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RESUMO

Santos FA. Avaliacdo da sobrevida e da frequéncia de mutacao dos genes BRAF e NRAS e do
status de MSI nos pacientes com cancer colorretal metastatico KRAS selvagem tratados com
Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos. Dissertagdao (Mestrado). Barretos: Hospital de
Cancer de Barretos; 2019.

JUSTIFICATIVA: Este estudo justifica-se pela relevancia progndstica dos genes BRAF e NRAS e
do status de MSI no cancer colorretal (CCR) e pelo pequeno nimero de estudos avaliando a
frequéncia de mutacdo destes genes e do status da instabilidade de microssatélites nos
tumores colorretais na populacdo brasileira. Justifica-se também por ser um dos primeiros
estudos na populagdo brasileira que tem o intuito de confirmar os achados prévios em relacao
a eficacia do Cetuximabe no tratamento do CCR avancado em uma populag¢do enriquecida de
pacientes politratados, refratarios. OBJETIVO: Avaliar a sobrevida e a frequéncia da mutacao
dos genes BRAF e NRAS e do status de MSI nos pacientes com cancer colorretal avancado KRAS
selvagem tratados com Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos. MATERIAIS E
METODOS: Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, realizado através da avaliacdo dos
prontudrios de pacientes com diagndstico de cancer colorretal metastatico ou localmente
avancgado, KRAS selvagem, submetidos a tratamento com Cetuximabe no Hospital de Cancer
de Barretos. Dados demograficos, clinicos e patoldgicos foram avaliados de maneira
descritiva. Foram realizadas analises univariadas para sobrevida global por variaveis e
regressao de Cox foi usada para analise multivariada. RESULTADOS: A sobrevida mediana dos
211 pacientes tratados com Cetuximabe no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2016
foi 10,4 meses (IC 95%: 8,14-12,75), sendo de 6,6 meses (IC 95%: 5,27-8,06) para os tumores
do célon direito e 11,5 meses (IC 95%: 9,18-13,87) para os tumores do colon esquerdo (p-
0,02). A frequéncia de mutagdo do BRAF foi de 3,9% com sobrevida mediana de 4,9 meses (IC
95%: 0,61-9,17) e para o NRAS foi encontrado mutagao em 3,38% dos pacientes com mediana
de sobrevida de 6,9 meses (IC 95%: 1,40-12,53). Foi encontrada uma frequéncia de MSI-H de
3,3%, com sobrevida mediana de 4,6 meses (IC 95%: 4,48-4,65). Na andlise multivariada para
estimativa de sobrevida apenas a varidvel lateralidade manteve significancia estatistica (HR =
2,6, [IC95% 1,41-4,72]), sendo maior o risco de ébito nos pacientes com tumores do célon D.
CONCLUSAO: A sobrevida global bem como a frequéncia de mutac3o de NRAS e de MSI foram
préoximas as encontradas em outros estudos que avaliaram o Cetuximabe em pacientes
politratados e refratdrios a outras linhas de tratamento. Ja a frequéncia de mutac¢do do BRAF
foi inferior ao encontrado em estudos prévios. As mutacdes de BRAF e NRAS, bem como a
presenca de MSI, estdao associados a menor sobrevida nas anadlises univariadas, mas apenas a
lateralidade manteve-se como fator progndstico independente apds andlise multivariada.

PALAVRAS-CHAVE: Genes; Neoplasias Colorretais; Proteinas Proto-Oncogénicas B-raf;

Instabilidade de Microssatélites; Sobrevida; Cetuximabe.



ABSTRACT

Santos FA. Survival and mutation frequency of BRAF and NRAS genes and MSI status in
patients with wild-type metastatic colorectal cancer treated with Cetuximab at Barretos
Cancer Hospital. Dissertation (Master). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2019

BACKGROUND: This study is justified by the prognostic relevance of BRAF and NRAS genes
and microsatellite instability (MSI) status in colorectal cancer (CRC), and the small number of
studies evaluating the mutation frequency of these genes as well as the status of MSI in
colorectal tumors in Brazil. In addition, it is one of the first studies in the Brazilian population
that aims to confirm previous findings regarding the efficacy of Cetuximab in the treatment of
advanced CRC in an enriched population of refractory polytreated patients. AIM: To evaluate
the survival and frequency of BRAF and NRAS gene mutation and MSI status in patients with
advanced colorectal cancer treated with Cetuximab at Barretos Cancer
Hospital. METHODS: This is a retrospective cohort study conducted through the medical
records of patients diagnosed with metastatic or locally advanced colorectal cancer, wild-
type KRAS, treated with Cetuximab at the Barretos Cancer Hospital. Demographic, clinical and
pathological data were evaluated descriptively. Univariate analyzes were performed for
overall survival by variables and Cox regression was used for multivariate analysis. RESULTS:
Median survival for patients treated with Cetuximab from January 2011 to December 2016
was 10.4 months (95% Cl 8.14-12.75), for right colon tumors was 6.6 months (95% Cl 5.27-
8.06) and for left colon tumors 11.5 months (95% Cl 9.18-13.87), p-0.02. The BRAF mutation
frequency was 3.9%, median survival of 4.9 months (95% Cl 0.61-9.17) and for NRAS the
mutation was found in 3.38% of patients with median survival of 6.9 months (95% Cl 1.40-
12.53). The frequency of MSI-H of 3.3% was found, with a median survival of 4.6 months (95%
Cl 4.48-4.65). In the multivariate analysis for survival only the laterality variable was
statistically significant (HR = 2.6, [95% ClI 1.41-4.72]), being the risk of death higher in patients
with right colon tumors. CONCLUSION: Survival of Cetuximab-treated patients, as well
as NRAS mutation and MSI frequency, were approximate to that found in other studies
evaluating Cetuximab in polytreated patients refractory to other treatment lines.
The BRAF mutation frequency is not as high as other studies previously
done. BRAF and NRAS mutation as well MSI are associated with a smaller survival in univariate
analyzes, but only the laterality maintened statistical significance after the multivariate
analysis.

KEYWORDS: Genes; Colorectal neoplasms; Proto-Oncogene proteins B-raf; Microsatellite

Instability; Survival;, Cetuximab.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer Colorretal no Mundo, nos EUA e no Brasil

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia muito comum no Brasil, nos EUA e no mundo.
Segundo dados do GLOBOCAN 2018, a estimativa foi de 1,096,601 novos casos de cancer de
cblon e 704,376 novos casos de cancer de reto no mundo. Somando os casos de tumores de
célon e reto, totalizando 10,2% dos novos casos de cancer em 2018. A estimativa de mortes
para cancer de cdlon foi de 551,269 (5,8% das mortes por cancer) e para cancer de reto

310,394 (3,2% das mortes por cancer) (Figura 1)*.
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Figura 1 - Distribuicdo de casos e mortes para os 10 canceres mais comuns no mundo em 2018
para ambos os sexos. Os canceres de pele ndo-melanoma estdo incluidos na categoria

“outros”.

Nos EUA, o CCR é o terceiro cancer mais comum em homens e mulheres. A estimativa
para 2018 foi de 140,250 novos casos (97,220 para cancer de célon e 43,030 para cancer de
reto). Estimou-se 50,630 mortes para 2018 em decorréncia do cancer colorretal, sendo a

terceira causa de morte por cidncer em homens e em mulheres 2.



No Brasil, estima-se 36,360 novos casos de cancer colorretal por ano para o biénio 2018-
2019 (17,380 em homens e 18,980 em mulheres). O cancer de célon e reto é o terceiro cancer
mais comum em homens e o segundo cdncer mais comum em mulheres (Figura 2)3. A
estimativa de mortes segundo o Atlas de Mortalidade por cancer de 2015 foi de 16,697, sendo

8,163 mortes em homens e 8,533 em mulheres®*.

Prostata 15.820 26,9% Homens Mulheres  Mama feminina 11.860 20,3%
Estémago 3.140 5,3% Colo do dtero 6.030 10,3%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 2.920 5,0% Cdlon e Reto 2.800 4.8%
Célon e Reto 2.260 3,8% Traqueia, Bronquio e Puimao  2.310 3,9%
Cavidade Oral 1.890 3,2% Glandula Tireoide 2.220 3,8%
Laringe 1.550 2,6% Estdmago 2110 3,6%
Esofago 1.460 2,5% Ovario 1.480 2,5%
Leucemias 1.380 2,3% Corpo do Utero 1.470 2,5%
Sistema Nervoso Central 1.290 2,2% Sistema Nervoso Central 1.100 1,9%
Linfoma nao Hodgkin 1.000 1,7% Leucemias 1.090 1,9%

Fonte: Adaptado de Estimativa 2018 INCAS3.

Figura 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cdncer mais incidentes no Brasil

estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Nas ultimas 2 décadas, houve um lento, mas constante declinio nas taxas de
mortalidade por CCR. No entanto, esta tendéncia ndo é presente em todos os subgrupos, em
especial quanto a localizagdo anatomica dos tumores, ja que existem informagdes
contraditérias na relacdo entre a localizagdo do CCR e a sua mortalidade®. Usando o banco de
dados do SEER entre os anos de 1998 e 2003, houve um aumento de 5% na mortalidade para
tumores do lado direito comparado a tumores de célon esquerdo nos EUA. A sobrevida
mediana para os tumores do lado direito foi de 78 meses versus 89 meses para canceres do
lado esquerdo (P <0,001)®. O mesmo comportamento foi observado na base de dados criada
por um estudo observacional multicéntrico alemao que encontrou um aumento ainda maior

(12%) na mortalidade para canceres do lado direito em comparag¢do com o lado esquerdo’.

1.2 Fatores etioldgicos e patogénicos do CCR

Os fatores causais envolvidos no desenvolvimento do CCR s3do heterogéneos e

complexos. Existem varias diferencas embrioldgicas e bioldgicas entre o cdlon proximal e



distal. O segmento proximal do intestino grosso, incluindo o ceco, célon ascendente e dois
tercos proximais do cdlon transverso, surgem do intestino médio embrionario e recebem
perfusdo sanguinea da artéria mesentérica superior. Por sua vez, o segmento distal do
intestino grosso da flexura esplénica até o canal anal superior se origina no intestino posterior
embriondrio e recebe a perfusdo sanguinea da artéria mesentérica inferior?.

O CCR esta localizado no intestino grosso que é a parte final do tubo digestivo,
composto pelo ceco, cdlon e reto. Sdo divididos em tumores do célon direito (CD) e tumores
do cdlon esquerdo (CE) baseado na localizacdo antes ou depois da flexura esplénica,
respectivamente. Sabidamente os canceres do célon direito tendem a ser volumosos, pouco
diferenciados, exofiticos e polipdides, crescendo no limen intestinal e causando anemia. Por
outro lado, os tumores do célon esquerdo tendem a ser constritivos causando muitas vezes

obstrucdo intestinal como apresentac3o inicial da doenca® (Figura 3).

Célon

Adaptado de http://www.crcftlauderdale.com

Fonte: Medical 2019 1°.

Figura 3 - Anatomia do intestino grosso

Os fatores de risco para o desenvolvimento do CCR incluem fatores genéticos, dietéticos
e de estilo de vida. Dentre os fatores genéticos destacam-se a polipose adenomatosa familiar
e a Sindrome de Lynch, responsaveis por 5% dos casos de CCR!!. Até 10% dos casos de CCR
apresentam uma ou mais mutacdes patogénicas, dentre elas, mutagdes nos genes APC, BRCA,
TP53, PALB212.

Outros mecanismos de propensdao ao CCR, incluem a doenca inflamatéria intestinal,

obesidade, diabetes mellitus, alto consumo de carnes vermelhas, tabagismo, etilismo,



sedentarismo'® !4, Os pélipos adenomatosos, sdo, provavelmente, as mais importantes lesdes

precursoras do CCR.

1.3 Fatores moleculares no CCR

Existem alteracbes génicas bem definidas envolvidas na patogénese do CCR. A
instabilidade cromossomica (CIN - Chromosomal Instability), a instabilidade de microssatélite
(MSI - Microsatellite Instability), e o fendtipo metilante (CIMP - CpG Island Methylator
Phenotype) sdo as trés vias genéticas classicas na patogénese do CCR e funcionam de forma
interligada. Quando alteradas, afetam importantes vias de sinalizacdo celular do CCR, como a
via MAPK (KRAS, NRAS e BRAF), P13K, e TP53®. Aproximadamente 85-90% dos casos de CCR
se originam na via de instabilidade cromossOmica e apresentam um perfil ndo hipermutado,
ou seja, ndo possuem elevadas taxas de mutacdo em seu genoma. O mesmo perfil ndo
hipermutado ocorre nos casos de CCR com o fendtipo metilante. Tumores com CIN
apresentam mutacdes em genes caracteristicos (APC, KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, SMADA4,
TCF7L2)Y. Diferentemente disso, os tumores com MSI apresentam um perfil hipermutado,
com altas taxas de mutac3o no genoma?’, sendo os genes BRAF (V600E), APC, MSH3 e MSH6
alvos frequentes de mutacdo?’.

Estudo multicéntrico recente avaliou dados moleculares de 4151 pacientes e
estabeleceu 4 subtipos moleculares do CCR8. O subtipo molecular 1 (CMS1) ou imune (14%
dos casos) é caracterizado pela expressao aumentada de genes associados com um infiltrado
imune difuso, principalmente composto por TH1 e células T citotdxicas, em conjunto com
forte ativacdao de vias de evasao imune e associagdo com MSI e mutagdes do gene BRAF.
Tumores CMS2 ou candnicos (37%) exibem diferenciacao epitelial e forte regulagdo positiva
dos alvos a jusante das vias de sinalizagdo celular WNT e MYC, implicadas na carcinogése do
CCR. O subtipo CMS3 (13%) é caracterizado pela desregulagao metabdlica, KRAS mutado e um
misto de MSI, baixo CIMP e baixo SCNA (altera¢cdes no nimero de cdpias somaticas). O CMS4
ou mesenquimal (24%) apresenta ativagdo de genes implicados na transicdao epitelial-
mesenquimal, ativacdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) da angiogénese
e das vias de remodelacdo da matriz e o sistema inflamatério mediado pelo complemento®®.
Esta classificacdo é a base para futuras estratificacdes clinicas e intervengdes baseadas nos

subtipos.



O impacto das mutacdes dos genes KRAS e BRAF V600E no CCR varia conforme
presenca ou auséncia de instabilidade de microssatélite. Smeby et al avaliaram o impacto
destas mutacBes nos subtipos moleculares, sendo encontrado um enriquecimento de
mutagoes BRAF V600E em tumores CMS1 estando associados a doenga metastatica com mau
progndstico nestes pacientes. MutacGes do KRAS foram associadas a resultados adversos em
tumores epiteliais (CMS2 / CMS3) com estabilidade de microssatélites. Mutacbes do gene
BRAF V600E e do gene KRAS foram associadas a menor sobrevida global apenas nos pacientes

com estabilidade de microssatélite (MSS)*° .

1.3.1 Diferengas moleculares entre célon direito e esquerdo

Além de diferentes caracteristicas clinico patoldgicas, existem também diferencas
moleculares entre o célon direito e célon esquerdo. A instabilidade de microssatélites (MSI) e
a instabilidade cromossOmica sdo as duas mais frequentemente mencionadas. Os tumores do
cOlon direito sdo mais frequentemente dipldides, tém histologia mucinosa, alta MSI, mutagdes
ativadoras dos genes RAS, BRAF e PI3KCA e uma associacao com o subtipo 1 do consenso
molecular (CMS1). Os canceres do cdlon esquerdo sdo caracterizados por uma ocorréncia
mais frequente de instabilidade cromossémica, um perfil de expressdo génica correspondente
a uma ativacao do receptor de crescimento epitelial (EGFR) e sdao mais frequentemente
aneupléidest® 20,21,

Loree et al.?? revisaram retrospectivamente o painel clinico e molecular de 1876
pacientes com CCRm e comparou a prevaléncia de mutag¢Ges e sobrevida conforme
lateralidade e localizagdo do tumor primdrio. Foi encontrado uma diferenca na prevaléncia
das mutacgdes de varios genes, destacando BRAF V600, KRAS, TP53 e PIK3CA. A prevaléncia de
mutacdes do gene KRAS/NRAS foi maior nos tumores de ceco e reduziu progressivamente até
chegar no célon descendente, quando o numero de muta¢des voltou a aumentar. A
frequéncia de mutag¢des do BRAF foi maior nos tumores de célon ascendente, flexura hepatica
(principalmente) e célon transverso. A partir do célon transverso a prevaléncia dessas
mutacdes reduz progressivamente, atingindo as menores frequéncias nos tumores do reto.
Nos tumores de reto e sigmdide foi encontrada maior frequéncia de mutag¢des do TP53 e
menor frequéncia de mutacdes dos genes PIK3CA, BRAF e MSI. Quanto aos subtipos
moleculares, foi encontrado declinio dos subtipos CMS1 e CMS3 e aumento do subtipo CMS2

movendo distalmente (sentido ceco/reto)??.



As diferencas moleculares entre cdélon direito versus esquerdo se traduzem em
diferentes desfechos clinicos, sendo os tumores de cdélon direito de progndstico
acentuadamente pior. Apesar disso, a localizacdo do tumor primario ndo tem sido, até o
momento, fator de estratificacdo em ensaios clinicos e a influéncia da localizacdo do tumor

primario na resposta a determinadas terapias ndo é claramente estabelecida?3.

1.3.2 Genes KRAS e NRAS no CCR

O CCR é caracterizado por mutacoes recorrentes que desregulam cascatas de sinalizacdo
e proporcionam as células do cancer novas caracteristicas funcionais. A alta frequéncia de
mutacdes nos genes da via RAS/RAF/MAP/MEK/ERK, nomeadamente em KRAS e BRAF em
cancer humano sugere o seu importante papel tanto na iniciagdo do tumor quanto na
manutenc¢do do seu crescimento?”.

Um dos mais importantes alvos moleculares na génese tumoral do CCR é representada
pela via do EGFR?. A ativacdo do EGFR estimula a proteina quinase ativadora de RAS/RAF e a
via PI3K/AKT/mTOR, levando a um estimulo a proliferacdo celular tumoral®.

KRAS e NRAS s3o oncogenes membros da familia RAS. Quando mutados, resultam na
ativagdo constitutiva da sinalizacdo via RAS/MAPK, sendo este um dos mecanismos envolvidos
na resisténcia a terapia anti-EGFR?% %7,

O oncogene KRAS, localizado no cromossomo 6, codifica uma proteina com importante
papel fisiolégico e patogénico no cancer colorretal. Em condigdes normais, em que o gene
KRAS codifica a proteina em seu estado denominado selvagem ou wildtype (wt), ou seja, sem
mutacao a ligacdo de um fator de crescimento ao seu receptor de membrana (por exemplo, o
EGFR) ativa a proteina RAS. Isso desencadeia uma série de etapas enzimaticas que culminam
na ativacao de genes importantes na manutencao do fendtipo neopladsico. Na presenca de
determinadas mutag¢des ocorre ativacdo da proteina independentemente da presenca do
fator de crescimento. Dessa forma, a presenca dessas mutag¢des passou a ser utilizada como
biomarcador de resposta ao uso de anticorpos contra EGFR, visto que o bloqueio do receptor
passa a ndo ter efeito terapéutico quando a proliferacdo celular estd continuamente
estimulada devido a ativacdo constitutiva da via pela proteina RAS mutada?®. O mesmo
processo (molecular e fator preditivo de resposta) ocorre na presenca da mutacdo do gene

NRAS (Figura 4)2®.



Existem outras vias de sinalizacdo celular que sdo dependentes da ativacdo pela proteina
RAS como a via PI3K/AKT/MTOR?. Esta via promove a proliferacdo celular e estd intimamente
ligada ao ciclo celular?®. Sua ativacdo através da interacdo de fatores de crescimentos e seus
receptores se da por intermédio da ativacdo de RAS. A proteina RAS ativada ativa PI3K levando
aformacdo de PIP3, que por sua vez ativa Akt e leva a uma série de eventos celulares a jusante,
sendo mTOR um dos alvos®°. Dados retrospectivos sugerem que esta via pode estar associada
a resisténcia a terapia anti-EGFR, no entanto, parece que apenas mutacdes especificas do

gene PIK3CA no éxon 20 podem estar associadas a esta resisténcia3°.
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Figura 4 - Via de sinalizacao celular no CCR.
Aproximadamente 40% dos CCRs exibem mutagdes ativadoras no KRAS (a base de dados

COSMIC3? refere 36%, enquanto TCGA3 relata 42%) e estdo localizadas nos éxons 2, 3 e 4;

estas afetam os cddons 12 e 13 (80% dos casos), cédon 61 (4%), codon 146 (1-2%). Além disso,



as mutacdes adicionais em KRAS em varias posi¢cGes (por exemplo, 68, 117) sdo catalogadas
nas bases de dados, contudo o impacto na funcdo da proteina KRAS é desconhecido.

O oncogene NRAS esta localizado no cromossomo 1 e abriga mutacdes em 2-4% de
todos os CCRs?” 28, As mutacdes de NRAS (assim como as mutacdes de KRAS) sdo
constitutivamente ativas, devido a reducdo da atividade intrinseca da GTPase e a
insensibilidade as proteinas ativadoras da GTPase?’. Estas mutac¢des ocorrem geralmente nos
cédons 12, 13 e principalmente no cédon 61. Irahara et al.?’ relataram que as mutac¢des do
NRAS sao mutuamente excludentes com mutac¢des do KRAS, BRAF e PIK3CA e sdo encontradas
mais frequentemente no cincer de célon esquerdo e no sexo feminino?’. A frequéncia desta
mutacdo neste estudo foi de 2,2%?7, sendo essa informac3o consistente com dados de
sequenciamento do genoma do cancer disponiveis publicamente no banco de dados do
Instituto Sanger, COSMIC database3? que lista uma frequéncia de mutacdes NRAS em
aproximadamente 3% no cancer de cdlon. Clarke et al. relataram que 50% dos CCR
apresentam mutacdo nos genes KRAS e NRAS?*,

Pouco é conhecido a respeito do impacto das mutacdes de NRAS no CCR?’. Assim como
as mutacOes de RAS, as mutacGes de NRAS também predizem auséncia de resposta a terapia
anti-EGFR, sendo que estas terapias podem ter um efeito detrimental em pacientes com CCR
NRAS mutado®>-%’. Porém, diferentemente das muta¢des de KRAS, apenas mais recentemente
as mutacdes de NRAS foram associadas a resisténcia a terapia anti-EGFR, e desde entdo a

avaliacdo do gene NRAS foi incorporada a pratica clinica rotineira.

1.3.3 Gene BRAF no CCR

O oncogene BRAF se localiza no cromossomo 7 no locus 7p34, e é o mais potente ativador
da via MAPK. E composto por 18 éxons, totalizando 190286 nucleotideos. Ele codifica uma
quinase/serina/treonina citoplasmatica que participa do mecanismo de transducdo de sinais
da familia RAS/RAF/MAP/MEK/ERK?®. Essa via é responsdavel pela regulacdo de sinais para o
crescimento celular. Quando o receptor extracelular desta via recebe o respectivo
ligante/fator de estimulo, como por exemplo fatores de crescimento, ele ativa o seu dominio
citoplasmatico, tornando-se fosforilado. Essa fosforilagao é entdo transmitida através de uma
cascata enzimatica até promover a remocdo de GDP (difosfato de guanosina) de um membro
da familia RAS. Essa remocdo permite que a proteina RAS seja ativada através da ligacdo de

GTP (trifosfato de guanosina). Quando ativada, RAS ativa a proteina quinase RAF, codificada


https://pt.wikipedia.org/wiki/Guanosina_difosfato

pelo gene BRAF, que fosforila e ativa MEK que, por sua vez, fosforila e ativa MAPK,
transmitindo o sinal para o nucleo. Ao receber o sinal, os genes relacionados ao crescimento
celular sdo ativados, promovendo proliferacao celular. Mutacdes com ganho de func¢do nos
genes responsaveis por essa via de crescimento celular podem aumentar a expressdo dos
mesmos, resultando em um descontrolado processo de divisdo celular e tumorigénese?®

(Figura 5).
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Fonte: Imagem adaptada de Clarke et al3.

Figura 5 - Via de sinalizagdo MAPK no cancer colorretal

As mutagdes do BRAF sdo menos frequentes (COSMIC e TCGA relatam 11% e 10%,
respectivamente, com mutacdes ativadoras no BRAF)3% 33, Dentre as mutacdes sométicas
descritas no BRAF, cerca de 80 a 90% correspondem a uma mutagdo simples T>A (timina em
adenina) no éxon 15, causando uma troca do aminodcido glutamato por valina no residuo 600
(V600E)38, Esta mutacdo resulta em um ganho de funcdo da proteina levando a uma constante

ativagdo do BRAF e, consequentemente, da cascata de fosforilagdo da via
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RAF/MAP/MEK/ERK®®. Mutacdes do BRAF s3o mais frequentes em tumores com MS| e
conferem um progndstico pior quando comparado com os tumores BRAF selvagem?°.

As mutacGes do BRAF estdo associadas a infiltracdo de linfécitos, localizacdo no célon
direito, ocorréncia em doentes do sexo feminino com idade mais avancada e, com maior
frequéncia, sdo tumores pouco diferenciados e subtipo mucinoso3°. Além disso, apresentam
um padrdo distinto de disseminacdo metastatica com alta frequéncia de metastases
peritoneais e linfonodais e taxas menores de metdstases pulmonares em comparagdao com
tumores BRAF selvagem. As mutagdes do BRAF V600E também tém sido associadas a baixa

sobrevida, mas esse fenémeno se restringe a carcinomas que n3o apresentam MS| 3940,

1.3.3.1 Frequéncia da muta¢dao do BRAF V600E no Brasil

Existem poucos estudos avaliando a frequéncia da mutacdo do BRAF na populacdo
brasileira em pacientes com CCR, com resultados varidveis. Dois estudos encontraram
mutacdo em 6,5% dos pacientes*' 42, Jr PLU et al.** relataram uma frequéncia de mutac3o do
BRAF V600E de 1,3% em pacientes com CCRm. Berardinelli et al.** avaliaram a frequéncia de
mutacao do gene BRAF V600E em 106 pacientes com CCR com MSI-H, sendo a mutacao
encontrada em 26,4% dos casos**. Yamane et al.*! encontraram uma frequéncia de 6,5% de

mutac¢ao do BRAF V600E em 47 pacientes com CCR, com estadiamento clinico variado.

