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RESUMO

Berardinelli GN. Elucidagao do impacto molecular e clinico da instabilidade de microssatélite
em pacientes com cancer colorretal do Hospital de Cancer de Barretos. Tese (Doutorado).

Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2017.

JUSTIFICATIVA: O cancer colorretal (CCR) é um dos mais incidentes e de maior mortalidade
no mundo para ambos os sexos. No Brasil, as suas taxas estdo em ascensdo, devido ao
envelhecimento da populagdo, ao habito de vida (sedentarismo), a alteragdes na dieta e a
falta de programas de rastreio. Existem trés vias genéticas classicas na patogénese do CCR:
instabilidade cromossémica (CIN), instabilidade de microssatélite (MSI) e o fendtipo
metilador de ilhas CpG (CIMP). Estas vias estdo correlacionadas e alguns tumores podem
apresentar alteragdes em multiplas vias. A MSI é a menos frequente, sendo caracteristica
dos canceres hereditdrios (Sindrome de Lynch ou Cancer colorretal hereditdrio sem
polipose), mas pode também ocorrer em menos de 15% dos tumores esporadicos.
Biologicamente, a presenga de MSI estd associada com um perfil mutacional distinto, que
afeta genes MSl-alvo, e consequentemente contribui para um impacto clinico diferente nos
pacientes com CCR. Relatos recentes tém sugerido que aspectos inerentes do CCR possam
ser influenciados pela etnia dos pacientes. No Brasil, a frequéncia de MSI e seu impacto
bioldégico e clinico estdo pouco explorados e é desconhecida a influéncia da elevada
miscigenagao étnica neste contexto. OBJETIVO: Elucidar o impacto molecular e clinico da
MSI e determinar a ancestralidade genética por meio de marcadores moleculares de
pacientes com cancer colorretal do Hospital de Cancer de Barretos. MATERIAIS E METODOS:
1013 pacientes foram incluidos no estudo. A técnica de avaliagao de MSI foi otimizada para a
populacdo brasileira através de um painel de 5 marcadores (NR27, NR21, NR24, BAT25 e
BAT26). As expressdes das proteinas de reparo Mismatch (MMR): MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2, foram avaliadas por imunoistoquimica. Posteriormente, os tumores MSI-H (alta
instabilidade de microssatélite) foram analisados para alteracbes em 24 genes MSl-alvo,
para a metilagdo da regido promotora de MLH1 e para mutagdes em BRAF V600E. A
ancestralidade genética foi determinada usando um painel de 46 marcadores AlIMs
(Ancestry-Informative Markers) e os dados clinico-patoldgicos foram obtidos apds consulta
de prontudrio. RESULTADOS: O status de MSI foi determinado em todos os casos e
observamos que 89,5% ndo apresentaram MSI, sendo 85,8% MSS (estabilidade de
microssatélite) e 3,7% MSI-L (baixa instabilidade de microssatélite), e 10,5% dos casos

apresentaram MSI, com fendtipo MSI-H. A correlagdo do status de MSI com as principais



caracteristicas clinico-patoldgicas, evidenciou que os casos MSI-H, apresentavam: tumor
primario localizado no célon direito; estadiamento Il; metastase classificada em MO; tipo
histolégico mucinoso; grau histolégico Ill/Indiferenciado; presenga de tumor sincrénico;
auséncia de metastase ao diagndstico, ndo recorréncia da doenca e casos vivos sem doenca.
N3do foi observada diferenga estatisticamente significativa na sobrevivéncia global (SG) entre
os casos com diferentes status MSI. A analise dos genes MSl-alvo mostrou frequéncia de
alteragdes distintas, com os genes mais alterados sendo HSP110, ATM e EGFR e nenhuma
alteracdo observada em BRCA1, BRCA2, XRCC2, PTEN e XPO5. Nos casos MSI-H a frequéncia
de mutacdo em BRAF V600E foi de 26,4% e naqueles que apresentaram perda de expressao
de MLH1, a frequéncia de metilacdo foi de 72,3%. A propor¢cao média de ancestralidade para
os casos foi de 12,6% para africano, 73,9% para europeu, 6,8% para asidtico e 6,7% para
amerindio e ndo houve diferenga estatistica entre os distintos status MSl. CONCLUSAO: A
analise de MSI foi devidamente padronizada e implementada no Hospital de Cancer de
Barretos. A frequéncia (10,5%) de casos MSI-H encontrada na populagdo CCR brasileira esta
dentro do intervalo encontrado em trabalhos internacionais e esses possuem alteracdes em
regides de microssatélite em genes MSI-alvo, sendo que os mais alterados estdo
relacionados com fungdes de reparo de DNA, sensor de dano no DNA, Heat Shock Proteins e
receptores tirosina-cinase. A metilagdo da regiao promotora de MLH1 foi o principal evento
(72%) de inativagdo deste gene no CCR e a porcentagem (26,4%) de casos MSI-H mutados
em BRAF V600E é inferior ao reportado internacionalmente. Tal como descrito em outros
estudos, o status MSI correlacionou-se com varias caracteristicas clinico-patoldgicas
associadas a tumores menos agressivos, apesar de ndo termos encontrada diferengas
significativas na sobrevida global dos pacientes. Determinamos a propor¢ao média de
ancestralidade para os casos com CCR, sendo o componente ancestral europeu o mais
representativo (74%), seguido do africano (13%), confirmando estudos de genética
populacional. Em andlises univariadas, ndo encontramos relagao entre o status MSI e a
ancestralidade genética do paciente. Concluindo, este estudo constituiu a andlise mais

profunda e extensa do impacto da MSI na populagdo brasileira de pacientes com CCR.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer Colorretal; Instabilidade de Microssatélites; Diagndstico

Molecular; Metilacdo; Mutacao; Sobrevivéncia; Ancestralidade.



ABSTRACT

Berardinelli GN. Elucidation of the molecular and clinical impact of microsatellite instability
on colorectal cancer patients at Barretos Cancer Hospital. Thesis (PhD’s degree). Barretos:

Barretos Cancer Hospital; 2017.

BACKGROUND: Colorectal cancer (CRC) has a high incidence and mortality in the world for
both sexes. In Brazil, the rates have been rising, mostly due to aging, changes in diet and lack
of screening programs. There are three classical genetic pathways in CRC pathogenesis:
chromosome instability (CIN), microsatellite instability (MSI) and CpG island methylator
phenotype (CIMP). They are closely related, and some tumors may harbor alterations in
multiple pathways. MSI is the less common pathway, and it is more frequently associated
with Lynch Syndrome, but it can also occur in less than 15% of sporadic tumors. Biologically,
MSI is associated with a distinct mutational profile, which affects MSI-targeted genes, and
consequently contributes to a different clinical impact. Recent reports have suggested that
CRC inherent aspects may be influenced by patients' ethnicity. In Brazil, MSI frequency, and
its biological and clinical impact are largely unexplored; and the influence of high ethnic
miscegenation on this context is unknown. AIMS: To elucidate the molecular and clinical
impact of MSI and to determine genetic ancestry through CRC patients’ molecular markers
at Barretos Cancer Hospital. METHODS: 1,013 CRC patients were enrolled in the study. The
MSI evaluation was optimized for Brazilian population and performed using a multiplex PCR
comprising 5 markers (NR27, NR21, NR24, BAT25, and BAT26). Moreover, mismatch repair
proteins (MMR) expression MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2, were evaluated by
immunohistochemistry. MSI-H tumors were analyzed for alterations in 24 MSI-targeted
genes, methylation of MLH1 promoter region and BRAF V600E mutations. Genetic ancestry
was evaluated using a 46 AlMs (Ancestry-Informative Markers) panel, and data on clinical
and tumor pathological features were obtained from medical records. RESULTS: MSS status
was observed in 85.9%, MSI-L in 3.7% and MSI-H in 10.5% of the cases. The association of
MSI status with the main clinical-pathological features showed that the MSI-H cases
presented higher likelihood of primary tumor located in the right colon, stage Il, mucinous
histological type, grade Ill/u poorly differentiated histology, presence of synchronic tumor (s)
and no recurrence of the disease. There was no statistically significant difference in overall
survival (OS) between cases according to MSI status. MSI-targeted genes analyses showed
distinct mutation frequencies, with the most frequently mutated genes being HSP110, ATM
and EGFR, and no alterations were observed in BRCA1, BRCA2, XRCC2, PTEN and XPO5. In



MSI-H cases the frequency of BRAF V600E mutation was 26.4% and in those who showed
loss of MLH1 expression, the methylation frequency was 72.3%. The average ancestry
proportion for all cases was 73.9% of European, 12.6% of African, 6.7% of Native Americans,
and 6.8% of East Asian, and no statistical difference was observed between distinct MSI
statuses. CONCLUSION: The MSI analysis was properly standardized and implemented at
Barretos Cancer Hospital. MSI frequency (10.5%) in Brazilian CRC is in agreement with the
literature, and we identified altered MSI-targeted genes with potential clinical impact.
Methylation was main cause (72%) of MLH1 alteration and the percentage (26.4%) of
mutated MSI-H cases in BRAF V60OE is lower than reported in the literature. As described in
other studies, MSI status was associated with several clinical and pathological features
associated with less aggressive tumors, although we did not find significant differences in
overall patient survival. We determined the mean ancestry proportion of CRC cases, with the
European ancestral component being the most representative (74%), followed by African
(13%), confirming population genetic studies. In univariate analyzes, we did not find
associations between MSI status and patient genetic ancestry. In conclusion, this study
constitutes the most comprehensive analysis of the MSI impact on the CRC Brazilian

patients.

KEYWORDS: Colorectal Cancer, Microsatellite Instability, Molecular Diagnostic, Methylation,

Mutation, Overall Survival, Ancestry.



1 INTRODUCAO

1.1 Cancer Colorretal no Mundo e no Brasil

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia comum em paises desenvolvidos e menos
comum em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Nos Estados Unidos da América
(EUA), estima-se que em 2016 sejam diagnosticados aproximadamente 1,5 milhGes de casos
para ambos os sexos, sendo a segunda maior causa de mortes relacionadas com cancer, com
estimativas de aproximadamente 95 mil novos casos e de aproximadamente 50 mil mortes®
%, A taxa de sobrevivéncia em cinco anos é de cerca de 50%, no apresentando diferencas
entre paises desenvolvidos (média de 49%) e em desenvolvimento (média de 44%)°.

No Brasil as taxas estdo em ascensdo, provavelmente devido ao envelhecimento da
populacdo, aos habitos de vida, tais como altera¢des na dieta e a falta de programas de
rastreio”. Segundo Estimativa 2016° do INCA (Instituto Nacional do Cancer José Alencar
Gomes da Silva — Ministério da Saude) sdo esperados, no Brasil, 16.660 novos casos de CCR
em homens e 17.620 novos casos em mulheres (Figura 1). Com isso, temos um risco

estimado de 16,84 casos novos a cada 100 mil homens e 17,10 a cada 100 mil mulheres.

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, exceto pele nao melanoma* (FIGURA 1)

Localizagcdo primaria Casos Novos % Localizacdo primaria C€asos Novos %
ST T T T T T T brestata 61200 28,6% g g Mama Feminina 57.960 - 1%
. o - Homens Mulheres =
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% 17.620 8,6%
16.660 7.8% Colo do Utero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Brénquio e Puimdo 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: Adaptado de Estimativa 2016 INCA®.

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016 para ambos os sexos, exceto pele ndo melanoma. Numeros arredondados para

multiplos de 10.

Excluindo os tumores de pele ndo melanoma e analisando pelas regides brasileiras, o
CCR é o segundo mais frequente em homens (24,27/100mil) e mulheres (22,66/100mil) na

regido Sudeste; o terceiro em homens (14,16/100mil) e mulheres (16,93/100mil) na regido



Centro-Oeste; o terceiro para homens (22,35/100mil) e o segundo para mulheres
(23,27/100mil) na regido Sul; o quarto para homens (5,34/100mil) e o terceiro para
mulheres (5,89/100mil) na regido Norte e o quarto para homens (7,05/100mil) e o terceiro

para mulheres (8,77/100mil) na regido Nordeste® (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de Estimativa 2016 INCA®.
Figura 2 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes
(ambos os sexos), estimadas para o ano de 2016, segundo Unidade da Federacdo Brasileira

(neoplasia maligna de célon e reto).

1.2 Fatores etiolégicos e patogénicos do CCR

Os fatores etiolégicos e os mecanismos patogénicos subjacentes ao desenvolvimento
do CCR sdo complexos e heterogéneos. As lesGes que ocorrem na porc¢ao proximal (direita)
ou distal (esquerda) do célon exibem diferencas no seu desenvolvimento embrionario,
irrigacdo sanguinea e caracteristicas clinico-patoldgicas” 8. Trabalhos sugerem que a
classificacdo baseada na localizacdo tumoral (CCR lado esquerdo e CCR lado direito) é

8-10

importante para a compreensao da carcinogénese do CCR™ ™. Como agentes influenciadores

e mecanismos de propensao ao CCR, temos: fatores dietéticos e de estilo de vida, mutagdes

hereditarias e/ou somaticas em importantes genes, hormonios, interacdes entre a flora

11, 12

intestinal e inflamagdes . Dentre os mais significantes fatores dietéticos e de estilo de

vida, podemos citar: dieta rica em gorduras insaturadas e carne vermelha, consumo
excessivo de dlcool e reduzida atividade fisica. Por outro lado, drogas antiinflamatérias ndo-

esteroidais, estrégeno e calcio protegem contra o CCR™ *2.



1.3 Evolugao Adenoma-Carcinoma do CCR

De modo geral, no trato gastrointestinal, lesdes que se projetam da mucosa sao
comumente denominadas pdlipos. A maioria dos pdlipos colorretais sdo pequenas (<5 mm)
lesdes hiperplasicas que nao sao tidas como precursoras do CCR, por outro lado, o pdlipo
adenomatoso (adenoma) é provavelmente a mais importante lesdo precursora13. Os
adenomas surgem do epitélio glandular e sao caracterizados por morfologia displasica e
diferenciacdo alterada das células epiteliais na lesdo. Indicios de carcinoma sao
frequentemente detectados em pdlipos adenomatosos e regides residuais de epitélio
adenomatosos s3o frequentemente observadas em espécimes de CCR™ ™.

