stratification of the patients
according to clinical risk scores and reveal subtle changes in gene/protein expression
patterns. Second, we prospectively followed the patients only after CRCLM diagnosis
and hepatectomy, and clinical data of the colorectal primary tumor was obtained by a
retrospective review of medical records. Thus, due to the lack of information, we were
not able to retrieve full information of several patients. In sum, although we cannot
exclude the existence of a prognostic gene signature based on BER components, the
value of gene/protein expression signatures for CRCLM prognostication could not be

established based on the results of this study.

In conclusion, the present study was a novel investigation into BER modulation

expression patterns in CRCLM. Here, we demonstrated that PARP1 is overexpressed
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in liver metastasis in comparison to adjacent healthy surrounding tissues. Also, we
provided new information on the associations between BER modulation and
clinicopathological features of patients with resectable CRCLM, particularly regarding
the associations between downregulation of PARP1 and XRCC1 mRNA and PARP1
protein expression with features of poor prognosis in CRCLM patients. Finally, as
overexpression of PARP1 was associated with positive PD-1 and clinical features of
poor prognosis in CRCLM, PARP1 may have a novel role in CRCLM aggressiveness

mediated by immune system activation and modulation of tumor development.
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. CONCLUSOES

Os niveis de mRNA de POLB e PARP1, mas ndo de OGGl e XRCC1,
apresentaram-se elevados nos tecidos neoplasicos de metastases hepéticas de
cancer colorretal em relacdo aos tecidos saudaveis adjacentes;

A razado da expressédo génica entre o tecido neoplasico e o tecido normal, expressa
através do indice fold-change, demonstrou superexpressao apenas de PARP1;

A reducéo dos niveis de mRNA de OGG1 e POLB em tecidos neoplasicos foi
associada a CRCLM sincrbnicas e presenca de margens comprometidas
remanescentes apos o procedimento cirdrgico, respectivamente.

A superexpressdo de PARP1 foi associada a presenca de metastases hepaticas
menores (<50mm), margens histolégicas negativas ap0s a ressecc¢do cirurgica
(RO) e aumento da razao linfécitos/mondcitos (<2,96);

A superexpressao de XRCC1 em metastases hepaticas foi associada a niveis
mais baixos de CEA (<5 ng/mL) ao diagnostico de CCR e aumento da razéo
plaquetas/linfocitos (> 123).

Tecidos CRCLM exibindo menor imunorreatividade de PARP1 foram mais
frequentemente presentes em pacientes que realizaram tratamento adjuvante
para o tumor primario, presenca de invasdo perineural no tumor colorretal e
aumento da raz&o neutrofilos/linfécitos.

Os marcadores moleculares investigados ndo demonstram valor progndstico

independente nas analise de sobrevida e sobrevida livre de progressao.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Incrementar o tamanho amostral e o tempo de seguimento com intuito de
aumentar o poder estatistico e validar os dados observados até o momento.
Avaliar a expressao proteica de PD-L1 em metastases hepaticas de tumores
colorretais.

Avaliar a presenca de mutacfes nos genes da via de reparo por excisdo de
bases.

Validar a sensibilidade e especificidade dos componentes da via de reparo por

excisao de bases em metastases hepaticas de tumores colorretais.
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8. ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Rua Prof. Annes Dias, 295 « Telefone: (51) 3214.8080 « Fax: (51) 3214.8585
CEP: 90020-090 * Porto Alegre * Rio Grande do Sul * Brasil
Site: www.santacasa.org.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O céancer de figado é dividido em duas categorias: o priméario do figado e o secundario, ou
metastético, o qual é originado em outro érgdo e que atinge também o figado. Os motivos pelos quais
ele acontece, embora muito estudados, ainda ndo estao totalmente claros. De uma forma geral, toda
a mutac@o no DNA deveria ser corrigida por um sistema de reparo. Porém, nestas células tumorais,
este sistema ndo funciona adequadamente. Entender como as células malignas se comportam e
porgue elas ndo conseguem reparar o seu DNA é importante para buscar tratamentos cada vez mais
certeiros e que permitam a cura de cada vez mais pessoas.