1.3.3.2 Mutagbes do BRAF nao V600

Com os avangos do sequenciamento de nova geragdo (next-generation sequencing -
NGS), outras mutag¢des tém sido identificadas e muitas vezes possuem significado clinico e
progndstico incertos. Um exemplo disso sdao as mutagdes do gene BRAF fora do cédon V600
(ndo V600). Em uma coorte com 9643 pacientes com CCRm, Jones et al.*> encontraram uma
frequéncia de mutagdo do BRAF nao V600 de 2,2% (208 pacientes). Os pacientes com
mutacdes do BRAF nao V600 foram mais jovens, mais frequentemente do sexo masculino,
portadores de tumores localizados no célon E e com estabilidade de microssatélites. Além
disso, estes pacientes com mutacdao do BRAF nao V600 apresentaram menores chances de
serem portadores de tumores de alto grau e de apresentarem metastases peritoneais e
apresentaram maior sobrevida global quando comparado com pacientes com mutacdo do

BRAF V600 ou com pacientes sem nenhuma mutacao do BRAF (60,7 meses x 11,4 meses x 43
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meses, respectivamente)*®. Além disso, mutacdes RAS concomitantes podem ocorrer mais

frequentemente em pacientes portadores de mutacdes do BRAF ndo V600%.

1.3.4 Concordancia da analise da mutag¢do dos genes KRAS, NRAS e BRAF no tumor primario

e nas metastases

.46 avaliaram a concordancia do perfil molecular dos tumores primarios e das

Cejaseta
metastases em 117 pacientes. O nivel de concordancia na presenca de mutacdes no KRAS e
BRAF foi de 91% e 100%, respectivamente, entre o tumor primario e as metdastases. Esses
achados sugerem que o status mutacional de KRAS e BRAF no tumor primario € um marcador
substituto adequado do status na doenca metastética relacionada®. Estudo adicionais
também encontraram concordancia >90% ao analisar o gene BRAF, KRAS e NRAS entre tumor
primario e metastases e, portanto, esses testes podem ser realizados tanto no tumor primario

como na metdstase*” #8. Bhullar et al.*® relataram concordancia de 90 a 100% entre o tumor

primario e o sitio de metdstase ao analisarem o gene NRAS.

1.3.5 Instabilidade de microssatélites no CCR

Microssatélites sdao sequéncias de dois a quatro nucleotideos que se repetem vdrias
vezes ao longo do DNA e sdo consideradas eventos normais na composicao do DNA. As
microssatélites apresentam taxas mais altas de mutagao genética em relagao a outras regides
do DNA>% 51 A instabilidade de microssatélites é definida como qualquer alteracdo no
tamanho dessas seqliéncias repetitivas de DNA por inser¢des e dele¢des e sdo causadas por
mutac¢des que comprometem a fung¢ao dos genes que codificam proteinas de reparo de DNA
“Mismatch Repair” (MMR) tais como: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, o que leva ao disturbio na
identificacdo e excisdo de erros durante a replicacdo do DNA>® 52,

Instabilidade de microssatélites (MSl) ocorre em 10 a 15% dos CCRs esporadicos e
em aproximadamente 100% dos casos de sindrome de Lynch®% >4, Entre 75-80% dos casos de
CCR esporadicos ocorrem devido a perda da atividade do MMR causada por hipermetilacao
do promotor do gene MLH1°?, sendo este evento uma das principais alteracdo genéticas
presente no CCR>2. Os tumores de célon direito sdo mais propensos a apresentarem MSI do
que os tumores do cdlon E. Instabilidade de microssatélites tem sido um dos mais promissores

marcadores moleculares estudados até o momento®®.
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As caracteristicas que diferenciam o CCR com instabilidade de microssatélites do CCR
com estabilidade de microssatélites sdo: predominio em localizagdo proximal no célon, maior
incidéncia em idades mais precoces (abaixo de 40 a 50 anos), maior incidéncia em tumores
multiplos e mucinosos®2.

MSI é um marcador progndstico bem validado no tratamento adjuvante do CCR e
atualmente é o Unico biomarcador nesse cendario®’. E uma ferramenta auxiliar na préatica
clinica quanto a indicacdo de quimioterapia adjuvante, em especial no estagio clinico (EC) II,
sendo que os resultados favoraveis indicam que tais pacientes ndo devem receber
quimioterapia adjuvante®*. Portanto, MSI é um marcador de bom prognéstico em estddios
iniciais, estando associada a menores taxas de recidiva e, possivelmente, resisténcia ao
Fluorouracil no cenario adjuvante®®, porém essa afirmativa requer estudos adicionais para
confirmacao.

No cendrio metastatico, a prevaléncia de MSI é baixa (em torno de 4%) e os dados
progndsticos sdo desfavordveis®. Dados da literatura revelam uma frequéncia de MSI-H
variavel conforme estadiamento do tumor, sendo mais frequente no estadio Il (20%) e no
estddio 1l e bem menos frequente no estddio | (6%) e IV (5%)%. Pacientes com cancer
colorretal metastatico (CCRm) com MSI apresentam pior sobrevida quando comparado com
pacientes com estabilidade de microssatélite (MSS), sendo este fator motivado,

provavelmente, pela associacdo com a mutacgdo do BRAF>°,

1.4 Tratamento com Cetuximabe no CCR

O Cetuximabe é um anticorpo monoclonal quimérico IgG1 que se liga a por¢ao extra-
celular do receptor para o fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor
receptor, EGFR). O EGFR é uma glicoproteina transmembrana que pertence a familia do tipo |
de receptores tirosina quinase. Com acdo anti-EGFR, o Cetuximabe se liga ao dominio
extracelular do EGFR (ErB1) impedindo a dimeriza¢do do receptor (Figura 6). Esta ligacdo gera
internalizagdo do complexo receptor-anticorpo e impede a autofosforilacao de EGFR-tirosina
e, consequentemente, a ativacao da cascata de proteinas. Sendo assim, o Cetuximabe age
inibindo a proliferacdo celular e induzindo a apoptose®?, estando indicado desde a primeira
linha paliativa de tratamento. Além do Cetuximabe, existe outra droga anti-EGFR, chamada

de Panitumumabe.
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Sinalizacdo do EGFR via RAS Inibicdo da sinalizacdo do EGFR pelo Cetuximabe
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Fonte: Adaptado de Schubbert S, et al.®?

Figura 6 - Mecanismo de a¢do da terapia anti-EGFR, destacando-se o Cetuximabe.

A inibicdo do receptor transmembrana de tirosina quinase EGFR provou ser benéfica
para um subconjunto consideravel de pacientes com CRC metastdtico. Apds tratamento com
anticorpos inibidores de EGFR (Cetuximabe ou Panitumumabe), os doentes mostraram um
beneficio de sobrevida global de 3-5 meses quando o cancer era tipo KRAS selvagem, mas
nenhum beneficio quando o cancer era KRAS mutado. Portanto, as muta¢des no gene KRAS
sdo consideradas marcadores preditivos negativos para terapia anti-EGFR®® e mais
recentemente, os estudos tem evidenciado que as mutacdes do gene NRAS também conferem

o mesmo impacto, estando associadas a resisténcia as drogas anti-EGFR2> 3> 3¢,
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1.4.1 Gene BRAF e possivel resisténcia a terapia anti-EGFR

Em contraste com as mutacbes dos genes KRAS e NRAS (que sdo mutuamente
excludentes das mutacdes do gene BRAF), as mutacdes no BRAF ndo foram identificadas como
um marcador preditivo independente a terapia de primeira linha anti-EGFR.

Em uma andlise retrospectiva, Di Nicolantonio et al.®*, avaliaram o status de KRAS e BRAF
de 113 pacientes com CCRm tratados com Cetuximabe e Panitumumabe. A mutagdao do KRAS
foi encontrada em 30% dos pacientes e associada a resisténcia aos anti-EGFR. Mutacdo do
BRAF V600E foi encontrada em 11 dos 79 pacientes KRAS-wt. Nenhum dos pacientes com
mutacdo no BRAF responderam ao tratamento e nenhum dos respondedores tinham a
mutacdo do BRAF (p-0,029). Pacientes BRAF mutado tiveram significativamente menor
sobrevida livre de progressdo e menor sobrevida global quando comparado aos pacientes
BRAF selvagem (wt). Portanto, este estudo sugere que auséncia de mutacdo do BRAF é
requerido para resposta aos anti-EGFR e deve ser usado para selecionar pacientes que sdo
elegiveis para o tratamento®.

Evidéncias crescentes sugerem que a resposta a terapia anti-EGFR é pouco provavel em
pacientes com CCRm BRAF V600E mutado. O American Joint Committee on Cancer (AJCC)
considera que ha evidéncia de nivel | para a auséncia de resposta a terapia anti-EGFR nestes
pacientes®>. A NCCN®® (National Comprehensive Cancer Network) e a ESMO3 ( Sociedade
Européia de Oncologia Médica) sugerem ndo utilizar terapia anti-EGFR em pacientes com
CCRm com mutacdo do BRAF V600E.

Em metandlise recente, Pietrantonio et al.*° avaliaram a muta¢do do BRAF como
marcador preditivo em pacientes com CCR avangado. Foram avaliados os resultados de dez
ensaios randomizados com mais de quatrocentos doentes KRAS-wt/BRAF mutado tratados
com ou sem Cetuximabe ou Panitumumabe na primeira linha ou em linhas subsequentes. Foi
evidenciado que a adicao de terapia anti-EGFR a quimioterapia padrdo nao esta associada a
um aumento significante de sobrevida global, sobrevida livre de progressdao ou taxa de
resposta em pacientes RAS-wt/BRAF-mutado, particularmente na primeira linha paliativa.
Portanto, esses doentes nao se beneficiam da terapia dirigida a EGFR e devem ser testados
antes da administracdo de Cetuximabe ou Panitumumabe“®.

Em contrapartida, metanélise de Rowland et al.®” pesquisou a muta¢do do BRAF como

fator preditor de resposta a terapia anti-EGFR em pacientes com CCRm RAS selvagem. Para os
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tumores RAS selvagem / BRAF mutado, a razdo de risco para beneficio de sobrevida global
com anticorpos anti-EGFR foi de 0,97 (IC 95%; 0,67—-1,41), enquanto a razao de risco foi 0,81
(95% Cl; 0,70-0,95) para RAS selvagem / BRAF selvagem, com teste de interacdo ndo
estatisticamente significante. Com relagao ao beneficio da sobrevida livre de progressao com
anticorpos anti-EGFR, a razdo de risco foi de 0,86 (95% Cl; 0,61-1,21) para tumores RAS
selvagem / BRAF mutado em comparag¢do com 0,62 (IC 95%; 0,50 a 0,77) para tumores RAS
selvagem / BRAF selvagem (teste de interacdo, p-0,07). Portanto, esses dados sdo insuficientes
para justificar a exclusdo da terapia com anticorpos anti-EGFR para pacientes com CRCm, RAS
selvagem / BRAF mutado®’.

Assim, esta possivel resisténcia ao tratamento deve ser confirmada em ensaios clinicos
randomizados que incluam um grupo controle que n3o seja tratado com os anti-EGFR?°.
Porém, conduzir tais estudos esbarra nas baixas frequéncias das mutacdes do BRAF o que
dificulta o recrutamento do nimero de pacientes necessarios para alcancar a significancia
estatistica. Além disso, os pacientes com mutacGes BRAF, em particular aqueles com
estabilidade de microssatélites (MSS), tém um mau resultado, que é independente da terapia
aplicada®® 68,

Em relacdo a previsdo da resposta terapéutica, ndo esta claro se a resisténcia a terapia
anti-EGFR também estd presente em pacientes com muta¢cdo BRAF n3o V600%°, sendo
desconhecido o impacto destas mutagdes na resposta a terapia anti-EGFR. A esse respeito, De
Roock et al.3® reportaram resposta a quimioterapia em combina¢do com Cetuximabe em um
paciente com CCRm portador da mutacdo do BRAF D594G, refratério a quimioterapia®.

JY Blay et al.”® avaliaram o uso de Vemurafenibe em estudo basket de fase Il com 78
pacientes com mutag¢do no gene BRAF V600 e ndao V600. Quatorze pacientes com mutac¢ao do
BRAF n3o V600 foram tratados e destes, nenhum apresentou resposta ao Vemurafenibe’®.

As mutagdes do BRAF ndo V600 (também chamadas de atipicas) sao classificadas em
dois grupos, baseados em dados pré-clinicos: classe Il (niveis intermediario e alto de atividade
de quinase e independente de RAS) e classe lll (baixo nivel de atividade de quinase e
dependente de RAS). Johnson et al.”* avaliaram a frequéncia de mutacdo do BRAF, (V600OE e
nao V600) bem como seu potencial papel preditor de resisténcia a terapia anti-EGFR em 2084
pacientes com CCRm. Foi encontrada mutacdo do BRAF em 257 pacientes, incluindo 36 com
mutacles atipicas (22 mutac¢des de classe Ill, 10 mutacdes de classe Il e quatro ndo

classificadas). Relatou-se uma maior sobrevida global mediana para os pacientes com
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mutacdo atipica (36,1 meses para as classes Il e 1ll), bem como uma maior frequéncia destas
mutacdes nos tumores do cdolon E, quando comparado a sobrevida dos pacientes com
mutacdo do BRAF V600E (21 meses) que predominaram no cdlon D. Trinte e trés por cento
dos pacientes apresentaram mutacdes RAS. A eficacia da terapia anti-EGFR foi limitada nos 36
pacientes com mutacOes atipicas ndo V-600E, sendo que nenhum destes pacientes
apresentaram resposta a terapia anti-EGFR e 6 pacientes apresentaram doenca estavel como
melhor resposta’.

Andlises futuras com maior nimero de pacientes sdo dificultadas pela raridade dessas
mutacdes no CCRm, sua heterogeneidade e a possivel presenca de uma mutacdo RAS
concomitante. No entanto, parece valioso colocar esforcos na identificacdao de pacientes com
uma mutacdo BRAF ndo V600 para elucidar o papel preditivo desta mutacdo em relacdo a

varios agentes, na tentativa de oferecer tratamentos mais personalizados®°.

1.4.2 Lateralidade do tumor primario e resposta terapéutica ao Cetuximabe

Varios estudos evidenciam que pacientes RAS selvagem (KRAS e NRAS) apresentam
diferentes respostas a terapia anti-EGFR baseado na localizacdo do tumor primario’% 73,
Anélise retrospectiva do estudo NCIC CTGCO.1774 recentemente relatou que a localiza¢do do
tumor primdrio foi preditiva de beneficio ao tratamento. Nesta populagdo de pacientes
refratdrios a quimioterapia com CCR metastdtico KRAS selvagem, a adi¢cao de Cetuximabe aos
cuidados suportivos significativamente beneficiou pacientes com tumores de célon esquerdo,
porém, teve beneficio limitado em pacientes com tumores de cdélon direito. Além disso,
observou-se uma interagdo significativa entre localizagdo do tumor e tratamento para
sobrevida livre de progressdo’>.

Wang et al.”® encontraram diferencas significativas nas taxas de resposta objetiva e SG
entre os pacientes com CCRm do lado direito e CCRm do lado E. A adicdao de Cetuximabe a
quimioterapia de primeira ou segunda linha aumentou significativamente as taxas de
resposta, SLP e SG em pacientes com cancer de célon esquerdo. No entanto, pacientes com
CCRm dolado D ndo apresentaram beneficio em SG ou SLP com a adicdo de Cetuximabe. Além

disso, tem sido relatado que a via do EGFR ndo é comparativamente ativada em tumores do

c6lon esquerdo versus célon direito, e um fendtipo sensivel ao inibidor do EGFR parece ser
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mais predominante nos tumores de célon esquerdo, levando a hipétese de que os anti-EGFR

podem exibir atividade diferencial baseada em localizagdo tumoral’®.

1.4.3 Cetuximabe em pacientes com CCR politratados

O Cetuximabe também tem se mostrado efetivo nos pacientes com CCRm RAS selvagem
politratados, refratarios a quimioterapia com Fluoropirimidas, Oxaliplatina e Irinotecano.
Pode ser utilizado em monoterapia ou combinado a quimioterapia. Quando comparado a
cuidados paliativos exclusivos, Cetuximabe promoveu uma melhora na qualidade de vida e
aumento da SG e SLP’®. Em pacientes com CCRm que progrediram com regime de
guimioterapia contendo Irinotecano, a associacdo do Irinotecano ao Cetuximabe aumentou a
taxa de resposta e sobrevida livre de progressdo quando comparado ao Cetuximabe isolado’”.

A combinacdo de Cetuximabe e Irinotecano foi avaliada por Buzaid et al.”® em estudo
brasileiro de fase 2, braco Unico, com 79 pacientes. O objetivo do estudo foi demonstrar a
atividade do Cetuximabe combinado com Irinotecano em pacientes com CCRm que falharam
no tratamento com Irinotecano em linhas prévias. Os seguintes resultados foram
encontrados: taxa de resposta de 27%, taxa de controle da doenca de 56%, duracdo mediana
da resposta de 23,9 semanas, SLP mediana de 17,4 semanas, SG mediana de 9,2 meses e 38%
de sobrevida em 12 meses. Esses dados confirmam a atividade desta combinagdo de
quimioterapia em pacientes latino-americanos’®. Estudo asidtico com desenho similar
também evidenciou efetividade da combinac¢do de Cetuximabe com Irinotecano neste mesmo

perfil de pacientes’®.

1.5 Tratamento dos pacientes com CCRm BRAF mutado

Apesar do melhor entendimento biolégico obtido a partir de estudos de perfil de
expressao génica, o tratamento de pacientes com CCR avancado BRAF mutado ainda é um
grande desafio para os médicos. De fato, tem sido demonstrado que a mutacao BRAF V600E
esta correlacionada com um fendtipo extremamente agressivo e de mau progndstico,
geralmente com uma sobrevida global mediana de menos de um ano*°. A anélise retrospectiva
e poés-hoc de estudos randomizados revelou que os regimes padrdes de primeira linha,
incluindo uma combinacdo de quimioterapia mais um anticorpo monoclonal, levam a

resultados decepcionantes e tempos médios de SLP menores que seis meses&082,
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A escolha de uma estratégia de primeira linha é crucial para pacientes com CRCm, uma
vez que alguns deles se tornardo inelegiveis para regimes de salvamento potencialmente
eficazes principalmente devido a rdpida progressdo da doenca. Isto é ainda mais relevante
para o subconjunto de pacientes com mutacdes do BRAF V600E devido ao fendtipo agressivo
e ao curso clinico da doenca®.

A intensificagdo da primeira linha terapéutica tem mostrado resultados encorajadores
em termos de sobrevida em estudo de fase Il (TRIBE) que comparou a combinacdo de triplice
quimioterapia (FOLFOXIRI) com bevacizumabe versus quimioterapia com FOLFIRI +
bevacizumabe®. H& uma outra andlise de subgrupo de acordo com a mutacdo BRAF
recentemente relatada em pacientes incluidos neste mesmo estudo. Nesta andlise, mesmo
sendo a mutacao BRAF um fator de progndstico ruim em ambos os bracos e o nimero de
pacientes sendo baixo, o FOLFOXIRI mais bevacizumabe pareceu melhorar a sobrevida livre
de progressdo e sobrevida global no subgrupo BRAF mutado, em comparacdo com FOLFIRI
mais bevacizumabe®* 8>, Assim, uma abordagem inicial mais agressiva pode ser justificada
nesses pacientes com prognodstico desfavoravel.

A resisténcia a terapia anti-EGFR conferida pela mutacdo do BRAF V600E pode ser
superada com os inibidores de BRAF mas a melhor abordagem destes pacientes ndo esta
estabelecida. A monoterapia com o Vemurafenibe, inibidor de BRAF, ndo é eficaz devido ao
rapido aumento da ativacdo do EGFR apds inicio deste antineoplasico®. A combinacdo de um
inibidor de BRAF (Dabrafenibe) e um inibidor de MEK (Trametinibe) obteve taxas de resposta
de 12% e doenca estavel em 56% dos pacientes®’. Outra opcdo seria a combinacdo de um
inibidor de BRAF e anti-EGFR com um modesto beneficio, com taxas de resposta de até 19%%.
A estratégia de combinacao de 3 drogas (inibidor de BRAF, inibidor de EGFR mais um inibidor
de MEK) foi a que obteve os melhores resultados, atingindo sobrevida livre de progressao de
8 meses e taxa de resposta de 48%, conforme reportado por Van Cutsem et al.?? em uma

publicacdo inicial do estudo BEACON para anadlise de segurancga.
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2.  JUSTIFICATIVA

Este estudo justifica-se pela relevancia progndstica do gene BRAF e NRAS e do status de
MSI no CCR. Justifica-se ainda pelo pequeno nimero de estudos avaliando a frequéncia da
mutacdo destes marcadores moleculares na populacdo brasileira. O conhecimento de
marcadores moleculares é imprescindivel para a caracterizacdo da doenga em nosso meio,
sendo que poucos trabalhos foram conduzidos até o momento com esse fim. Estes estudos,
no geral, envolvem pequeno numero de pacientes e poucos deles exclusivamente em
pacientes EC IV. Este é um dos primeiros estudos na populacdo brasileira que tem o intuito de
confirmar os achados prévios em relacdo a eficacia do Cetuximabe no tratamento do CCR
avangado em uma populacdo enriquecida de pacientes politratados, refratarios (enquanto a

maior parte dos estudos concentram-se na primeira ou segunda linha).
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3. OBIJETIVOS
3.1 Objetivo primario

Avaliar a sobrevida e a frequéncia das mutacdes dos genes BRAF (V600E) e NRAS e do
status de MSI nos pacientes com cancer colorretal avancado KRAS selvagem tratados com

Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos.

3.2 Objetivos secundarios

- Descrever as caracteristicas clinicas, patoldgicas e terapéuticas dos pacientes com
CCRm tratados com Cetuximabe;

- Avaliar o impacto das mutag¢des dos genes BRAF (V600E) e NRAS e do status de MSI na
sobrevida dos pacientes com cancer colorretal metastatico tratados com Cetuximabe.

- Avaliar a associacdo das mutacoes dos genes BRAF (V600E), NRAS e da instabilidade de
microssatélites com as caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no estudo.

- Avaliar a associacdo da lateralidade do tumor primdario com caracteristicas
moleculares, assim como seu impacto na sobrevida dos pacientes com cancer colorretal
metastatico tratados com Cetuximabe.

- Avaliar a taxa de resposta ao Cetuximabe.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo
O presente estudo foi avaliado e aceito para realizacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos com o processo numero 3.498.377 (Anexo A).
Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, realizado através da avaliacdo dos
prontudrios de pacientes com diagndstico de cancer colorretal metastatico ou localmente
avancado irressecavel, KRAS selvagem, submetidos a tratamento com Cetuximabe no Hospital

do Cancer de Barretos no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2016.

4.2 Coleta de dados

Foi confeccionada uma planilha de coleta de dados (Anexo B) sob o sistema RedCap °°.
Nela, foram coletados um total de 185 varidveis contendo dados demograficos, informacdes
do tratamento cirurgico, dados do tratamento neoadjuvante, adjuvante e paliativo, dados do
tratamento com Cetuximabe, dados moleculares e informacgdes relativas a sobrevida. Para
realizacdo do estadiamento dos pacientes foi utilizado a 7° edi¢do do AJCC (Comité Conjunto

Americano de Cancer).

4.3 Populagao do estudo

4.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes adultos de ambos os sexos com idade igual ou maior a 18
anos e com diagndstico de cancer colorretal metastatico, KRAS selvagem, submetidos a
tratamento com Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos no periodo de janeiro de 2011
a dezembro de 2016. Foi considerado KRAS selvagem os tumores que ndo possuiam mutagao
nos cddons 12 e 13, uma vez que apenas 138 pacientes incluidos no estudo possuiam pesquisa

de mutagao do KRAS no cédon 61, sendo selvagem para este cédon.
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4.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes com segundo tumor primdrio nos cinco anos prévios ao
diagndstico de CCR (exceto cancer de pele ndo melanoma), pacientes sem dados suficientes
sobre o diagndstico ou tratamento, assim como os pacientes que ndo possuiam material
biolégico tumoral (bloco de parafina ou tecido congelado).

Realizamos inicialmente uma busca no SISONCO (Sistema Eletronico Informatizado de
Dados Oncolégicos que permite acesso as informacdes dos pacientes do Hospital de Cancer
de Barretos) dos pacientes tratados com Cetuximabe no periodo de janeiro de 2011 a
dezembro de 2016. Foram encontrados 285 pacientes. Realizamos a andlise dos 285
prontudrios. O processo para liberacdo do Cetuximabe via Secretaria do Estado de S3o Paulo
demora, em média, 50 dias. Como os pacientes incluidos neste estudo sdo na sua grande
maioria politratados, 40 deles perderam performance status durante a espera pela
medicacdo, e, apesar do tratamento estar programado no SISONCO, eles efetivamente nao
foram tratados. Por esse motivo foram excluidos do estudo. Além destes, outros 34 pacientes
foram excluidos: 11 portadores de segundo tumor primario, 9 pacientes tinham KRAS mutado,
10 pacientes nao tinham material tumoral para analise molecular, 3 pacientes apresentaram
KRAS inconclusivo e 1 paciente era < 18 anos. Portanto, apds analise dos prontuarios dos 285
pacientes quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo, totalizamos 211 casos incluidos no

estudo (Figura 7).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019)

74 pacientes excluidos apos andlise
do prontudrio:

° 40 pacientes sem performance
status para tratamento

° 11 pacientes com segundo
tumor primario

° 9 pacientes KRAS mutado

° 10 pacientes sem material
tumoral para analise molecular

° 3 pacientes com resultado de
KRAS inconclusivo

° 1 paciente com idade menor

que 18 anos

Figura 7 - Fluxograma do niumero de pacientes em cada estagio do estudo

4.4 Descrigao da pesquisa molecular

4.4.1 Extracao do DNA

Cortes de parafina de 5 um foram obtidas a partir dos blocos de parafina de cada lesao
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incluida. O DNA foiisolado a partir de tecido tumoral a partir de uma lamina de cada lesdo. Os

tecidos foram desparafinizados a 80°C seguidos por uma série de lavagens com xilol e etanol

(100, 70 e 50%). Utilizando uma lamina corada com hematoxilina e eosina (H & E) a area do

tumor ou da lesdo precursora foi delimitada pelo patologista, e macrodissecada utilizando

uma agulha estéril (18G x 1 1/2) (BD, Curitiba, Brasil) e cuidadosamente transferida para um
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microtubo. O DNA foi extraido utilizando o QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo trabalho anterior do grupo e as instru¢des do fabricante*!. O DNA foi quantificado e
qualificado através do Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) e posteriormente
diluido para uma concentragdo final de 50 ng/uL. Amostras de DNA foram armazenadas a -

20°C para posteriores analises moleculares.