Visto a importancia dos adenomas como lesdes precursoras do CCR, observa-se risco
aumentado em individuos onde essas lesdes ndo sdo removidas e assim, a polipectomia se

faz necessaria reduzindo o risco de desenvolvimento da doenga“' >

. Individuos afetados por
sindromes que predispdem o surgimento de adenomas, como FAP (Familial Adenomatous
Polyposis), invariavelmente desenvolvem CCR por volta da terceira ou quarta década de vida
caso ndo realizem um rigoroso controle preventivo ou ainda, permanecam com o célon™ **
'® No entanto, apenas uma fracdo dos adenomas evolui para CCR e essa progressao ocorre
ao longo de anos ou décadas. Como exemplo, os adenomas de aproximadamente 1 cm de
tamanho apresentam uma probabilidade entre 10% a 15% de progressao para o carcinoma

ao longo de uma década™ *°

. Além disso, pacientes com colite ulcerosa grave e de longa
duragao tém um aumento de 10 vezes ou mais no risco de CCR em comparagao com a
populacio em geral®™.

No modelo de tumorigénese do CCR, descrito por Fearon e Vogelstein'’, a progressio
tumoral segue a sequéncia adenoma-carcinoma, sendo guiada pelo acumulo progressivo de
mutacdes e tendo o pdlipo adenomatoso como principal lesdo precursora do cancer” Y.
Recentemente, o pdlipo serrilhado foi reconhecido como uma lesdo precursora que segue

uma via alternativa e origina o CCR em aproximadamente 10-30% dos casos'®?!

. Os pdlipos
serrilhados formam um grupo heterogéneo de lesdes que incluem: pdlio hiperplasico,
adenoma serrilhado séssil, adenoma serrilhado tradicional e pélipos mistos (combinagdo de
2 ou mais caracteristicas)®. Os pdlipos hiperpldsicos s30 0s mais comuns e tém sido cada vez
mais sugeridos como lesdes precursoras, uma vez que podem se desenvolver em outros

polipos serrilhados®.



Os mecanismos relacionados ao desenvolvimento do carcinoma serrilhado sdao pouco
compreendidos. Mutagdes em BRAF e menos frequentemente em KRAS, sao provaveis de

serem eventos iniciais no carcinoma serrilhado, e ainda, observa-se presenga de

21 |24

instabilidade de microssatélites (MSI) e de metilacdo (CIMP)*® O’Brien et a
demonstraram alta frequéncia (82%) de mutagdo BRAF (V600E) entre carcinomas
serrilhados, assim como Yamane et al*” que observaram 40% de mutag3o BRAF, enfatizando
gue este evento seja um marcador especifico na via dos serrilhados. Outra alteracdo
molecular descrita em lesdes serrilhadas é a MSI. Stefanius et al*® relataram que 20,6% dos
canceres serrilhados apresentaram MSI, mas raramente observada em lesdes serrilhadas
iniciais tratando-se assim, de um evento genético tardio. A metilagao é também fortemente

2627 sendo observada em lesdes serrilhadas

relacionada a carcinogénese do CCR serrilhado
precursoras e em maior frequéncia em pdlipos serrilhados localizados no célon direito™®. A
hiper-metilagao é mais frequentemente associada com mutagdes BRAF que com mutagdes

KRAS em canceres serrilhados?Y 8

. Clinicamente, o CCR originado da via dos serrilhados
difere daqueles oriundos da via dos adenomas, no que diz respeito a sua progressdo e
resposta terapéutica. O adenocarcinoma serrilhado é mais propenso a uma menor
probabilidade de sobrevivéncia em 5 anos que os canceres convencionais® e as diferencas
no status MSI podem ter implicagdes terapéuticas, que requerem um manejo diferenciado

do paciente™ *°.

1.4 Fatores moleculares do CCR

Diferentemente da falta de fatores dietéticos e de estilo de vida bem definidos,
existem alteracdes génicas (tanto hereditarias quanto somadticas) bem estabelecidas que
influenciam diretamente na patogénese do CCR. Tais alteracdes sdo de dois tipos: aquelas
que levam a uma nova/aumento da funcdo de oncogenes e aquelas que levam a perda de
funcdo de um gene supressor tumoral®*>2,

As células neoplasicas sdo caracterizadas por anormalidades genéticas que podem ser
usadas para definir entidades de doencas especificas e seus marcadores de progndstico e
preditivo. No CCR, anormalidades gendmicas ocorrem em um padrdo ndo aleatério na
evolucdo adenoma-carcinoma e posteriores lesdes avangadas e a formagdo de metdstases™
**. Ha trés vias genéticas classicas conhecidas na patogénese do CCR: instabilidade

cromossémica (CIN - Chromosomal Instability), instabilidade de microssatélite (MSI -



Microsatellite Instability), e o fendtipo metilante (CIMP - CpG Island Methylator

33,34 (Figura 3). Estas trés vias sdo intimamente relacionadas e, ocasionalmente,

Phenotype)
os tumores apresentam alteragdes em multiplas vias. No CCR, essas alteragdes afetam vias
de sinalizacdo celular especificas ja bem estudadas, sendo elas: WNT (em aproximadamente
90% dos casos, por meio de inativacdo de APC), MAPK (mutacBes mutuamente exclusivas
em KRAS, NRAS e BRAF), PI13K (mutacGes em PIK3R1 e PIK3CA e dele¢cdes em PTEN), TGF-B
(alteracbes genémicas em TGFBR1, TGFBR2, ACVR2A, ACVR1B, SMAD2, SMAD3 e SMAD4) e
p53 (alteragdes em TP53 e ATM)** **. MutacBes em TP53 s3o encontradas em 60-80% dos
tumores colorretais e ocorrem na transicdo de adenoma para cancer (sugerindo o acumulo

36, 37

dessas alteragGes no tecido ao longo da progressdo do cancer) . Mutagdes em KRAS sao

eventos genéticos criticos na carcinogénese do CCR (30-50% dos casos sdo mutados),
estando associadas com a progressdao de ademonas de baixo grau para adenomas de alto

10, 36, 38
grau 7%,
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Fonte: Adaptado de Janne et al.*® e de Markowitz et al.**.

Figura 3 - Vias moleculares envolvidas na patogénese do CCR. (a) Instabilidade
cromossomica (CIN): mutacGes inativadoras de ambos os alelos de genes supressores
tumorais, mutacdes ativadoras de um alelo de oncogenes, perda de heterozigosidade (LOH)
e aneuploidias. (b) Instabilidade de Microssatélites (MSl): mutacGes em genes responsaveis
pelo Mismatch Repair desencadeiam alteracdes em diversos genes relacionados a fungoes
como: proliferacdo, sinalizacdo celular, apoptose e reparo de danos. (c) Fenétipo metilante
(CIMP): via epigenética ocasionada por hipermetilacdo de regido promotora de MLHI1 e

muta¢cao em BRAF.

A maioria dos casos de CCR (85-90%) surge por meio da via de instabilidade
cromossémica (CIN)34. AlteracOes causadas por rearranjos estruturais cromossomicos,

amplificagdes e dele¢des cromossGmicas, com variagdo no numero de cdpias, sao eventos



comuns para esta via. Como principais consequéncias obtidas com a CIN observa-se: a perda
de genes supressores tumorais e/ou amplificagio de oncogenes nas regides afetadas®® >.
Tumores com CIN apresentam um perfil ndo hipermutado, isto é, ndo possuem
elevadas taxas de mutacdo em todo o seu genoma, mas mesmo assim, apresentam
mutacOes em genes caracteristicos (APC, TP53, KRAS, PIK3CA, FBXW7, SMAD4, TCF7L2 e
NRAS), como evidenciado pelo consércio TCGA (The Cancer Genome Atlas)®®. Os genes KRAS
e NRAS apresentam mutacdes oncogénicas (ativadoras) nos cédons 12/13 ou 61, enquanto
os demais genes apresentam mutaces inativadoras>>. E importante também destacar que
dentre os tumores nao-hipermutados, ndo ha diferencas entre o padrao geral de alteracdes
no numero de cépias génicas, no perfil de metilagdio, de mRNA e de miRNA que possa
distinguir entre carcinoma de célon e carcinoma de reto®* *>.
Em contraste, a MSI é menos comum e é mais provavel de estar associada com CCR

hereditario, além de apresentar um melhor prognéstico'® *

. Acredita-se que as vias CIN e
MSI conduzam a diferentes caminhos no desenvolvimento do CCR*. Ao contrario dos
tumores com CIN, os casos com MSI (tumores que apresentam defeitos em genes de reparo
de DNA do tipo Mismatch Repair) apresentam um perfil hipermutado, isto é, possuem
elevadas taxas de mutac¢do em todo o seu genomags' %0 Nestes casos, os genes ACVR2A, APC,
TGFBR2, MSH3, MSH®6, SLC9A9 e TCF7L2 sao frequentemente alvos de mutacdo, juntamente
com mutagdes em BRAF (V600E)35. No entanto, dois genes que sdo frequentemente
mutados em tumores nao-hipermutados apresentam taxa de mutagdo significativamente
menor em tumores hipermutados, sendo eles: TP53 (60% contra 20%, p<0,001), e APC (81%
contra 51%, p=0,002)35. Outros genes, incluindo TGFBR2, estdao recorrentemente mutados
nos canceres hipermutados, mas ndo nos casos nao-hipermutados. Isto sugere que tumores
que se apresentam hipermutados ou nao, progridem por meio de diferentes sequéncias de
eventos génicos>>.

O fenodtipo metilante € um evento presente no CCR, independente da sua origem
génica (hereditaria ou somatica) e caracteriza-se principalmente pela metilacdo da regido
promotora do gene MLH1*. Assim como nos casos que apresentam MSI, observam-se
tumores com hipermutagdo em todo o genoma®’. No entanto, tumores com metilagdo da
regido promotora do gene MLH1 e aqueles apresentando MSI-H (por mutagdes génicas)
possuem um perfil mutacional diferente. Ao se analisar regides de repeticOes

mononucleotidicas em sequéncias codificantes, observa-se uma taxa de mutacdo 3,6 vezes



maior em amostras metiladas em relagdo a tumores hipermutados sem metilagdo de MLH1
e de 50 vezes maior em relagdo a tumores n3o hipermetilados®. Andlise de perfis de
metilacdo em regides promotoras do DNA revela a existéncia de subgrupos tumorais.
Subgrupos contendo tumores com elevadas taxas de metilacdo, classificados como CIMP-
high e subgrupos com menores taxas de metilagdo, classificados como CIMP-low **.

Em conjunto, as caracteristicas moleculares acima descritas encontradas no CCR foram
a base para uma classificagdo em cinco grupos elaborada por J R Jass em 2007, dependendo
da presenca de CIN, MSI ou CIMP e de mutagdo nos genes KRAS ou BRAF**. Baseado nessa
classificacdo foram apresentados os grupos: Tipo 1 (CIMP-high/MSI-H/BRAF mutado), Tipo 2
(CIMP-high/MSI-L ou MSS/BRAF mutado), Tipo 3 (CIMP-low/MSS ou MSI-L/KRAS mutado),
Tipo 4 (CIMP-neg/MSS) e Tipo 5 ou Sindrome de Lynch (CIMP-neg/MSI-H). As vias
moleculares foram determinadas num estagio precoce (lesGes pré-cancerosas) da doenca.
Os pdlipos serrilhados foram apontados como precursores dos Tipos 1 e 2, os adenomas
para os Tipos 4 e 5, enquanto que para o Tipo 3 qualquer pdlipo atua como lesdo
precursora”. Os Tipos 1 e 4 ndo apresentam sobreposicdes moleculares uns com os outros,
enquanto que os Tipos 2, 3 e 5 combinam as caracteristicas moleculares dos Tipos 1 e 4 de
diferentes maneiras™.

Recentemente, com o advento dos sequenciadores de nova geragao e das ferramentas
de bioinformdtica de anadlise em larga escala, diversas amostras tumorais vém sendo
analisados por consércios internacionais, como o TCGA®> e sendo apresentadas em
trabalhos” ** de grande impacto cientifico. Essas abordagens geram resultados que
permitem novas classificacdes e interpretagdes de tipos tumorais. Visto isso, um consorcio
internacional (The CRC Subtyping Consortium - CRCSC) prop6s uma nova classificacdo em
subtipos para o CCR, através de andlise bioinformatica de perfis de expressdo génica*. Esta
propds a divisdo em quatro subtipos moleculares de consenso (Consensus Molecular
Subtypes — CMS): CMS1 (casos hipermutados (CIMP-H), MSI-H, BRAF mutado, forte ativagdo
imunoldgica e podlipos serrilhados como lesdo precursora), CMS2 (CIN, ativagdo das vias WNT
e MYC e adenomas como lesdo precursora), CMS3 (podem ser MSI ou CIN, mas apresentam
KRAS mutado e desregulacdo metabdlica) e CMS4 (CIN, ativagdo de TGF-B e angiogénese)*.
Os autores consideram esses grupos como o produto do sistema de classificacdo mais
robusto disponivel atualmente para o CCR, com implicagdes bioldgicas, e as bases para

futuras estratificacBes clinicas e intervenc@es baseadas nos subtipos**.



1.5 Instabilidade de Microssatélites no CCR

Tumores com MSI sdo caracterizados por apresentarem defeitos em genes de reparo
de DNA “Mismatch Repair” (MMR), tais como: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (Figura 4). Falhas
neste mecanismo de reparo durante a replicacdo do DNA geram inser¢cdes ou delecdes de

45, 46

bases . Este fendbmeno causa o surgimento de novos alelos detectdveis, com uma

alteracdo no tamanho do alelo entre DNA tumoral e normal.
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Fonte: Adaptado de Sinicrope et al.*’.
Figura 4 - Atuagdo das proteinas do Mismatch Repair (MMR). Quadro superior: Erro de
pareamento de um par de base reconhecido pelo complexo MSH2-MSH6 e ligado para
correcao pelo complexo MLH1-PMS2. Quadro inferior: Erro de insercdo de bases
reconhecido pelo complexo MSH2-MSH3 ou MSH2-MSH6 e ligado para correcdo pelos
complexos MLH1-MLH3, MLH1-PMS1 e MLH1-PMS2.

Microssatélites sdao sequéncias simples de DNA que consistem de uma unidade de

repeticdo de 1-5 pares de base (pb) com 25-60 pb de comprimento. A expansdo ou a
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contracdo destas sequéncias, devido ao aumento ou diminui¢cdo nas unidades de repeticdo
da origem ao que é referido como instabilidade de microssatélites (MSI). A MSI é detectada
entre 10-15% dos CCRs esporadicos e em aproximadamente 100% dos casos de sindrome de
Lynch (ou cancer colorretal hereditario ndo polipdide - HNPCC)*®. Entre 75-80% dos casos
esporadicos ocorre devido a perda da atividade do MMR causada por hipermetilagdao do

3% 41,4950 Embora o CCR com MSI ocorra preferencialmente no

promotor do gene MLH1
colon direito, é raramente encontrado na porgdao esquerda. No entanto, o fenétipo MSS
(estabilidade de microssatélite) é a principal caracteristica molecular em ambos os lados do
célon, sendo observada uma frequéncia de 60% no lado direito e de 90% no lado esquerdo®
9.