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada “Estudo da influéncia dos
sistemas de reparo do DNA sobre o progndstico de pacientes com metéstases hepéticas”, cujo
objetivo é analisar a expressao de genes e proteinas envolvidos com o reparo do DNA em metastases
hepaticas. Como muitas pessoas sdo acometidas por esta doenca no nosso Pais, pesquisadores como
nés, estudam as células defeituosas para melhor compreendé-las e buscar tratamentos cada vez
melhores. Esta pesquisa consiste em fazer uma analise de genes e das proteinas que fazem o reparo
do DNA gquando h&a muta¢des nas células. Compreender estes mecanismos podera ser uma forma de
obter tratamentos mais precisos e mais eficazes aos portadores desta doenca.

Para isto, serd necessério ter acesso a uma pequena parte tumor que sera removido durante
a sua cirurgia e também a uma parte saudavel do seu figado, que € retirada juntamente com o tumor.
Vamos comparar as células malignas com as saudaveis para ver como cada uma delas se comporta
e quais modificacdes levaram a formacgdo do tumor. Este material sera utilizado em técnicas de
laboratério (biologia molecular e histologia), e ndo trara consequéncias para o seu diagndstico ou
tratamento, uma vez que ndo muda as condutas que seu médico ja estabeleceu anteriormente. Esta
coleta ndo oferece nenhum tipo de risco adicional ao procedimento cirdrgico ou a sua recuperacao.

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa como um voluntario do estudo. Caso
aceite participar, pediremos a sua assinatura ao final deste termo, no qual solicitamos a sua
autorizacdo para a coleta de parte do material do tumor que sera removido e da mucosa intestinal,
bem como para termos acessos aos seus exames realizados neste hospital. Portanto, a assinatura
deste termo assegurard que poderemos coletar seu material biologico (parte do tumor e da mucosa
intestinal que serao retirados durante a cirurgia) e leva-lo ao Laboratério de Genética Toxicoldgica da

Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre para realizarmos a pesquisa.
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Vocé sera esclarecido sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualqguer momento.
A sua participacao € voluntaria e a recusa em participar nao ir4 acarretar qualquer penalidade ou perda
de beneficios.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados do exame clinico, laboratorial, da pesquisa, etc., serdo enviados para vocé e permanecerao
confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua
permissdo. Vocé ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma
coOpia deste consentimento informado sera arquivada por nés e outra sera enviada a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma
compensacéo financeira adicional.

Eu, fui

informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas.

Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informa¢des e motivar minha deciséo se assim
o desejar. Os pesquisadores que entraram em contato comigo certificaram-me de que todos os dados
desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa. Em caso de davidas poderei chamar os pesquisadores Dr. Antbnio Kalil (51.999810098), Dr.
Gustavo Laporte (51. 984013305) e Dra. Natalia Leguisamo Meirelles (51.992590793) ou o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Rua Sarmento
Leite, 245 - Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP 90050-170, telefone 51. 3303-9000.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de

consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome:

Assinatura do Participante:

Data:

Nome:

Assinatura do Pesquisador:

Data:

Nome:

Assinatura da Testemunha:

Data:
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9. ANEXO Il - FICHA DE COLETA DE DADOS

Identificacéo:

Numero do paciente na pesquisa:

Nome do paciente:

Data Nascimento: /[

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Raca/etnia: ( ) Branco ( ) Pardo ( ) Negro ( ) Amarelo ( ) Indigena

Nome da Mae:

Comorbidades: ( )DM ( )HAS ( ) Obesidade ( ) DPOC ( ) Cardiopatia isquémica

( )ICcC ( ) Dislipidemia ( ) Doenga Autoimune: ( )Dl&
( )Outras:
Peso (kg): Altura (m): IMC* (kg/m?):

( ) Desnutricdo ( ) Normal () Sobrepeso ( ) Obesidade

ECOG®? ao diagnéstico: ( )0 ( )1 ( )2 ( )3 ( )4

TUMOR PRIMARIO

Data do diagnostico: /[ CEA ao diagnéstico:

Colonoscopia

Data: [/ |/

Localizagcdo da lesdo priméria: () Cdlon Direito (incluindo transverso) () Colén Esquerdo (e
sigmoide)

( ) Reto

Biopsia: ( ) Adenocarcinoma bem diferenciado ( ) Adenocarcinoma Moderadamente diferenciado
() Adenocarcinoma pouco diferenciado

Estadiamento: T N M EC: EP

Metéastases: ( ) Sim ( ) Néo Se sim, ( ) Hepaticas ( ) Extra-
Hepaticas**

Numero de lesdes Hepéticas: Bilateral: ( ) Sim ( )N&o

Segmentos: ()1 ()L () ()H)IV (IV ()VE (vl (vl
Tamanho da maior lesédo (mm):

Cirurgia do tumor primario
CEA pré-operatério: Cirurgia Eletiva: () Sim ( ) N&o, motivo: ( ) Obstru¢do ( )
Perfuracao
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Quimioterapia Neoadjuvante: ( ) Sim () N&o

Se sim: N° Ciclos: Esquema:

Radioterapia Neoadjuvante: ( ) Ndo ( ) Sim; se Sim, Localizagdo: ( ) Sitio primério
() Outro:

Quimioterapia Adjuvante: ( ) Sim ( ) Nao,

Se sim: N° Ciclos: Esquema:

Data da cirurgia: /[ /
Cirurgia realizada:

() Colectomia Direita ( ) Colectomia Esquerda ( ) Colectomia Total ( ) Procto-colectomia
( ) Outra:
Hospital: ( )HSR ( ) Outro:

Anatomopatoldgico

Localizacdo: () Cdlon Direito ( ) Célon Esquerdo ( )Reto
Diferenciacdo: () Pouco Diferenciado ( ) Moderadamente diferenciado ( ) Bem diferenciado
Mucina: ( ) Nao ( )Sim

Margens cirdrgicas: ( )comprometidas ( )livres

Invaséo perineural: ( )Nao ( )Sim

Invaséao linfovascular: ( ) Nado ( )Sim

Numero LFN ressecados: Numero LFN comprometidos:
Presencade MSI: ( ) Ndo ( ) Sim

RAS: ( ) Selvagem ( ) Mutado

BRAF: () Selvagem ( ) Mutado

Segundo tumor colénico sincrénico: ( ) Nao ( ) Sim

| METASTASE HEPATICA
‘ Data do diagnostico: /[ CEA ao diagnostico:
Imagem
Data: [ |/
Numero de lesdes Hepéticas: Bilateral: ( ) Sim ( )Nao

Segmentos: ()1 ()L () (H)IV (IV ()VE (vl (vl
Tamanho da maior lesdo (mm):

Quimioterapia Neoadjuvante: ( ) Sim ( ) N&ao
Se sim: N° Ciclos: Esquema:
Quimioterapia Intra-arterial: ( ) Nado ( ) Sim

Cirurgia: No mesmo momento do tumor primario: ( )Sim ( )Nao
Data da cirurgia: /[ /
CEA pré-operatdrio (Gltimo antes da cirurgia):

Modalidade: ( )aberta ( )vip

Numero de lesGes =hepéticas no transoperatorio: Bilateral: ( ) Sim ( )N&o
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Segmentos com les&o: ( ) I () ()t (¢ )V ( )V (VI (vl (vl
Segmentos ressecados: ()1 ()L () ¢ H)V ( )V (VI ( )Vl ( )Vl
Tempo de internacdo hospitalar: dias

Complicagbes:
Clavien-Dindo®: ( )l ( ) ( YIA ( )UB ( )IVA ( )IVB ( )V

Data do 6bito: / /

Hemograma pré-operatério:

Data: /| |/

Hemoglobina:

Hematdcrito:

Leucdcitos totais:

Neutrofilos***; (absoluto) % (relativo)
Linfocitos: (absoluto) % (relativo)
Monécitos: (absoluto) % (relativo)
Plaquetas:

Anatomopatoldgico

Numero de lesdes:
Localizacdo: Segmentos: ( )1 ()it ()it ( )V ( )V ( HvE (vl ()vil