4.4.2 Avaliagao da presenga da mutac¢ao do gene BRAF V600E

A presenca da mutacdo do gene BRAF (V600E) foi realizada por meio da técnica de PCR
em tempo real- plataforma cobas (ROCHE) seguindo as instrucdes do fabricante®!.
Resumidamente, o teste de mutacdo BRAF V600 do cobas® 4800 baseia-se em dois processos
principais: (1) preparacdao manual de amostras para obter DNA genémico a partir de tecido
fixado em formalina e conservado em parafina (FFPET); (2) amplificacdo por reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) do DNA alvo em tempo-real utilizando um par de iniciadores
complementares e duas sondas de deteccdo oligonucleotidicas marcadas com diferentes
corantes fluorescentes. Uma sonda é concebida para detectar a sequéncia do wild-type BRAF
V600 e a outra para detectar a sequéncia da mutacdo V600E. Sdo fornecidos dois controles

externos da corrida e o alelo wild-type é utilizado como um controle interno total do processo.

4.4.3 Avaliagao da presenga da mutacao dos genes KRAS e NRAS

As regiGes de hotspots dos oncogenes KRAS e NRAS (cédons 12 e 13 do éxon 1) foram
analisadas através de sequenciamento direto como previamente descrito por nosso grupo®*
93.

Areacdo de PCR foi realizada com um volume final de 15 pL, sob as seguintes condig¢des:
1,5 uL tampao (Qiagen, Hilden, Alemanha); 2 mM MgCI2 (Qiagen, Hilden, Alemanha)); 100mM
dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, USA); 0,2 mM de primers, senso e anti-senso (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA), 1 unidade de HotStarTag DNA polimerase (Qiagen, Hilden, Alemanha) e 1 uL de
DNA. Os primers para KRAS utilizados foram: 26 GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA (senso) e
GAATGGTCCTGCACCAGTAA (antisenso)®>. Os primers para NRAS utilizados foram:
ATGACTGAGTACAAACTGGT (senso) e CTCTATGGTGGGATCATATT (antisenso)®*.
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A PCR foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA) utilizando
Taq polimerase (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os produtos da PCR foram avaliados através de

eletroforese em gel de agarose.

Os produtos da PCR de cada éxon analisado foram primeiramente purificados com Exo-
Sap (GE Techonology, Cleveland, USA), entdo, os produtos da PCR foram submetidos a uma
reacdo de sequenciamento utilizando 1 pL de BigDye (Applied Biosystems, USA), 1,5 uL de
tampdo para sequenciamento (Applied Biosystems, USA) e 1 uL de primer. A reacdo de
sequenciamento foi seguida por purificacdo com X-Terminator (Applied Biosystems, USA),

conforme instrucdes do fabricante.

Vale ressaltar que a definicdo de KRAS selvagem foi baseada na auséncia de mutacado
nos cédons 12 e 13. Por tratar-se de estudo retrospectivo, na ocasido em que a maior parte
dos pacientes iniciaram o tratamento, o padrao era realizar a pesquisa da mutacdo apenas
nesses dois genes. Apenas mais recentemente foi incorporado a analise do cédon 61, razdo

pela qual poucos pacientes incluidos neste estudo possuem a pesquisa neste codon.

4.4.4 Avaliagao da instabilidade de microssatélites

Para o estudo de instabilidade de microssatélites foi realizada uma reagao de PCR em
multiplex composto por 6 marcadores mononucleotideos quasimonomorficos (NR27, NR21,
NR24, BAT25 e BAT26, HSP110) segundo metodologia descrita previamente por nosso grupo®>
96.

Um par de primers para cada marcador foi adicionado a reagao, sendo que o primer
forward estava conjugado a moléculas fluorescentes: BAT26—FAM, BAT25-HEX, NR24—-NED,
NR21-FAM, NR27-HEX e HSP110-PET. Para a reagao de PCR foi utilizado 1 pL de mix de primers
em concentracdao de 10 mM. Além disso, 5 uL de Master Mix Multiplex (Qiagen), 3 uL de agua
e 1 uL de DNA com concentrag¢do de 50 ng/ulL foram adicionados, totalizando um volume final
de 10 pL. As condig¢des de ciclagem no termociclador foram as seguintes: 95 °C por 15 minutos
para a desnaturacao inicial do DNA, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por
90 s e 72 °C por 30 s que proporcionaram a desnaturacdo, o anelamento e a extensao,
respectivamente. A extensao final foi proporcionada pela etapa de 72 °C por 40 minutos e

temperatura de stand by de 4 °C.
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Os produtos de PCR foram entdo preparados para a eletroforese capilar adicionando-se
1 uL do produto amplificado, 8,7 uL de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) e 0,3 puL de
GeneScan 600 LIZ size standard (Applied Biosystems).

A andlise de fragmentos dos produtos de PCR foi realizada no sistema 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Os dados gerados pelo equipamento 3500 Genetic Analyzer
foram analisados pelo software GeneMapper versao 4 (Applied Biosystems). Para isso, cada
marcador teve seu tamanho em pares de base (pb) pré-definido para que o status de MSI
fosse definido como: MSI-High (MSI-H, instabilidade em 2 ou mais marcadores); MSI-Low
(MSI-L, instabilidade em 1 marcador) e estabilidade de microssatélite (MSS, auséncia de
instabilidade).

Os casos descritos como fendtipo MSI-H, sdo os casos com instabilidade de

microssatélites (MSI).

4.5 Avaliacdo da taxa de resposta ao Cetuximabe

A resposta tumoral foi avaliada a cada 12 semanas com o uso de tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética, segundo rotina local. A avaliacdo foi realizada
por oncologistas clinicos (investigadora do estudo e demais oncologistas clinicos que
atenderam os paciente) em discussdao com os radiologistas locais. Os dados foram coletados
segundo informagdes contidas em prontuario médico. Além disso, os pacientes foram
avaliados quanto a sinais de progressao clinica a cada consulta médica, e em caso de suspeita
de progressao de doenga, foi realizado tomografias para confirmagao. Por se tratar de estudo
retrospectivo, ndo houve padronizacdo de tomografias basais de inicio de tratamento.

Resposta parcial foi definida como uma redugdo na somatdria das lesdes alvo maior ou
igual a 30% em relagdo as tomografias basais de inicio de tratamento. Progressdo de doenga
foi definida como um aumento na somatodria das lesdes alvo maior ou igual a 20% em relagao
as tomografias basais de inicio de tratamento e doenca estavel foi definida como um aumento
na somatoria das lesdes alvo menor que 20% ou uma redugdo na somatodria das lesdes alvo
menor que 30% em relagdo as tomografias basais de inicio de tratamento. A taxa de resposta
corresponde aos pacientes que avaliaram resposta ao tratamento e que apresentaram

resposta parcial.
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4.6 Descrigao dos protocolos de tratamento com Cetuximabe

Os protocolos de tratamento com Cetuximabe utilizados pelos pacientes foram:
1-Cetuximabe + Irinotecano- Cetuximabe na dose inicial de 400mg/m?2 seguido de
infusdo semanal de 250mg/m2, EV. O Irinotecano foi administrado na dose de 125mg/m?2
semanal por 4 semanas consecutivas, EV, seguido de pausa de 2 semanas;
2-Cetuximabe semanal- Cetuximabe na dose inicial de 400mg/m2, EV, seguido de
infusdo semanal de 250mg/m?2;
3-Cetuximabe quinzenal- Cetuximabe na dose de 500mg/m?2, EV, a cada 2 semanas;
4-Cetuximabe + Irinotecano modificado- Cetuximabe 500mg/m2 e Irinotecano
180mg/m2 a cada 2 semanas, ambos EV;
5-Outros protocolos:
v" Cetuximabe + Folfiri- Cetuximabe na dose de 500mg/m?2 a cada
2 semanas. O FOLFIRI consiste em Irinotecano, 180 mg/m?2 EV, por 90 min,
seguido de DL-leucovorin, 400 mg/m? (EV, por 2 h, com Irinotecano,
seguido por 5-Fluorouracil, 400 mg/m? EV bolus, seguido por 5-
Fluorouracil 2.400 mg/m? EV, em infusdo continua, por 46 h, a cada 2
semanas;
v" FOLFOX6 consiste em oxaliplatina, 85 mg/m? EV, por 2 h, no
D1, DL-leucovorin, 400 mg/m? EV, por 2 h (com oxaliplatina no D1), e 5-
FLuorouracil, 400 mg/m? EV bolus, no D1 (logo apds leucovorin), seguido
de 5-Fluorouracil, 2.400 mg/m? EV, em infusdo continua, por 46 h, a cada

2 semanas.

A quimioterapia foi administrada até progressdo de doenca ou toxicidade limitante,

sendo suspenso se desejo do paciente.


https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=irinotecano
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=acido-folinico
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=irinotecano
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=fluoruracila
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=fluoruracila
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=fluoruracila
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=oxaliplatina
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=acido-folinico
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https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=fluoruracila
https://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc_novo/ajax_get_glossary_item.php?item=fluoruracila
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5.  ANALISE ESTATISTICA

A caracterizacdo da amostra foi realizada por meio de tabelas de frequéncia e/ou
contingéncia para as varidveis qualitativas e quantitativas, medidas de tendéncia central e
dispersdo (média, desvio padrdo, mediana).

A relacdo entre as variaveis clinicopatoldgicas, dados moleculares e de tratamento foi
avaliada utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. As probabilidades de sobrevida
foram estimadas pelo método de Kaplan-Meyer e as curvas comparadas pelo teste de Log-
rank. As tabelas de estimativa de sobrevida global (SG) e os graficos de curvas de Kaplan-
Meier foram gerados por meio do software SPSS, sendo o evento de interesse, o dbito por
qualquer causa. Analises univariadas foram realizadas para comparar as varidveis respostas
de interesse do estudo, com as demais variaveis. Para todos os testes aplicados no estudo, o
nivel de significancia foi de 5%.

Para a analise de regressao de Cox, avaliamos as varidveis com nivel de significancia de
até 10% nas analises univariadas, assim como as variaveis de interesse do estudo (NRAS, BRAF
e status de MSI).

A anadlise de sobrevida global foi contabilizada partir da data de inicio do Cetuximabe
até a data do dbito por qualquer causa ou até a data da ultima informag¢dao do prontuario
médico, sendo o evento, o dbito.

Para as analises estatisticas gerais (exceto da andlise multivariada e das andlises
envolvendo o gene NRAS) foram excluidos os pacientes com mutag¢ao do gene NRAS (7
pacientes), assim como os 3 pacientes com resultado NRAS inconclusivo e 1 paciente sem
andlise do NRAS devido a auséncia de material tumoral, totalizando 200 pacientes. Para as
andlises envolvendo o gene BRAF, excluimos mais 6 pacientes com o resultado BRAF
inconclusivo, totalizando 194 pacientes. Para as analises de NRAS foram excluidos 3 pacientes
NRAS inconclusivo e 1 paciente sem analise do NRAS devido a auséncia de material tumoral,

totalizando 207 pacientes



6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo
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Os dados demograficos e as caracteristicas clinico-patolégicas dos 211 pacientes

incluidos no estudo foram adquiridos pela andlise de prontudrios no SAME (Servico de

Arquivos Médicos e Estatistica) e do SISONCO (Sistema Informatizado de Dados Oncolégicos)

do Hospital de Cancer de Barretos. As varidveis e os dados de idade ao diagndstico, sexo,

localizacdo do tumor primdrio, estadiamento ao diagndstico, sitio de metastases e tipo

histolégico constam na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos 211 pacientes incluidos no estudo

Caracteristicas

N (Porcentagem)

52,6 anos
Idade Média (anos)
(DP £ 13,2)

Masculino 115 (54,5)
Sexo

Feminino 96 (45,5)
Localizagdo do tumor Colon D 35(16,6)
primario Colon E 176 (83,4)

I 2(0,9)

I 37 (17,6)
Estadiamento ao

1] 60 (28,5)
diagndstico

v 110(52,1)

Desconhecido 2(0,9)

Figado 84 (74,3)

Pulmao 27 (23,9)
Sitio de metdstase LFN ndo regional 20(17,7)

Osso 6(5,3)

Peritonio 29 (25,7)

Adenocarcinoma 209 (99,1)
Tipo histoldgico

Adenocarcinoma mucinoso 2 (0,9)

DP — Desvio padrdo

Fonte: Arquivo Préprio (2019).



30

Dos 211 pacientes, 115 (54,5%) eram do sexo masculino e 96 (45,5%) eram do sexo
feminino. A idade média dos pacientes ao diagndstico foi de 52,6 anos (desvio-padrdo de 13,2
anos). Entre os tumores de reto, encontramos uma maior propor¢do em homens do que em
mulheres (40% x 26%) enquanto que entre os tumores de célon houve uma maior proporcao
entre as mulheres (75% versus 60%).

O tipo histolégico mais comum foi o adenocarcinoma, presente em 209 pacientes
(99,1%). Apenas 2 pacientes eram portadores de adenocarcinoma mucinoso (0,9%). Nao
foram encontrados outros tipos histolégicos. Os sitios de metastases mais comuns ao
diagnéstico foram figado (84, 74,3%), pulmao (27, 23,9%) e periténio (29, 25,7%). Dos tumores
primarios, 83,4% estavam localizados no célon E e 16,6% no célon D (Figura 8). Quanto ao
estadiamento ao diagndstico, houve predominio do estadio Il (60, 28,5%) e IV (110, 52,1%).
Houve predominio de tumores localizados no célon E (176, 83,4%). Cento e quarenta tumores
(66,3%) estavam localizados no célon e 71 (33,7%) no reto, sendo que todos os casos estavam
assim distribuidos: cdlon descendente (31, 14,7%), célon sigmdide (64, 30,3%), transicdo
retossigmoide (10, 4,7%), reto alto (17, 8,1%), reto médio (31, 14,7%) e reto baixo (23,
10,9%). Trinta e cinco tumores (16,6%) estavam localizados no célon D, assim distribuidos:
ceco (3, 1,4%), apéndice cecal (1, 0,5%), colon ascendente (18, 8,5%) e cdlon transverso (13,

6,2%).

Sigmoéide NI 30,3%
Reto Médio NN 14,7%
Célon Descendente NN 14,7%
Reto Baixo [N 10,9%
Célon Ascendente N 8,5%
Reto Alto N 3,1%
Célon Transverso I 6,2%
Transigdo Retossigmoéide I 4,7%
Ceco M 1,4%

Apéndice 1 0,5%

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

Figura 8 - Localiza¢cdao do tumor primario.
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6.2 Dados do tratamento cirargico

Do total de 211 pacientes, 83,4% (176) realizaram cirurgia do tumor primdrio em algum
momento da evolucdo. Dos 176 pacientes operados, 22,7% (40 pacientes) foram operados na
urgéncia. O numero médio de linfonodos ressecados foi 16,3 (desvio padrdao de 12,3) e a
média de linfonodos positivos foi 4,1 (desvio padrdo de 5,5). A maior parte dos tumores eram
T3 em 74,5% dos casos (T4- 15,1%, T2- 4,8%, Tx- 5,6%). A positividade para invasado
angiolinfatica (IAL) foi encontrada em 70 pacientes, ou seja, 39,8% dos casos (42,6% sem IAL,
15,9% sem informacdo e 1,7% obteve resposta completa ao tratamento neoadjuvante, ndo
sendo possivel avaliar a IAL). A positividade para invasdo perineural (IPN) foi de 20,5%, ou seja,
presente em 36 pacientes (59,1% sem IPN, 19,3% sem informacdo e 1,1% obteve resposta
completa ao tratamento neoadjuvante). Houve predominio do grau histoldgico Il, presente
em 150 pacientes, 85,2% dos casos (grau I- 10 pacientes, 5,7%; grau lll- 11 pacientes, 6,3%,
sem informacdo- 4 pacientes, 2,3% e 1 paciente, 0,6%, obteve resposta completa ao
tratamento neoadjuvante, ndao sendo possivel avaliar o grau histoldgico).

A maioria dos pacientes ndo realizaram metastasectomia (169, 80,1%). Quarenta e dois
pacientes (19,9%) foram submetidos a metastasectomia, sendo que o mesmo paciente pode
ter feito resseccao de mais do que 1 local de metdstase. Os sitios de metastasectomia mais

frequentes foram: figado (21, 50%), ovario (10, 23,8%) e pulmao (7, 16,6%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Sitios de metastasectomia

Total 42 Pacientes N (%)
Figado 21 (50%)
Ovario 10 (23,8%)
Pulmdo 7 (16,6%)
Omento 2(4,7%)
LFN nado regional 1(2,3%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

Do total de 211 pacientes incluidos do estudo, 16 (7,6%) realizaram radioablagdo e 195
(92,4%) ndo o fizeram. Quatorze pacientes (87,5%) realizaram radioabla¢do hepatica e dois

pacientes (12,5%) realizaram radioablagdo hepatica e pulmonar.
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6.3 Dados do tratamento pré-operatério

Do total de 211 pacientes operados, 46 (21,8%) foram submetidos a tratamento pré-
operatdério. Quanto a lateralidade do tumor primario, estes 46 tumores estavam assim
localizados: 20 no reto baixo, 19 no reto médio, 5 no reto alto, 1 no cdlon transverso e 1 na
transicdo retossigméide. Destes 46 pacientes, a maioria (43 pacientes, 93,5%) realizou
tratamento combinado com quimioterapia + radioterapia, 2 pacientes (4,3%) realizaram
quimioterapia exclusiva e 1 pacientes (2,2%) foi submetido a radioterapia exclusiva. Do total
de 45 pacientes que realizaram quimioterapia pré-operatdria, 40 pacientes (89%) receberam
2 ciclos (1 pacientes recebeu 1 ciclo, 1 paciente recebeu 3 ciclos, 1 paciente recebeu 4 ciclos
e 2 pacientes receberam 6 ciclos). Quanto ao protocolo de quimioterapia neoadjuvante
realizado, Fluorouracil + Leucovorin foi utilizado por 41 pacientes (91,2%). Trés pacientes

(6,6%) receberam Capecitabina e 1 paciente (2,2%) recebeu Capecitabina + Oxaliplatina.

6.4 Dados do tratamento adjuvante

Do total de 211 pacientes, 76 foram submetidos a tratamento adjuvante. O protocolo
de quimioterapia mais utilizado foi o Mayo Clinic (Fluorouracil + Leucovorin), administrado a
33 pacientes, 43,4% dos casos. O segundo protocolo mais indicado foi o FOLFOX (22 pacientes,
29%), seguido pelo QUASAR (14 pacientes, 18,4%). Apenas 4 pacientes (5,2%) receberam FLOX

e apenas 3 pacientes (4%) receberam Xelox (Figura 9).
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Total 76 pacientes
5,2%

—

18,4%
~_ 29%

43,4%

H FLOX = FOLFOX m Mayo Clinic ™ Quasar ™ Xelox

Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 9 - Protocolos de quimioterapia adjuvante

6.5 Dados da recidiva

Todos os pacientes inicialmente operados com intengdao curativa apresentaram
recorréncia do tumor (alguns pacientes recorreram em mais de um sitio). O principal sitio de
recorréncia foi figado, registrado em 47 pacientes, 48%. Os demais sitios de recorréncia foram
assim distribuidos: pulmado/pleura (45 pacientes, 45,9%), peritonio (23 pacientes, 23,5%),
linfonodos ndo regionais (17 pacientes, 17,3%), locorregional (13 pacientes, 13,3%), osso (2
pacientes, 2,0%), SNC (3 pacientes, 3,1%), subcutaneo (1 paciente, 1,0%), outros (13
pacientes, 13,3%) (Figura 10).
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Figado | —— 48,0%
Puimdo I 45%
Peritonio NN 23,5%
Linfonodos nao regionais NN 17,3%
Locorregional NN 13,3%
SNC mm 3/1%
Osso M 2,0%
Subcutaneo N 1,0%
Outros NN 13,3%

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 10 - Sitios de metdastase na recidiva

6.6 Dados da quimioterapia paliativa

6.6.1 Quimioterapia paliativa de primeira linha

Do total de 211 pacientes tratados na primeira linha paliativa, 60,6% (128 pacientes)
deles receberam Xelox. Os demais pacientes foram assim distribuidos: FOLFOX (17 pacientes,
8%), Mayo Clinic, ou seja, Fluorouracil + Leucovorin (13 pacientes, 6,2%), FOLFIRI (13
pacientes, 6,2%), FLOX (10 pacientes, 4,7%), FOLFIRI + Bevacizumabe (9 pacientes, 4,2%), IFL
(7 pacientes, 3,3%), outros (13 pacientes, 6,2%). Apenas 1 paciente recebeu o tratamento

investigacional (Cetuximabe) na primeira linha (Figura 11).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).
Figura 11 - Protocolos de quimioterapia administrados na primeira linha

6.6.2 Quimioterapia paliativa de segunda linha

Do total de 210 pacientes tratados na segunda linha paliativa, 37,1% (78 pacientes) deles
receberam IFL. O segundo protocolo de quimioterapia paliativa mais utilizado foi o Xeliri
(20,4%, 43 pacientes). Os demais protocolos utilizados foram: Xelox (24 pacientes, 11,4%),
FOLFIRI (18 pacientes, 8,6%), FOLFOX (17 pacientes, 8,1%), Irinotecano (5 pacientes, 2,3%),
FLOX (3 pacientes, 1,4%), outros protocolos (10 pacientes, 4,7%). Doze pacientes (5,7%)

receberam o Cetuximabe na segunda linha (Figura 12).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 12 - Protocolos de quimioterapia administrados na segunda linha

6.6.3 Quimioterapia paliativa de terceira linha

Do total de 197 pacientes tratados na terceira linha paliativa, 76,7% deles (151
pacientes) receberam Cetuximabe. O segundo protocolo de quimioterapia paliativa mais
utilizado foi o IFL (15 pacientes, 7,7%). Os demais protocolos utilizados foram: Xeliri (10
pacientes, 5,1%), Xelox (7 pacientes, 3,6%), FOLFIRI (1 paciente, 0,6%), FOLFOX (4 pacientes,
2%), FLOX (4 pacientes, 2%), outros (5 pacientes, 2%) (Figura 13).
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Figura 13 - Protocolos de quimioterapia administrados na terceira linha

6.6.4 Quimioterapia paliativa de quarta linha

Do total de 46 pacientes tratados na quarta linha paliativa, 82,6% (38 pacientes) deles
receberam Cetuximabe. Trés pacientes (6,5%) receberam Xelox e 2 pacientes receberam IFL
(4,3%). Um paciente recebeu FLOX (2,1%) e um paciente (2,1%) recebeu Mitomicina (Figura
14).

82,6%

40
35
30
25
20
15

10

6,5%
B e 2,1% 2,1%
_ [ | . |

M Cetuximabe m Xelox W |IFL H FLOX H Mitomicina

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

Figura 14 - Protocolos de quimioterapia administrados na quarta linha
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6.6.5 Quimioterapia paliativa de quinta linha

Apenas 8 pacientes receberam quimioterapia paliativa de quinta linha e todos eles
foram tratados com Cetuximabe. Portanto, os pacientes receberam, no maximo, 5 linhas de

guimioterapia paliativa (Figura 15).

Cetuximabe 8 pacientes (100%)

O L N W U1 O N 0 O

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

Figura 15 - Protocolos de quimioterapia administrados na quinta linha

6.7 Dados do tratamento paliativo com Cetuximabe

Todos os 211 pacientes incluidos no estudo foram tratados com Cetuximabe. A maior
parte dos pacientes (168, 80%) interromperam o tratamento devido a progressao de doenga.
As outras razGes para suspensao foram: evento adverso proibitivo (3 pacientes, 1,4%), desejo
do paciente (4 pacientes, 1,9%), comorbidade (2 pacientes, 1%), 6bito por cancer (24
pacientes, 11,4%), 6bito por outras causas (1 paciente, 0,5%), queda de perfomance (7
pacientes, 3,3%). A duragdao média do tratamento foi 172 dias (desvio- padrdo de 154) e a
média de ciclos realizados foi 20,4 (desvio- padrdo de 17).

A maior parte dos pacientes (150, 71,1%) receberam o Cetuximabe na terceira
linha. Trinta e nove pacientes (18,5%) receberam o Cetuximabe na quarta linha, 13 pacientes
(6,2%) na segunda linha, 1 paciente (0,5%) na primeira linha e 8 pacientes (3,8%) receberam

na quinta linha (Figura 16).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019)

Figura 16 - Linhas de Tratamento com Cetuximabe

O principal regime de administragdao do Cetuximabe foi o semanal, realizado por 201
(95,3%) pacientes. Dez pacientes (4,7%) receberam o Cetuximabe quinzenalmente.

Quanto ao protocolo de quimioterapia, 149 pacientes (70,6%) receberam Cetuximabe +
Irinotecano, 53 pacientes (25,1%) receberam Cetuximabe semanal. Os outros protocolos
realizados foram: Cetuximabe quinzenal (2 pacientes, 0,9%), Cetuximabe+ Irinotecano
modificado (2 pacientes, 0,9%), outros protocolos (5 pacientes, 2,4%). No total, 151 pacientes
receberam a combina¢do de Irinotecano com Cetuximabe e 53 pacientes receberam
Cetuximabe monodroga. Dos 151 pacientes que receberam a combinacdo de Cetuximabe com
Irinotecano, 24 (15,9%) tiveram o Irinotecano suspenso durante o tratamento. As suspensdes
do Irinotecano ocorreram devido a toxicidade (23 pacientes, 95,8%) ou queda de performance
status (1 paciente, 4,2%).

Do total de 211 pacientes incluidos no estudo, 210 (99,5%) finalizaram o tratamento
com Cetuximabe e 1 paciente continua em tratamento.