Visando suprimir as discrepancias encontradas entre resultados de diferentes estudos
envolvendo MSI, o National Cancer Institute/International Collaborative Group - HNPCC
(NCI/ICG-HNPCC) recomendou em 1998 que o procedimento padrdo fosse a analise de um
painel composto por regides de microssatélite. Este painel ficou conhecido como Painel de
Bethesda e era composto por 5 marcadores: 2 mononucleotidicos (BAT25 e BAT26) e 3
dinucleotidicos (D55346, D2S123 e D17S5250). Usando este painel de referéncia, trés
fendtipos de MSI sdo descritos: alta instabilidade de microssatélite (MSI-H), baixa
instabilidade de microssatélite (MSI-L) e estabilidade de microssatélite (MSS)*. A MSI-H é
caracterizada pela presenga de instabilidade em mais de 40% dos marcadores examinados
(ao menos 2 de 5 marcadores), a MSI-L é caracterizada pela presenca de menos de 40% dos
marcadores instaveis (1 de 5 marcadores) e a auséncia de instabilidade (zero de 5
marcadores) caracteriza os tumores MSS®. Apds esse painel, outros foram sugeridos usando
marcadores tetra, di ou mononucleotidicos para determinacdo do status de MSI. No
entanto, todas essas variacdes nos painéis necessitam de padronizacdo para a populagdo em
analise e ainda mais, a necessidade de inclusdao de DNA proveniente de tecidos normais
(matched-normal DNA) para servir de referéncia nas anélises® %2,

Em 2002, o National Cancer Institute (NCI) realizou um workshop para reavaliar os

8 Neste workshop concluiu-se a

procedimentos padrdes sugeridos em Bethesda™
existéncia de limitagdes no uso dos marcadores citados anteriormente e foi recomendada a
substituicao dos dinucleotidicos por mononucleotidicos. Assim, o painel sugerido era
composto de 5 marcadores mononucleotidicos (BAT25, BAT26, NR21, NR24 e NR27) e ndo se

fazendo mais necesséria a comparagdo com DNA de tecido normal®*>3.
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Devido a presencga generalizada de regides de microssatélites por todo o DNA, em
casos exibindo MSI sao esperadas mutagdes em todo o genoma das células tumorais. Estas
alteragbes podem contribuir para a tumorigénese, se localizadas em sequéncias
codificadoras, de tal forma que alterem as proteinas e ainda podem estar localizadas em

54, 55

regioes intergénicas ndo-reguladoras . Genes que abrigam mutac¢des em microssatélites,

devido ao fendtipo MSI sao comumente designados: genes MSI-alvo. Existem varios genes
MSI-alvo descritos, porém a relevancia deles no desenvolvimento do cancer n3o é clara®® >>.
Alguns destes genes como TGFBRII e BAX sao frequentemente mutados no cancer colorretal

MSI-positivo>® °°

, enquanto que outros genes, como IGFRIl, TCF4 e AXIN, foram relatados
N ._ 54,55 ~ . , .

com menores frequéncias . Para que as mutagdes exergam efeito maximo, os genes MSI-

alvo precisam apresentar alteragdes em ambos os alelos, no entanto observam-se alteragdes

mono-alélicas na maioria dos casos. Isto implica que a inativagdao de um unico alelo pode

resultar na produgdao de quantidades insuficientes de um produto génico em particular

40,5658 De forma

(hapldide-insuficiéncia), que seria suficiente para promover a carcinogénese
elucidativa, o trabalho de Kim et al.* apresentou uma ampla andlise compreensiva do
genoma de casos de CCR com MSI quanto a prevaléncia de mutacdes, ao espectro de
alteragbes e as consequéncias funcionais das alteragdes nos microssatélites. Os seus
resultados forneceram um visdao geral da MSI em genomas de cancer, destacando sua
especificidade ao tipo tumoral, o impacto na expressdo génica e o papel na organizacdo da
cromatina. Outro trabalho que exemplifica a importancia da MSI sobre os genes MSl-alvo é o
de Hause et al.*’. Neste trabalho, a importancia da MSI foi demonstrada em 18 tipos
tumorais diferentes (como, célon, reto, endométrio, estdbmago, pulmao, préstata, ovario
etc) e as analises ofereceram uma visao sobre as caracteristicas da MSI que sdo conservadas
entre tipos tumorais diferentes, tanto quanto as que sdo especificas e ainda, revelaram
aspectos que possam melhorar o diagndstico clinico e a descoberta de novos genes ligados
aos canceres em analise®.

O cancer colorretal com MSI parece estar relacionado a determinadas caracteristicas
clinicas e histopatologicas distintas de casos MSI-negativos. Dentre essas caracteristicas
podemos destacar: localizagao tumoral no cdlon proximal, alta infiltragdo de linfocitos, baixa

frequéncia de metéstases a distancia e um melhor progndstico®® >

. Tem-se a hipdtese de
gue, em uma fase avancada de transformacao, a alta frequéncia de mutacdes caracteristicas

destes tumores pode tornar as células tumorais mais imunogénicas, uma vez que uma
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evidente infiltragao intra-epitelial de linfécitos T e agregados de células B nodulares sao
detectados em tumores MSI-positivos. Portanto, uma forte resposta imune contra células
deficientes MMR pode diminuir seu potencial de invasdo e metastase, e, possivelmente,
explica porque tumores colorretais MSI-positivos tém melhor prognéstico®® *% 47738,

No entanto, enquanto tumores MSI-positivos apresentem um melhor progndstico em
relacdo a outros tumores colorretais, as células com deficiéncia de MMR demonstram-se
resistentes a certas drogas utilizadas no tratamento, como o 5-fluorouracil (5-FU), embora

#0538 Recentemente, o status de MSI

existam evidéncias contraditérias neste tdpico
ganhou destaque como novo potencial biomarcador de sensibilidade aos novos regimes de
imunoterapia. Casos MSI-positivos foram listados como bons respondedores clinicos (fator
preditivo) para tratamentos envolvendo anti-PD-1 (pembrolizumab)®. Esta estratégia
explora a elevada infiltracao linfocitdria presente nos casos MSI-positivos, que podem ativar
a resposta imune com base nos antigenos gerados pelas altas taxas de mutagdo (falha no
Mismatch repair) observada nestes casos>".

Portanto, a MSI é um marcador molecular Gtil ndo sé para fins de diagndstico, de
diferenciacdo de natureza espordadica versus hereditaria e de progndstico, mas também para

a previsdo terapéutica em pacientes com CCR, sendo atualmente um biomarcador crucial

para o CCR®.

1.6 Instabilidade de Microssatélites no CCR — Sindrome de Lynch
A Sindrome de Lynch (ou cancer colorretal hereditario ndo polipdide - HNPCC) é uma
sindrome de predisposicao hereditaria com heranga autossomica dominante, responsavel

por aproximadamente 5% dos casos de CCR®Y

. Causada por mutacdes germinativas,
principalmente nos genes de reparo de DNA do MMR (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) e
caracterizada pelo risco aumentado de desenvolvimento de CCR e de endométrio com idade
abaixo dos 50 anos, além de risco moderado para canceres de estdmago, intestino delgado,

61-63

bexiga urindria e ovario” °. Ainda com um aumento no risco de desenvolvimento de

multiplos tumores, com aproximadamente 18% dos casos apresentando tumores sincronicos
e cerca de 50% tumores metacronicos®® .

Um desafio presente para a clinica oncolégica é a correta identificacdo de pacientes
acometidos pela Sindrome de Lynch e a precisa detec¢do de familiares portadores de

alteragbes. O correto rastreamento dos portadores é importante para a prevengao do



13

surgimento da doenga ou mesmo para a detecgao precoce, aumentando as probabilidades
de cura. Visando uma clara identificagdo, classificagao e padronizagdao no diagndstico clinico
de pacientes e familiares em risco, guidelines internacionais (critérios clinicos) foram
estabelecidos com destaque para os de Amsterdam e Bethesda (Quadro 1).

Devido as caracteristicas genéticas da Sindrome de Lynch e por os guidelines serem de
dificil aplicagao e de baixa especificidade, a analise de MSI torna-se um dos critérios mais
relevantes para a identificagdo de pacientes ou familias acometidas. Com isso, o
rastreamento molecular foi proposto65 para todos os pacientes com CCR (principalmente

aqueles com menos de 70 anos) e diversos estudos®®®®

realizados reportaram que esta
metodologia contribuiu pra a identificagdo de consideravel niumero de portadores de
mutacdes nos genes do MMR (2,4 a 3,7% dos casos testados). Ainda, relataram que de 12 a
28% dos casos nao seriam diagnosticados, caso os critérios clinicos fossem exclusivamente
utilizados para rastreamento®. Recentemente, a andlise dos genes do MMR por meio de
técnicas moleculares ou imunoistoquimica é considerada fundamental para o rastreio da
Sindrome de Lynch, enquanto que a identificacdo de mutagdes germinativas é o critério final

para o diagnostico da sindrome em pacientes selecionados pelo rastreio molecular,

evidenciando o papel fundamental da MSI no contexto clinico dessa doenga.
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Quadro 1 — Guidelines e seus critérios para diagndstico da Sindrome de Lynch considerando

histéria clinica e familiar de cancer.

Amsterdam |

(todos os critérios devem ser atendidos para se fazer o diagndstico)

1 - Familias com 3 casos de CCR em que 2 dos individuos afetados sdo parentes em 12 grau
do terceiro;

2 - Familias com casos de CCR em no minimo 2 geracdes;

3 - Familias com 1 caso de CCR antes dos 50 anos de idade;

4 - Exclusdo do diagnéstico de PAF (polipose adenomatosa familiar);

Amsterdam I

- Trés familiares com neoplasia associada a Sindrome de Lynch (além de CCR, incluem:
tumores de endométrio, estdbmago, intestino delgado, hepatobiliares, pelve renal e ureter),
sendo um parente em 12 grau dos outros dois, envolvendo pelo menos 2 gera¢des e com um
ou mais casos diagnosticados antes dos 50 anos de idade;

Bethesda

(o preenchimento de todos os aspectos de um item apenas é suficiente para o diagndstico)

1 - CCR diagnosticado antes dos 50 anos de idade;

2 - Presenga de CCR sincrénico ou metacrénico, ou outro tumor de espectro Lynch
independente da idade;

3 - CCR com histologia sugestiva de alta instabilidade de microssatélites antes dos 60 anos
de idade;

4 - Probando com CCR e um ou mais familiares de 12 grau com tumor do espectro Lynch,
sendo um dos tumores diagnosticados antes dos 50 anos;

5 - Probando com CCR e dois ou mais familiares de 12 grau ou 22 grau com tumores do
espectro Lynch diagnosticados em qualquer idade;

Fonte: Adaptado de Syngal et al.”

1.7 Ancestralidade no cancer

A variagdo fisioldgica/patoldgica observada entre os individuos é produto da variagdo
genética de cada um. Os dois componentes principais desta variabilidade genética sao os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP - single-nucleotide polymorphisms) e as varia¢oes
no numero de cépias (CNV - copy-number variation). InUmeros SNPs ja foram descobertos e
a nivel nucleotidico, os genomas de dois individuos divergem na razdao de 1 em 1000 pb. As
variagdes no numero de copias sao menos comuns, mas contribuem com um adicional de

0,4% na divergéncia entre dois genomas. Quaisquer dois individuos podem ser 99,5%
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idénticos a nivel de sequéncias de DNA, refletindo uma relativa recente origem de nossa
espécie’”.

Estudos mostram que a grande maioria da variacdo genética (85-90%) pode ser
encontrada dentro de qualquer populacdo humana, sendo que somente 10-15% de variacdo

2 73, corroborando a similaridade

€ acrescida quando considerada toda a populagao humana
genética entre pessoas de diferentes ancestralidades”. Ocasionalmente, uma variante (SNP
ou varia¢do no numero de copias) é relativamente comum em uma populagdo, mas ausente
(ou quase) em outra. Isto pode ocorrer devido ao recente surgimento de uma variante que
ainda n3o se espalhou a outras populagdes’”.

Uma forte correlacdo entre localizacdo geografica e similaridade genética é
geralmente observada em comparacdes de prevaléncia de variantes (SNPs e variacdes de
nimero de cdpias) entre populagdes’” ’*. Estudos populacionais demonstram que
populacdes africanas tém relativamente maior diversidade genética do que outras
populacdes e que a variacdo encontrada fora da Africa tende a ser um subgrupo de variacio
genética africana. Apoiando assim, a origem africana de nossa espécie’* .

Visto essa prevaléncia de determinadas variantes em diferentes populagdes isoladas
geograficamente, e o fato de podermos analisar um grande nimero de polimorfismos, a
ancestralidade individual pode ser inferida. Mais recentemente, analisando-se milhares de
SNPs, os pesquisadores foram capazes de inferir a ancestralidade individual mais
precisamente, frequentemente atribuindo ascendéncia para regides geograficas

especificas’"’

. A determinagdo da ancestralidade é possivel porque mesmo que poucas
variantes estejam presentes em uma populagao, elas estao presentes em quase a totalidade
dos individuos dessa populacio e ausentes nos membros de outra populagdo’®.

Embora a ancestralidade possa ser determinada com analises genéticas, a
compreensao destes dados mostra que as categorias populacionais ndo sdo entidades
discretas, facilmente distinguiveis. Muitas populagdes, tais como afro-americanas e hispano-
americanas, apresentam uma complexa recente ancestralidade. Os afro-americanos, em
média, apresentam cerca de 20% de ascendéncia europeia’®, mas essa proporg3o varia
substancialmente entre diferentes populacdes afro-americanas na América do Norte®” 5.

Além disso, analises genéticas de ancestralidade de individuos que se autodeclararam afro-

americanos demonstraram elevadas proporgdes (mais de 50%) de ascendéncia genética
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europeia, enquanto alguns autodeclarados europeus americanos apresentaram ascendéncia
genética africana substancial®® .

O CCR representou 9% de todos os canceres diagnosticados nos EUA em 2012, embora
a taxa de incidéncia tenha evidenciado um lento e constante declinio ha quase 30 anos,
antes mesmo da generalizagdo dos programas de rastreio®. Em contraste com o declinio
geral, dados do SEER (Surveillance Epidemiology and End Results) mostram que desde 1992 a
incidéncia do CCR estd aumentando entre os adultos com menos de 50 anos. Alguns

estudos®® &

tém sugerido que a ocorréncia em jovens parece afetar desproporcionalmente
pacientes nao-brancos de determinadas localidades dos EUA. A menor média de idade de
desenvolvimento de CCR em afro-americanos fez com que algumas organizacdes médicas
passassem a recomendar, nos programas de rastreio, a diminuigdo da idade de inclusao
(atualmente 50 anos de idade em brancos ndo-hispanicos) para o grupo dos afro-
americanos®. As diferencas étnicas entre os pacientes com CCR foram também descritas em
relagao a enzimas metabolizadoras de drogas, a respostas tumorais e a taxas de toxicidade
da droga®’.