Diferenciacdo: () Pouco ( ) Moderadamente ( ) Bem
Mucina: ( ) Ndo ( )Sim

Dimenséo da Maior leséo: mm
Margens cirdrgicas: ( )livres, mm ( ) comprometidas, se sim: macroscopicas ( ) microscopicas
()

Fez quimioterapia neoadjuvante: ( ) Nao ( )Sim,
Se sim: Resposta completa a quimioterapia: ( ) Nao ( ) Sim

SEGUIMENTO:

Data da Ultima Consulta: /|

Recidiva da doenca: ( ) Ndo ( ) Sim

SE SIM: Hepatica: ( ) Nao ( ) Sim, Data: I

Operou: ( )Nao ( )Sim,Data: /[

Extra-hepética: ( ) Ndo ( ) Sim,Data: [/ [/

Quimioterapia paliativa: ( ) Ndo () Sim, Se sim: N° Ciclos:

Esquemas:

Local:

OBITO: Data: __ /[




119

LEGENDA:

&:DIl = Doenca Inflamatoria Intestinal: Doenca de Crohn, Retocolite Ulcerativa; IMC= indice de massa
corporal (kg/m2); DESNUTRICAO: < 18.5; NORMAL: 18.5 - 24.9; SOBREPESO: 25 - 29.9;

OBESIDADE: = 30; dECOG= Escala de performance status. 0: assintomatico; 1: restricdo para

realizar atividades rigorosas, sintomas leves; 2: capaz de realizar o autocuidado, mais de 50% do
tempo acordado fora do leito; 3: capaz de realizar autocuidado limitados, mais de 50% do tempo no
leito; 4: incapaz de realizar autocuidado, restrito ao leito; *:Clavien-Dindo: GRAU I: Qualquer desvio
do curso pos-operatoério Ideal sem necessidade de tratamento farmacolégico ou de intervengdes
cirlrgicas, endoscopicas e radiolégicas. Regimes terapéuticos permitidos sédo: drogas antieméticas,
antipiréticos, analgésicos, diuréticos, eletrélitos e fisioterapia. Esta categoria também inclui feridas
operatdrias drenadas a beira do leito; GRAU 2: Requer tratamento farmacolégico com drogas
diferentes daquelas permitidas para complica¢g@es grau |. Transfusdo sanguinea e nutricdo parenteral
total também estéo incluidas; GRAU 3A: Exige cirurgia, endoscoépica ou intervencgéo radioldgica SEM
anestesia geral; GRAU 3B: Exige cirurgia, endoscopica ou intervencéo radiolégica COM anestesia
geral; GRAU 4A: Complicacéo com Risco de vida (incluindo SNC) Necessidade de UTI - Disfungéo
de um sé 6rgao (incluindo dialise); GRAU 4B: Complicagdo com Risco de vida (incluindo SNC)
Necessidade de UTI - Disfung&o de multiplos 6rgdos; GRAU 5: Obito do paciente. “Metastases Extra
Hepaticas: N&do considerar ganglios regionais como metastases. "Neutréfilos: Considerar
segmentados, bastdes, mielécitos e metamieldcitos
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10.ANEXO Il - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO gwm
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do sistema de reparo do DNA por excisdo e por recombinagdo sobre o
prognéstico e resposta a quimioterapia em pacientes com metastases hepaticas

Pesquisador: ANTONIO NOCCHI KALIL

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1
CAAE: 72393917.8.0000.5335
Instituicao Proponente: ISCMPA

Patrocinador Principal: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.261.736

Apresentacao do Projeto:

Aproximadamente metade de todos os pacientes com cancer colorretal desenvolvem recorréncia local ou
metéstase a distancia durante a doenca. O figado é reconhecido como o sitio mais comum de metéstase
colorretal, visto que a maior parte da drenagem intestinal mesentérica entra no sistema venoso portal
hepatico. A terapia sistémica destina-se principalmente a células tumorais que se separaram da lesao
primaria, hospedaram-se em outros lugares, sdo indetectaveis por imagens clinicas e sao inacessiveis a
excisao. Portanto, os marcadores especificos de metastase e de reposta a quimioterapia sao necessarios
para delinear um perfil molecular especifico destes tumores. Diversos estudos apontam a influéncia dos
sistemas de reparo do DNA como reparo de malpareamento (MMR) e reparo por excisdo de bases (BER) na
carcinogénese colorretal, sendo atualmente propostos como marcadores preditivo e prognéstico desta
doenca. Entretanto, os estudos falham em n&o estender estas anlises as metastases hepaticas, as quais
também carecem de marcadores moleculares para melhor definir a abordagem terapéutica. O objetivo deste
trabalho é avaliar a influéncia da expressao de componentes das vias de reparo do DNA por excisdo e por

recombinagao sobre o prognoéstico e a resposta a quimioterapia em pacientes com

Endereco: R. Prof° Annes Dias,295 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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metastases hepaticas de tumores colorretais. Trata-se de um estudo prospectivo, descritivo e exploratorio, o
qual

incluira uma amostra por conveniéncia, de pacientes que tiverem indicagao cirirgica para hepatectomia cuja
realizacéo se der no Hospital Santa Rita e preencheram os critérios de inclusdo pelo periodo de 1 ano.
Serao coletadas amostras das metastases hepaticas de tumores colorretais e tecido hepatico saudavel
pareado durante a cirurgia de hepatectomia. As amostras serao avaliadas quanto a expressao génica (qRT-
PCR) de genes das vias de reparo do DNA por excisdo e por recombinagdo (OGG1, POLB, PARP1,
XRCC1, XRCC2, XRCC3 e XRCC5); quanto a presenga de mutagoes em KRAS, NRAS e BRAF
(sequenciamento); quanto a expressado proteica de produtos génicos aberrantes (imuno-histoquimica);
guanto a presenga de instabilidade de microssatélites (expressdo imuno-histoquimica de MLH1 e MSH2); e
guanto as caracteristicas histopatologicas. Os dados moleculares serao correlacionados com os dados
clinicos e de estadiamento. A resposta a quimioterapia sera avaliada pelo sistema RECIST e também sera
correlacionada com os dados moleculares.

Serao coletadas as seguintes variaveis de cada paciente: género, idade, data da ressec¢ao do tumor
primario, estadiamento TNM da lesdo priméaria, realizagéo de quimioterapia sistémica ou radioterapia local
adjuvante ao tratamento da lesdo primaria, data do diagnostico da metastase hepatica, namero de nodulos
identificados, bilateralidade hepatica das lesdes, presenca de doenca exira-hepatica, realizagao de
guimioterapia pré e pos hepatectomia, tipo de hepatectomia (hepatectomias maiores foram definidas como
qualquer resseccao de 3 ou mais segmentos hepaticos), utilizagdo de método ablativo concomitante com a
ressecgao hepatica, ressec¢ao de doenga extra-hepatica, transfusdo sanguinea durante ou 24 horas ap6s a
intervencao, tempo de internagdo hospitalar, tamanho do maior nédulo (maior ou menor que 5cm),
quantidade de lestes na avaliagédo

anatomopatolégica, status da margem cirargica, distancia da margem, grau histolégico

Serao analisados 60 casos.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario: Avaliar a influéncia da expressao de componentes das vias de reparo do DNA por excisido
de bases e por recombinagao sobre o prognostico e a resposta a quimioterapia em pacientes com
metastases hepaticas de tumores colorretais.

Objetivo Secundario:

- Avaliar o status da via MMR através da expressao proteica de MLH1 e MSH2 em metastases hepaticas
secundarias ao cancer colorretal;*

Enderego: R. Prof® Annes Dias,295 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-080
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Avaliar o status mutacional de KRAS, NRAS e BRAF metastases hepaticas secundarias ao cancer
colorretal;

+ Avaliar a expressao génica de OGG1, POLB, PARP1, XRCC1, XRCC2, XRCC3 e XRCC5 em metastases
hepaticas de cancer colorretal e tecido hepatico saudavel pareado;

+ Associar as variaveis moleculares (status de MMR, status mutacional e expressao génica) as
caracteristicas clinicas dos pacientes;