Apos a finalizagdo do Cetuximabe, 43 pacientes (20%) receberam outros protocolos de
guimioterapia, assim distribuidos: 4 pacientes (9%) receberam Capecitabina, 7 pacientes
(16%) receberam FLOX, 1 paciente (2,5%) recebeu FOLFIRI + metformina, 8 pacientes (19%)

receberam FOLFOX, 1 paciente (2,5%) recebeu IFL, 1 paciente (2,5%) recebeu Irinotecano, 10
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pacientes (23%) receberam Irinotecano + metformina, 1 paciente (2,5%) recebeu Xeliri e 10

pacientes (23%) receberam Xelox.

6.8 Dados moleculares

A analise molecular dos 211 pacientes incluidos no estudo foi realizada no material do
tumor primdrio em 82% dos pacientes e no material da metdstase em 18%. No momento da
pesquisa molecular, 62% dos pacientes ndo haviam recebido nenhuma quimioterapia,
enquanto 38% haviam recebido algum tipo de tratamento quimioterdpico, sendo, destes:
qguimioterapia neoadjuvante 23,5%, quimioterapia adjuvante 25% e quimioterapia paliativa
51,5%.

Para descricdo dos dados referentes ao status de instabilidade de microssatélite,
tumores com instabilidade de microssatélites de alta frequéncia (MSI-H) foram referidos como
MSI ao longo deste estudo e tumores com instabilidade de microssatélites de baixa frequéncia
(MSI-L) ou tumores com estabilidade de microssatélites foram descritos com MSS ao longo

deste estudo.

6.8.1- Dados moleculares do gene KRAS

Todos os 211 pacientes incluidos no estudo sdo KRAS cdédon 12 e 13 selvagem (sem
mutacado). A pesquisa da mutagdo do cédon 61 do KRAS foi realizada em 138 pacientes; destes,
137 pacientes (99,2%) nao possuem a mutagao neste cddon e 1 paciente apresentou resultado

inconclusivo.

6.8.2 Dados moleculares do gene BRAF

Foram incluidos e analisados 211 casos de CCR quanto ao status de BRAF V600E (Figura
17). Obtivemos 3,8% (8) casos BRAF mutado, 93,4% (197) casos BRAF ndo mutado e 2,8% (6)
casos inconclusivos (Figura 18). Portanto, apds exclusdo dos casos inconclusivos, totalizamos

205 pacientes e obtivemos uma frequéncia de mutagao do BRAF de 3,9%.
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Fonte: Arquivo Préprio (2019)
Figura 18 - Resultados da pesquisa da mutagdo do BRAF

Ao analisar as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com mutagdao do
BRAF, percebemos que 7 pacientes eram do sexo feminino e 1 paciente do sexo masculino.
Cinco pacientes apresentavam idade menor que 50 anos e 3 pacientes apresentavam idade >
a 50 anos. Os pacientes estavam divididos igualmente entre célon direito e célon esquerdo.
Dois pacientes eram grau histoldgico Il e dois pacientes grau lll. Trés pacientes ndo tinham
informacao de grau histoldgico. A maior parte dos pacientes eram EC |V ao diagndstico (Tabela
3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com mutacdao do BRAF

Estadiamento ao
Paciente Sexo Idade \Localizagdo  Grau histoldgico
diagnéstico

39 F 67 CD Il llic
51 F 34 CD Il |

61 F 70 CD Il v
152 F 43 CE S| v
153 F 33 CE S| v
154 F 46 CE Il v
166 F 57 CE S| v
178 M 18 CD Il llc

F = feminino; M = masculino; CD = cdlon direito; CE = célon esquerdo; SI = sem informacao.

Fonte: Arquivo Préprio (2019)
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Realizamos analise estratificada do status de BRAF pelo sexo, idade, grau histoldgico e
lateralidade do tumor primario. Encontramos uma maior proporcao de mutacao do BRAF no
sexo feminino (com diferenca estatisticamente significante), assim como uma tendéncia a
maior proporcdo desta mutacdo nos tumores de grau histoldgico Il (p-0,059). Nao houve
diferenca estatisticamente significante em relacdo a idade. Quanto a andlise da associacdo do
status de BRAF e lateralidade do tumor primario, encontramos uma proporcao de mutacao
do BRAF de 12,1% entre os tumores do célon D e 2,5% entre os tumores do cdlon E. Portanto,
observamos uma maior proporg¢do de mutacdao do BRAF no célon D do que no célon E, com

significancia estatistica, p-0,01 (Tabela 4).

Tabela 4 - Andlise do status de BRAF estratificada pelo sexo, idade, grau histoldgico e

lateralidade do tumor primario

BRAF N (%)
P-valor
Variavel Categoria Mutado Nao Mutado
Feminino 7 (7,9%) 82(92,1%)
Sexo 0,025
Masculino 1(1%) 104 (99%)
<50 5 (6%) 78 (94%)
Idade (anos) 0,291
> 50 3(2,7%) 108 (97,3%)
I 0 (0%) 9 (100%)
Grau Histoldgico I 3(2,2%) 136 (97,8%) 0,059
I 2 (20%) 8 (80%)
Lateralidade do tumor Direito 4(12,1%) 29 (87,9%)
0,01
primario
Esquerdo 4(2,5%) 157 (97,5%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

6.8.3 Dados moleculares do gene NRAS

Foram incluidos e analisados 211 casos de CCR quanto ao status de mutacdao do NRAS
(Figura 19). Obtivemos 3,3% (7) casos NRAS mutado, 94,8% (200) casos NRAS ndo mutado,
1,4% (3) casos inconclusivos e 0,5% (1) caso em que o NRAS nao foi avaliado por auséncia de

material tumoral. Portanto, apds exclusdo dos casos inconclusivos e ndo realizado,
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totalizamos 207 pacientes e obtivemos uma frequéncia de mutacdao do NRAS de 3,38%. Todas

as mutagbes do NRAS ocorreram no cédon 12 (Figura 20).



45

0

0

(166

20

CCLe TTR6T2ACTCRGTCA

I

( €1

A CCA

1
A

i

Figura 19 - Andlise de mutacdo do NRAS (cédon 12) por sequenciamento direto

3
a

ATTGYCRAGTGECEETTTTCCCRARCRACCACTY TG C1CCQH

-‘?l i)

|

e

Fonte: Arquivo Préprio (2019)



46

1A% 0S%  33%

T 94,8%
®m NRAS Mutado = NRAS Nao Mutado NRAS Inconclusivo m NRAS Nao Realizado
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Figura 20 - Resultados da pesquisa da mutacdo do NRAS

Ao analisar as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com mutacdo do
NRAS, percebemos que 3 pacientes eram do sexo feminino e 4 pacientes eram do sexo
masculino. Trés pacientes apresentavam idade menor que 50 anos e 4 pacientes
apresentavam idade > a 50 anos. A maior parte dos tumores estavam localizados no cdélon
esquerdo (6). Um paciente apresentava grau histoldgico |, 4 pacientes apresentavam grau
histoldégico Il, 1 paciente era grau lll e 1 paciente ndo apresentava informacdao de grau
histolégico. A maior parte dos pacientes eram EC IV ao diagndstico (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com mutacdao do NRAS

Estadiamento ao
Paciente Sexo Idade Localizagdo  Grau histolégico

diagnéstico

48 M 56 CE [ I

50 F 65 CD Il b
82 F 49 CE Il v
85 F 47 CE Il v
96 M 66 CE Il v
101 M 27 CE 1 v
196 M 54 CE Sl lla

F = feminino; M = masculino; CD = cdlon direito; CE = célon esquerdo; SI = sem informacao.

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Realizamos andlise estratificada do status de NRAS pelo sexo, idade, grau histolégico e
lateralidade do tumor primario. Encontramos uma proporc¢ao de mutacdao do NRAS no sexo
feminino de 3,1% e no sexo masculino de 3,6%, sem diferenca estatisticamente significante.
A proporcao de mutacdo de NRAS por faixa etaria foi igual (3,4% nos pacientes < 50 anos e
3,4% nos pacientes = 50 anos). Em relacdo ao grau histolédgico, 10% dos pacientes eram grau
1,2,7% eram grau ll e 9,1% eram grau lll, sem diferenca estatisticamente significante (p-0,162).
Quanto a associacdo entre lateralidade do tumor primario e status de NRAS, encontramos
uma proporgdo ligeiramente maior de mutagdo do NRAS nos tumores do célon E (3,5%)
qguando comparado aos tumores do colon D (2,9%), porém, sem significancia estatistica (p-

0,85) (Tabela 6).

Tabela 6 - Andlise do status de NRAS estratificada pelo sexo, idade, grau histolégico e

lateralidade do tumor primario

NRAS N(%)
Variavel Categoria Mutado Nao Mutado P-valor
Feminino 3(3,1%) 93 (96,9%)
Sexo 1,0
Masculino 4 (3,6%) 107 (96,4%)
<50 3(3,4%) 86 (96,6%)
Idade (anos) 1,0
250 4 (3,4%) 114 (96,6%)
I 1(10%) 9 (90%)
Grau Histolégico I 4(2,7%) 144 (97,3%) 0,162
1l 1(9,1%) 10 (90,9%)
Lateralidade do Direito 1(2,9%) 34 (97,1%) 0,85
tumor primario Esquerdo 6 (3,5%) 166 (96,5%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019)

6.8.4 Dados da andlise de instabilidade de microssatélites

Foram incluidos e analisados 211 casos de CCR quanto ao status de MSI (Figuras 21 e

22).
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Figura 21 - Andlise de fragmentos com seis marcadores (NR27, NR21, NR24, BAT25, BAT26 e

HSP110) para pesquisa molecular de MSI em uma amostra com estabilidade de microssatélite

(MSS).
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Figura 22 - Andlise de fragmentos com seis marcadores (NR27, NR21, NR24, BAT25, BAT26 e

HSP110) para pesquisa molecular de MSI em uma amostra com instabilidade de microssatélite

(MSI-H)

Obtivemos 3,3% (7) casos MSI-H, 1,4% (3) casos MSI-L e 95,3% (201) casos MSS (Figura

23).

Para as analises estatisticas, foram agrupados os casos MSS e MSI-L em apenas um
grupo, tendo assim: MSS+MSI-L e MSI-H. Essa abordagem em apenas dois grupos é apoiada

pela literatura que demonstra uma similaridade tanto clinica quanto molecular entre casos

MSS e MSI-L>4,
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Figura 23 - Resultados da pesquisa da Instabilidade de microssatélites

Ao analisar as caracteristicas clinicas e demograficas dos 7 pacientes MSI-H
observamos que 4 pacientes apresentavam idade menor que 50 anos e 3 pacientes
apresentavam idade > a 50 anos. Cinco pacientes eram do sexo masculino e 2 pacientes do
sexo masculino. Cinco pacientes apresentaram grau histoldgico Il e 2 pacientes apresentaram
grau lll. A maior parte dos pacientes eram EC IV ao diagndstico. Quatro casos estavam
localizados no célon D e 3 casos no cdlon E (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes MSI-H

Estadiamento ao
Paciente = Sexo Idade Localizagio  Grau histolégico
diagnéstico

39 F 67 CD Il llic
46 M 56 CE Il IIb
84 F 30 CD Il IVa
89 M 45 CD Il IVa
106 M 42 CD Il IVa
189 M 53 CE I IVa
205 M 47 CE Il \Y

F = feminino; M = masculino; CD = célon direito; CE = célon esquerdo; Sl = sem informacao.

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Realizamos andlise estratificada do status MSI pelo sexo, idade, grau histolégico e
lateralidade do tumor primario. Encontramos uma propor¢ao de MSI-H no sexo feminino de
2,2% e no sexo masculino de 4,7% (p- 0,453). Quatro pacientes (4,7%) tinham menos de 50
anos e 3 pacientes (2,6%) tinham 50 anos ou mais (p-0,466). Cinco pacientes (3,5%) eram grau
histologico Il e 2 pacientes (20%) eram grau lll (p-0,108). Nenhuma destas variaveis
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Quanto a associacao entre
lateralidade do tumor primario e status de MSI, encontramos, entre os tumores do célon D,
uma propor¢ao de MSI-H de 11,8% e entre os tumores do célon E foi encontrada uma
proporcao de 1,8%. Portanto, observamos uma maior proporcdo de MSI-H entre os tumores

do célon D do que do célon E, com significancia estatistica, p-0,004 (Tabela 8).

Tabela 8 - Anadlise do status de MSI estratificada pelo sexo, idade e grau histolégico

MSI N (%)
Variavel Categoria MSI-H MSI-L/MSS P-valor
Feminino 2 (2,2%) 91 (97,8%)
Sexo 0,453
Masculino 5(4,7%) 102 (95,3%)
<50 4 (4,7%) 82 (95,3%)
Idade (anos) 0,466
>50 3(2,6%) 111 (97,4%)
I 0 (0%) 9 (100%)
Grau Histolodgico Il 5(3,5%) 139 (96,5%) 0,108
1] 2 (20%) 8 (80%)
Lateralidade do Direito 4(11,8%) 30 (88,2%)
0,004
tumor primario Esquerdo 3(1,8%) 163 (98,2%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).

6.8.5 Associacao entre o status de BRAF e NRAS com o status de MSI

Realizamos uma analise para avaliar se existe associacdo entre os dados moleculares de
BRAF e MSI. Encontramos uma maior proporgdao de mutacao do BRAF em pacientes MSI-H
(16,7%) quando comparado com pacientes MSS/MSI-L (3,7%), porém, esta diferenga nao foi

estatisticamente significante, com p-0,117 (Tabela 9).
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Ao analisar a associacdo entre os dados moleculares de NRAS e MSI, encontramos uma
maior proporc¢do de mutacdo do NRAS em pacientes MSS/MSI-L (3,5%) quando comparado

com pacientes MSI-H (0%), porém, sem diferenca estatisticamente significante (Tabela 9).

Tabela 9 - Associacdo entre o status de NRAS e BRAF com o status de MSI

Mutado Nao mutado Total P- Valor
MSI-H 0 (0%) 7 (100%) 7 (100%)
NRAS MsI  MSS/MSI-L 7 (3,5%) 193 (96,5%) 200 (100%) 1,000
Total 7 (3,4%) 200 (96,6%) 207 (100%)
MSI-H 1(16,7%) 5 (83,3%) 6 (100%)
BRAF MSI  MSS/MSI-L  7(3,7%)  181(96,3%) 188 (100%) 0,117
Total 8 (4,1%) 186 (95,9%) 194 (100%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).

6.9 Avaliacao de resposta ao Cetuximabe

Para as andlises de resposta ao Cetuximabe (Tabela 10) foram excluidos os pacientes
com mutac¢do do gene NRAS (7 pacientes), assim como os 3 pacientes com resultado NRAS
inconclusivo e 1 paciente sem analise do NRAS devido a auséncia de material tumoral,
totalizando 200 pacientes avaliados.

Do total de 200 pacientes analisados, 54 pacientes (27%) apresentaram doenga
estavel, 74 pacientes (37%) apresentaram progressdo de doenga, 40 pacientes (20%)
apresentaram resposta parcial e 32 pacientes (16%) ndo realizaram avaliagdo de resposta.
Nenhum paciente apresentou resposta completa. Entre os 168 pacientes que fizeram
avaliagdo de resposta ao Cetuximabe, 54 (32%) apresentaram doenga estavel, 74 pacientes
(44%) apresentaram progressdao de doenga e 40 pacientes (24%) apresentaram resposta

parcial. Portanto, a taxa de resposta ao Cetuximabe foi de 24%.
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Tabela 10 - Avaliacdo de resposta ao Cetuximabe por status de BRAF, NRAS, lateralidade do tumor primario e protocolo de tratamento com

Cetuximabe
Doencga estavel Progressao Resposta Parcial
Variavel Categoria N p —valor
N (%) N (%) N (%)
54 (32) 74 (44) 40 (24)
Geral 168
IC 95%: 25-39 IC 95%: 37-52 IC95%: 17-30
Mutado 4 2 (50) 2 (50) 0
BRAF 0,68
N3o Mutado 160 50 (31) 70 (44) 40 (25)
Mutado 7 1(14) 5(72) 1(14)
NRAS 0,48
N3o Mutado 164 52 (32) 72 (44) 40 (24)
Direito 22 7 (32) 12 (54) 3 (14)
Lateralidade 0,42
Esquerdo 146 47 (32) 62 (42) 37 (26)
Cetuximabe +
Protocolo de 127 38 (30) 55 (43) 34 (27)
Irinotecano 0,25
tratamento
Cetuximabe 40 16 (40) 18 (45) 6 (15)

Fonte: Arquivo Préprio (2019)



54

Realizamos a analise de resposta ao Cetuximabe estratificada pelo status de BRAF.
Entre os pacientes BRAF ndo mutado a taxa de resposta foi de 25%, enquanto que entre os
pacientes BRAF mutado, a taxa de resposta foi de 0% (p-0,68).

Realizamos a andlise de resposta ao Cetuximabe estratificada pelo status de NRAS.
Entre os pacientes NRAS ndo mutado a taxa de resposta foi de 24%, enquanto que entre os
pacientes NRAS mutado, a taxa de resposta foi de 14% (p-0,48).

Realizamos também a analise de resposta ao Cetuximabe estratificada pela
lateralidade do tumor primario. Entre os tumores do célon D a taxa de resposta foi de 14%,
enquanto que entre os tumores do célon E a taxa de resposta foi de 26% (p-0,42).

Quanto a analise de resposta ao Cetuximabe estratificada pelo protocolo de
tratamento, encontramos uma taxa de resposta de 27% entre os pacientes que realizaram
tratamento com Cetuximabe + Irinotecano e de 15% entre os pacientes que realizaram

tratamento com Cetuximabe em monoterapia (p-0,25).

6.10 Status de sobrevida
Apds analise do status de sobrevida observamos que a grande maioria dos pacientes do
estudo (201 pacientes, 95,3%) faleceram em virtude do cancer. A tabela 11 mostra o status

atual de sobrevida dos 211 pacientes incluidos no estudo:

Tabela 11 - Status de sobrevida dos pacientes incluidos no estudo

Total 211 pacientes

Vivo com doenga 4(1,9%)
Obito por cancer 201(95,2%)
Perda de seguimento 5(2,4%)
Obito por outras causas 1(0,5%)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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6.10 Andlises de sobrevida global
6.10.1 Andlises de sobrevida global geral

Foram geradas tabelas de estimativa de sobrevida global (SG) e graficos de curvas de
Kaplan-Meier, sendo o evento de interesse, o ébito por qualquer causa.

Para as andlises gerais de sobrevida foram excluidos os pacientes com mutagao do gene
NRAS (7 pacientes), assim como os 3 pacientes com resultado NRAS inconclusivo e 1 paciente
sem analise do NRAS devido a auséncia de material tumoral, totalizando 200 pacientes
(obviamente, nas andlises envolvendo o gene NRAS, estes pacientes foram mantidos,
totalizando 211 pacientes). Para as analises envolvendo o gene BRAF, do total de 200
pacientes, excluimos mais 6 pacientes com o resultado BRAF inconclusivo.

De modo geral, para nossa casuistica, a sobrevida global mediana foi estimada em 10,4
meses (IC 95%: 8,14-12,76). A probabilidade de sobrevida para os pacientes com CCR estimada
para 6 meses foi de 73%, doze meses de 45,5%, 24 meses de 18,7%, 36 meses de 8,4% e em
60 meses de 2% (Tabela 12 e Figura 24). O tempo médio de seguimento dos casos foi de 14,6

meses (desvio-padrdo de 13,7 meses)

Tabela 12 - Estimativa de sobrevida global para os pacientes tratados com Cetuximabe

Probabilidade de sobrevida (%)

N N 12m 24m 36m 60m Mediana (meses)
(casos) (eventos)
200 191 73 45,5 18,7 8,4 2 10,4 (IC 95%: 8,14-12,76)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 24 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global

6.10.2 Analises de sobrevida global estratificada por subgrupos

Avaliamos, de forma exploratdria, o impacto de algumas variaveis na sobrevida global
dos pacientes tratados com Cetuximabe. Em relagdo a idade, percebemos uma maior
sobrevida para os pacientes > 50 anos (12,7 x 8,9m), porém, sem diferenca estatistica. Nao
houve diferenga de sobrevida em relagdao ao sexo (feminino x masculino). A presenca de
invasdo angiolinfatica ndo impactou na sobrevida, assim como a realizacdo de ablagdo por
radiofrequéncia. Pacientes com grau histolégico | (16,2m) apresentaram sobrevida superior
aos pacientes com grau histoldgico Il (12,8m) e grau Il (4,6m) porém, ndao houve diferenca
estatisticamente significante (p-0,10). Trinta e cinco pacientes apresentaram invasao
perineural positiva com sobrevida mediana de 8,6 meses e 97 pacientes ndao apresentaram
invasdo perineural com sobrevida mediana de 13,4 meses (p- 0,02). Quarenta e um pacientes
que realizaram metastasectomia apresentaram uma maior sobrevida (18,9m) quando
comparado aos 159 pacientes que nao a fizeram (sobrevida de 8,9m), p<0,001. O status
linfonodal positivo versus negativo assim como o nimero de linfonodos ressecados (<12, 212)
ndo impactaram na sobrevida. Quanto ao nimero de linfonodos positivos, observamos que
pacientes com menos de 2 linfonodos positivos apresentou uma sobrevida superior (13,4

meses) a dos pacientes com mais que 2 linfonodos positivos (10,8 meses), sendo esta
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diferenca estatisticamente significante (p-0,01). Ndo houve associacao significativa entre o

estadiamento ao diagndstico (p-0,76), realizacdo de radioablacdo (0,17) ou linha de

tratamento com Cetuximabe (p- 0,54). Em relacdo ao protocolo de quimioterapia na primeira

linha, 147 pacientes realizaram Oxaliplatina e 33 pacientes realizaram Irinotecano. A

sobrevida dos pacientes submetidos a Oxaliplatina na primeira linha foi superior a dos

pacientes que realizaram Irinotecano com um p-valor estatisticamente significante (p-0,01)

(Tabela 13). Os resultados das analises moleculares serdo descritos nos topicos mais a frente,

em separado.

Tabela 13 — Anadlises de sobrevida por subgrupos nos pacientes tratados com Cetuximabe

N N

Variavel (o N E— Sobrevida mediana (meses) p-valor
Lateralidade do tumor primario
Direito 34 33 6,6 (IC 95%: 5,27-8,06) 0.02
Esquerdo 166 158 11,5 (1C95%: 9,18-13,87) ’
Idade
<50 anos 86 82 8,9 (IC 95%: 7,28-10,52) 012
>50anos 114 109 12,7 (1C95%: 9,71-15,71) ’
Sexo
Feminino 93 86 10,1 (IC 95%: 7,99-12,30) 0.72
Masculino 107 103 11,4 (IC 95%: 8,20-14,53) ’
Grau histoldgico
Grau | 9 9 16,2 (IC 95%: 3,01-29,51)
Grau ll 144 138 12,8 (1C95%:10,04-15,58) 0,10
Grau lll 10 9 4,6 (IC 95%: 0,0-9,35)
Invasdo angiolinfatica
Positiva 68 67 11,5 (IC 95%: 7,25-15,81) 017
Negativa 69 64 12,2 (IC 95%: 9,70-14,87) ’
Invasdo neural
Positiva 35 35 8,6 (IC 95%: 5,45-11,69) 002
Negativa 97 91 13,4 (IC 95%: 11,07-15,73) ’
Ressec¢do de metastase
Sim 41 154 18,9 (IC 95%: 9,86-27,91) <0001
N3o 159 37 8,9 (IC 95%: 7,62-10,17) ’
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Status linfonodal

Negativo 56 51 13,4 (IC 95%: 8,54-18,26) 022
Positivo 111 108 11 (1C 95%:8,59-13,55) !
Numero de LNF positivos
<2 70 64 13,4 (IC 95%: 7,63-19,17) 001
>2 97 95 10,8 (IC 95%: 8,15-13,46) !
Numero de LFN ressecados
<12 71 67 12,8 (IC 95%: 9,97-15,65) 036
>12 96 92 10,8 (IC 95%: 7,55-14,06 !
Estadiamento ao diagndstico
[ 2 2 4,8
1] 37 32 15,1 (1C 95%: 12,05-18,17)
" 60 58 12,3 (IC 95%: 8,63-16,07) 0,76
v 110 97 8,7 (IC 95%: 7,36-10,05)
QT 1°linha
Oxaliplatina 147 139 10,3 (IC 95%: 7,32-13,3) 0.01
Irinotecano 33 33 8,2 (IC 95%: 5,73-10,69) !
Linha de tratamento com
Cetuximabe
1%e2° 14 14 13,8 (IC 95%: 11,66-16,08)
30 141 134 9,2 (IC95%: 7,57- 11,02) 054
40 g 50 45 43 11,7 (IC 95%: 9,34-14,24) !
Radioablacao
Sim 15 14 17,1 (1C 95%: 9,33-24,89) 017
N3o 185 177 10 (IC 95%: 8,11-11,92) !
BRAF
Mutado 8 7 4,8 (IC95%: 0,61-9,17) 064
Ndo mutado 186 179 10,5(1C95%: 8,28-12,73) !
NRAS
Mutado 7 7 6,9 (IC 95%: 1,40-12,53) 0.40
Ndo mutado 207 191 10,4 (IC 95%: 8,14-12,75)
Status de MSI
MSI-H
7 6 4,5 (IC 95%: 4,48-4,65)
MSI-L/MSS 193 185 10,8 (IC 95%: 8,49-13,12) 0.0

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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6.10.3 Anadlises de sobrevida global estratificada por protocolo de tratamento com
Cetuximabe

Foi realizada uma andlise de sobrevida estratificada pelo protocolo de tratamento com
Cetuximabe. Para esta andlise, avaliamos apenas os pacientes do estudo que receberam
Cetuximabe isolado ou Cetuximabe + Irinotecano. Pacientes que realizaram outros protocolos
foram excluidos desta andlise. Foram avaliados 199 pacientes, sendo 146 destes tratados com
Cetuximabe + Irinotecano e 53 tratados com Cetuximabe. Observamos uma maior sobrevida
para os 146 pacientes submetidos a tratamento com Cetuximabe + Irinotecano (11,8 meses,
1C95%: 9,29-14,29) quando comparado aos 53 pacientes submetidos a tratamento apenas com
Cetuximabe (8,7 meses, 1C95%: 7,48-9,92), porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (p- 0,85) (Figura 25).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 25 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global por protocolo de tratamento com

Cetuximabe

6.10.4 Analises de sobrevida global estratificada pela lateralidade do tumor primario

Foi realizada a estratificacdao da sobrevida global pela lateralidade do tumor primario.