Com esses dados epidemioldgicos pode-se observar uma diferenga no curso de
desenvolvimento da doenga inerente ao grupo étnico origindrio de cada paciente. Assim
como em diversas outras patologias, o cancer também sofre influéncias genéticas ligadas a
ancestralidade. Para os casos americanos de CCR, sabe-se que determinadas caracteristicas
clinico-patoldgicas sao mais frequentes em pacientes afro-americanos e outras em brancos
nao-hispanicos. Como exemplo podemos citar o fato de afro-americanos terem uma maior
incidéncia de adenomas e cancer comparados aos brancos nao-hispanicos nos ultimos 30

anos®® &8

. Esse fato é muito importante pois, o local de desenvolvimento do tumor tem
importantes implicagdes nao so relacionadas com o rastreio, mas também as caracteristicas
bioldgicas distintas e progndstico®®. Podemos ainda relacionar a localizago (proximal/distal)
da lesdo com caracteristicas genéticas, como por exemplo: presenca de MSI, hipermetilacdo
e elevada taxa de alteragdao em genes MSI-alvo. Com isso, alguns autores sugerem uma
maior propensdao de afro-americanos apresentarem MSI e hipermetilagdo em ilhas CpG,
podendo estas diferencas terem implicacbes progndsticas e terapéuticas, além de uma
maior inclusao de pacientes jovens com origem africana nos programas de rastreio®> .

Trabalhos na literatura como o de Xicola et al.®* e o de Yoon et al.*° reportam

diferencas em caracteristicas genéticas como, presenca de mutacdes em KRAS e BRAF em
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diferentes grupos étnicos de pacientes americanos. Em Yoon et al.”® onde foram analisados
pacientes com doenga estagio Ill, brancos apresentaram mais que duas vezes a frequéncia
de mutagao em BRAF que em pacientes negros e asiaticos. Mutagdes KRAS foram mais
frequentes em negros e tumores nao mutados para KRAS e BRAF foram mais frequentes
entre os asidticos. Ainda para os asiaticos tem-se uma tendéncia de menor taxa de fumantes
e obesos quando comparados com os brancos e negros. Além disso, apresentam tumores
com localizacdo no cdlon distal, proficientes para o MMR e com provavel origem em pdlipos

adenomatosos™.

1.8 Ancestralidade no Brasil

O Brasil € o maior pais da América Latina com mais de 200 milhdes de habitantes. Essa
populacdo é altamente diversificada e miscigenada, sendo o resultado de populacdes
amerindias, colonizadores/imigrantes europeus e escravos africanos. Com relagdo aos
escravos africanos, o Brasil recebeu aproximadamente 4 milhGes durante o periodo de
escravidao, enquanto os EUA receberam aproximadamente 600 mil, ou seja, sete vezes mais
africanos em nosso territério®" 2.

A ancestralidade gen6mica no Brasil, assim como na América Latina, apresenta
conflitante correlagdo com fendtipos bem distintos, como: cor da pele, etnia autodeclarada,
caracteristicas socioculturais e status socioeconbmico. Além disso, apds séculos de
miscigenagdao observa-se uma preferéncia em relagdes interpessoais onde os individuos
envolvidos sdo da mesma ascendéncia e seus fendtipos morfoldgicos e caracteristicas
socioeconOmicas sdo correlacionados, uma tendéncia também observada em outros paises

do continente’ %

. Outro ponto importante do processo de formagao e miscigenagao da
populagdo brasileira é o fato de nunca ter existido leis de segregacao, como observado nos
EUA e na Africa do Sul. Isto permitiu que a composi¢do da populagio fosse altamente
miscigenada e a sua classificagdo e percepgao étnica de cada individuo fosse mais complexa

que naqueles que apresentaram politicas de segregacdo racial® **

. A miscigenagao presente
no Brasil permite questionar-se como a classificagdo étnica se correlaciona com a
ancestralidade gendmica dos brasileiros e assim temos inumeros trabalhos baseados em
diversos marcadores informativos mostrando resultados conflitantes sobre isto” %,

Por apresentar um tamanho continental, no Brasil temos regides com caracteristicas

ancestrais particulares e ainda, diferengas dentro de uma mesma regidao devido
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principalmente ao tamanho populacional da regigo e ao fluxo de pessoas que ela possui™ *®.

No trabalho de Lima-Costa et al.’?, temos gue nas populacdes analisadas (Nordeste
(Salvador), Sul (Pelotas) e Sudeste (Bambui)) hd uma significativa associacdo entre o fendtipo
e a ancestralidade gendmica e que a associagao entre a ancestralidade auto-declarada e a
gendnima para os brancos e negros, foi maior nos extremos da propor¢ao da ancestralidade
africana. Ainda nesse trabalho, observa-se que a ancestralidade africana é maior no
Nordeste do pais, assim como a europeia esta mais presente no Sul e Sudeste. Ainda temos
que a contribuicdao dos povos amerindios esta concentrada principalmente na regiao Norte
(Amazobnia) visto que nas trés populagdes analisadas a proporgdo dessa ancestralidade foi
muito baixa”. Esse panorama de diversidade ancestral esta descrito também nos trabalhos

.°° onde a analise de hapldtipos de DNA mitocondrial

de Alves-Silva et al.?” e de Pena et a
revelou que a regido Norte apresenta uma grande influéncia de amerindios, a Nordeste tem
forte presencga de africanos e a Sudeste é composta principalmente de europeus. Ainda,
analisando-se a populagdao brasileira quanto a cor autodeclarada e as regides do pais,
observa-se uma fraca relacdo entre a cor e a ancestralidade brasileira'®1%%,

Com esse panorama geral apresentado sobre o cancer colorretal (elevada incidéncia,
caracteristicas clinico-patoldgicas, mecanismos de carcinogénese, instabilidade genomica e
influéncias da ancestralidade), o presente trabalho se justifica: pela auséncia de uma andlise
sistematica deste tipo tumoral em casos brasileiros; desconhecimento da frequéncia de MSI,

suas causas e seu impacto nos genes MSI-alvo e qual o contributo da ancestralidade genética

e sua interagdo com o fendtipo MSI e com o perfil clinico-patolégico.
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2 OBIJETIVO

O objetivo geral deste projeto é elucidar o impacto molecular e clinico da instabilidade
de microssatélite (MSI) em pacientes com cancer colorretal do Hospital de Cancer de

Barretos.

2.1 Objetivos especificos

) padronizar e implementar a técnica de andlise de MSI para a populacdo
brasileira, no Centro de Diagndstico Molecular do Hospital de Cancer de Barretos;

II)  determinar a frequéncia de MSI e correlacionar com a expressdo das
enzimas de reparo de DNA do tipo Mismatch Repair (MMR);

llI)  nos casos com MSI-H, avaliar a presenca de mutacdes em um painel de 24
genes MSl-alvo pré-selecionados com base na literatura;

IV) nos casos com MSI-H, analisar o status de metilacdo da regido promotora
do gene MLH1 e avaliar a presenca de mutacdo no gene BRAF (V600E);

V)  determinar a ancestralidade dos pacientes por meio de marcadores
moleculares e correlacionar com os dados genéticos e caracteristicas clinico-
patolégicas;

VI)  correlacionar as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com os

dados genéticos;
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi avaliado e aceito para realizacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos com o processo n? 600/2012 (Anexo A).

Foram incluidos 1013 pacientes diagnosticados entre 2010 e 2014 com cancer
colorretal e sujeitos a cirurgia pelo Departamento de Digestivo Baixo do Hospital de Cancer
de Barretos. Apds cirurgia, o material desses pacientes passou por andlises de rotina junto
ao Centro de Diagndstico Molecular (analise de MSI) e do Laboratdrio de Patologia (analise
de imunoistoquimica de proteinas de reparo de DNA do tipo MMR) do Hospital de Cancer de
Barretos.

Durante o periodo de inclusdo dos pacientes, aqueles diagnosticados com Sindrome de
Lynch foram excluidos. Posteriormente, no momento do inicio das analises estatisticas
(Mar¢o/2016), casos com menos de 50 anos e com histéria familiar de cancer foram
encaminhados para a consulta de aconselhamento genético junto ao Departamento de
Oncogenética do Hospital de Cancer de Barretos, mas permaneceram na casuistica do
presente trabalho. Permaneceram 22 pacientes, sendo 6 deles com confirmagdo de

Sindrome de Lynch.

3.1 Dados demograficos e clinico-patolégicos

Foram coletados dos prontudrios, por meio de ficha de coleta estruturada (Anexo C):
dados demograficos, dados de diagnéstico, dados de tratamento cirurgico, dados de
tratamento adjuvante e neoadjuvante, dados de tratamento paliativo e dados de
sobrevivéncia global. A coleta foi realizada e fez parte de um projeto de mestrado de um
aluno (médico oncologista) do nosso grupo de pesquisa.

Para registro e arquivo das informacdes, bem como o posterior processamento
estatistico, foi criado um banco de dados especifico no software SPSS versdo 21 (IBM), com

todos os dados coletados.

3.2 Obtengao de DNA de individuos saudaveis e de pacientes com cancer colorretal
O DNA de individuos saudaveis foi isolado do sangue utilizando-se o kit de extragao
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instrucées do fabricante. O DNA

tumoral foi isolado utilizando-se o kit de extracdo QlAamp DNA Micro kit (Qiagen), de
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acordo com as instrugdes do fabricante. Nos casos com MSI-H ou MSI-L, o DNA germinativo
do paciente foi extraido de tecido colorretal normal proveniente de outro bloco de parafina
do paciente. Todo o material extraido foi posteriormente acondicionado a -30 °C para as

posteriores andlises.

3.3 Andlise de Instabilidade de Microssatélite (MSI)

Para o estudo de MSI, foi realizada uma reacdo de PCR em multiplex composto por 5
marcadores mononucleotideos quasimonomorficos (NR27, NR21, NR24, BAT25 e BAT26),
segundo metodologia descrita previamente pelo nosso grupo'® 1%,

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 e NR27-HEX. Para a reagdao de PCR foi utilizado 1 pL de mix de primers em
concentracdo de 10 mM. Além disso, 5 uL de Master Mix Multiplex (Qiagen), 3 plL de dgua e
1 uL de DNA com concentragdo de 50 ng/uL foram adicionados, totalizando um volume final
de 10 pL. As condigdes de ciclagem no termociclador foram as seguintes: 95 °C por 15
minutos para a desnaturagao 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
extensdo, respectivamente. A extensao final foi proporcionada pela etapa de 72 °C por 40
minutos e temperatura de stand by de 4 °C.

Os produtos de PCR foram entdo preparados para a eletroforese capilar adicionando-
se 1 uL do produto amplificado, 8,7 pL de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) e 0,3 uL 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).
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3.4 Andlise de imunoistoquimica das proteinas do MMR (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2)

Cortes histolégicos de 3 micrometros em laminas marcadas foram realizados para
analise de imunoistoquimica utilizando o método do complexo avidina-biotina-peroxidase
com o sistema de detecgdo Dako EnVision™ FLEX (Dako) e o equipamento Autostainer Link
48 (Dako), de acordo com as especificacdes do fabricante.

O processo de recuperacgdo antigénica foi realizado a 97° C por 20 minutos (pH 9,0).
Peroxidases enddgenas foram bloqueadas com reagente de bloqueio EnVision FLEX (Dako).
Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-MLH1 monoclonal (diluigdo 1:100, clone
G168-728, Cell Marque®), anti-MSH2 monoclonal (diluicdo 1:100, clone G219-1129, Cell
Marque®), anti-MSH6 monoclonal (diluicdo 1:600, clone 44, Cell Marque®) e anti-PMS2
monoclonal (diluicdo 1:25, clone MRQ-28, Cell Marque®), sendo o tempo de incubacdo de
20, 20, 20 e 30 minutos, respectivamente. A solugcdo DAB foi utilizada para visualizacao, as
laminas foram contra coradas com hematoxilina e montadas com Entellan® (Merck
Millipore).

A marcagdo nuclear de células epiteliais normais, linfocitos e células estromais
serviram como controles positivos internos em cada caso. Todos os casos foram analisados
por um patologista que, baseado na marcacdo nuclear, classificou cada proteina quanto a
sua expressao. Nao importando a intensidade ou a extensdo da marcagao celular, conferiu-
se o status positivo para os casos que apresentaram marcagdo (presenca da expressao da
proteina em andlise) e o status negativo quando ndo apresentou marcacao (auséncia da

expressao da proteina em analise).

3.5 Estudo de potenciais genes MSl-alvo

Para o estudo de potenciais genes MSl-alvo foram selecionados, por meio de artigos
da literatura, genes que continham regides de microssatélite na sua constituicdo e que
foram relatados como importantes na carcinogénese. Nas suas avaliagdes, foram realizadas
PCR multiplex nos tumores classificados como MSI-H para um painel de 24 genes, sendo
eles: TCF4, XRCC2, MBD4, MRE11, ATR, MSH3, RAD50, MSH6, BAX, DNAPkc, BRCA1, BRAC2,
WISP3, BLM, PTEN, ATM, TGFBR2, XPO5, TRBP2, EGFR, HSP110, ABCC5, ROCK1 e GLYR1, de
acordo com o descrito previamente pelo nosso grupo'%* 1%,

Para a PCR dos genes MSl-alvo foram utilizados 5 pL de Qiagen multiplex PCR master

mix (Qiagen), 1 uL de mix de primers (1 mM), 3 uL de dgua e 1 uL de DNA com concentragdo
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de 50 ng/uL, totalizando um volume final de 10 pL. A ciclagem foi realizada nas seguintes
condigdes: 95 °C por 15 minutos para a desnaturagao inicial do DNA, seguido de 30 ciclos de:
94 °C por 30 segundos, 55 °C por 90 s e 72 °C por 45 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.

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

A presenca de alteragBes nestes genes foi verificada por meio de analise de
fragmentos (produtos de PCR) no sistema 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os
dados gerados pelo equipamento 3500 Genetic Analyzer foram analisados pelo software
GeneMapper versdo 4 (Applied Biosystems). O status selvagem foi conferido para a amostra
cujo tamanho do fragmento do tecido tumoral foi semelhante ao do tecido normal e o
status alterado foi conferido para a amostra cujo tamanho do fragmento do tecido tumoral

foi diferente (para mais ou para menos) ao do tecido normal.