- Agrupar os individuos em cluster segundo a similaridade e associagé@o destas caracteristicas;

- Correlacionar os dados moleculares com os dados clinicos dos pacientes;

- Correlacionar os dados moleculares com a resposta terapéutica dos pacientes que realizaram
neoadjuvancia;

* Propor marcadores moleculares preditivos e prognosticos no estadiamento de metastases hepaticas de
tumores colorretais.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos sao minimos, especialmente relacionados a confidencialidade.O espécime tumoral sera coletado
apés ressecgao da lesao hepatica, ndo sendo qualificado como um procedimento adicional a cirurgia.
Portanto, os riscos relacionados a obtencdo da amostra sao aqueles inerentes ao procedimento cirlrgico, o
qgual tem inteng¢&o curativa e correspondem a indicagao assistencial.

Beneficios:

Nao ha beneficios diretos aos participantes. Entretanto o presente estudo fornecera dados sobre o perfil
molecular das metastases hepaticas de tumores colorretais em uma populagao do Estado do Rio Grande do
Sul sob o ponto de vista do reparc do DNA. O estudo podera nortear estudos posteriores para a detecgdo e
o desenvolvimento de marcadores moleculares de metastases hepaticas gque direcionem os tratamentos
guimioterapicos com maior precisdo, melhorando a resposta terapéutica, assim, aumentando a sobrevida de
futuros pacientes

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O estudo tentara determinar alteragdes no sistema de reparo do DNA em metastase hepaticas de carcinoma
colo-retal e correlaciona-las com o quadro clinico. O estudo é relevante e esta adequado as normas
existentes para pesquisa que envolvam seres humanos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

presenta cronograma e orcamento. Declaragbes de confidencialidade, uso de dados e prontuario;

Enderego: R. Prof® Annes Dias,295 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-080
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uso e publica¢ao de dados, bem como autorizagbes das chefias dos servigos participantes,

Recomendacoes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O presente projeto respeita as normas existentes para pesquisa envolvendo humanos, Apresenta relevancia
cientifica e riscos minimos. Nosso parecer é favoravel a sua aprovacao.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Apos avaliagao do protocolo acima descrito, o presente comité nao encontrou obices quanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatérios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragéo superior a 6 meses), Relatérios

Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicagao).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovacéo do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagodes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_952764.pdf 08:08:33
Folha de Rosto MtxHep_FolhadeRosto.pdf 28/07/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito

08:07:56 | KALIL
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 29/06/2017 [ANTONIO NOCCHI Aceito
Brochura 15:10:43 [KALIL
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_MxTHep.doc 29/06/2017 [ANTONIO NOCCHI Aceito
Assentimento / 15:10:00 ([KALIL
Justificativa de
Auséncia
Qutros MtxHep_UsoePublicacaodeDados.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:59:10  [KALIL

Endereco: R. Prof° Annes Dias,295 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-080
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Pagina 04 de 05



IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO
ALEGRE - ISCMPA

Continuacao do Parecer: 2.261.736

QKo

mo

124

QOutros MixHep_UsodeDadoseMateriaisBiolgico| 29/06/2017 | ANTONIO NOCCHI Aceito
s.pdf 14:57:47 |KALIL

Qutros MixHep_UsodeDadoseProntuarios.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:57:13 |KALIL

Qutros MixHep_Confidencialidade.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:56:43 |KALIL

Qutros MixHep_lsencaodeonus.pdf 29/08/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:56:27  |KALIL

Qutros MixHep_labsufcspa.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:55:51 KALIL

Qutros MtxHep_ChefiaCirOncologica.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:54:52 |KALIL

Qutros MixHep_ChefiaPato.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:54:30 |KALIL

Qutros Formlnscr.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:53:55 |KALIL

Orgamento MixHep_Orcamento.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:52:53 |KALIL

Cronograma MxtHep_Cronograma_.pdf 29/06/2017 |ANTONIO NOCCHI Aceito
14:52:05 |KALIL

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 06 de Setembro de 2017
Assinado por:
ELIZETE KEITEL
(Coordenador)
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