Encontramos uma sobrevida mediana de 11,5 meses (IC 95%: 9,18-13,87) para os tumores do
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colon E e de 6,6 meses (IC 95%: 5,27-8,06) para os tumores do célon D. Esta diferenca foi

estatisticamente significante com p- 0,02. A probabilidade de sobrevida foi superior para os

tumores de colon E em todas as analises de tempo realizadas (6, 12, 24, 36 e 60 meses) (Tabela

14 e Figura 26).

Tabela 14 - Estimativa de sobrevida pela lateralidade do tumor primario

Probabilidade de sobrevida (%)

Variavel Categoria N 12m 24m 36m  60m Mediana P
(casos) (eventos) meses valor
Célon D 34 33 58,8 24,8 9,3 6,2 0 6,6 (1C 95%: 5,27-8,06)
Lateralidade 0,02
Célon E 166 158 75,9 49,7 20,6 8 2,5 11,5 (IC 95%: 9,18-13,87)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 26 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global pela lateralidade do tumor primario

6.10.5

Analises de sobrevida global estratificada por status de BRAF

Foi realizada andlise de sobrevida estratificando a casuistica total em relacao ao status

de BRAF. Encontramos uma sobrevida mediana de 4,9 meses (IC 95%: 0,61-9,17) para os 8
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pacientes BRAF mutado e 10,5 meses (IC 95%: 8,28-12,73) para os 186 pacientes BRAF nado
mutado. N3o houve diferenca estatisticamente significativa entre os 2 grupos (p-0,64). A
tabela a seguir contém o nimero de casos (N casos) analisados para cada categoria da varidvel
em questdo, assim como a probabilidade de sobrevida (%) estimada em um determinado

periodo de tempo e o p-valor (Tabela 15, Figura 27).

Tabela 15 - Probabilidade de sobrevida por status do gene BRAF

Probabilidade de sobrevida (%)

N N P-
Variavel Categoria 6m 12m 24m 36m 60m Mediana (meses)
(casos) (eventos) valor
Mutado 8 7 50 37,5 12,5 0 0 4,9 (1C95%: 0,61-9,17)
BRAF N3o 0,64
186 179 74 45,7 19 8 1,4 10,5 (IC95%: 8,28-12,73)
mutado

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 27 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global pelo status de BRAF

Realizamos também uma andlise de sobrevida associando status de BRAF com a

lateralidade do tumor primario. Encontramos uma sobrevida mediana de 4,9 meses para os

pacientes BRAF mutado localizados no célon D e de 1,7 meses para aqueles com tumores do
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célon E. Percebemos que a lateralidade do tumor primdrio ndo impactou na sobrevida dos
pacientes com mutacdo do gene BRAF (p-0,99). Entre os pacientes sem mutacdo do BRAF,
percebemos uma tendéncia a maior sobrevida para os pacientes com tumores localizados no
cllon E (11,5 meses) quando comparado a sobrevida dos pacientes com tumores do célon D

(6,9 meses), p-0,06. (Tabela 16, Figuras 28 e 29).

Tabela 16 - Sobrevida global por status de BRAF e lateralidade do tumor primario

N N Mediana
Lateralidade p-valor
(casos) (eventos) (meses)

D 4 4 4,9
Mutado E 4 3 1,7 0,99
Global 8 7 4,9
BRAF
D 29 28 6,9
N3o
E 157 151 11,5 0,06
mutado
Global 186 179 10,5
Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).
Figura 28 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes BRAF mutado pela

lateralidade do tumor primario
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Figura 29 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes BRAF ndo mutado pela

lateralidade do tumor primario

6.10.6 Analises de sobrevida global estratificada por status de MSI

Foi realizada analise de sobrevida estratificando a casuistica total em relagao ao status
de MSI (MSS+MSI-L e MSI-H). A sobrevida mediana para os pacientes com MSI-H foi de 4,6
meses (IC 95%: 4,48-4,65) e para os pacientes MSS/MSI-L foi de 10,8 meses (IC 95%: 8,49-
13,12). Ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre os 2 grupos (p- 0,09). Atabela
a seguir contém o numero de casos (N casos) analisados para cada categoria da varidvel em
questao, assim como a probabilidade de sobrevida (%) estimada em um determinado periodo

de tempo e o p-valor (Tabela 17, figura 30).
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Tabela 17 - Estimativa de sobrevida global quanto ao status de MSI

Probabilidade de sobrevida (%)

N N Mediana
Variavel Categoria 6m 12m 24m 36m 60m p- valor
(casos) (eventos) meses
MSI-H 7 6 429 143 143 143 143 4,6(IC95%: 4,48-4,65) 009
MSI
MSS/MSI-L 193 185 74 46,6 18,9 8,4 2 10,8 (IC 95%: 8,49-13,12)

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 30 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global pelo status de MSI

Realizamos também uma analise de sobrevida associando o status de MSI com a
lateralidade do tumor primario. Encontramos uma SG mediana de 4,5 meses para os
pacientes MSI-H localizados no célon D e de 6,2 meses para aqueles MSI-H localizados no
célon E. Percebemos que a lateralidade do tumor primario ndo impactou na sobrevida dos
pacientes MSI-H (p-0,41). Entre os pacientes MSS/MSI-L a sobrevida foi de 7,3 meses para os
tumores do célon D e 11,5 meses para os tumores do cdélon E, também, sem diferenca

estatisticamente significantes (p- 0,1) (Tabela 18 e Figuras 31 e 32).



Tabela 18 - Sobrevida global por status MSI e lateralidade do tumor primario
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Lateralidade N (casos) N (eventos) Mediana (meses) p-valor
MSI
D 4 4 4,5
MSLH E 3 2 6,2 0,41
Global 7 6 4,5
D 30 29 7,3
MSI-
L/MSS E 163 156 11,5 0,10
Global 193 185 10,8
Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 31 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes MSI-H pela lateralidade

do tumor primario
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Figura 32 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes MSS/MSI-L pela

lateralidade do tumor primario

6.10.7 Analises de sobrevida global estratificada por status de NRAS

Foi realizada analise de sobrevida estratificando a casuistica total em relagdao ao status
de NRAS. A sobrevida mediana para os 7 pacientes NRAS mutado foi de 6,9 meses (IC 95%:
1,40-12,53) e para os 200 pacientes NRAS ndao mutado de 10,4 meses (IC 95%: 8,14-12,75),
sem diferenga estatisticamente significante (p-0,4). A tabela a seguir contém o numero de
casos (N casos) analisados para cada categoria da varidvel em questdo, assim como a
probabilidade de sobrevida (%) estimada em um determinado periodo de tempo e o p-valor

(Tabela 19, Figura 33).
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Tabela 19 - Estimativa de sobrevida global por status de NRAS

Probabilidade de sobrevida (%)

Varidvel Categoria N 6m 12m 24m 36m 60m Mediana (meses) p-valor
Mutado 7 7 57 42,9 14,3 0 0 6,9 (IC 95%: 1,40-12,53)
NRAS 0,4
Nao
200 191 73 45,5 18,7 8 2 10,4 (IC 95%: 8,14-12,75)
mutado

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 33 - Curvas de Kaplan Meier de sobrevida global pelo status de NRAS

Realizamos também uma andlise de sobrevida associando a lateralidade do tumor
primario com o status de NRAS. Encontramos uma SG mediana de 1,2 meses para os pacientes
NRAS mutado localizados no célon D e de 6,9 meses para aqueles NRAS mutado localizados
no coélon E, com diferenca estatisticamente significante (p-0,01). Entre os pacientes NRAS ndo
mutado a sobrevida foi de 6,6 meses para os tumores do célon D e 11,5 meses para os tumores

do célon E, com diferenca estatisticamente significante (p-0,02) (Tabela 20 e Figuras 34 e 35).



Tabela 20 - Sobrevida global por status de NRAS e lateralidade do tumor primario

Medi
Lateralidade N (casos) N (eventos) Ll p-valor
(meses)
NRAS
D 1 1 1,2
NRAS E 6 6 6,9 0,014
tad
mutado Global 7 7 6,9
D 34 33 6,6
NRAS nao E 166 158 11,5 0,028
mutado
Global 200 191 10,4

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 34 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes NRAS mutado pela

lateralidade do tumor primario
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Figura 35 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes NRAS ndo mutado pela

lateralidade do tumor primario

6.10.8 Analise de sobrevida global estratificada pelo status de BRAF e MSI

Foi realizada uma analise de sobrevida associando o status de BRAF e MSI. Entre os
pacientes MSI-H, encontramos uma sobrevida mediana de 4,5 meses para os pacientes BRAF
mutado e de 6,2 meses para os pacientes ndo mutados. Ndo houve diferencga estatisticamente
significante entre os dois grupos (p-0,58). Entre os pacientes MSI-L/MSS, a sobrevida mediana
foi de 7,6 meses para os pacientes BRAF mutado e 10,8 meses para os pacientes sem mutagao
do BRAF. Esta diferenca ndo apresentou significancia estatistica (p-0,86) (Tabela 21, Figuras

36 e 37).



Tabela 21 - Sobrevida global por status de BRAF e MSI

Medi
BRAF N (casos) N (eventos) ediana p-valor
(meses)
MSI
Mutado 1 1 4,5
MSI-H Nao mutado 5 4 6,2 0,58
Global 6 5 4,5
Mutado 7 6 7,6
N3o mutado 181 175 10,8
MSIL/MSS 0,86
Global 188 181 10,8
Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 36 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global para os pacientes MSI-H pelo status

de BRAF
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Figura 37 - Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global para os pacientes MSI-L/MSS pelo
status de BRAF

6.10.9 Analise de sobrevida global estratificada por status de BRAF e de NRAS

Foi realizada uma analise de sobrevida comparativa entre 3 grupos de pacientes: grupo
1 (pacientes BRAF ndao mutado + pacientes NRAS ndao mutado), grupo 2 (pacientes BRAF
mutado) e grupo 3 (pacientes NRAS mutado). Nesta anadlise foram incluidos 201 pacientes,
sendo 186 no grupo 1, 8 pacientes no grupo 2 e 7 pacientes no grupo 3. Encontramos uma
sobrevida mediana de 10,5 meses para os pacientes BRAF ndo mutado e NRAS ndao mutado,
4,9 meses para os pacientes BRAF mutado e 6,9 meses para os pacientes NRAS mutado. Nao

houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p-0,63) (Tabela 22 e Figura 38).

Tabela 22 - Analise de sobrevida global estratificada pelo status de BRAF e NRAS

Sobrevida
Categoria N (casos) N (eventos) P valor
Medida (meses)

BRAF/ NRAS n3o mutados 186 179 10,5

BRAF Mutado 8 7 4,9
0,63

NRAS Mutado 7 7 6,9

Total 201 193 10,41

Fonte: Arquivo Préprio (2019).
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Figura 38 - Curvas de Kaplan- Meier de sobrevida global estratificada pelo status de BRAF e
NRAS (BRAF e NRAS nao mutados versus BRAF mutado versus NRAS mutado)

6.11 Analise multivariada para sobrevida por meio de regressao de Cox

A analise multivariada para a estimativa da sobrevida global foi realizada utilizando o
modelo de regressdo de Cox para estimar o risco de sofrer o evento (ébito) para cada uma das
varidveis analisadas. Foi estimado a Hazard Ratio (HR) com as variaveis significativas a um nivel
de 10% na andlise univariada, além das varidveis que sdo objeto do estudo deste trabalho
(NRAS e BRAF).

As varidveis que compuseram a modelagem foram: invasao perineural, lateralidade do
tumor primario (direito versus esquerdo), numero de linfonodos positivos (<2, 22),
quimioterapia (QT) paliativa de primeira linha (Oxaliplatina versus Irinotecano), ressecc¢ao de
metastase, status de MSI (MSI-H vs MSI-L/MSS), BRAF e NRAS.

Foram selecionados para esta analise, 201 pacientes do total de 211 incluidos no estudo
(excluimos 3 pacientes com NRAS inconclusivo, 1 NRAS ndo realizado e 6 BRAF inconclusivo).
Do total de 201 selecionados, 124 foram incluidos na regressdo de Cox (77 pacientes foram

excluidos por falta de dados) (Tabela 23).
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Variavel H.R. IC. 95% p-valor
Invasao perineural 1,3 0,85-2,0 0,231
Lateralidade do tumor primario (direito x esquerdo) 2,81 1,55-5,08 0,001
> 2 linfonodos positivos 1,13 0,76 - 1,69 0,545
QT de 1° linha (Oxaliplatina versus Irinotecano) 1,39 0,93-2,08 0,11
Ressec¢do de metastase 0,7 043-1,11 0,131
Status de MSI (MSI-H versus MSI-L/MSS) 1,24 0,49 -3,11 0,652
BRAF 0,39 0,13-1,13 0,084
NRAS 2,1 0,9-4,89 0,085

Fonte: Arquivo Préprio (2019).

Ao analisar a tabela acima, observamos que apenas a variavel lateralidade do tumor

primario se apresentou estatisticamente significante na analise multivariada (p-0,001). O risco

de morte foi 2,8 vezes maior nos tumores de célon direito quando comparado com os tumores

do colon E.

A mutacdo do NRAS aumentou o risco de 6bito em 2,1 vezes quando comparado com

auséncia de mutacgao, porém, sem diferencga estatisticamente significante (p- 0,085).

Apenas duas variaveis reduziram o risco de morte (mutag¢dao de BRAF e ressecgao de

metdstases), apesar da auséncia de significancia estatistica. Invasdo perineural (p-0,23), 22

linfonodos positivos (p-0,54), QT de primeira linha (Oxaliplatina versus Irinotecano) (p-0,11),

status de MSI (MSI-H versus MSI-L/MSS- p-0,65) e mutacdo de NRAS aumentaram o risco de

dbito, mas sem significancia estatistica.
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7.  DISCUSSAO
7.1 Dados demogrificos e de tratamento

O cancer colorretal representa um dos tipos de cancer mais incidentes em todo o
mundo, sendo o quarto tipo de cancer mais incidente em homens e o terceiro em mulheres
segundo dados do INCA de 2018%7. E uma importante causa de morte por cancer. Apesar da
mortalidade pelo cancer colorretal estar reduzindo em paises ocidentais, tem aumentado em
paises menos desenvolvidos como o Brasil, que passaram por uma rapida transicdo econémica
nas décadas mais recentes®,

Neste estudo, foram caracterizados 211 pacientes submetidos a tratamento com
Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de
2016. Dentre os pacientes estudados, 115 (54,5%) eram do sexo masculino e 96 (45,5%) do
sexo feminino. A distribuicdo da doenca de acordo com género, observada no presente
estudo, foi semelhante ao achado de Cruz et al.® que também observaram uma prevaléncia
ligeiramente maior em homens (52,2%) do que entre mulheres (47,8% em uma populacdo de
490 pacientes com cancer colonico de Belo Horizonte.

Com relac¢do a localizacdo dos tumores primarios, foi observada uma frequéncia muito
superior de tumores do cdélon E (83,4%) quando comparado ao célon D (16,6%). Esse dado é
muito varidvel entre os estudos e depende da populagdo avaliada, mas, no geral, a literatura
evidencia uma frequéncia maior de tumores do célon D e menor do célon E. Dados de um
estudo americano encontrou 70% dos tumores localizados no célon E e 30% no célon D,
Esta menor frequéncia de tumores do célon D no presente estudo pode ser explicada pelo
fato de os pacientes deste estudo serem pacientes politratados, sendo que a maior parte deles
recebeu o Cetuximabe na terceira ou quarta linha paliativa (3,8% receberam na quinta linha).
Como a sobrevida dos tumores do célon D é menor do que os do célon E (metanalise do Holch
et al. com 13 estudos randomizados de pacientes com CCRm na primeira linha, revelou uma
sobrevida mediana de 21 a 43 meses para os tumores do célon E e de 11 a 29 meses para os
tumores do célon D)?°, muitos pacientes com tumores do célon D acabaram falecendo mais
precocemente e ndo conseguiram chegar na terceira linha para receber o Cetuximabe.

Relativamente ao nimero de linhas de quimioterapia paliativa as quais os pacientes
foram submetidos antes de iniciar o Cetuximabe, percebe-se que a maioria dos pacientes ja

havia recebido pelo menos 2 linhas. Este padrdao ndo se encaixa nas recomendacdes atuais
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que seria os pacientes serem submetidos a terapia anti-EGFR em linhas iniciais, visando
aumento de sobrevida. No entanto, no Hospital de Cancer de Barretos, o Cetuximabe é
fornecido pela Secretaria de Salude do estado de S3o Paulo apenas a partir da terceira linha
paliativa, isoladamente ou em combinacdo com o Irinotecano, ndo sendo possivel o uso mais

precocemente.

7.2 Dados moleculares

No presente estudo, encontramos uma significativa maior proporcdao de mutacdo do
BRAF no sexo feminino (7,9%) quando comparado com uma proporcdo de 1% no sexo
masculino, com a ressalva de que apenas 1 paciente era do sexo masculino. Quanto a
lateralidade, a proporcdo de mutacao do BRAF foi significativamente maior nos tumores do
c6lon D (12,1%) quando comparado aos tumores do célon E (2,5%). Quanto a analise do grau
histoldgico, foi evidenciado uma maior proporcao de mutacdao do BRAF nos tumores de grau
histologico 3 (20%) quando comparados com o grau histoldgico Il (2,2%), com p-valor marginal
(0,059). Nenhum paciente com mutacdo do BRAF apresentava tumores com grau histoldgico
|. Estes achados sdo compativeis com os dados da literatura vigente, que evidenciam uma
associacdao da mutagdao do BRAF a ocorréncia no sexo feminino, idade mais avancgada,
localizacdo no célon D e com tumores de alto grau histoldgico3® 11, Apesar da auséncia de
significancia estatistica, encontramos uma maior propor¢ao de mutagcdo do BRAF nos
pacientes com menos de 50 anos (6%) quando comparado aos pacientes 250 anos (2,7%, p-
0,291), o que vai contra a evidéncia da literatura que evidencia uma maior frequéncia nos
pacientes mais idosos3 101,

A frequéncia da mutagdo do BRAF V600E (3,9%) foi, no geral, inferior ao observado entre
outras populagdes. O banco de dados COSMIC32 e TCGA33 relatam uma taxa de 11% e 10%,
respectivamente. Di Nicolantonio et al encontraram uma taxa de mutagdo do BRAF de 13,9%
numa populacdo de 113 pacientes com CCRm tratados com Cetuximabe ou Panitumumabe
em vdrias linhas de tratamento®. Metandlise de Pietrantonio et al.*°, com 10 estudos
randomizados totalizando 6256 pacientes com CCRm submetidos a quimioterapia + cuidados
de suporte ou quimioterapia + anti-EGFR relatou taxas de mutacdo do BRAF V600E que
variaram de 4,8 a 20%, a depender da linha de tratamento a qual o paciente foi submetido®°

(Tabela 24).
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Tabela 24 - Caracteristicas dos estudos incluidos e frequéncia de mutagao do BRAF

Tipo de Estudo/ n
pts analise RAS +
RAF/ pts com tecido Comparagao de Linha de
Autor/Ano : i BRAF-mut % ™
disponivel para Tratamento tratamento
mutagoes da RAF
(%)
Analise agrupada de
Bokemeyer/ 2012192 FOLFIRI/ FOLFOX +C 12 8.2(70)
2 RCTs/ 845/94
Douillard/ 201313 Fase I11/1183/97.7 FOLFOX £ P 12 10.3(53)
Stintzing/ 2014 Fase 111/342/100 FOLFIRI+ Cou B 12 13.7(48)
Karapetis/ 20141% Fase 111/359/87.5 CxBSC Refrataria 4.8(10)
Peeters/ 2014 Fase 111/243/84 P x BSC Refrataria 7(18)
Peeters / 2013% Fase I11/421/100 FOLFIRI £ P 22 8.3(45)
Seymour/ 2013’ Fase I11/460/100 IRI£P 22 14.8(68)
Smith / 201318 Fase 111/1,946/99 QT abase de OXA £C 12 9(102)
Tveit / 2012 Fase 111/457/81 FLOX £ C 12 20(55)

FOLFIRI = 5-Fluorouracil + acido folinico + irinotecano; FOLFOX = bolus + infusdo continua de 5-Fluorouracil + acido folinico em bolus nos dias
1 e 2 + oxaliplatina; C = cetuximabe; P = panitumumabe; BRAF=Proto-oncogene BRAF; OXA = oxaliplatina; FLOX = bolus 5-Fluorouracil + 4cido

folinico em bolus + oxaliplatina; BSC = melhor cuidado de suporte; QT= quimioterapia

Fonte: Adaptado Pietrantonio et al. 2015 4°

Existem duas possiveis explicacdes para esta baixa taxa de mutacdao do BRAF no
presente estudo. Em primeiro lugar, trata-se de uma populagao de pacientes politratados,
refratdrios. Como a sobrevida dos pacientes com mutacdo do BRAF é inferior a dos pacientes
sem a mutac¢do, muitos pacientes BRAF mutado evoluem para ébito nas primeiras linhas de
tratamento e ndao conseguem viver o suficiente para receber o Cetuximabe na terceira linha
paliativa. Portanto, acabamos selecionando pacientes com uma doenga mais indolente
(diferentemente dos pacientes BRAF mutado, que tendem a apresentar doenga mais
agressiva) que conseguiram chegar na terceira linha paliativa. Apesar da taxa de mutacao
encontrada no presente estudo ter sido baixa, ela esta mais préxima de outras popula¢des de
pacientes politratados, semelhante a populagdo deste estudo. Na metanalise de Pietrantonio
et.al.*? citada acima, a frequéncia de mutagdo variou de 8 a 20% nos estudos de primeira linha,
8,3 a 14,8% na segunda linha e em pacientes refratdrios de 4,8 a 7%°.

Outra possivel explicagdo seria a baixa frequéncia de tumores do célon D (16,6%) neste

estudo, quando comparado com célon E (83,4%), ja que é sabido que a proporg¢do de mutagao



77

do BRAF é maior nos tumores do cdlon D. Berardinelli GN* evidenciou uma maior
porcentagem de mutacao do BRAF V600E em tumores do célon D quando comparado com
cdlon E (35,1% versus 8,3%). Os dados do presente estudo corroboram esta associacdo entre
mutacdo do BRAF V600E e lateralidade direita do tumor primdrio. Encontramos uma
proporcao de 12,1% de mutacdo do BRAF nos tumores do célon D e de 2,5% nos tumores de
cllon E, com significancia estatistica (p-0,01).

No Brasil existem poucos estudos avaliando a frequéncia da mutacdo do BRAF e de
outros genes, assim como as caracteristicas clinicas dos casos de CCR. Rasuck*? e Yamane*!
encontraram uma frequéncia de mutacdo do BRAF de 6,5% em pacientes com CCR atendidos
em Belo Horizonte (77 pacientes) e em Barretos (47 pacientes), respectivamente. Portando, a
frequéncia de mutacdo do BRAF no Brasil parece ser menor do que o que evidencia a literatura
mundial, e os dados do presente estudo sdo mais préximos da estimativa brasileira.

Em relacdo ao status do gene NRAS, encontramos mutacdo em 7 pacientes (3,38%).
Esta frequéncia corrobora os achados de outros estudos com porcentagens de 2-4 % em CCR?”
28 32 De Roock et al. encontraram uma porcentagem de mutacdo do NRAS de 2,6% em
pacientes refratarios com CCRm em tratamento com Cetuximabe3®,

No presente estudo, encontramos uma propor¢cao de mutacdao do NRAS muito
semelhante entre o sexo feminino (3,1%) e o sexo masculino (3,6%) e entre o célon direito e
colon E (2,9% versus 3,5%, respectivamente) e uma igual proporgao (3,4%) de mutagdo de
NRAS entre as faixas etdrias (< 50 e > 50 anos), sendo estas 3 andlises sem diferenca
estatisticamente significante. Quanto a andlise quanto ao grau histoldgico, foi encontrado
uma maior proporgao de mutagdo do NRAS nos tumores de grau histoldgico | (10%) e IlI
(9,1%), quando comparado aos tumores de grau 11 (2,7%), mas sem diferenga estatisticamente
significante. Assim como ocorrido no estudo do Irahara et al.?’, ndo foi encontrada nenhuma
associacao clinicamente significante da mutacdo do NRAS com caracteristicas clinico-
patoldgicas, de sobrevida ou moleculares?’.