3.6 Andlise da metila¢do da regidao promotora do gene MLH1

Para a andlise da metilagao da regiao promotora do gene MLH1, o DNA das amostras
analisadas passou por um tratamento com bissulfito de sdédio. Utilizou-se o kit EpiTect
Bisulfite Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Neste tratamento, o bissulfito de sédio (juntamente com elevada temperatura e baixo
pH) promove a deaminagdo de citosinas ndo-metiladas em uracilas e mantém as citosinas
metiladas como citocinas, ja que o grupamento metil protege o DNA contra a deaminagao.
Mediante isso, é possivel identificar as regides metiladas nas sequéncias a serem analisadas.
Na reagdo foram utilizados 200 ng de DNA, 85 pL de Bisulfite Mix, 35 uL de DNA Protect
Buffer e agua para um volume final de 140 pL. Essa reagao passou pela seguinte ciclagem:
desnaturagao a 95 °C por 5 minutos, incubagao a 60 °C por 25 minutos, desnaturagdo a 95 °C
por 5 minutos, incubacdo a 60 °C por 85 minutos, desnaturacao a 95 °C por 5 minutos,
incubagdo a 60 °C por 175 minutos e stand by a 20 °C por tempo indeterminado.
Posteriormente, realizou-se um clean-up do DNA tratado, de acordo com as instru¢des do

fabricante. Todo o DNA tratado foi armazenado em -30 °C.
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Os primers de MLH1 utilizados para a PCR prévia ao pirosequenciamento foram os do
kit Pyromark Q24 CpG MLH1 (Qiagen), seguindo as instru¢gdes do fabricante. Para essa
reacdo de PCR foram utilizados 12,5 uL de Master Mix Multiplex (Qiagen), 2,5 yL de Q-
Solution (Qiagen), 0,5 pL de cada primer, 4 uL de dgua e 5 pL de DNA tratado com bissulfito
de sddio. A ciclagem foi realizada nas seguintes condi¢es: 95 °C por 15 minutos para a
desnaturagao inicial do DNA, seguido de 45 ciclos de: 95 °C por 20 s, 55 °C por 20 s e 72 °C
por 20 s que proporcionaram a desnaturagdo, o anelamento e a extensao, respectivamente.
A extensao final foi proporcionada pela etapa de 72 °C por 5 minutos e temperatura de
stand by de 4 °C. Apods essa reagdo de PCR, 10 uL do produto amplificado foi imobilizado em
beads, purificado por lavagens e preparado para sequenciamento em uma workstation
utilizando o kit de solucdes e reagentes do PyroMark Q24 (Qiagen), de acordo com
instrugdes do fabricante.

Por meio de pirosequenciamento, analisamos a porcentagem de metilagao das ilhas
CpG da regido promotora do MLHI1. Na técnica do pirosequenciamento, o DNA é
sequenciado por meio da sintese de uma nova cadeia que ocorre por um complexo de
reacdes que incluem enzimas (ATP sulfurilase, luciferase e apirase), substratos (adenosina-5’
fosfossulfato e luciferina) e nucleotideos. O pirosequenciamento foi realizado no
equipamento PyroMark Q24 (Qiagen) e analisado no software PyroMark v.2.0.6 (Qiagen).
Para a classificagdo do status da metilagdo foi utilizado 10% como ponto de corte (amostras
ndo-metiladas: <10% e amostras metiladas: >10%), baseando-se na literatura internacional*"

>0 referente a metodologia e previamente validados.

3.7 Avaliagdo da presenga de mutagdo no gene BRAF (V600E)
A presenga de mutagdo no gene BRAF (V600E) foi realizada por meio das técnicas:
sequenciamento direto de Sanger e PCR em tempo real - plataforma cobas (Roche). Para o

195 Brevemente, é

sequenciamento direto, seguimos o protocolo descrito pelo nosso grupo
realizada uma PCR da regido de interesse que, para isso, foram utilizados 7,2 uL de HotStar
Master Mix (QIAGEN), 5,6 pL de H,0, 0,3 uL de cada primer e 0,6 uL de MgCl, 5 mM e 1 puL
de DNA com concentragdo de 50 ng/uL, totalizando um volume final de 15 uL. A ciclagem foi
realizada nas seguintes condigdes: 95 °C por 15 minutos para a desnaturagdo inicial do DNA,

seguido de 40 ciclos de: 95 °C por 45 s, 55,5 °C por 45 s e 72 °C por 45 s que proporcionaram
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a desnaturacdo, o anelamento e a extensdo, respectivamente. A extensdo final foi
proporcionada pela etapa de 72 °C por 10 minutos e temperatura de stand by de 4 °C.

Apdés amplificagdo, os produtos da PCR foram purificados com EXO-SAP (GE
Technology), de acordo com as instrucdes do fabricante. Posteriormente, o produto da
purificagdo foi submetido a reagao de sequenciamento composta de: 1 puL de BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 puL de tampao de sequenciamento (Applied
Biosystems) e 1 plL de cada primer. A reagdo de sequenciamento é seguida de uma etapa de
purificagdo com BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O sequenciamento direto foi realizado em equipamento 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Foram
sequenciadas e analisadas visualmente ambas as fitas (Forward e Reverse).

Para uma pequena fragdo dos casos, foi realizada a analise de BRAF por meio da

plataforma cobas (Roche), seguindo as instrucGes do fabricante.

3.8 Determinagao da propor¢ao dos componentes da ancestralidade

O perfil dos componentes de ancestralidade de todos os pacientes incluidos no estudo
foi determinado por meio de métodos moleculares. Utilizou-se um painel de 46 marcadores
de ancestralidade (AIMs), constituidos por polimorfismos de insercdo e delecdo (INDELs) e
utilizando os dados genéticos do painel de diversidade HGDP-CEPH (Human Genome
Diversity Project - Centre d'Etude du Polymorphisme Humain) como referéncias, de acordo
com trabalho de Pereira et al.'®.

Para a reacdo de PCR dos 46 marcadores (AIM-INDELs) foram utilizados 5 puL de Qiagen
multiplex PCR master mix (Qiagen), 1 uL de mix de primers (0.1 mM), 3 uL de dgua e 1 uL de
DNA (20ng/uL) em um volume final de reagdo de 10 pL. A ciclagem foi realizada nas
seguintes condigdes: 95 °C por 15 minutos para a desnaturagao inicial do DNA, seguido de 30
ciclos de 94 °C por 30's, 60 °C por 90 s e 72 °C por 45 s que proporcionaram a desnaturacao,
o anelamento e a extensdo, respectivamente. A extensao final foi proporcionada pela etapa
de 72 °C por 60 minutos e a temperatura de stand by foi de 4 °C.

Os produtos de PCR foram entdo preparados para a eletroforese capilar adicionando-
se 1 pL do produto amplificado, 8,7 uL de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) e 0,3 uL de
GeneScan 600LIZ size standard (Applied Biosystems). A eletroforese capilar ocorreu no

sistema 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os dados gerados pelo equipamento
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3500 Genetic Analyzer foram analisados pelo software GeneMapper versdo 4 (Applied

Biosystems).

3.9 Analise estatistica

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

Para se trabalhar com a ancestralidade gendmica, afim de se eliminar a correlagao
existente entre ela, utilizou-se a Analise de Componentes Principais e na sequéncia os Scores
gerados por eles.

Para se verificar a associagdo entre o status de MSI com os dados demograficos e
caracteristicas clinico-patoldgicas utilizaram-se os Testes y? ou Exato de Fisher e para se
verificar a associacdo com os Scores dos PCA utilizamos o Teste Man-Whitney, apds a
verificagdo de normalidade pelo teste de Kolmogorv-Smirnov. As varidveis consideradas
significativas (p < 0,20) foram selecionadas para se ajustar o Modelo de Regressao Logistica
Multipla, por meio do qual estimamos a Odds Ratio pelo modelo final que foi composto por
todas as varidveis que se mantiveram significativas conjuntamente com um nivel de
significancia de 5%.

A probabilidade de sobrevivéncia foi estimada pelo método de Kaplan-Meier e a
comparagao entre as curvas foi realizada pelo teste Log-Rank. As caracteristicas
consideradas significativas (p<0,20) no referido teste foram utilizadas para ajustar o Modelo
de Riscos Proporcionais de Cox por meio do qual estimamos o Risco Relativo (RR). Para
compor o modelo final utilizaram-se as caracteristicas que se mantiveram significativas
(p<0,05) conjuntamente.

As analises foram realizadas utilizando o software SPSS versdo 21 (IBM).



27

4 RESULTADOS

4.1 Dados demograficos e caracteristicas clinico-patologicas

Os dados demograficos e as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes do estudo
foram adquiridos pela andlise de prontudrios no SAME (Servico de Arquivos Médicos e
Estatistica) do Hospital de Cancer de Barretos. As varidveis e os dados de: sexo, idade ao
diagnostico, regidao de residéncia, localizagdo do tumor primadrio, estadiamento, tumor
primario, linfonodos regionais, metastases, tipo histologico, grau histoldgico, invasao
angiolinfatica, invasdo perineural, tumor sincrénico, cirurgia tumor primario, metdstase ao
diagnodstico, numero de linfonodos ressecados, tratamento pré-operatdrio, quimioterapia
neoadjuvante, quimioterapia adjuvante, tipo tratamento droga de nova geragdo,
radioterapia, recorréncia e status de sobrevivéncia, constam na Tabela 1.

De modo geral, 52,1% dos casos sdo masculinos. A média de idade ao diagndstico dos
pacientes foi de 57,8 anos com desvio-padrao de 13,9 anos. Aproximadamente 78% dos
casos sao provenientes da regido Sudeste do pais. Mais de 51% dos casos possuem o tumor
primario localizado no célon esquerdo/reto alto. O estadiamento Il é o mais observado em
37% dos casos. De acordo com a classificagdo TNM temos: T3 em aproximadamente 67% dos
casos, NO em 54,5% e MO em mais de 81% dos casos. O tipo histolégico adenocarcinoma e
grau histoldgico I/1l é observado em 93,4% dos casos. Ndo se observou invasdo angiolinfatica
e nem perineural na maioria dos casos. Em 2,2% dos casos foi observado tumor sincrénico.
Aproximadamente 80% dos casos ndao possuiam metastase ao diagnodstico. A cirurgia do
tumor primario foi realizada em 96% dos casos e mais de 76% dos casos tiveram > 12
linfonodos ressecados. Como tratamento pré-operatdrio, tanto radioterapia quanto
quimioterapia concomitante foi realizado em 90,3% dos casos. Observou-se o uso de
quimioterapia neoadjuvante em 89,9% dos casos e nao se observou o uso de quimioterapia
adjuvante em 55,3%. Com relacdo ao uso de drogas de nova geracao, 19,1%, 3,1% e 1,0%
utilizaram Cetuximab, Bevacizumab e Cetuximab+Bevacizumab, respectivamente. A
radioterapia ndo foi utilizada em 79,3% dos casos. Dos casos analisados, 71,9% nao
apresentaram recorréncia e 57,1% deles estao vivos sem doenga no momento da coleta dos

dados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados demograficos e clinico-patolégicos dos pacientes portadores de CCR

coletados pela andlise de prontuarios no SAME (Servico de Arquivos Médicos e Estatistica)

do Hospital de Cancer de Barretos (2014 - 2015).

Variavel Categoria Porcentagem (N)
Masculino 52,1(528)
Sexo
Feminino 47,9 (485)
<50 anos 28,7 (291)
Idade ao diagndstico 250 e < 75anos 60,4 (612)
275 anos 10,9 (110)
Sudeste 77,7 (787)
Centro Oeste 8,6 (87)
Nordeste 8,1(82)
Regido de residéncia
Sul 3,7 (37)
Norte 1,2 (12)
Estrangeiro 0,8 (8)
Célon direito 25,2 (255)
Localizacdo do tumor primario Cdlon esquerdo/Reto alto 51,3 (519)
Reto médio e baixo 23,5 (238)
0/I 12,8 (128)
[ 37,1 (372)
Estadiamento
i 31,1 (312)
v 19,0 (190)
Tis/0 2,2 (21)
T1 3,3(32)
Tumor primario T2 12,1 (118)
T3 66,9 (653)
T4 15,6 (152)

(continua na préxima pagina)
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Tabela 1 (continuagdo) - Dados demograficos e clinico-patoldgicos dos pacientes portadores

de CCR coletados pela analise de prontudrios no SAME (Servigo de Arquivos Médicos e

Estatistica) do Hospital de Cancer de Barretos (2014 - 2015).

Variavel Categoria Porcentagem (N)

NO 54,5 (529)
Linfonodos regionais N1(1a3) 20,5 (199)

N2 (>4) 25,0 (243)

MO 81,7 (819)
Metastases M1la 11,9 (119)

M1b 6,4 (64)

Adenocarcinoma 93,4 (946)
Tipo histoldgico Mucinoso 5,9 (60)

Outros 0,7 (7)

Grau I/l 93,4 (930)
Grau histolégico

Grau lll/Indiferenciado 6,6 (66)

Nado 67,6 (629)
Invasdo angiolinfatica

Sim 32,4 (302)

Nado 85,6 (739)
Invasdo perineural

Sim 14,4 (124)

N3o 97,8 (988)
Tumor sincrénico

Sim 2,2 (22)

Nao 80,8 (802)
Metdstase ao diagnéstico

Sim 19,2 (190)

Nado 4,0 (40)
Cirurgia tumor primario

Sim 96,0 (972)
Numero de linfonodos <12 23,4 (223)
ressecados >12 76,6 (729)

RT exclusiva 7,4 (13)
Tratamento pré-operatério QT exclusiva 2,3(4)

RT QT 90,3 (159)

(continua na préxima pagina)
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Tabela 1 (continuagdo) - Dados demograficos e clinico-patoldgicos dos pacientes portadores

de CCR coletados pela analise de prontudrios no SAME (Servico de Arquivos Médicos e

Estatistica) do Hospital de Cancer de Barretos (2014 - 2015).

Variavel Categoria Porcentagem (N)
N3o 10,1 (18)
Quimioterapia neoadjuvante
Sim 89,9 (160)
Nao 55,3 (551)
Quimioterapia adjuvante
Sim 44,7 (445)
Nenhum 76,8 (317)
Tipo tratamento droga de nova Cetuximab 19,1 (79)
geracao Bevacizumab 3,1(13)
Cetuximab + Bevacizumab 1,0 (4)
N3o 79,3 (802)
Neoadjuvante 16,4 (166)
Radioterapia
Adjuvante 2,2 (22)
Paliativo 2,1(21)
N3o 71,9 (600)
Recorréncia
Sim 28,1 (235)
Vivo sem doenca 57,1 (578)
Vivo com doenca 9,9 (100)
Status de sobrevivéncia Obito por cancer 26,3 (266)
Obito por outras causas 4,8 (49)
Perda de seguimento 2,0 (20)

N: nimero.