A avaliagdo da instabilidade de microssatélites revelou uma porcentagem de MSI-H de
3,3%. Dados da literatura brasileira e mundial (Tabela 25) revelam frequéncias de MSI-H
superiores aos encontrados no presente estudo. Dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas
Network) revelaram uma frequéncia de MSI-H em CCR de 16%” em CCR geral. Outros estudos
internacionais tem revelado frequéncias de MSI-H em CCR de 12-15%'7-1%9, Koopman et al.110

evidenciaram que as taxas de MSI variam conforme estagio do tumor, sendo de 22% no
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estdgio I, 12% no estégio lll e 2% no estagio IV da doencall®. Portanto, a taxa de MSI-H de
3,3% encontrada no presente estudo é semelhante a encontrada em pacientes de outros
estudos com CCR estadio IV. Tais estudos evidenciam frequéncias de MSI-H inferiores nos
casos de doenca avancada. Merok et al.®® encontraram uma frequéncia de MSI-H de 5% e
Muller et al.>® encontraram uma frequéncia de 4%, ambos os estudos no estddio IV. No estudo
brasileiro do Leite et al.''!, foi encontrada uma frequéncia de MSI-H de 22,7%, muito superior
ao encontrado no presente estudo. Porém, estes autores avaliaram 66 pacientes, sendo
encontrado uma maior porcentagem de tumores do célon direito (33%) quando comparado
ao presente estudo (16,6%), e, conforme dito previamente, existe uma maior frequéncia de
instabilidade de microssatélites nos tumores do cdlon D. Além disso, no estudo do Leite et
al.''! n3o foi feito referéncia ao estadiamento dos tumores dos pacientes incluidos e sabemos
que a porcentagem de MSI-H nos tumores avancados é menor do que nos pacientes com
estadios mais iniciais, o que pode justificar a menor porcentagem de MSI-H encontrada no
presente estudo. No estudo brasileiro do Berardinelli GN** também foi encontrada uma maior
frequéncia de MSI-H quando comparado ao presente estudo (10,5 versus 3,3%), o que pode
ser justificado pela maior frequéncia de tumores do célon D no estudo do Berardinelli GN** e
pelo fato de apenas 19% dos pacientes serem EC IV, sendo que no presente estudo 100% dos

pacientes eram metastaticos ao iniciar o Cetuximabe.
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Origem Casos MSI-H
Ano Divulgagao N amostral
Amostral (%)

Berardinelli GN** 2017 Brasil 1013 10,5
Leite et al.11? 2010 Brasil 66 22,7
The Cancer
Genome Atlas 2012 TCGA 224 16
Network!’
Nam et al.1? 2016 Coréia do Sul 191 1,6
Markovic et

2013 Sérvia 200 3,4
a|'113
Kim et al.1** 2014 Coréia do Sul 1867 7,5
Miwata et al.1*> 2014 Japdo 233 8
Krivokapic et

2012 Sérvia 150 9
a|.116
Yoon et al.11® 2011 Coréia do Sul 2028 10,5
Gonsalves et

2014 EUA 2326 13
a|.117
Miwata et al.}*® 2014 Vietn3 60 22
Simons et al.118 2013 Holanda 509 12,6

N: Nimero. MSI-H: alta instabilidade de microssatélite

Fonte: Adaptado de Berardinelli GN**. 2017

Conforme dito na introdugdo, MSI ocorre preferencialmente nos tumores do célon

direito. Bem Tran3 et al. encontraram uma propor¢do aumentada de MSI-H em tumores

primarios do lado direito (68% versus 37%, p<0,001). Berardinelli GN** encontrou maior

porcentagem do status MSI-H nos tumores do cdlon D quando comparado com os tumores

do célon E (29% versus 8%)**. Esta associacdo de MSI com lateralidade direita é confirmada

no presente estudo, onde encontramos uma proporgdao de MSI-H de 11,8% nos tumores do

c6lon D e 1,8% nos tumores do cdlon E.
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Uma das caracteristicas que diferenciam o CCR com instabilidade de microssatélites do
CCR com estabilidade microssatélites é a maior incidéncia em idades mais precoces (abaixo
de 40 a 50 anos)>2. No presente estudo foi encontrada uma maior propor¢do de instabilidade
de microssatélites nos pacientes com menos de 50 anos (4,7%) quando comparado aos
pacientes = 50 anos (2,6%), porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante.

Encontramos uma maior propor¢do de instabilidade de microssatélites em pacientes
com tumores de grau histoldgico Il (20%) e nos pacientes do sexo masculino (4,7%) quando
comparado aos pacientes com tumores de grau Il (3,5%) e do sexo feminino (2,2%), porém,
sem diferenca estatistica.

Em relacdo a analise para avaliar se existe associacdo entre os dados moleculares de
BRAF, NRAS e MSI, encontramos uma proporc¢ao de 16,7% de mutacdo do BRAF e de 0% de
mutacdo do NRAS em pacientes com MSI-H quando comparado com 3,7% de mutacdo do
BRAF e 3,5% de mutacdo do NRAS nos pacientes MSS/MSI-L. Apesar desta diferenga n3o ter
sido estatisticamente significante, os dados de BRAF corroboram os da literatura que
evidenciam uma maior propor¢do de mutacdo do BRAF em pacientes MSI-H. Berardinelli GN**
evidenciou uma taxa de mutacao do BRAF de 26,4% em pacientes MSI-H. Apesar da menor
porcentagem de mutacdo do BRAF quando comparado ao estudo do Berardinelli GN**, a
populagdo do presente estudo é composta de pacientes politratados, com poucos tumores
localizados no célon D, portanto, uma menor taxa de mutagao ja seria esperada. Ben Tran et
al. reportou maior taxa de mutagdao do BRAF (30%) entre os pacientes com CCR MSI-H, quando
comparado com os pacientes MSS/MSI-L (10%), com diferenca estatisticamente significante3.
Em relacdo aos dados de associagdao entre NRAS e MSI, também nado se encontrou nenhuma
associacao clinicamente relevante, sendo que achados semelhantes foram relatados por
Irahara et al?’, que também n3o evidenciaram associacdo de NRAS com caracteristicas
moleculares. Lorre et al?2. relataram uma maior frequéncia de mutacdo do NRAS no ceco,
sendo que esta frequéncia tende a reduzir progressivamente em diregdo ao cdlon

descendente, quando volta a subir.

7.3 Avaliagdo de resposta ao Cetuximabe

Encontramos uma taxa de resposta global ao Cetuximabe de 24%, semelhante ao

descrito na maior parte dos principais estudos prévios. Quando estratificamos por protocolo
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de tratamento com Cetuximabe, percebemos que os pacientes submetidos a tratamento com
Cetuximabe + Irinotecano apresentaram taxa de resposta de 27% (Tabela 26), ligeiramente
superior a maioria dos estudos com Cetuximabe + Irinotecano em pacientes politratados. Este
valor foi muito préximo dos 26,6% encontrado no estudo do Buzaid et al.”®, em uma populacdo
latino-americana. Lim et al.”® relataram uma taxa de resposta de 13,8% em uma populacdo
asiatica tratada com Cetuximabe + Irinotecano. No estudo do Wilke et al.'*® com 1147
pacientes tratados com Cetuximabe + Irinotecano, a taxa de resposta foi de 20,1% e no estudo

do Cunningham et al.”” a taxa de resposta foi de 22,9% (Tabela 26).

Tabela 26 - Resultados de taxa de resposta em pacientes com CCR metastatico tratados com

Cetuximabe + Irinotecano no Brasil e no Mundo

Presente
ELSIE LABEL MABEL BOND
Estudo
Autores - LimRetal.”” | Buzaidetal.”® | Wilke etal.'® | Cunningham et al.””
N2 de pacientes 151 123 79 1147 218
Regido Geogriéfica Brasil Asia Pacifico | América Latina Europa Europa
Taxa de resposta % 27 13.8 26.6 20.1 22.9

Fonte: Adaptado de Lim R et al.”

No presente estudo, os pacientes tratados com Cetuximabe monodroga apresentaram
uma taxa de resposta de 15%, enquanto no estudo do Jonker et al.”%, foi encontrada uma taxa
de resposta de 8% e no estudo do Cunningham et al.”” a taxa de resposta foi de 10,8%.

Realizamos a comparagao entre os dois principais protocolos de tratamento aos quais
os pacientes do estudo foram submetidos. Apesar da auséncia de significancia estatistica,
encontramos uma maior taxa de resposta nos pacientes submetidos a tratamento com
Cetuximabe + Irinotecano, quando comparado aos pacientes que receberam apenas
Cetuximabe (27% versus 15%), o que esta em consonancia com os achados prévios da
literatura que evidenciam maior taxa de resposta com os protocolos combinados.

Cunningham et al.”” encontraram uma taxa de resposta de 22,9% em pacientes tratados com
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Cetuximabe + Irinotecano, versus 10,8% para os pacientes que receberam apenas
Cetuximabe. A taxa de resposta encontrada no presente estudo foi ligeiramente superior a
encontrada no estudo do Cunningham?”.

Esta discreta superioridade nas taxas de resposta pode ser devido a maior porcentagem
de tumores do célon esquerdo, (quando comparado ao célon D) na populacdo do presente
estudo, quando comparado a maioria dos dados da literatura. No presente estudo,
encontramos uma maior taxa de resposta nos tumores do célon E (26% versus 14%- p 0,42),
o que reproduz os achados de estudos prévios que tem evidenciado que os tumores do célon
E apresentam maior resposta ao tratamento com Cetuximabe quando comparado com os

tumores do célon D23, Moretto et al.1?°

encontraram uma taxa de resposta de 0% para os
tumores de célon D versus 41% para os tumores do célon E (p-0,032) em uma populacdo de
75 pacientes com CCRm RAS e BRAF selvagem, tratados com terapia anti-EGFR (Cetuximabe
ou Panitumumabe), sendo que mais da metade dos pacientes ja haviam sido submetidos a 2
linhas prévias de quimioterapia. No estudo de Wang et al., a adicdo do Cetuximabe a
guimioterapia padrao na primeira linha paliativa ndo aumentou significativamente as taxas de
resposta nos pacientes com tumores do colon D (36.4 % versus 26.2 %, p-0.349), mas
aumentou nos tumores do célon E (49.4 % versus 28.6 %, p- 0.005). Nos estudos classicos de
tratamento com Cetuximabe + Irinotecano em pacientes politratados relatados na tabela 24
ndo ha referéncia a porcentagem de pacientes com tumores de célon D e E, ja que, na ocasido
da publicagdo destes estudos o impacto da lateralidade do tumor primario ndo era tao bem
estabelecido.

Outra possivel justificativa para esta discreta maior taxa de resposta no presente
estudo é que a avaliacdo de resposta foi realizada por oncologistas clinicos em discussdo com
os radiologistas locais, porém, nao foi realizado o laudo de avaliagdao seguindo a rigorosidade
dos critérios do RECIST (Critérios de Avaliacdao de Resposta em Tumor Sdlido). Além disso, por
se tratar de estudo retrospectivo, ndao houve padroniza¢ao de tomografias basais de inicio de
tratamento.

Quanto a analise de resposta estratificada pelo status de BRAF, encontramos uma
auséncia de resposta entre os pacientes BRAF mutado. Di Nicolantonio et al.®* também n3o
observaram resposta nos pacientes com mutacdo do BRAF tratados com terapia anti-EGFR.
Karapetis et al.1% também n3o encontraram resposta em 4 pacientes politratados, com

mutacdo do BRAF, KRAS selvagem, tratados com Cetuximabe. Por outro lado, Bokemeyer et
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al.1%2 encontraram uma taxa de resposta de 21,9% em 70 pacientes KRAS selvagem/BRAF
mutado tratados na primeira linha paliativa com quimioterapia + Cetuximabe quando
comparados com uma taxa de resposta de 13,2% nos pacientes KRAS selvagem/BRAF mutado
tratados apenas com quimioterapia, porém, sem diferenca estatisticamente significante. De
Roock et al.3¢ relataram uma taxa de resposta de 8,3% em pacientes BRAF mutado versus 38%
em pacientes sem mutacdo, em uma populacdo de pacientes com CCRm refratarios a
quimioterapia (87% dos pacientes ja haviam sido submetidos a pelo menos 2 linhas prévias de

4% avaliando a mutacdo do BRAF como fator

guimioterapia). Metandlise de Pietrantonio et a
preditivo de resposta a terapia anti-EGFR, ndo encontrou um aumento significativo das taxas
de resposta com a adicdo de Cetuximabe ou Panitumumabe a quimioterapia padrdo em 463
pacientes RAS selvagem, BRAF mutado.

Ao analisarmos a taxa de resposta ao Cetuximabe estratificada pelo status de NRAS,
encontramos uma maior taxa de resposta nos pacientes NRAS ndo mutado (24% versus 14%),
sem diferenca estatisticamente significante. Este achado é semelhante ao evidenciado em
outros estudos. De Roock et al.?® relataram uma taxa de resposta de 7,7% em pacientes NRAS
mutado versus 38% em pacientes sem mutacdo, em uma populacdo de pacientes com CCRm

refratario a quimioterapia (87% dos pacientes ja haviam sido submetidos a pelo menos 2

linhas prévias de quimioterapia).

7.4 Andlises de sobrevida global

Um dos objetivos deste estudo foi demonstrar a atividade do Cetuximabe no tratamento
de pacientes brasileiros com CCRm, politratados.

As andlises de sobrevida global (SG) da presente série evidenciaram uma probabilidade
de sobrevida estimada de 73% em 6 meses e de 45,5% em 12 meses com uma SG mediana de
10,4 meses (IC95%: 8,14-12,76). Os 146 pacientes tratados com a combinacdo de Cetuximabe
+ Irinotecano apresentaram uma SG mediana de 11,8 meses e 0s 53 pacientes tratados com
Cetuximabe em monoterapia apresentaram uma SG mediana de 8,7 meses, sem diferenca
estatisticamente significante. A SG mediana do presente estudo de 8,7 meses para os
pacientes tratados com Cetuximabe monoterapia foi superior ao encontrado por Jonker et
al.”%, Este avaliou a eficicia do Cetuximabe isolado em 572 pacientes previamente tratados

com Oxaliplatina, Irinotecano e fluoropirimidinas e obteve uma SG mediana de 6,1 meses para
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0s pacientes tratados com Cetuximabe versus 4,6 meses para os pacientes do grupo placebo.
A probabilidade de sobrevida em 6 e 12 meses foi de 50% e 33%, respectivamente, para
pacientes tratados com Cetuximabe monodroga e placebo’*. Buzaid et al.”® encontraram uma
SG mediana de 9,2 meses e uma probabilidade de sobrevida de 38% em 12 meses em uma
populacdo latino- americana de 79 pacientes com CCR metastatico apds falha ao Irinotecano
(estudo LABEL). Neste estudo’®, os pacientes foram submetidos a tratamento com
Cetuximabe + Irinotecano, sendo que 63% destes pacientes haviam recebido pelo menos 2
linhas de quimioterapia antes de entrarem no estudo. No estudo asidtico (ELSIE)”® de fase Il
com 123 pacientes apds falha ao Irinotecano, os pacientes foram tratados com Cetuximabe +
Irinotecano e apresentaram uma SG mediana de 9,5 meses, préxima (ligeiramente inferior) a
apresentada pelos pacientes tratados com o esquema combinado no presente estudo (11,8
meses). Wilke et al. (estudo MABEL)**° avaliou a eficdcia do Cetuximabe + Irinotecano em 1147
pacientes com CCRm apds falha ao Irinotecano em linhas prévias, tendo encontrado uma SG
mediana de 9,2 meses, também proxima (discretamente inferior) a apresentada pelos
pacientes tratados com o esquema combinado no presente estudo (11,8 meses). Percebemos
gue o presente estudo apresentou uma sobrevida global proxima ao encontrado nos estudos
citados acima, com uma discreta superioridade. Esta discreta superioridade, provavelmente
ocorreu devido a auséncia de sele¢ao pelo status do gene KRAS nos estudos acima. Na ocasiao
do desenho destes estudos, o critério para inclusdo era ter expressdao do EGFR. O
conhecimento sobre a importancia do status do gene KRAS na eficdcia e resposta aos anti-
EGFR (aqui representado pelo Cetuximabe) ainda ndo existia. Consequentemente, os
pacientes apresentaram um menor beneficio com o Cetuximabe, com SG subestimada, ja que
pacientes KRAS mutado também foram tratados. Diferentemente disso, no presente estudo
foram incluidos apenas pacientes KRAS selvagem e da analise estatistica foram excluidos os
pacientes NRAS mutado. Outra possivel explicagdo para esta discreta maior sobrevida
encontrada no presente estudo seria a diferenca de varios anos entre o estudo atual e os
estudos ja publicados. Com o avango tecnolégico e da medicina as modalidades de tratamento
foram se aprimorando, e, consequentemente, houve aumento da sobrevida dos pacientes
oncolégicos. O estudo do Cunningham, por exemplo, é de 2004, enquanto que os primeiros
pacientes do presente estudo foram tratados em 2011 (Tabela 27).

Conforme mencionado previamente, os pacientes tratados com Cetuximabe em

monoterapia apresentaram uma SG menor quando comparado aos pacientes tratados com
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Cetuximabe + Irinotecano (8,7 meses versus 11,8 meses, respectivamente). Este dado de
menor sobrevida para os pacientes que receberam Cetuximabe isolado sdo compativeis com
dados de outros estudos. No estudo do Cunningham et al.”” (estudo BOND), a SG mediana foi
de 8,6 meses para o grupo tratado com o esquema combinado versus 6,9 meses para o grupo
que recebeu Cetuximabe isolado, sem diferenca estatisticamente significante. A auséncia de
diferenca estatistica nas curvas de sobrevida no presente estudo e no estudo do Cunningham
et al.”” pode ser decorrente do menor nimero de pacientes submetidos a tratamento com
Cetuximabe (53 pacientes no presente estudo e 111 no estudo do Cunningham), quando
comparado ao maior nimero de pacientes tratados com Cetuximabe + Irinotecano (146 no

presente estudo e 218 no estudo do Cunningham) (Tabela 27).

Tabela 27 - Resultados de sobrevida global em pacientes com CCR metastatico tratados com

Cetuximabe + Irinotecano no Brasil e no Mundo

Presente
ELSIE LABEL MABEL BOND
Estudo
Autores - LimRetal.” | Buzaid et al.”® | Wilke et al.}*° | Cunningham et al.”’
N¢ de pacientes 151 123 79 1147 218
Regido Geografica ) América
Brasil Asia Pacifico Europa Europa
Latina

S6 mediana 11,8 9,5 9,2 9,2 8,6
meses (IC 95%) (9,2-14,2) (7,5-11,7) (7,9-10,8) (8,6-9,8) (7,9-9,6)

S6em 1ano % (IC 45,5 38 38 38 29
95%) (39- 52) (29-37) (27-48) (35-41) (22-37)

IC — Intervalo de confianga; CCR — Cancer colorretal.

Fonte: Adaptado de Lim R et al’®. Arquivo Préprio (2019)- Presente estudo

Ao analisar o impacto da varidvel lateralidade do tumor primdrio na SG dos pacientes

do presente estudo encontramos uma SG mediana de 11,5 meses para os tumores do célon E
versus 6,6 meses para os tumores do célon D (p-0,02). Nossos dados replicam os achados e

muitos estudos prévios que evidenciam uma pior sobrevida para os tumores do célon D
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quando comparado com os tumores do cdlon E, sendo a lateralidade, um fator progndstico
independente do estadiamento (apesar do maior impacto ser no EC V), raca ou uso de
quimioterapia adjuvante!?> 122, Heinemann et al.1?* observaram uma SG mediana de 18 meses
para os tumores do célon D versus 38 meses para os tumores do célon E para uma populacao
de pacientes KRAS selvagem tratados na primeira linha com Cetuximabe + FOLFIRI*%. A SG
encontrada no presente estudo foi inferior a encontrada no estudo do Heinemann, ja que no
presente estudo trata-se de populacdo politratada, enquanto no estudo do Heinemann os
pacientes foram tratados na primeira linha paliativa. No estudos cldssicos’® 7779 119 de
Cetuximabe em pacientes politratados, a analise de sobrevida global ndo foi estratificada pela
lateralidade do tumor primdrio, uma vez que, na ocasido da publicacdo de tais estudos, o
impacto da lateralidade do tumor primario na resposta a determinadas terapias ndo era bem
estabelecido.

Uma das possiveis explicagcOes para esta diferenca na sobrevida entre os tumores do
cOlon direito e esquerdo diz respeito ao perfil molecular destes tumores, como por exemplo,
uma maior frequéncia de mutacdo do genes BRAF e KRAS (que sabidamente conferem uma
pior sobrevida) nos tumores do cdélon D, enquanto que os tumores do célon E sdo mais
propensos a serem n3o mutados?? 2% 124,

Além do impacto progndstico conferido pela lateralidade do tumor primario, estudo
mais recentes tem avaliado a lateralidade como um preditor da resposta a terapia anti-EGFR
e estes estudos tem mostrado que em pacientes RAS selvagem, a adi¢ao de terapia anti-EGFR
a quimioterapia padrdo beneficia pacientes com tumores do célon esquerdo, diferentemente
dos tumores do célon direito, que apresentam beneficio limitado’> 7> 76, Metanalise do Holtch
et al.?° que avaliou a relevancia da localizacdo do tumor primario em pacientes com cancer
colorretal metastatico tratados na primeira linha paliativa mostrou que pacientes com
tumores do célon E RAS selvagem apresentaram um significativo maior beneficio de sobrevida
com a adicao de terapia anti-EGFR a quimioterapia padrdao em comparac¢ao a adi¢ao de anti-
VEGF (HR 0,71; IC 95%: 0,58-0,85; p- 0,0003). Por outro lado, pacientes com tumores do célon
D, apresentaram maior sobrevida com a adicdao de bevacizumabe (HR 1,3; IC 95%: 0,97-1,74;
p-0,081)?°. Metandlise do Wang et al.”® avaliando resposta ao Cetuximabe estratificada pela
lateralidade do tumor primario evidenciou ganho de sobrevida global tanto na primeira linha
(28,9 meses versus 20,1 meses, p-0,036) quanto na segunda linha (17,1 versus 12,4 meses, p-

0,047) com a adicdo de Cetuximabe a quimioterapia no tratamento dos tumores do célon E.
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Na segunda linha houve apenas tendéncia a ganho de SLP e taxa de resposta com a adicao
desta medicacdo. Por outro lado, no tratamento dos tumores do célon D, este estudo ndo
evidenciou nenhum beneficio em sobrevida ou taxa de resposta com a adicdo do Cetuximabe
a quimioterapia padrdo, na primeira ou segunda linhas’®. Portanto, apesar de sabermos que
a lateralidade do tumor primario é fator progndstico independente, podemos pensar que a
diferenca de sobrevida entre os tumores do célon D e célon E no presente estudo foi, em
parte, associada ao uso do Cetuximabe (terapia anti-EGFR) que, conforme dito anteriormente,
sdo mais eficazes nos tumores do célon E e pouco eficazes nos tumores do célon D.

No presente estudo, foram realizadas andlises de sobrevida estratificando a casuistica
total em relacdo as seguintes variadveis: lateralidade, idade, sexo, estadiamento, grau
histoldgico, IAL (invasdo angiolinfatica), IPN (invasdo perineural), status linfonodal, nimero de
linfonodos positivos, nimero de linfonodos ressecados, QT primeira linha (Oxaliplatina versus
Irinotecano) e linha de tratamento com Cetuximabe. Encontramos diferencas significativas
entre as curvas para as variaveis: lateralidade do tumor primario, IPN, nimero de linfonodos
positivos e QT primeira linha. Assim como relatado por Buzaid et al’®., nosso estudo n3o
encontrou diferenca estatisticamente significante na sobrevida para os subgrupos idade, sexo,
estadiamento ao diagndstico ou nimero de linhas de tratamento prévias ao Cetuximabe.

O comprometimento linfonodal regional é um dos mais importantes preditores de
sobrevida em CCR, perdendo apenas para a presenga de metdstase a distancia, sendo fator de
estratificacdo na classificacgdo TNM para estadiamento!?> 126, Nossos dados estdo em
conformidade com a afirmacdo acima, ja que encontramos uma sobrevida superior para os
pacientes com até 1 linfonodo comprometido quando comparado com os pacientes com 2 ou
mais linfonodos positivos (13,4 meses versus 10,8 meses; p- 0,01). A presenca de IPN é
considerado um fator progndstico adverso de sobrevida, estando incluida na definicdo de CCR
estadio Il de alto risco, podendo influenciar na indica¢do de quimioterapia adjuvante)'?> 127,
Encontramos sobrevida estatisticamente inferior para os pacientes com invasdo perineural
positiva (8,6 versus 13,4 meses), o que confirma o progndstico adverso da IPN.

Em relagao a variavel QT primeira linha, foi evidenciado uma SG superior para os
pacientes que fizeram quimioterapia com Oxaliplatina quando comparado aos que fizeram
Irinotecano. Esta informacdo confronta com a evidéncia existente atualmente de que, no
cendrio paliativo, a sobrevida final é independente do protocolo de quimioterapia (se

Oxaliplatina ou Irinotecano) utilizado na primeira linha. Isso pode ser justificado pelo fato de
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que grande parte dos pacientes que fizeram Irinotecano na primeira linha foram pacientes
com alto volume de doenca que receberam a associacdo de FOLFIRI + Bevacizumabe. Na
instituicdo onde os pacientes do estudo foram tratados, o acesso ao Bevacizumabe é limitado,
sendo fornecido pela Secretaria do Estado de S3o Paulo apenas na primeira linha em
combinagao com o Irinotecano. Devido a esta limitagdo no acesso, temos indicado a
combinacdo do FOLFIRI + Bevacizumabe apenas para pacientes com alto volume de doenca,
consequentemente, com menor sobrevida.

Avaliamos o impacto da mutagao do BRAF V600E na sobrevida. Foi observado uma
sobrevida mediana de 4,9 para os tumores BRAF mutado versus 10,5 meses para os tumores
BRAF ndo mutado. Apesar da auséncia de significancia estatistica, estes achados reforcam os
ja existentes do impacto progndstico adverso conferido por esta mutacao, independente da
terapia aplicada. Ben Tran et al.>® avaliaram retrospectivamente o impacto da mutacdo do
BRAF na sobrevida de pacientes com CCRm e encontraram uma menor sobrevida global para
os pacientes BRAF mutado (10,4 meses versus 34,7 meses, p<0,001) quando comparado aos
pacientes sem mutac3o do BRAF. Yokota et al'?. avaliaram retrospectivamente pacientes com
CCRm previamente tratados e relataram uma sobrevida global de 11 meses para pacientes
BRAF mutado e 40,6 meses para os pacientes KRAS e BRAF ndo mutados. A maior sobrevida
encontrada no estudo do Yokota foi atribuida a viés de sele¢ao (selecdao de pacientes com
melhor progndstico) e viés de tratamento?8.

Varios estudos tém avaliado a muta¢dao do BRAF V600E como preditor de resposta a
terapia anti- EGFR. Metandlise de Pietrantonio et al.*° ndo evidenciaram ganho de sobrevida
global (HR, 0,91; IC 95%, 0,62-1,34; p-0,63), sobrevida livre de progressao (HR, 0,88; IC 95%
0,67-1,14; p-0,33) ou taxa de resposta (HR, 1,31; IC 95% 0,83-2,08, p-0,25) ao adicionar terapia
anti-EGFR (Cetuximabe ou Panitumumabe) a quimioterapia no tratamento de pacientes com
cancer colorretal metastatico RAS-selvagem/BRAF mutado, em varias linhas de tratamento.
Ao avaliar a tabela abaixo (tabela 28), retirada do mesmo estudo de Pietrantonio et al.?°,
observamos que, no geral, os pacientes tratados com anti-EGFR na primeira linha
apresentaram sobrevida superior aos pacientes tratados na segunda linha e aos pacientes
refratarios. A sobrevida dos pacientes BRAF mutado do presente estudo (4,9 meses) foi
inferior a dos pacientes do estudo do Pietrantonio et al*° tratados na primeira linha, ja que a
nossa populacdo de pacientes, em sua maioria, € composta de pacientes na terceira ou quarta

linha paliativas, politratados; por outro lado, a sobrevida dos pacientes BRAF mutado do
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presente estudo (4,9 meses) foi superior ao estudo do karapetis et al.1% em pacientes
politratados. Karapetis et al.1% avaliaram pacientes com CCRm refratarios e encontraram uma
SG mediana de 1,7 meses para os pacientes BRAF mutado tratados com Cetuximabe e 2,9
meses para os pacientes BRAF mutado tratados com placebo!®. Uma das possiveis
justificativas para esta maior sobrevida encontrada no presente estudo quando comparado
ao estudo do Karapetis et al.!%> pode ser o grande nimero de tumores do célon E que
apresentam maior sobrevida em comparacdo com os tumores do célon D, ja que em ambos
estudos tratava-se de pacientes politratados e refratdrios. Em andlise retrospectiva avaliando
o efeito da mutacdo do BRAF na resposta a terapia anti-EGFR em pacientes com CCRm
refratario, Di Nicolantonio et al.5* encontraram uma menor sobrevida global para os 113
pacientes BRAF mutado quando comparado aos ndo mutados (p-0,001), sendo os valores
absolutos de sobrevida ndo relatados no estudo. Por outro lado, metanalise do Rowland et
al.%” ndo encontrou diferenca estatisticamente significante no beneficio de sobrevida com a
adicdo de terapia anti-EGFR a quimioterapia padrdo entre os pacientes RAS selvagem/BRAF

selvagem e RAS selvagem/BRAF mutado.
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Tabela 28 - Caracteristicas dos estudos incluidos e resultados de sobrevida global para os

pacientes BRAF mutado

Tipo de Estudo/ n

pts analise RAS +

Sobrevida
RAF/ pts com Comparagao de Linha de BRAF-mut %
Autor/Ano global
tecido disponivel Tratamento tratamento n)
(meses)
para mutagoes da
RAF (%)
Andlise agrupada
FOLFIRI/ FOLFOX 14,1
Bokemeyer/20121%2 de 2 RCTs/ 12 8.2(70)
+C versus 9,9
845/94.6
10,5
Douillard/2013103 Fase 111/1183/97.7 FOLFOX =P 12 10.3(53)
versus 9,2
12,3
Stintzing/2014%* Fase 111/342/100 FOLFIRI + Cou B 12 13.7(48) versus
13,7
1,77
Karapetis/2014% Fase 111/359/87.5  CxBSC Refrataria 4.8(10) versus
2,97
Nao
Peeters / 2013% Fase 111/243/84 P x BSC Refrataria 7(18)
avaliado
4,7 versus
Peeters / 20141% Fase 111/421/100 FOLFIRI £ P 22 8.3(45)
5,7
Nao
Seymour/2013%7 Fase 111/460/100 IRI£P 22 14.8(68)
avaliado
QT baseada em N3do
Smith/ 2013108 Fase 111/1,946/99 12 9(102)
OXAtC avaliado
Nao
Tveit / 201212 Fase 111/457/81 FLOX + C 12 20(55)
avaliado

FOLFIRI = 5-Fluorouracil + acido folinico + irinotecano; FOLFOX = bolus + infusdo continua de 5-Fluorouracil + acido folinico em bolus nos dias

1e 2 +oxaliplatina; C = cetuximabe; P = panitumumabe; BRAF=Proto-oncogene BRAF; OXA = oxaliplatina; FLOX = bolus 5-Fluorouracil + acido

folinico em bolus + oxaliplatina; BSC = melhor cuidado de suporte; QT= quimioterapia

Fonte: Adaptado Pietrantonio et al. 2015%°
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Devido ao impacto prognodstico negativo da mutagdao do BRAF V600E na sobrevida dos
pacientes com CCRm, tem surgido estudos avaliando combinac¢des de drogas (anti-BRAF, anti-
EGFR e anti-MEK), visando superar esta resisténcia a terapia anti-EGFR conferida pela mutacdo
do BRAF. Recentemente, tivemos acesso a atualizacdo dos resultados do estudo BEACON*3°
que reportou uma sobrevida global mediana de 9 meses para os pacientes tratados com
terapia triplice (inibidor de BRAF- Encorafenibe, inibidor de EGFR- Cetuximabe mais um
inibidor de MEK- Binimetinibe), quando comparado com 5,4 meses para os pacientes que
receberam tratamento padr3o (Irinotecano ou FOLFIRI + Cetuximabe)*3°,

7779, 119 com Cetuximabe em pacientes

Vale ressaltar que os principais estudos
politratados, refratarios, ndo realizaram analise de sobrevida ou taxa de resposta estratificada
pelo status de BRAF, uma vez que, na ocasido da publicacdo destes estudos, o impacto da
mutacdo do BRAF ainda ndo era claramente definido. Em virtude disso, ndo é possivel
comparar os resultados do presente trabalho com estes estudos referéncia em pacientes
politratados.

Quando estratificamos os casos quanto ao status de MSI ndo observamos diferenca
estatisticamente significante entre as 2 curvas, embora a SG em 5 anos tenha sido de 4,6
meses para o grupo MSI-H e 10,8 meses para o grupo MSS/MSI-L. De modo semelhante, ndo
se observou diferencga estatisticamente significante entre as curvas de sobrevida quando Nam
et al*'2, analisaram casos de CCR avancado estratificados pelo status de MSI. Tran Ben et al.>°
avaliaram uma populacdo de pacientes metastaticos e encontraram uma sobrevida global
superior para os pacientes MSI-L/MSS quando comparado com os pacientes MSI-H (22,1
versus 11,1 meses, p-0,017), mas essa diferenca foi evidente apenas nos pacientes BRAF
selvagem. Diferentemente do cenario paliativo, no cendrio de adjuvancia os estudos tém
evidenciado que MSI é fator de bom progndstico. Yoon et al.}3! ao analisar pacientes
submetidos a quimioterapia adjuvante demonstraram que os pacientes MSI-H apresentaram
maiores taxas de sobrevida global do que aqueles com MSI-L/MSS, com diferenca
estatisticamente significante entre as curvas de sobrevida3!. Metanalise de 2010*32? avaliando
pacientes com estadios clinicos variados, evidenciou uma sobrevida 40% superior para os
pacientes MSI-H quando comparado com os pacientes MSI-L/MSS. Portanto, no cenario
adjuvante, MSI confere um bom progndstico, em especial nos pacientes com ECII*3L, No

cenario metastdtico, o impacto de MSI ainda ndo estd muito claro e carece de estudos
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adicionais, mas existe evidéncia de que MSI esta associado a pior sobrevida, embora isso seja
motivado por sua associacdo com a mutacdo do BRAF°.

Encontramos uma SG mediana de 6,9 meses para os pacientes NRAS mutado e 10,4
meses para aqueles sem mutacdo. Apesar da auséncia de significancia estatistica, esse dado
estd em consonancia com os achados de Cremolini et al. em primeira linha paliativa que
evidenciou que a mutacdo do NRAS acarreta uma reducdo da sobrevida em aproximadamente
33% quando comparado aos tumores sem mutac3o®*. De Roock et al.?® avaliaram o impacto
da mutagao do NRAS em pacientes com CCR metastatico tratados com Cetuximabe,
refratarios. Foi encontrada uma SG mediana de 9,5 meses para os pacientes NRAS mutado e
12,5 meses para aqueles sem a mutacdo (p-0,051)%. Esses estudos confirmam o impacto
progndstico negativo da mutacdo no NRAS no CCR.

Em relacdo a associacdo de NRAS com lateralidade, entre os tumores NRAS mutado,
foi encontrada uma maior sobrevida para os tumores do célon E (6,9 meses) quando
comparado aos tumores do célon D (1,2 meses), com diferenca estatisticamente significante
(p-0,014). O mesmo ocorreu entre os pacientes NRAS ndo mutado, com sobrevida de 6,6
meses para os tumores do cdlon D versus 11,5 meses para os tumores do célon E (p-0,028).

Nas analises de sobrevida para associacdao entre o status de MSI e lateralidade do
tumor primario foi encontrada uma sobrevida superior para os tumores de célon E quando
comparado aos tumores do célon D, tanto entre os pacientes MSI-H quanto entre os pacientes
MSI-L/MSS, mas com um p-valor ndo significante.

Com relacdo a associacdo de BRAF com lateralidade do tumor primario, entre os
pacientes BRAF ndo mutado encontramos uma maior sobrevida para os tumores do célon E
quando comparado aos tumores do célon D (11,5 meses versus 6,9 meses), com uma p valor
tendendo a significancia (0,06). Diferentemente disso, entre os pacientes BRAF mutado,
apesar da auséncia de significancia estatistica, foi encontrada uma maior sobrevida para os
tumores do célon D quando comparado aos tumores do célon E (4,9 meses versus 1,7 meses).
Este dado diverge da evidéncia atual da maior sobrevida para os tumores do cdélon E. Além
disso, encontramos, no presente estudo, uma maior propor¢ao de mutagdao do BRAF nos
tumores do célon D, e, sendo assim, esperdvamos uma menor sobrevida neste grupo. E sabido
que mutacdo do BRAF é fator de mau progndstico apenas nos pacientes sem instabilidade de
microssatélites3® 4%, Uma das hipdteses é que talvez o status de MSI tenha interferido na

analise de associacdao do BRAF com lateralidade, uma vez que, a propor¢ao de MSI-H também
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foi maior nos tumores do célon D. O que vai contra esta hipdtese é que, dos 8 pacientes BRAF
mutado, apenas 1 paciente era MSI-H. Estes dados servem para reforcar o impacto
progndstico negativo da mutacao do BRAF nos tumores do célon E, ja que a sobrevida dos
pacientes BRAF mutado foi de 1,7 meses versus 11,5 meses para os pacientes sem mutacao
do BRAF. Além disso, reforcam o impacto progndstico negativo da lateralidade direita, que
apresentou uma sobrevida limitada, independente do status de BRAF.

Foi realizada uma andlise de comparacdo de sobrevida entre 3 grupos de pacientes
BRAF nao mutado + NRAS nao mutado versus BRAF mutado versus NRAS mutado. Observamos
reducdo importante da sobrevida para os tumores com mutacdo do BRAF ou do NRAS, porém,
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Mutacdo do BRAF foi a

varidvel que mais impactou na sobrevida, dado também evidenciado em Cremolini et al.?.

7.5 Andlise multivariada para sobrevida por meio de regressao de Cox

Os resultados da analise de regressao de Cox evidenciam que apds avaliacao das varidveis
significativas a um nivel de 10% na andlise de Log Rank, apenas a lateralidade do tumor
primario prevaleceu e manteve-se significativa na analise multivariada. Isso reforca a
importancia ja conhecida e confirmada por vérios autores? 133 da lateralidade no prognéstico
dos pacientes com CCRm.

Os resultados da andlise da varidvel NRAS remete a importancia progndstica da mutagao
deste gene, dobrando o risco de morte, apesar da auséncia de significancia estatistica.

A mutacao do BRAF foi fator de prote¢ao. Apesar do p-valor nao significante, esse dado
vai contra a evidéncia®® % 105 j3 existente de pior sobrevida conferida pela muta¢3o deste
gene. Existe uma possivel explicacdo para o fato da mutacdo do BRAF ter sido fator de
protecdo. No presente estudo, encontramos uma baixa frequéncia de mutagao do BRAF (3,9%,
apenas 8 pacientes mutados) e ao analisar a propor¢do de ébitos, percebemos que esta
proporgdo foi maior entre os pacientes ndo mutados (96,4%) e menor entre os pacientes
mutados (87,5%).

O aumento do risco de ébito (apesar da auséncia de significancia estatistica) conferido
pela invasdo perineural, nimero de linfonodos positivos (<2, 22) e status de MSI (MSI-H vs
MSI-L/MSS) nos pacientes com CCRm, reproduzem as evidéncias ja apontadas pela literatura

existente do impacto progndstico negativo conferido por estas varidveis.
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Quanto a andlise da variavel quimioterapia paliativa de primeira linha (Oxaliplatina
versus Irinotecano), encontramos que fazer Oxaliplatina na primeira linha aumentou o risco
de 6bito (1,39 vezes) quando comparado com Irinotecano (p- 0,11, ndo significante). Este dado
contraria os achados da andlise univariada do presente estudo que evidenciou uma maior
sobrevida para os pacientes que fizeram Oxaliplatina na primeira linha paliativa quando
comparado aos pacientes que fizeram Irinotecano (10,3 versus 8,2 meses, p-0,01). A literatura
evidencia que, no tratamento de primeira linha do CCRm, no geral, Irinotecano confere
sobrevida similar a Oxaliplatina, desde que a droga de combinacdo (geralmente as
fluoropirimidinas) seja a mesma e seja administrada em tempos de infusdo similares'3% 135,

Este estudo possui limitagdes. Em virtude da baixa frequéncia da mutacdo dos genes
BRAF e NRAS e da instabilidade de microssatélites na populagdo de pacientes com CCR EC 1V,
a amostragem de pacientes incluidos no estudo foi insuficiente para encontrar um nimero de
mutacoes que demonstrasse diferenca estatisticamente significante nas andlises de sobrevida
e de taxa de resposta. Quanto a pesquisa da mutacdo do gene KRAS, o resultado foi baseado
apenas na analise dos cddons 12 e 13, uma vez que apenas 138 pacientes possuiam a analise
do cédon 61. Apenas mais recentemente a analise do cddon 61 foi incorporada na rotina do
servico. Por se tratar de estudo retrospectivo, ndo houve padronizacdo das tomografias de
avaliacdo de resposta ao tratamento com Cetuximabe, o que limitou a andlise de resposta

terapéutica ao Cetuximabe.
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8. CONCLUSAO

Este estudo foi desenhado para avaliar a sobrevida bem como a frequéncia de mutacao
dos genes BRAF e NRAS e do status de MSI nos pacientes refratdrios a outras linhas de
quimioterapia tratados com Cetuximabe no Hospital de Cancer de Barretos. Apds analise dos
resultados e da discussdo apresentada ao longo desta dissertacdo, podemos concluir que:

A sobrevida dos pacientes, bem como a frequéncia de mutacdo de NRAS (3,38%) e a
frequéncia de MSI (3,3%) foram préximas a encontrada em outros estudos que avaliaram o
Cetuximabe em pacientes politratados e refratarios a outras linhas de quimioterapia, porém,
a frequéncia de mutacdo do BRAF (3,9%) foi inferior ao encontrado em estudos prévios. Na
analise multivariada para sobrevida, apenas a varidvel lateralidade do tumor primario
apresentou significancia estatistica;

As mutacOes de BRAF e NRAS, bem como a presenca de MSI, estdo associadas a menor
sobrevida, mas a mutacdo do gene BRAF foi a varidvel com maior impacto prognéstico
negativo, apesar da auséncia de significancia estatistica;

Encontramos uma maior proporcao de mutacdo do BRAF nos pacientes do sexo
feminino (7,6% versus 0,9%, p-0,024). Ndo houve diferenca estatisticamente significante na
propor¢ao de mutagdao de NRAS ou de MSI quanto ao sexo na populagdo do estudo.

Encontramos uma maior sobrevida para os tumores do célon esquerdo quando
comparado aos tumores do cdélon direito (11,5m versus 6,6 meses; p-0,02). Ao avaliar a
associacao da lateralidade do tumor primdrio com o perfil molecular, encontramos uma maior
proporgdo de mutagao do BRAF (12,1% versus 2,5%) e de MSI (11,8 versus 1,8%) nos tumores
do célon D quando comparado aos tumores do célon E, com diferenca estatisticamente
significante. Ndao houve associagdo estatisticamente significante da lateralidade com o status
de NRAS;

A taxa de resposta dos pacientes do estudo foi de 24%, semelhante a maioria dos

estudos ja publicados.
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0 cAncer colometal (S5R) & o Ereeiro cimcer maks comumem Rormens & muleres nos Esfados Unidos. A
ssimatia par 2017 & de 135430 novos casos (95530 paa cAncer de chlon = 39910 para cAnoer de re8o].
Estimar-se 50260 maortes para 2017 &m decomincis do cAncer molometal, sendo & segunda causa de morte
por cAnoer &m Bomens & 8 feroeia causa sm mulherss[1]. Mo Brasl, ssimou-se 324 380 novos Casos de
cAnoer colomretal pars 2016(16.660 B#m homens & 17 620 em mulferes]. Bam consderar os umores de pee
rdo melamoma, 0 cAnCer de colon & relo & o beroeirD cAnCer mals Do em homEns & 0 segundo cAncer
maals oomum =m mulherss. A =stimaliva de morbes. para o mesmo periodo fol de 15.495, semndo 7.387
momens = B.024 mulenss[Z]. Os tumares colometals abrangem um grups hefsrogfnes & complero de
doencas que resultsm do sobmiuks de al:erai;-!-e:- gerdticas & epigerndtcas distinas. Apesar da mialkor
compresnsio das vias moleculares snvoiverdo ocdrcer colometal (SCR), relativamente poucos
biomarcadones sdo progntsicos para sobrevida. A pressnpa de mutapbes germinafvas das enzimas de
repars dos emos de parcamenio do ONA, definldoras da sindroeme de Lynch, mo EC 11 2 11 da doengae
meiaglies do BRAF VEDDE no estagio IV sdo nobiveis exoeples [3]. Existem varias difenengzs embrickigicas
& bipldgicasenire o odion proxial & disal. & segmenho prooiesal do Inlesfing grosso, Incluindo o oeco, cdion
ascendemtes & dols ienpos provimals do cblon tansverso, surgemdo imesino médio embriondrio & ecebem
perfusic mampuines da arfériy messnbérica supsdor. Por sus vez, o segmenio distal do ini=sfing grosso da
fmylo =spidnics Ak o canal anal superior == origina ro Inbestng posherior embionaro = eoshe & pefiesio
sanguinea da artéria mesenbérica inferorfd]. Sabldaments o5 cAnoenes do cdlon dirsito f=ndem a ser
wolumasos, pouco disrenciados, exoffoos & polipoldes, crescemdo mo lOmen iniesinal & causando amemia.
Mo =nianio, o umores do cdlon ssguerdo fendem a ser constitivos causando mukas vezes uh-s-hu-;!n
Int=stinal como apr:senla-;!n micial da doenm{S]. Além de diferenies caracheristicas clinkco painlbgicas,
exksiem também dierencas genéticas entre o clon direlio & célon esquerdo. A IRstablidads de
miomssaiaiies (M52 & a Insiablidade cromossdmica s8o as duss mals frequenisments menclonadas. O
fumorss do cilon dnefio =io mals Fequenismenis dpioldes, 1%m Fisiologla mucnoss, i ME, metllu;!u da
llha CpG e muagbes alivadoras dos geres RAS, BRAF & PIIKCA. Em contaste, os cAnceres do cdion
esguends sio caracherizados por uma ooormincia mals freguente de instablidade cromossdmica |, um perfl
de expressio de génica comespondenis a uma aivapko do recepior de crescimenio spisllal (EGFR) = sdo
maals frequentements ansupldides[E]. Nas diimas Z décadas, houwe um lenbo mas constanis deciinlo mxs
fawaes de morkalidade por CCR. Mo entanto, =sta f=ndéncla ndo & presepie em indos o Subgnopos, =m
especial guanio & localzaclo anaidmica dos fumores. Existem Informapies
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Importante papel tanio na Inlclagdo do tumor quanto na manutengdo do seu crescimentofid].
Aproximadamante 40% dos CCRs exbemn mutaghes ativas no KRAS (3 base de dados COSMIC [12]refene
36%, edisso, DoSSrvOU-EE WMA Interacdo signicativa entre localizagdo do tumor & tratamento para
so0reyida livre de progressSo (PFS)[17).0 Cetuximade & um anticorpo monocional quimenco IgG1 que se
liga a porgo extra-celular g0 receptor para o falor o2 crescimento epldermico (epidenmal growth factor
recepior, EGFR). @ EGFR & uma glicoprotelna transmembrana que pertence a familla do flpo | de
receplores tirosina quinase. Com aclo ant-EGFR, o Cetudmabe & Ia 30 dominio extracelular oo EGFR
(ErE1} impedings 3 dmertzagdd do racepior. Esta ligacdo gera Internallzacdo 80 complaxd recegbar-
anbicorpo 2 Impede 3 autofosforlacdo de EGFR-Urosing e, conseguentaments, 3 aivacao da cascata oe
proteinas. Sendo assim, o Cetuximabe age sobre a Inlbigdo da proliferagdo celular 2 Inducdo de
apoptcesa] 184 Inbkpo do receptor ransmembrana de trosing quinase EGFR provou ser benéfica para um
suibconjunto conslderavel de packentes com CRC metastatico. Apas tratamanio com anfcomos Inlbidones de
EGFR tals com Cehndmabs ou Panilumumabs, o doenies mosiraram um beneficlo de sobrevida global de
3-5 mesas Quando o cancer era fipo KRAS seivagem, mas nenhum beneficio quando o cAncer era KRAS
miiads. Poranio, 35 mutaches KRAS 2 agma (ambém MRAS 530 conslderadas marcadores prediivos
negatives para terapla ant-EGFR [19]. Wang et AL relataram que 3 agigio de Cetuximabe a quimiaterapia
ge primelra ou segunda linha signmcativaments aumeaniou 3 taxa g resposia objetiva (ORR), PFS &
soorevida giobal (O5) em pacienies com CANCEr de GHon e5qUENto metastatico, mas com benefico imitas
EM pacientes com tumorzs do colon direlbo. Além disso, tem sido relatado que a via do EGFR ndo @
comparativaments ativada em tumares do colon esquerdo versus colon direlto, e wm fendtipo sensivel a0
Inbidor o EGFR parece ser mals predominants nos fwmones de coion esquardo, levando a hipatese de que
o0& Inlbidores de EGFR podem exdolr athvddade diferencial baseada em localzacdo twnoral. Mo entanto,
Mferencas Nos resutados do estuto podem sar atribuldas 3o tamanho 03 amosira, helerogensitata no
tratamento & Informagdes Imiadas s00re caracisristicas mieculares & patologlk:as[20]. Em conirasia com
a5 miutagles RAS, mutacdes no BRAF ndo foram ldenTicadas cOmo um marcador preditve Independaniz 3
terapia de primeira inha ant-EGFR am um estudo clinico. 1550 & JustNicado pele fato o que as mutagdes oe
BRAF ccorrem em freqlenclas balkas e assim nenhum estdo clinlcd CONEEQUE reciutar o NOMmEenD de
pacientss NaceESAOs DAra alcangar 3 signifcancia estatistica. Aldm disso, 0f pacieniss com mutagdes
BRAF, em particular agueles com establidade de microssateiies (MS5), t2m um mau reswtado, que @
Independente da terapla aplcadali5,21]. Apesar dos Inskghis biokigicos obtidos a partr de estudos de perfl
da enpressan génkca, o
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tratamanio de paclentes com CCR avangado BRAF-mUtaco ainda & um grande desano para os medicos. De
fato, tem sldo demonsirado que a mutagdo BRAF VS00E esta comelaclonada com um fentdipo
gxtremaments aQressivo & mau progntstico, geralmente com uma sobrevida giobal mediana de menos de
UM aNo [22]. A anallsa retrepectva & POS-NOC 08 S5NN0S rENdoMIZ0s Fevelou que 05 regimes oa primaira
linha padrda, Inclulngs uma combinagdo d2 quimipierapia mals wm anticorpo manogional, levam a
resultados decepcionantes e tempos medios de SLP menores que sels meses[23-25). Alem do Impacto
prognidsticn das mutagles BRAF na CCR, o5 dados retrospeciivos sugerem que estas mutagdes podem sar
prediivas da resistencia primana aos antlcompos monocionals @0 recapior do fator de creselimento antl-
epidiermmico Ceuximabe e Paniumumate. Mo entanio, a reslisténcla ao ratamemo deve ser confimada em
ensalos o inkcos rAndomiZados que Inciuem um grups oe confrole que ndo & tratado com o anticopol22].
Recentemente, todas as mutaghes RAS foram vallfadas como um fator preditivo negativo da terapla
antEGFR em andllses retrospectivas ndo pré-espectficadas de varks estudos de fase 1L Mo entanio, 3
mesma andlse reallzada em padentes com mulagies de BRAF, que 530 mutuamente exclusivas com
mutagdes de RAS, apresentou um valor prognostico Invariaveimente pobre Independentemenie do brago de
fratamento & ndo fomecey evidensla para a sua utilidags como bomarcador preditivo devido 3o pequeno
niEmern @2 doentes € falta de poder estatistico[26,27]. Em mela-anallse recente, Pletranionio et al,
avallaram a mutagdo do BRAF como marcador prediivo em paclenies com CCR awvangado. Foram
avalladosos resultados de dez ensalos randomizados com mals de guatrocenios doentes KRAS-
wt/BRAFmUtado tratados com ou sem Cefuximabe pu Panltumwemabe na pimeira linha ou em linhas
subseqientss. Fol evidenciado que a adicdo d2 agenies ant-FEGFR 3 guimioterapla padrdo ndo ==
ass0ciada a um aumento significanie de sobrevida giobal, sobrevida Ivre de progresso ou taxa de resposta
em pacientes RAS-wHBRAF-mutado, paricularmente na primedira linha pallativa. Portanto, esses doentes
ndo s& penefclam da terapla dingida @ EGFR e devem ser fesiados antes da adminstragdo ge Ceuximabs
pU Panitumumane]22]. Em outra meta-analse, Yuan et AL mostraram que em pacienies com cancer
colometal metastaticn (MCCR) KRAS-wE, 3 auséncia de mutagio do gene BRAF fol 355001300 a MENor MSco
ge progressSa (HR 0,25, p = 0,001) & mone (HR 0,26, p = 0,001}, & 3 malores t2xas o2 resposta (P = 0,001)
em relagho aos packenies BRAF mutadof2s]. Em uma analse retrospectiva, Nicolantonio et al, avallaram o
stahes KRAS & BRAF de 113 padentes com mCCR fraiades com Celuximabe & Paniumumabe. & mutagao
do KRAS ol encontrada em 30% dos pacieniss & ass0dada & reslsidnga acs aniHEGFRL. Mutagdo do BRAF
VS0OE fol encontrada em 11 @06 79 packenies KRAS wi Menhum dos packentes com mutagdo no BRAF
responderam a0 fratamento 2

Endesecn: s Afdenor Do vikek, 1331
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nenhiem dos respondedores tinham a mutaglo do BRAF (p-0,029). Paclentes BRAF mutado tiveram
significativamente menor SLP @ menor SG quando comparado a0s pacientes BRAF selvagem (w). Portanio,
ausgncla de mutagio do BRAF & reguerido para resposia aos antl-EGFR e deve &7 usado para sslecionar
pacientes que 530 alegivels para o tratamento[29). A escolha de uma estratégla de primeira linha & crucial
para pacientss com MCRC, uma vez que alguns deles se tomardo Inelegivels para regimeas de salvamento
patenclaimente eficazes principalmente devido & rapida progress 3o da doenga. Isto @ ainda mals relevante
para o subconjunto de paclentes com mutagdes do BRAF devido 30 f2natipo agressive @ 30 curso clinico da
goenga. De falp, UMa vez que 06 pacientes com cancer colometal RAS-wt

Hipotese:
Espera-52 encontrar uma sobrevida praxima ao evidenclado pela Heratura Ja existente, para 0s pacientes
tratados com Cetiximabe. Espera-se tamibem que paclentes com mutagio do BRAF & NRAS, bem como
com Instabiidade de microssatéiites, apresaniem UMa MENOT S0OMevida & taxa de resposta objetva quando
cOmparado a0s pacientes sem mutagio e com establidade de microssatélibes. Estima-se frequencia de
mutagSo desies genes e de MS1 proximo do 4 evidenciado por estudos prévios.