4.2 Padroniza¢ao da técnica de andlise de Instabilidade de Microssatélites (MSl)

Uma das técnicas mais comum de anadlise de MSI é aquela em que se realiza uma PCR

multiplex composta de 5 marcadores mononucleotidicos (NR27, NR21, NR24, BAT25 e

BAT26), que potencialmente pode ser realizada sem o uso de DNA de tecido normal como

referéncia. Para isso, &

fundamental

estabelecer um intervalo de

variagao
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guasimonomorfico (Quasimonomorphic Variation Range - QMVR) para cada marcador para a
populacdo em estudo, neste caso, a populacdo brasileira.

O QMVR foi avaliado em DNA derivado de sangue de 214 individuos saudaveis, por
meio de uma PCR multiplex seguido de analise de fragmento. A amplificacdo de todas as
amostras foi realizada com sucesso para todos os cinco marcadores, obtendo-se assim 428
alelos para cada marcador. Os tamanhos dos alelos e as frequéncias absolutas e relativas
para cada marcador estdo representados na Tabela 2.

Os intervalos estabelecidos para cada marcador foram: 82—88bp para NR-27, 101-107
para NR-21, 119-125 para NR-24, 142-148 para BAT-25, e 174-180 para BAT-26. A
frequéncia de alelos variantes para cada marcador foi varidvel: BAT-26 demonstrou a maior
proporgdo de alelos variantes com 14 deles fora do intervalo; BAT-25 apresentou seis alelos
fora; seguido pelo NR-21 com quatro alelos e NR-27 com apenas um. Para o NR-24, nenhum
alelo foi observado fora do intervalo determinado. A determinacdao do QMVR dos individuos
analisados foi baseada na metodologia proposta por Buhard et al.**, onde se obteve a
frequéncia média dos alelos para cada marcador e se acrescentou +3 alelos criando assim o
intervalo de variagdao. O QMVR para todos os marcadores das nossas amostras difere em

poucos pares de base em relagdo ao que ja foi reportado previamente® .

Tabela 2 — Alelos e 0o QMVR (Quasimonomorphic Variation Range) para cada marcador.

NR-27 NR-21 NR-24 BAT-25 BAT-26
Alelo N (%) Alelo N (%) Alelo N (%) Alelo N (%) Alelo N (%)
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
80 99 118 133 163
81 1(0,23) 100 4(0,97) 119 134 1(0,23) 164  1(0,26)
82 2(0,46) 101 2 (0,46) 120  11(2,57) 135 165 13 (3,07)
83 7(1,63) 102 3(0,7) 121  65(15,2) 139 3(0,69) 174

84 119(27,8) 103 26 (6,07) 122 263 (61,4) 140 2(0,48) 175 11(2,58)
85 265(61,9 104  195(455) 123 89(20,8) 142  1(0,25) 176  45(10,5)

86  32(7,48) 105  182(42,5) 124 143 9(2,1) 177 212 (49,5)
87 2(0,46) 106 16 (3,77) 125 144  55(12,8) 178 142 (33,1)
88 107 126 145  185(43,2) 179 3(0,7)
89 108 146  140(32,7) 180  1(0,23)

147  24(56) 181
148  8(1,87) 182
149
150

O sombreado em cinza-escuro representa a média e o em cinza-claro o QMVR estabelecido
para cada marcador. N: nimero. pb: pares de base.
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Ap0ds o estabelecimento do QMVR, observaram-se 23 individuos (Tabela 3) com alelos
fora do intervalo. Nenhum deles exibia mais de um marcador fora do intervalo e
independentemente do cutoff de 2/5 ou 3/5 marcadores alterados para definir o status MSI-
H, nenhum dos individuos seria erroneamente classificado quanto ao status MSI. Sugere-se
classificar como MSI-H, os individuos com instabilidade em dois ou mais marcadores e, visto
gue a instabilidade de um marcador possa ocorrer devido a polimorfismos, propomos que
estes casos sejam analisados complementarmente, por imunoistoquimica das proteinas de
reparo do Mismatch Repair (MMR) ou por PCR usando DNA normal pareado, para
determinar corretamente o status MSI-L. Assim, individuos com instabilidade em mais que 2
marcadores foram precisamente classificados como apresentando MSI-H e adotou-se esse
critério para o presente trabalho e para a rotina de analise do Centro de Diagndstico

Molecular.

Tabela 3 — Alelos de todos os marcadores dos individuos com alelos fora do QMVR

(Quasimonomorphic Variation Range).

Amostra NR-27 NR-21 NR-24 BAT-25 BAT-26
(82-88) (101-107) (119-125) (142-148) (174-180)
c1 85 8 100 105 122 122 145 146 177 178
c15 84 8 104 105 122 123 145 146 165 177
c3 85 8 104 105 122 123 134 146 177 178
2 85 8 103 105 120 120 139 146 177 178
13 8 8 100 104 122 123 145 146 175 176
16 84 84 104 105 121 122 144 146 165 177
22 85 8 104 104 122 123 145 145 165 176
34 85 8 105 105 120 120 139 140 177 179
36 81 8 104 105 122 122 145 146 177 178
45 85 8 105 105 122 122 145 146 165 176
49 84 8 104 105 122 123 139 146 177 178
53 8 8 103 105 122 122 144 144 165 177
56 84 8 104 105 122 122 145 146 165 176
63 85 8 104 104 121 122 144 146 165 177
75 8 8 100 105 122 122 146 146 176 177
91 85 8 100 105 122 122 144 145 177 178
97 84 8 104 105 121 122 145 145 165 177
108 82 8 105 105 121 122 145 146 165 178
125 86 8 104 104 122 122 145 146 165 177
135 85 8 102 103 122 122 144 145 165 177
136 85 8 102 103 122 122 144 145 165 177
151 85 8 105 105 121 121 145 146 165 178
162 85 8 104 105 122 122 144 145 164 177

Sombreado em cinza-claro destaca o alelo fora do QMVR.
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Estes dados foram detalhadamente descritos e discutidos no artigo - Optimization of a
pentaplex panel for MSI analysis without control DNA in a Brazilian population: correlation

107

with ancestry markers™—" (Anexo B), publicado por nosso grupo.

4.3 Analise de Instabilidade de Microssatélites (MSI)

Foram incluidos e analisados 1013 casos de CCR quanto ao status de MSI. Obtivemos
85,8% (870/1013) casos MSS, 3,7% (37/1013) casos MSI-L e 10,5% (106/1013) casos MSI-H
(Figura 5). Para as analises estatisticas posteriores, 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** %%,

Status MSI

10,5%

3, 7% __—

m MSS
MSI-L

m MSI-H

85,8%

Figura 5 — Porcentagem do status de MSI para os 1013 casos de cancer colorretal analisados.
MSS — estabilidade de microssatélite, MSI-L — baixa instabilidade de microssatélite e MSI-H —

alta instabilidade de microssatélite.

Casos Suspeitos de Sindrome de Lynch — Encaminhamento para o Departamento de
Oncogenética

Alguns critérios clinicos/patoldgicos sdo determinantes para a elegibilidade de um
paciente como possivel portador de Sindrome de Lynch. Atualmente, os guidelines mais
adotados sdo: Amsterdam |, Amsterdam Il e Bethesda (Quadro 1). Os dois primeiros

baseiam-se principalmente na histéria familiar de cancer do paciente, e o terceiro, baseia-se
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também em dados patoldgicos. A ficha de coleta de dados clinico-patoldgico do presente
trabalho ndo possui informagdes da historia familiar de cancer dos pacientes analisados.
Sendo assim, apenas o guideline de Bethesda pode ser utilizado como um indicador de casos
suspeitos de Sindrome de Lynch. Com isso, temos entdo: 291, 22 e 56 casos que se

enquadram nos critérios 1, 2 e 3 do guideline Bethesda, respectivamente.

4.4 Imunoistoquimica das proteinas do Mismatch Repair (MMR)

Foram analisados 996 casos do total de 1013 quanto ao status das proteinas de reparo
do Mismatch Repair (MMR) por meio de Imunoistoquimica (IHQ). A falta de material no
bloco de parafina ou ainda a auséncia do mesmo (por diversos fatores) junto ao
Departamento de Patologia, impossibilitaram a obtengado de resultado em 17 casos.

Dos casos analisados, 88,9% (886/996) apresentaram todas as proteinas com sua
expressdo mantida (status da imunoistoquimica positivo) (Figura 6), 10,2% (102/996) com
pelo menos a perda da expressio de uma das proteinas analisadas (status da
imunoistoquimica negativo) e 0,9% (8/996) casos Inconclusivos devido a qualidade do

material fixado.
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Figura 6 — Andlise de imunoistoquimica, para todas as proteinas analisadas (MLH1, MHS2,

MSH6 e PMS2), marcacao positiva. Fotografias capturadas em microscépio de luz.

Dos casos que apresentaram um status negativo para a analise das proteinas de reparo
do Mismatch Repair, temos que: 52,0% (53/102) apresentaram perda de expressdo proteica
do par MLH1/PMS2 e 20,6% (21/102) perderam expressdo do par MSH2/MHS6. Tivemos
ainda: 1,9%, 2,9%, 7,9% e 6,9% de casos apresentando perda de somente MLH1, MSH2,
MSH6 e PMS2, respectivamente (Tabela 4). Nenhum caso apresentou a perda de todas as 4

proteinas analisadas.
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Tabela 4 — Numero de casos apresentando proteinas de reparo do Mismatch Repair com

status negativo.

Proteinas com status negativo Numero de casos (102)
MLH1 e PMS2 53
MSH2 e MSH6 21
MLH1 2
MSH2 3
MSH6 8
PMS2 7

4.5 Comparagao entre status de MSI e de imunoistoquimica das proteinas do MMR
Na Tabela 5 temos os valores obtidos para cada status nas andlises de

imunoistoquimica e MSI e a analise de concordancia (Teste Kappa) entre as metodologias.

Tabela 5 - Valores para as analises de imunoistoquimica e MSI e anadlise de concordancia

(Teste Kappa) entre as duas metodologias.

Status Imunoistoquimica (n) Status MSI (n) % concordancia

MSS+MSI-L (882)

Positivo (886)

MSI-H (4) 95,6
MSS+MSI-L (4) (p<0,001)
Negativo (102)
MSI-H (98)

MSI-H: Alta instabilidade de microssatélite, MSS: estabilidade de microssatélite, MSI-L: baixa
instabilidade de microssatélite, n: nimero de casos.

Tendo em vista que o resultado positivo da imunoistoquimica deva resultar em
estabilidade de microssatélites e que um resultado negativo da imunoistoquimica deva
resultar em instabilidade de microssatélites, podemos observar que a porcentagem de
concordancia (Teste Kappa) entre as duas técnicas foi elevada (95,6%) e que apresenta um
p<0,001, comprovando estatisticamente que ha concordancia entre as duas técnicas (Tabela

5).
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Utilizando-se a imunoistoquimica como teste referéncia (padrdo-ouro) para
determinar a instabilidade de microssatélites, os valores da andlise de Sensibilidade,
Especificidade e Acurdcia do Teste MSI foram: 99,5%, 96,1% e 99,2%, respectivamente e os
valores utilizados para essas andlises constam na Tabela 6. Isso mostra que, além de
apresentar uma elevada concordancia com o teste de imunoistoquimica, o teste de MSI
apresentou também uma alta sensibilidade, especificidade e acuracia na obtengdao dos

resultados.

Tabela 6 - Valores utilizados para analise de Sensibilidade, Especificidade e Acuracia do Teste

de Instabilidade de Microssatélite (MSI).

Expressao Negativa MMR (n) Expressao Positiva MMR (n)  total

MSI-H 98 4 102
MSS+MSI-L 4 882 886
total 102 886 988

MSI-H: Alta instabilidade de microssatélite, MSS: estabilidade de microssatélite, MSI-L: baixa
instabilidade de microssatélite, n: nimero de casos.

No entanto, em oito casos, nés observamos discordancia entre a imunoistoquimica e a
analise molecular de MSI (Tabela 7). Nestes casos, nés realizamos uma analise de potenciais
genes MSl-alvo com o intuito de observar outras regides de microssatélites que podem
sofrer influéncia de um fendtipo de MSI. Todos os casos que se apresentaram MSI-H e
positividade na imunoistoquimica exibiram genes MSl-alvo com alteragao, variando de 3 a 8
genes (Tabela 7). Nenhum dos casos que exibiram MSS e negativo para a imunoistoquimica
apresentaram genes MSl-alvo com alteragdo (Tabela 7). Nos casos MSI-L, observaram-se
genes MSI-alvo alterados (Tabela 7). Isto sugere que a analise molecular correlaciona melhor

com o fendtipo MSI no CCR.



Tabela 7 — Resumo dos casos com dados discordantes entre imunoistoquimica e analise molecular de MSI. Genes MSl-alvo alterados

comparados entre DNA de tecido normal e tumoral das amostras.

Amostra Status MLH1I MSH2 MSH6 PMS2 Status Gene MSl-alvo mutado
Imunoistoquimica msi

11.0011 Negativo +(20) +(90) +(20) - MSS nenhum

12.0767 Negativo - +(100) +(40) - MSS nenhum

11.0226 Negativo +(90) +(80) - +(80) MSI-L RAD50, BAX, MSH6, TGFBRII, EGFR

13.0395 Negativo +(100) +(100) +(100) - MSI-L XRCC2, MBD4, TCF4, HSP110

11.0404 Positivo +(90) +(60) +(50) +(70) MSI-H TGFBRII, ROCK1, MRE11, GLYR1, ATM, EGFR, HSP110

11.0827 Positivo +(70) +(60) + (5) +(100) MSI-H TGFBRII, MSH3, MSH6, ROCK1, MRE11, ATM, EGFR, HSP110

13.0578 Positivo +(80) +(90) +(80) +(100) MSI-H MSH3, MRE11, ATM, EGFR, HSP110

13.1023 Positivo +(100) +(80) +(80) +(100) MSI-H ATM, EGFR, HSP110

(+) com expressdo proteica; (-) sem expressdo proteica; MSI: instabilidade de microssatélite; MSI-H: Alta instabilidade de microssatélite, MSS:
estabilidade de microssatélite, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélite. Entre os parénteses estao as porcentagens das células neoplasicas
positivas para cada proteina.
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4.6 Associacao do status de MSI com os dados demograficos e clinico-patoldgicos

Para analisar as associagdes entre os status de MSI e os dados demograficos e clinico-
patoldgicos dos pacientes, realizaram-se testes de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (Tabela
8).

Apds as analises, as varidveis que apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram: localizagdo do tumor primario, estadiamento, linfonodos
regionais, metdstases, tipo histolégico, grau histolégico, tumor sincronico, metdstase ao
diagnostico, recorréncia e status de sobrevivéncia.