Objetivo da Pesgquisa:

Objetivo Primario:;

Ayalar a sobrevida @ 3 frequencia das mutagdes dos genes BRAF [WEDIE) & NRAS 2 do stabus de MSI nos
packenies com cancer colometal avancado KRAS saivagem fratados com Cetuximabe no Hospital de Cancer
die Bametos.

Objetivn Secundano:
- Descrever as caracteristicas ciinlcas, patologicas e terapauticas dos paclentes com CCRm tratados com
Cetuximabe;

- Awallar o Impacto das mutagies 0os genes BRAF (VBIDE) & NRAS & 00 status de MSI na sobrevida dos
pacientes com cancer colometal metastatico tratados com Catuximabs.,

- Avalar a associapio das mutagdes dos genes BRAF (VGIDE), NRAS & da Instablidade de microssateltes
£om 35 caracternisicas cinkas 0oe packentes INCUIGOS No estudo.

- Avallar a associapo da |ateralidade do bumor primano com caracteristicas moleculares, assim

Endeswzo:  Fum Arlenor Duaie Vieda, 1531
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mmulmp@na%ﬂaﬂpﬂﬁmﬂmﬂmﬁlnﬁﬁﬂm%m Cahmimabs.
- Avallar 3 taxa de resposta a0 Cetuximabe.

Avallagio dos Riscos & Beneflchos:

Riscos:

Ci5 Mscos 530 minimos, para os panidpanies 2meolvendo 3 andllse dos dados de 5eUs pronbuaro. Tooes 05
dados willizados serdo provenienies de procedimentos & exames |4 @isponivels no prontuarlo,
Ingependenizmenie da participacdo no esfwdo, A reallzagdo 43 pesguisa da mutacdo 0o BRAF serd
realizada no bloco fumoral J& disponivel no laboratonio de anatomla paiologica, ndo sendo necessarla a
realzagdo de nova blopsla. Cukdado sera tomasa para que apts o5 cores histolsgicos, o materal tumaral
remansscanie seja suficlente para potenclal confirmacdoe anatomopatoitglca. Ha o fsco o2 quebna da
confidenclalidade de gados entre of memioros relaclonados com o estudo, mas este sera evitado ao
miaxIma.

Benedicios:

Preiende-se avalar a mutagio do BRAF coma fator predivo de benefidio 3 quimioterapla com Cetuxmabe,
além de corelacionar 3 presenca da refenda mutagdo com o prognostico dos paclentes. Espera-se
ENCONTEM uma sobrevida reguzida nos paclentes com a mutagdo do BRAF & uma ausencia de resposta
pojetiva assim como uma tendéncia a plora da sobrevida giobal nos pacientes submatidos 3 terapla antl-
EGFR. Uma vez que =553 associacan seja confimata, pretendemos willlzar estes dados como wma
fesTamenta para melhorar o tratamento quimicterapico dos pacientas com cancer colometal, avallando ando
Indizagdo de um fratamento desprovido de beneficlo nests populacio de paclentes. Além disso, poderemos
discutir mudangas no protocolo quimioterapico Institusional, visando melhorar o prognostico desies
pacientes A publicacdo desle estudo pode trazer Informacdes iImporiantes e contrbulgies para o fuwluro do
possivel papal da mutagio do BRAF coma fator preditivo de beneficio 3 quimicterapla com ant-EGFR. Ou
5643, 3 pesquisa ndo proporcionara beneficios diretos 30 seus participanias mas podera trazer benaficios
#06 Tuturos pacieniss.

Comsantarios & Conglderagies sobre a Pesqulsa;
A prasente submissdo tRiE-s2 g2 E2 30 proleln para aprovagdo dos seguintes documenios:
- PROJETCrversanals doc;

Endesece: Rua Anlenor Duaila Wik, 1531
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- FOrmulanoemeniaos. pur.
- Tolhaderostodols. par;
- PE_INFORMAGOES BASICAS 1400477_E2 pat

Tratz-se da submissdo de emenda, 3 consian

Mudanca do tiulo do projeto.
Mudanca na Justificatva e objetives.

05 DesqUIE3ItoNss Acrescantaram a avallacdo de mutagles no gene NRAS, assim como redireclanaram os
DDjetvas.

A5 emandas ndo altsram o8 riscos e pensflcios do estudo, ndo havendo Impactos e0cos & sendo 355im,
aorowvadas.

Conalderagies sobra oa Termos de apressntagio obrigataria;

Todos o tesmos foram adequadamente apresantadcs.

Recomeandacies:

Recomenda-se 3 Indusdn da descrigdn da metodoliogla de avallagdo da muiagdo NRAS, que fol Introduzida
como objetivo do estudo nesta emenda.

Conclusdies ou Panddnclas & Lista de Inadequagies:

Sem dbices elcos.

Conalderagies Finals a critério do CEP:
O Comité de Efica em Pesguisa da Fundagio Plo XN - Hospital de Cancer de Earreios anallsou ofs)
seguinte(s) documento(s) do projeto 142472017, &

- ApIOWOU 3 emenda a0 estudo, submedida em 060872015

Apts anailse dojs) Socumentos) SUPTacianofs), o Comie faz 3 seguinis recomendagio:
[ % ) O Estucio deve Continuar;

[ )0 Eshsdo dever sar Infamomgldo;

[ )0 Estudo esta Fnalzads;

Enderwsr:  Fua ASnleno Cuane 5 eda, 1531
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[ ) Solicta-se Estlarecimentn;

Este parecer fod slaborado baseade nos decumentios abaloo relacionados:

Tipa Diocaumenta Arquivo PreEtagam ALRDP GRS
Imormantes Basicas | PE_INFORMAGDES BASICAS 140047 0alaradio Acefin
00 Prol=tn 7 _E2pdf 1626106
Fioiha de Roso foihade rosindols pdf 5082019 |Flornda Almelda Acafin
16:24:33 | Santos

Catros Formularioemendadiols. pd D60a2019 |Florinda Almeida Acefin
161218 |'5anios

Projetn Detalhado /| PROJETCwersandols. doc 050ar2019 |Flornda Almelda Acafin

Erochus 1543100 | =antos

17Ty EE00a00r

Cutros Formularka_Emenda_mesiaio. focx 230472019 | Florinda Almeida Acafin
Qo182 | 5anios

Projetn Detalhado /. |FUSD_E_EGF PROJETO CEP_EDITA| 230473018 |Flornda Almelda Acafin

Erochus D0 VERIAC_FIMAL docx 0%1607 | antos

17Ty EE00a00r

Cutros Forrularka_Emenda. pdf 230472019 | Florinda Almeida Acafin
Q15056 | Sanhos

Projetn Detalhado /| Projedo.doct [A0ara017 |Flornda Almelda Acafin

Brochus 0835228 | Zantos

Cutros Dieclaracan. pdf 01/0ar2017 | Flornda Almelda Acafin
150537 |Santos

Sltuagao do Paracer:

Aprovao

Hecssalts Apraciacio da COMEP;

NaD

BARRETCS, 09 de Agosto de 2019

Aszalnads por:

Maloen Fermando Zanon da Sliva

{Coordenadoria)

Endefess: R Anleno’ Duae Vikela, 1531

Balira: Di Paul Phila
LWF: &SP

Telabome: (1735010347

CEP: 4 TE4-400
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Fax: (175858800
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10.2 Anexo B - Ficha estruturada para coleta de dados clinico-patolégicos
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Ficha de Coletas

IdentificaCdo

ID NAP

1 1
2 Nome 2
3 Iniciais do paciente 3
4 RH ) 4
5 s 5
1- Feminino; 2- Masculino
6 Data de nascimento 6
DD/MM/AAAA / /
DADOS DO
DIAGNOSTICO
7 Data do diagnostico 7
DD/MM/AAAA [/
Localizagdo do tumor primario
8 1- Ceco; 2- Apéndice cecal; 3- Célon ascendente; 4-Cdlon transverso; 5- Célondescendente; 8
6- Colon sigmoide; 7- Transigdo retossigmaide; 8- Reto alto; 9- Reto médio; 10- Reto Baixo
9 Estadiamento 9
1- Clinico; 2- Patoldgico
Estadiamento agrupado
10 0- 0; 1- I; 2- lla; 3- llb; 4- 1l Clinico; 5- llla; 6- lllb; 7- llic; 8- 1l Clinico; 10
9- IVa; 10- IVb; 11- IV Clinico; 12- Desconhecido
12 Tumor primario 12
Descrever
13 Linfonodos regionais 13
Descrever
14 Metastase 14
Descrever
Sitio de metdstase
15 1- Pulmado; 2- Pleura; 3- Figado; 4- Osso; 5- SNC; 6- Linfonodo ndo-regional; 7-Subcutaneo; | 15
8- Peritoneo; 9- Outros; 88- Ndo aplicavel
16 Tipo histoldgico 16
0- Ndo possui; 1- Adenocarcinoma; 2- Adenocarcinoma Mucinoso; 3- Misto; 4- Outros
Tratamento cirurgico
Fez cirurgia?
18 0- Ndo; 1- Sim 18
19 Data da cirurgia 19 BL:18=1
DD/MM/AAAA /—_/
Tipo de cirurgia realizada
Descrever
Cirurgia de urgéncia
20 0- Ndo; 1- Sim 20
2 Motivo da cirurgia de urgencia 27 BL:20=1
1- Obstrugdo; 2- Perfuragdo; 3- Sangramento
Apds tratamento neoadjuvante
22 0- Ndo; 1- Sim 22
23 Numero de linfonodos ressecados , 23
NuUmero
24 Numero de linfonodos positivos 24

Numero
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Grau ressecgao

25 0- RO; 1- R1; 2- R2; 3- SI 25
2 Invasdo Angiolinfatica 26
0- Resposta completa ao tto neo; 1- Positivo; 2- Negativo; 3- Sl
27 Invasdo perineural 27
0- Resposta completa ao tto neo; 1- Positivo; 2- Negativo; 3- Sl
28 Grau histoldgico 28
0- Resposta completa ao tto neo; 1- |; 2- II; 3- 1lI; 4- S|
Tipo histoldgico
29 0- Resposta completa ao tto neo; 1- Adenocarcinoma; 2- 29
Adenocarcinoma Mucinoso; 3- Misto; 4- Outros
30 Estadiamento final 30
Descrever
31 Realizou colostomia/iliostomia 31
0- N3do; 1- Sim (prdprio ato cirurgico); 2- Sim (previamente)
Tratamento pré
operatorio
Realizou tratamento pré operatorio
32 0- N&o; 1- Sim; 2- S| 32
Tipo de tratamento BL:32=1
33 1- Radioterapia + QT concomitantes; 2- Radioterapiaexclusiva; 33
3- Quimioterapia exclusiva; 4- Outros
Fez radioterapia
34 0- N3o; 1- Sim 34
35 Inicio da radioterapia 35 BL: 3
DD/MM/AAAA =/ /
36 Término da radioterapia 36 BL: 3
DD/MM/AAAA =/__/
37 Dose total da radioterapia 37 BL:32=1
Descrever
Concluiu a radioterapia? BL:32=1
38 0- Nao; 1- Sim 38
Fez quimioterapia
39 0- N3o; 1- Sim 39
40 Inicio da quimioterapia 40 BL:3
DD/MM/AAAA =/_ /
a Término da quimioterapia a BL:3
DD/MM/AAAA = /_
a2 Numero de ciclos de quimioterapia ] a2 BL:39=1
Numero
a3 Protocolo de quimioterapia a3 BL:39=1
Descrever
Concluiu a quimioterapia? BL:39=1
44 0- Ndo; 1- Sim 44
a5 Estadiamento apds tratamento pré-operatdrio 45
0- 0; 1- I; 2- lla; 3- llb; 4- lic 5- llla; 6- lllb; 7- llic; 8- 1Va; 9- IVb
16 Tumor primario apds tratamento pré operatdério . 6
0-Tis; 2-TO; 3-T1;4-T2; 5-T3; 6-T4a; 7 T4b
Linfonodos regionais
47 0- NO; 1- N1b; 2-N1c; 3- N2a; 4 N2b 47
48 Metdstase apods tratamento pré-operatdrio 48
0- MO; 1- M1a; 2- M1b
TUMOR SINCRONICO
COLORRETAL
Tumor sincrénico colorretal?
49 0- Ndo; 1- Sim 49
Localizagdo do tumor sincrénico
50 1- Ceco; 2- Apéndice cecal; 3- Célon ascendente; 4-Célon transverso; 5- Célon descendente; 50
6- Célon sigmoide; 7- Transigdo retossigmaide; 8- Reto alto; 9- Reto médio; 10- Reto Baixo;
11- Outro
51 Se outro local, descrever 51 BL: 50=11

Descrever
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Estddio ao diagnostico

32 0- 0; 1- I; 2- lla; 3- llb; 4- llc 5- llla; 6- llib; 7- llic; 8- 1Va; 9- IVb >2
53 Tumor primario 53
0-Tis; 2-TO; 3-T1;4-T2; 5-T3; 6-T4a; 7 T4b
54 Linfonodos regionais 54
0- NO; 1- Nx; 2-N+; 3- N2a; 4- N2b; 5- N1a; 6- N1b; 7-N1c; 8- N2a; 9- N2b
Metastases
35 0- MO; 1- M1a; 2-M1b >5
56 Tipo histoldgico 56
1- Adenocarcinoma; 2- Adenocarcinoma Mucinoso; 3- Misto; 4- Outros
57 Se outro, descrever 57 BL:56=11
Descrever
Grau histoldgico
58 11 211 3- 1 4-51 | 28
Invasdo Angiolinfatica
39 0- Nao; 1- Sim >9
Invasdo perineural
60 0- N3o; 1- Sim 60
Quimioterapia adjuvante
Quimioterapia adjuvante
61 61
0- N&o; 1- Sim; 2- Sl
Motivo de ndo realizagdo [Checkbox]
1- Estadio 0, I, Il; 2- Tempo entre cirurgia e avaliacdo de qt; 3- Idade; 4- Comorbidades; 5-
62 ECOG ruim; 6- Complicagdes pds operatdrias; 7- Obito por complicacdo pds operatéria; 8- | 62
Obito por outras causas; 9- Progressdo de doenca; 10- Doencametastatica;
11- Outro motivo
63 Se outro motivo, descrever 63 BL: 62 =11
Descrever
Inicio de QT adjuvante
64 po/Mm/AARA | 84 |
65 Término de QT adjuvante 65
DD/MM/AAAA /]
66 Esquema de QT 66
Descrever
Completou o tratamento proposto?
68 0- Nao; 1- Sim 68
Se nao, qual o motivo
69 1- Comorbidade; 2- Queda de PS; 3- Toxicidade; 4-Recidiva de doenca; 5- Obito por toxicidade; 69
6- Obito por doenga; 7- Obito por outras causas; 8- Desejo do paciente
Radioterapia
adjuvante
Radioterapia adjuvante
70 0- No; 1-Sim; 2-51 | 70
1 Inicio de Radioterapia adjuvante n BL:70=1
DD/MM/AAAA I/
72 Término de Radioterapia adjuvante 7 BL:70=1
DD/MM/AAAA I/
73 Dose total 73 BL:70=1
Descrever
Fez QT concomitante?
74 0- N3o; 1- Sim; 2- SI 74
75 Esquema de QT 75 BL:74=1
Descrever
76 Numero de ciclos 76 BL:74=1
Descrever
Inicio de QT concomitante BL:74=1
77 77
DD/MM/AAAA /[
78 Término de QT concomitante 78 BL:74=1
DD/MM/AAAA [/
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Tratamento
paliativo
Houve recorréncia
7 0- Nao; 1- Sim 73
80 Data do primeiro diagndstico de doenga recorrente ou metastatico 80 BL:79=1
DD/MM/AAAA [/
Sitio da recorréncia BL:79=1
81 1- Locorregional; 2- Linfonodos n3o regionais; 3- Periténio; 4- Figado; 5-Pulm&o/Pleura; | 81 Checkbox
6- Osso; 7- SNC; 8- Subcutaneo; 9- Outros
is)? : =
82 Se outro (s) qual (is)? 82 BL:81=9
Descrever
83 Quimioterapia paliativa de 12 linha? 83
0- Ndo; 1- Sim; 2- Tratamento investigacional
84 Protocolo de QT 84 BL:83=1
Descrever
85 Inicio de QT 85 BL:83=1
DD/MM/AAAA [/
36 Término de QT 36 BL:83=1
DD/MM/AAAA [/
87 Numero de ciclos 87 BL:83=1
Descrever
93 Realizou outra linha? 93
0- N3o; 1- Sim; 2- Tratamento investigacional
T .03 =
94 Protocolo de QT 22 linha 94 BL:93=1
Descrever
95 Inicio de QT 22 linha 95 BL:93=1
DD/MM/AAAA /—_/
9% Término de QT 22 linha 9% BL:93=1
DD/MM/AAAA [/
’ . g . N =
97 Numero de ciclos 22 linha 97 BL:93=1
Descrever
Realizou outra linha?
103 0- Ndo; 1- Sim; 2- Tratamento investigacional 103
Y . —
104 Protocolo de QT 32 linha 104 BL:103=1
Descrever
Inicio de QT 32 linha BL:103=1
105 DD/MM/AAAA | 105 I/
Término de QT 32 linha BL:103=1
106 DD/MM/AAAA 106 I/
63 Se outro motivo, descrever 63 BL: 62 =11
Descrever
Inicio de QT adjuvante
64 DD/MM/AAAA 64 /[
65 Término de QT adjuvante 65
DD/MM/AAAA / /
66 Esquema de QT 66
Descrever
Completou o tratamento proposto?
68 0- Ndo; 1- Sim 68
Se ndo, qual o motivo
69 1- Comorbidade; 2- Queda de PS; 3- Toxicidade; 4-Recidiva de
doenca; 5- Obito por toxicidade; 69
6- Obito por doenga; 7- Obito por outras
causas; 8- Desejo do paciente
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Radioterapia adjuvante

70 0- Nao; 1- Sim; 2- S| 70
71 Inicio de Radioterapia adjuvante n BL:70=1
DD/MM/AAAA / /
7 Término de Radioterapia adjuvante 7 BL:70=1
DD/MM/AAAA [/
73 Dose total 73 BL:70=1
Descrever
Fez QT concomitante?
74 0- Nao; 1- Sim; 2- Sl 74
75 Esquema de QT 75 BL:74=1
Descrever
76 Numero de ciclos 76 BL:74=1
Descrever
Inicio de QT concomitante BL:74=1
77 77
DD/MM/AAAA /___/
78 Término de QT concomitante 78 BL:74=1
DD/MM/AAAA [/
Houve recorréncia
79 0- N3o; 1- Sim 73
80 Data do primeiro diagndstico de doenga recorrente ou metastatico 80 BL:79=1
DD/MM/AAAA [/
Sitio da recorréncia 81
81 1- Locorregional; 2- Linfonodos ndo regionais; 3- Peritonio; 4- Figado;
5-Pulm3o/Pleura;
6- Osso; 7- SNC; 8- Subcutaneo; 9- Outros
> .1 =
82 Se outro (s) qual (is)? 82 BL:81=9
Descrever
Quimioterapia paliativa de 12 linha?
83 0- N3o; 1- Sim; 2- 83
Tratamento
investigacional
84 Protocolo de QT 84 BL:83=1
Descrever
85 Inicio de QT 85 BL:83=1
DD/MM/AAAA [/
36 Término de QT 36 BL:83=1
DD/MM/AAAA / /
87 Numero de ciclos 87 BL:83=1
Descrever
Realizou outra linha?
3 0- N3o; 1- Sim; 2- 3
Tratamento
investigacional
YT .03 =
94 Protocolo de QT 22 linha 94 BL:93=1
Descrever
95 Inicio de QT 22 linha 95 BL:93=1
DD/MM/AAAA /—_/
9% Término de QT 22 linha 9% BL:93=1
DD/MM/AAAA I/
. - an o3=
97 Numero de ciclos 22 linha 97 BL:93=1
Descrever
- —
103 Realizou outra linha? 103

0- Ndo; 1- Sim; 2-
Tratamento
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investigacional
YT . _
104 Protocolo de QT 32 linha 104 BL:103=1
Descrever
Inicio de QT 32 linha BL:103=1
105 DD/MM/AAAA | 103 /.
Término de QT 32 linha BL:103=1
106 DD/MM/AAAA | 106 /.
Término do tratamento
142 DD/MM/AAAA | 142 /)
Linha de tratamento
143 1-12; 2- 22 3- 32; 4 42; 5. 52; 6 62; 7- Outra 143
144 Se outra linha, descrever 144 BL:143=7
Descrever
145 Numero de ciclos realizados 145
Numero
Regime de administragao
147 1- Semanal; 2- Quinzenal; 3- Ambos 147
Protocolo
148 1- Cetuximab + Irinotecano; 2- Cetuximab semanal; 3- Cetuximabquinzenal; | 148
4-Cetuximab + CPT11 modificado; 5- Outro protocolo
Se outra protocolo, descrever
Descrever
149 O Irinotecano foi suspenso em definitivo durante o tratamento ) ' 149
0- N3o; 1- Sim
Data do inicio da suspensdo BL:149=1
150 DD/MM/AAAA | 130 i
151 Ciclo de suspensao 151 BL:149=1
Descrever
Motivo da suspensao BL:149=1
152 1- Toxicidade; 2- Queda de performance; 3- Obito por toxicidade; 4- Obito porcancer; | 152
5- Outros
O Irinotecano modificado foi suspenso em definitivo durante o tratamento
153 - . 153
0- Nao; 1- Sim
Data da suspensao BL:153=1
154 DD/MM/AAAA | 124 I/
155 Ciclo de suspensao 155 BL:153=1
Descrever
Motivo da suspensdo BL:153=1
156 1- Toxicidade; 2- Queda de performance; 3- Obito por toxicidade; 4- Obito porcancer; | 156
5- Outros
Concluiu o tratamento proposto
157 0- Ndo; 1- Sim 157
Motivo da suspensdo BL: 157=0
158 1- EA proibitivo; 2- Desejo por comorbidade; 3- Obito porcancer; | 158
4- Obito por cancer; 5- Obito por outras causas
Recebeu QT apds finalizagdo do Cetuximab
159 0- Ndo; 1- Sim; 2- Ndo aplicavel 159
160 Descreva esquema de QT recebida 160 BL:159=1
Descrever
Inicio de QT recebida BL:159=1
161 DD/MM/AAAA 161 [/
Término de QT recebida BL:159=1
162 DD/MM/AAAA 162 [/
163 Cuidados paliativos apds o fim de Cetuximab ) . 163
0- Ndo; 1- Sim

Melhor resposta ao
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tratamento
165 Melhor resposta ao tratamento 165
1- Doenga estavel; 2- Progressdo; 3- Resposta parcial; 4- Resposta completa
166 Resposta ao tratamento apds quantos ciclos de QT 166
Descrever
Data da melhor resposta
167 DD/MM/AAAA | 87 |y
Houve progressado de doenga
168 0- Nao; 1- Sim 168
Data da progressao BL:172=1
169 DD/MM/AAAA | 169 /.
171 Progressdo apos quantos ciclos de QT 171 BL:172=1
Descrever
172 Progressdo pos quantas aplicagdes 172 BL:172=1
Descrever
Sitio de progressdo [Checkbox]
173 1- Locorregional; 2- Hepatico; 3- Pulmonar; 4- Pleural; 5- Linfonodo ndo regional; 6-Osso; | 173
7- Peritonio; 8- SNC; 9- Subcutaneo; 10- Outros
174 Se outro sitio descreva 174 BL: 173 =9
Descrever
DADOS MOLECULARES
KRAS
175 1- Mutado; 2- Ndo mutado; 3- Inconclusivo; 4- N3o realizado 175
NRAS
176 1- Mutado; 2- Ndo mutado; 3- Inconclusivo; 4- N3o realizado 176
177 Instabilidade de microssatélite de alta frequéncia (MSLH) 177
0- N3o realizado; 1- Presente; 2- Ausente
178 Instabilidade de microssatélite de baixa frequéncia (NSIL) 178
0- Nao realizado; 1- Presente; 2- Ausente
179 Estabilidade de microssatélite (MSS) ) . 179
0- Nao realizado; 1- Presente; 2- Ausente
BRAF
180 1- Mutado; 2- Ndo mutado; 3- Inconclusivo; 4- Ndo realizado 180
SOBREVIDA GLOBAL
181 Status 181
1- Vivo com doenga; 2- Vivo sem doenga; 3- Obito por cancer; 4- Perda de seguimento
Houve ébito
182 0- Ndo; 1- Sim 182
Data do ébito BL:182=1
183 DD/MM/AAAA | 183 [/
Houve perda de seguimento
184 0- N3o; 1- Sim 184
Data da ultima informagdo BL:184=1
185 DD/MM/AAAA | 185 [/