Para essas varidveis, observamos que os casos que estdo mais frequentemente
associados ao status MSS+MSI-L apresentam: tumor primario localizado no cdlon
esquerdo/reto; estadiamento |V; metastases classificada em Mi1b; tipo histoldgico
adenocarcinoma; grau histoldgico I/Il; auséncia de tumor sincrénico; presenca de metdstase
ao diagndstico; presenca de recorréncia da doenga e casos que estdao vivos com a doenga ou
tiveram dbito por cancer (Tabela 8).

Os casos MSI-H estao mais frequentemente associados a: tumor primario localizado no
cllon direito; estadiamento Il; metdastases classificada em MO; tipo histoldgico mucinoso;
grau histolégico lll/indiferenciado; presenga de tumor sincronico; auséncia de metastase ao
diagndstico, ndo recorréncia da doenca e casos vivos sem doenca (Tabela 8).

A Odds Ratio (OR) e seu respectivo Intervalo de Confianca (IC95%) descritos na Tabela
8 foram estimados descritivamente tendo como varidvel desfecho o status MSI (resposta:

MSI-H) e as categorias de referéncia estdo representadas pelo niumero 1.



Tabela 8 - Distribuigdo do status de MSI-H dentre os dados demograficos e clinico-patoldgicos.

MSI
Variavel Categoria SEBEELE p-valor Odds Ratio (IC)
MSS+MSI-L % (n) MSI-H % (n)
Masculino 52,7 (478)a 47,2 (50)a 1
Sexo 0,28
Feminino 47,3 (429)a 52,8 (56)a 1,25 (0,83 - 1,87)
<50 anos 28,9 (262)a 27,4 (29)a 1
Idade ao diagndstico >50e<75anos 61,0 (553)a 55,7 (59)a 0,10 0,96 (0,60 — 1,54)
> 75 anos 10,1 (92)a 17,0 (18)b 1,77 (0,94 - 3,33)
Célon direito 20,0 (181)a 69,8 (74)b 1
Localizagao do Tumor Primario Coldén esquerdo/Reto alto 54,6 (495)a 22,6 (24)b <0,001 0,12 (0,07 - 0,19)
Reto médio e baixo 25,4 (230)a 7,5 (8)b 0,09 (0,04 -0,18)
0/l 13,2 (118)a 9,4 (10)a 1
I 35,6 (319)a 50,0 (53)b 1,96 (0,97 — 3,98)
Estadiamento 0,002
I 30,9 (277)a 33,0 (35)a 1,49 (0,71 - 3,11)
IV 20,3 (182)a 7,5 (8)b 0,52 (0,20 — 1,35)
Tis/0 2,4 (21)a 0 (0)a 1
T1 3,6 (31)a 1,0 (1)a 1,03 (0,97 - 1,10)
Tumor primario T2 12,2 (106)a 11,4 (12)a 0,24 1,11 (1,05-1,18)
T3 66,7 (581)a 68,6 (72)a 1,12 (1,09 - 1,115)
T4 15,2 (132)a 19,0 (20)a 1,15 (1,08 - 1,22)

(continua na préxima pagina)
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Tabela 8 (continuagao) - Distribuicdo do status de MSI-H dentre os dados demograficos e clinico-patoldgicos.

Status de MSI

Variavel Categoria p-valor Odds Ratio (IC)
MSS+MSI-L % (n) MSI-H % (n)
NO 53,6 (464)a 61,9 (65)a 1
Linfonodos Regionais N1(1a3) 20,2 (175)a 22,9 (24)a 0,05 0,98 (0,59-1,61)
N2 (> 4) 26,2 (227)a 15,2 (16)a 0,50 (0,28 - 0,89)
MO 80,6 (723)a 91,4 (96)b 1
Metastases M1la 12,4 (111)a 7,6 (8)a 0,014 0,54 (0,26 - 1,15)
M1b 7,0 (63)a 1,0 (1)b 0,12 (0,02 - 0,87)
Adenocarcinoma 94,2 (854)a 86,8 (92)b 1
Tipo histolégico Mucinoso 5,4 (49)a 10,4 (11)b 0,002 2,08 (1,05 - 4,15)
Outros 0,4 (4)a 2,8 (3)b 6,96 (1,53 - 31,59)
Grau | /Il 95,3 (851)a 76,7 (79)b 1
Grau histologico <0,001
Grau Il / Indiferenciado 4,7 (42)a 23,3 (24)b 6,16 (3,54 - 10,69)
N3o 67,8 (561)a 66,0 (68)a 1
Invas3o angiolinfatica 0,72
Sim 32,2 (267)a 34,0 (35)a 1,08 (0,70 - 1,67)
N3o 85,4 (654)a 87,6 (85)a 1
Invas3o perineural 0,55
Sim 14,6 (112)a 12,4 (12)a 0,82 (0,44 - 1,56)

(continua na préxima pagina)
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Tabela 8 (continuagao) - Distribuicdo do status de MSI-H dentre os dados demograficos e clinico-patoldgicos.

Status de MSI

Variavel Categoria p-valor Odds Ratio (IC)
MSS+MSI-L % (n) MSI-H% (n)
Nao 98,2 (888)a 94,3 (100)b 1
Tumor sincronico 0,01
Sim 1,8 (16)a 5,7 (6)b 3,33 (1,27 - 8,7)
N3o 79,5 (707)a 92,2 (95)b 1
Metastase ao diagnostico 0,002
Sim 20,5 (182)a 7,8 (8)b 0,33 (0,16 - 0,69)
Nao 70,3 (518)a 83,7 (82)b 1
Recorréncia 0,006
Sim 29,7 (219)a 16,3 (16)b 0,46 (0,26 — 0,81)
Vivo sem doenca 55,0 (499)a 74,5 (79)b 1
Vivo com doencga 10,7 (97)a 2,8(3)b 0,19 (0,06 — 0,63)
Status de sobrevivéncia Obito por cancer 27,8 (252)a 13,2 (14)b <0,001 0,35(0,19-0,63)
Obito por outras causas 4,7 (43)a 5,7 (6)a 0,88 (0,36 — 2,14)
Perda de seguimento 1,8 (16)a 3,8 (4)a 1,58 (0,51 —4,84)

MSI-H: Alta instabilidade de microssatélite. MSS: estabilidade de microssatélite. MSI-L: baixa instabilidade de microssatélite. n: nimero de
casos. a,b: Letras diferentes demonstram uma diferenga estatisticamente significativa apds as comparagdes multiplas com a correg¢ao do nivel
de significancia pelo método de Bonferroni.
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4.7 Mutagdo em BRAF (V600E) e Metilagdo de MLH1 em casos MSI-H
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Para todos os 106 casos determinados como MSI-H, avaliamos a presen¢a de mutacao

no gene BRAF (V600E) (Figura 7). Observa-se que 73,6% (78/106) ndo apresentam mutagao

e, por conseguinte, 26,4% (28/106) dos casos apresentam mutacdo BRAF (V600E) (Figura 8).

|
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Figura 7 — Eletroferograma de sequéncia do gene BRAF (éxon 15), em destaque o cédon 600.

A: sequéncia selvagem. B: sequéncia mutada (V600E).
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Mutacao BRAF (V600E)

26,4%

¥ N3o Mutado

B Mutado

73,6%

Figura 8 - Porcentagem do status de mutacdo do gene BRAF (V600E) para os 106 casos MSI-

H avaliados.

Dentre os 106 casos MSI-H, a metilacdo da regido promotora do gene MLH1 foi
avaliada em 65 casos, que ja apresentavam perda da expressao da proteina MLH1 (Figura 9).
Dentre esses casos, observou-se metilacdo em 72,3% (47/65) dos casos, ndo metilagdo em
26,1% (17/65) e em apenas 1,6% (1/65) dos casos ndo foi possivel obter resultado (Figura
10).
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Figura 9 — Pirograma da sequéncia da regido promotora do gene MLH1 analisada para
deteccdo de metilacdo. Os quadros sombreados em azul-claro destacam as cinco ilhas CpG
analisadas nessa sequéncia. O quadro sombreado em amarelo-claro destaca o controle para
a qualidade da conversao bissulfeto. A: perfil de amostra ndo metilada. B: perfil de amostra

metilada.
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72,3

Figura 10 - Porcentagem do status de metilacdo da regido promotora do gene MLH1 para 65

casos MSI-H, que apresentavam perda da expressao da proteina MLH1.

4.8 Estudo de potenciais genes MSl-alvo

Todos os 106 casos MSI-H foram analisados quanto ao status dos genes MSl-alvo. Para
essa analise, foram considerados casos alterados aqueles que apresentaram expansdo ou
contracdo das regides de microssatélite analisadas para cada gene MSl-alvo (Figura 11).
Estas analises foram realizadas de modo pareado com o tecido normal adjacente de cada
caso. Na Tabela 9 temos as porcentagens para cada gene. Na Figura 12 temos a
representacdo da porcentagem de alteracdo de cada gene MSl-alvo para as fungdes génicas
relacionadas a eles. Podemos observar que os genes BRCA1, BRCA2, XPO5 e XRCC2 nao

apresentaram nenhum caso alterado.
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A TGFBR2 RAD50 MSH6 BAX
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Figura 11 — Andlise de genes MSI-alvo. Representacdo grafica da analise de fragmento de

quatro genes MSl-alvo. A: amostra de DNA de tecido normal apresentando tamanho
selvagem para cada gene analisado. B: amostra de DNA de tecido tumoral apresentando
tamanho alterado para cada gene analisado, devido a expansdo/contracdo das regifes de

microsatélites analisadas.
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Tabela 9 - Porcentagem de casos alterados (expansdo ou contragdo da regido de

microssatélite analisada) e regido génica do microssatélite para cada gene MSl-alvo

analisado nas amostras MSI-H.

regiao génica do microssatélite % casos
gene MSl-alvo (versdo genoma humano: hg19) alterados

HSP110 nao codificante (intron 8) 92,9
ATM nao codificante (intron 5) 82,3
EGFR nao codificante (3'UTR) 79,0
MRE11 nao codificante (intron 4) 77,7
ROCK1 nao codificante (intron 31) 60,0
TGFBRII codificante (éxon 4) 58,1
MSH3 codificante (éxon 7) 21,4
TCF4 codificante (éxon 14) 19,2
GLYR1 codificante (éxon 13) 17,0
DNAPkc codificante (éxon 5) 15,5
MBD4 codificante (éxon 3) 14,4
ATR codificante (éxon 10) 12,4
BAX codificante (éxon 3) 10,5
RAD50 codificante (éxon 13) 8,6
MSH6 codificante (éxon 5) 5,7
ABCC5 codificante (éxon 22) 51

codificante (éxon 7)
PTEN* « . ) 3,0

nao codificante (intron 8)
BLM codificante (éxon 7) 3,0
WisP3 codificante (éxon 4) 1,9
TRBP2 codificante (éxon 5) 1,0
BRCA1 codificante (éxon 10) zero
BRCA2 codificante (éxon 10) zero
XPO5 codificante (éxon 32) zero
XRCC2 codificante (éxon 3) zero

* dois microssatélites analisados.
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Figura 12 - Porcentagem de casos alterados (expansdo ou contracdo da regido de
microssatélite analisada) para cada gene MSl-alvo de acordo com a funcdo génica

desempenhada nos casos MSI-H.

4.9 Determinagao da propor¢ao de ancestralidade

Foi determinada a proporgao de ancestralidade de 945 pacientes dos 1013 incluidos
no estudo. Os resultados obtidos pelo painel de marcadores AIMs (Ancestry-informative
Markers) nos permitiu estimar as propor¢cdes de ancestralidade Africana (AFR), Europeia
(EUR), Asiatica (ASN) e Amerindia (AME) (Figura 13). Na Tabela 10 temos os valores médios
(em porcentagem) da proporcdo dos componentes de ancestralidade para cada grupo
analisado baseado no status MSI, além do grupo CCR Brasil que é composto por toda a

casuistica.
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Figura 13 - Representacdo grafica da estimativa da ancestralidade de cada caso dos grupos
analisados (MSS+MSI-L e MSI-H) usando os dados genéticos do painel de diversidade HGDP-
CEPH como referéncias. A proporcdo de ancestralidade (porcentagem) esta representada

em cores: Vermelha — Africana; Verde — Europeia; Azul — Asidtica; Amarela — Amerindia.

Tabela 10 - Valores médios da proporc¢ao de ancestralidade para cada grupo analisado.

Grupos n AFR (%) EUR (%) ASN (%) AME (%)
CCR Brasil 945 12,6 73,9 6,8 6,7
MSS + MSI-L 845 12,4 73,8 7,1 6,7
MSI-H 100 14,2 74,3 5,0 6,5

AFR: Africana, EUR: Europeia, ASN: Asiatica, AME: Amerindia, CCR: cancer colorretal, MSS:
estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H: alta
instabilidade de microssatélites, n: nimero de casos.

Posteriormente, analisamos a correlagdo entre as distintas ancestralidades (Figura 14 e
Tabela 11). Como podemos observar, alguns componentes de ancestralidade estdo
correlacionados, tais como: Africana com Europeia (-0,73; p<0,001), Europeia com Asiatica (-

0,56; p<0,001) e Europeia com Amerindia (-0,38; p<0,001).



Africana

Européia

Asiatica

Amerindia

0(9>s

Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade

Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade
Africana Européia Asiatica Amerindia

51

Figura 14 — Grafico de dispersao entre os componentes de ancestralidade, obtido pelo

software SPSS. Observa-se graficamente a correlagao linear entre as ancestralidades.

Tabela 11 — Correlagao linear de Pearson entre as ancestralidades.

AFR EUR ASN AME
Correlacdo de Pearson 1 -0,725 -0,057 0,045

AFR
p-valor <0,001 0,081 0,167
Correlagdo de Pearson 1 -0,558 -0,375

EUR
p-valor <0,001 <0,001
Correlacdo de Pearson 1 0,007

ASN
p-valor 0,823

AFR: Africana, EUR: Europeia, ASN: Asidtica, AME: Amerindia.

As referidas correlagdes apresentadas sao fatores limitantes para o ajuste de um

modelo de regressdo multiplo dado o antecipado conhecimento da relacdo entre as

variaveis a serem utilizadas como explicativas. Com o intuito de ajustar o modelo sem a
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correlagdo entre as varidveis, optamos por trabalhar com componentes principais (CP), que
€ uma combinagao linear das varidveis originais, para a ancestralidade. A analise de CP tem a
finalidade de substituir um conjunto de varidveis correlacionadas por um conjunto de novas
varidveis nao correlacionadas, sendo essas combinacdes lineares das varidveis iniciais, e
colocadas em ordem decrescente por suas variancias, VAR CP1 > VAR CP2 > ... > VAR CPp'%.
No contexto deste trabalho o intuito do uso dos componentes principais é eliminar a
correlagdo entre as ancestralidades a fim de evitar a multicolinearidade que poderia
comprometer o ajuste do modelo. Os componentes principais foram calculados utilizando a
matriz de correlagdo amostral da tabela de dados contida pelas quatro ancestralidades de
todos os pacientes (945x4) e a proporgao da variabilidade dos dados explicada pelos trés

primeiros componentes principais consta na Tabela 12.

Tabela 12 — Proporgdo da variabilidade dos dados explicada por cada componente principal.

CP1 CP2 CcP3 CP4
Proporc¢ao da variancia 0,50 0,26 0,23 0,01
Propor¢ao acumulada 0,50 0,76 0,99 1

CP: componente principal.

O primeiro componente principal responde por cerca de 50% da variancia total dos
dados, ao passo que se tomarmos os trés primeiros CP atingimos 99% da variancia total.
Levando em consideracdo os trés primeiros componentes principais, pois explicam 99% da
variabilidade dos dados, temos os seus coeficientes descritos na Tabela 13, ou seja, os

autovetores da matriz de correlagao amostral.

Tabela 13 — Coeficientes (autovetores) da matriz de correlagdao amostral.

CP1 CP2 CcpP3
Africana 0,52 -0,55 0,39
Europeia -0,71 -0,03 -0,04
Asiatica 0,38 0,82 0,11
Amerindia 0,30 -0,14 -0,91

CP: componente principal.
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Por meio dos coeficientes dos CP, calculamos os Scores para cada um dos
componentes principais que oportunamente foram utilizados na anadlise de regressao
logistica multipla como covariadveis, pois estes, pela natureza de sua constru¢ao ndao sao
correlacionados, mas contém as informagdes de cada paciente acerca de cada uma das

ancestralidades. A Tabela 14 apresenta uma pequena parcela dos referidos Scores.

Tabela 14 - Scores para cada um dos componentes principais.

Amostra Score 1 Score 2 Score 3
1 -1,06328 0,08958 -0,22690
2 -0,69842 0,25992 0,09213
3 -0,65538 0,11417 -0,10859
4 -0,80568 -0,01224 -0,37273
5 -0,87430 0,26554 -0,12988
944 -0,99209 0,05791 -0,25650
945 0,02768 0,98304 0,34905

De acordo com a Figura 15 e do coeficiente de correlagdo de Pearson (Tabela 15)
podemos observar como cada uma das ancestralidades se relaciona com cada um dos

Scores, nos remetendo a importancia de cada uma no calculo do Score.
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Figura 15 - Grafico de dispersdo entre os componentes de ancestralidade e os Scores, obtido

pelo software SPSS.
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Tabela 15 - Coeficiente de correlacdo de Pearson para as ancestralidades e os Scores

analisados.
Ancestralidade Score 1 Score 2 Score 3
Coeficiente de Pearson 0,73 -0,57 -0,38
AFR
p-valor < 0,001 < 0,001 < 0,001
Coeficiente de Pearson -0,99 -0,03 0,04
EUR
p-valor < 0,001 0,356 0,181
Coeficiente de Pearson 0,53 0,84 -0,10
ASN
p-valor < 0,001 <0,001 0,002
Coeficiente de Pearson 0,42 -0,14 0,89
AME
p-valor < 0,001 < 0,001 < 0,001

AFR: Africana, EUR: Europeia, ASN: Asidtica, AME: Amerindia.

Com as informagdes contidas na Figura 15 e Tabela 15, temos:

1. Ancestralidade Africana se correlaciona positivamente com o Score 1 e

negativamente com o Score 2 e Score 3,

2. Ancestralidade Europeia tem uma correlagao negativa perfeita com o Score 1

e nao se correlaciona com o Score 2 e Score 3

3. Ancestralidade Asiatica tem uma correlagao positiva com o Score 1 e Score 2 e

nao se correlaciona com o Score 3 e finalmente,

4. Ancestralidade Amerindia se correlaciona positivamente com o Score 1 e 3.

Essas informagdes sao importantes para fazermos inferéncias sobre as ancestralidades, por

meio de suas relagdes com os Scores, no modelo de regressao logistica.

A fim de verificar a possivel relagao dos trés Scores com a varidvel resposta status

MSI, realizamos o Teste de Man-Whitney conforme consta na Tabela 16. Podemos observar

gue ndo houve relacdo entre o status MSI e as ancestralidades analisadas.
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Tabela 16 — Andlise univariada para verificar a relagao entre o status MSI e os Scores dos

Componentes Principais.

status MSI
p-

Score MSS+MSI-L MSI-H
valor

n média DP mediana Min Max n média DP mediana Min Max

1 845 0,01 0,99 -0,32 -1,12 3,35 100 -0,01 1,01 -0,29 -1,12 3,37 0,96

2 845 0,02 1,03 0,05 -2,98 6,25 | 100 -0,19 0,69 -0,01 -2,93 1,34 0,16

3 845 0,01 1,00 -0,21 -2,78 5,93 | 100 -0,12 0,96 -0,26 -2,95 3,36 0,16

MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H:
alta instabilidade de microssatélites. n: nimero de casos. DP: desvio-padrdao. Min: valor
minimo. Max: valor maximo.

Considerando um nivel de significancia de 0,2 para selecionar as varidveis que irdao
compor o modelo, temos que os Scores 2 e 3 se encaixam nesse critério. Ainda pela Tabela

16, notamos que a mediana dos Scores 2 e 3 sao maiores para MSS+MSI-L.

4.10 Andlise Multivariada para status de MSI

A analise multivariada foi realizada com todas as varidveis que apresentaram um p-
valor <0,2, obtido apdés analise univariada com status de MSI como desfecho. As varidveis
que iniciaram a modelagem foram: idade ao diagndstico, localizagao do tumor primario,
estagio ao diagndstico, linfonodos regionais, tipo histoldgico, grau histoldgico, tumor
sincronico, metdstase ao diagndstico, recorréncia, status de sobrevivéncia, numero
linfonodos ressecados, radioterapia, Score 2 e Score 3.

A modelagem iniciou-se com todas as varidveis e essas foram retiradas do modelo uma
a uma, de acordo com a menor significancia, até ajustar o modelo final com todas as
varidveis com p<0,05. Na Tabela 17 temos as varidveis que compde o modelo e as
estimativas de Odds Ratio para status de MSI.

De acordo com o modelo ajustado (Tabela 17), podemos observar que: casos cuja
localizagdo do tumor primario seja no célon esquerdo/reto apresentam uma redugdo de
aproximadamente 90% na chance de serem MSI-H comparados com o0s casos cuja
localizagdo é no cdlon direito; casos apresentando grau histoldgico lll/indiferenciado
possuem seis vezes mais chance de serem MSI-H comparados com aqueles cujo grau

histologico é I/Il; casos que estdo vivos com doenca apresentam uma reducdo de
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aproximadamente 90% na chance de serem MSI-H comparados com 0s casos vivos sem
doenga e os que foram mortos por cancer possuem uma chance reduzida de 75% de serem
MSI-H comparados com os casos vivos e sem doenca.

Ainda podemos observar para esse modelo ajustado (Tabela 17), que para o Score 2
(correlacionado positivamente com a ancestralidade asidtica e negativamente com a
africana) temos uma redu¢do de 33% na chance de serem MSI-H com o aumento de uma
unidade no Score, ou seja, o aumento do Score esta relacionado com a reducdo na chance
do individuo ser MSI-H. Levando em consideragdo a relagdo existente entre o referido Score
2 com as ancestralidades asidtica e africana (Tabela 15), podemos inferir indiretamente que
0 aumento na proporcdao de ancestralidade asidtica esta relacionada com a redugao na
chance de ser MSI-H e o aumento na ancestralidade africana com o aumento da chance de
ser MSI-H. Levando em consideracdo a baixa correlacdo entre as ancestralidades europeia e
amerindia com o Score 2 (-0,03 e 0,14, respectivamente) (Tabela 15), podemos inferir
indiretamente que as referidas ancestralidades ndo influenciam significativamente no status

MSI.



Tabela 17 — Estimativa de Odds Ratio (OR) pelo Modelo de Regressao Logistica Multiplo para status MSI-H.

IC 95%
Variavel Categoria ncasos hneventos OR p-valor
inferior superior
Coélon direito 238 68 1 - -
Localizacdo do tumor primario Cdlon esquerdo / Reto alto 471 22 0,13 0,07 0,22 <0,001
Cdlon esquerdo / Reto médio e baixo 218 7 0,10 0,04 0,22 <0,001
Grau /Il 866 75 1 - -
Grau histolégico
Grau lll/Indiferenciado 61 22 6,42 3,18 12,95 <0,001
Vivo sem doenga 512 72 1 - -
Vivo com doencga 91 2 0,14 0,03 0,59 0,008
Status de sobrevivéncia Obito por cancer 164 10 0,25 0,12 0,53 <0,001
Obito por outras causas 48 6 0,87 0,33 2,30 0,78
Perda de Seguimento 112 7 2,27 0,61 8,48 0,22
Score 2 - 927 97 0,67 0,48 0,94 0,02

n: numero, IC: intervalo de confianga.
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4.11 Analises de Sobrevivéncia Global

Foram geradas tabelas de estimativa de sobrevivéncia global (SG) e graficos de
curvas de Kaplan-Meier por meio do software SPSS (versdo 21). As tabelas contém o nimero
de casos (N casos) analisados para cada categoria das varidveis em questdo, assim como, o
numero de eventos observados (N eventos), sendo o 6bito (por qualquer motivo) do
paciente, o evento. Ainda nelas, temos a probabilidade de sobrevivéncia (%) estimada para
1, 3 e 5 anos, além do p-valor, para as comparacdes entre as categorias das varidveis, obtido
pelo teste de Long Rank.

De modo geral, para nossa casuistica, temos uma probabilidade de sobrevivéncia
para os pacientes CCR estimada para 1 ano de aproximadamente 93%, para 3 anos de 72% e
para 5 anos de 49,4% (Tabela 18) (Figura 16). Temos ainda, que a sobrevivéncia global
mediana foi calculada em 56 meses (IC95%: 47 — 65) e o tempo médio de seguimento dos
casos foi de 31 meses (desvio-padrdo de 20 meses).

Quando estratificamos os casos para o status MSI (MSS+MSI-L e MSI-H), ndo
observamos diferencga estatisticamente significativa entre as duas curvas (Figura 17). Ainda
assim, os dados apontam uma probabilidade para 1 ano de 92,8% nos casos MSS+MSI-L e de
91,7% nos casos MSI-H; para 3 anos de 82,7% para ambos os status e para 5 anos de

aproximadamente 49% para MSS+MSI-L e de 62,8% para MSI-H (Tabela 18).

Tabela 18 — Estimativa da Sobrevivéncia Global dos casos de CCR e estimativa da

Sobrevivéncia Global estratificada para status MSI, pelo método Kaplan-Meier.

Probabilidade (%)
N N
Variavel Categoria 1 3 5 p-valor*
casos eventos
ano anos anos

- - 989 312 92,7 72,0 49,4 -
MSS+MSI-L 887 292 92,8 82,7 48,6
status MSI 0,36
MSI-H 102 20 91,7 82,7 62,8

MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H:
alta instabilidade de microssatélites. n: nimero de casos. * teste Log Rank.
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Figura 16 — Estimativa da Sobrevivéncia Global (SG) dos casos de CCR pelo método Kaplan-

Meier.

Sobrevivéncia Global quanto ao status MSI

1,0

sataus MSI
—TTMSS + MSI-L
IMSI-H
~+=MSS + MSI-L-censored
~+—MSI-H-censored
0,8+
-g ——
v -
g 06
w
2
>
W
-
2
o
v 0,44
R
0,24
0,0 T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180

tempo (meses)

Figura 17 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos de CCR quanto ao status MSI pelo método

Kaplan-Meier.
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Além disso, analisamos também estratificando os casos quanto ao status MSI e a
funcdo génica desempenhada pelo gene MSl-alvo alterado nos casos MSI-H. Nestas analises,
todos os casos MSS+MSI-L ndao apresentavam qualquer um dos genes MSl-alvo alterados.
Quanto a funcdo génica, os genes MSl-alvo foram assim separados: Reparo de DNA (XRCC2,
MBD4, MRE11, MSH3, MSH6, RAD50, DNAPkc, BRCA1, BRCA2, BLM, ATM, ATR), Apoptose
(BAX), Sinalizacdo celular (PTEN, TCF4, TGFBRII), Receptor de Tirosina Cinase (EGFR),
Regulacdo microRNA (TRBP2, XPO5), Heat Shock Protein (HSP110), Oxido-reducdo (GLYR1),
Adesdo/Citoesqueleto (WISP3, ROCK1) e Transporte (XPO5, ABCC5). Para essas analises,
foram considerados casos alterados, aqueles que apresentaram alteracdo em pelo menos
um dos genes MSI-alvo que compdem cada fungdao génica. Assim, observa-se diferenga
estatisticamente significativa (Tabela 19) entre as curvas de sobrevivéncia para as funcdes
génicas: Sinalizacdo celular, Receptor tirosina cinase e Adesdo/Citoesqueleto.
Detalhadamente, os casos MSI-H com genes MSI-alvo alterados ligados a essas funcgdes
génicas apresentaram uma menor probabilidade de sobrevivéncia para 1 e 3 anos, mas uma

maior probabilidade para 5 anos quando comparados com os casos MSS+MSI-L (Tabela 19).
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Tabela 19 — Estimativa da Sobrevivéncia Global (SG) pelo método Kaplan-Meier para cada
funcdo génica dos genes MSl-alvo estratificada pelo status MSI.

Probabilidade (%)

status MSI  Fungdo génica N casos N eventos p-valor*
lano 3anos 5anos

MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Reparo DNA 98 19 92,4 72,1 62,2 0,90
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Apoptose 10 3 78,8 63,0 63,0 >0,99
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Sinalizagdo celular 66 16 90,4 62,7 55,7 0.01
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Receptor Tirosina Cinase 75 17 90,1 70,7 58,0 0,04
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Regulagdo microRNA 1 0 100 100 100 0,38
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Heat Shock Protein 87 19 91,4 68,3 57,4 e
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Oxido-redugéo 16 4 80,8 64,6 64,6 0,68
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Adesdo/Citoesqueleto 55 13 88,6 69,7 61,0 0,03
MSS+MSI-L - 887 292 92,8 72,0 48,6

MSI-H Transporte 5 1 100 66,7 66,7 0.26

MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H:
alta instabilidade de microssatélites. n: nimero de casos. Reparo de DNA (XRCC2, MBD4,
MRE11, MSH3, MSH6, RAD50, DNAPkc, BRCA1, BRCA2, BLM, ATM, ATR), Apoptose (BAX),
Sinalizacdo celular (PTEN, TCF4, TGFBRII), Receptor de Tirosina Cinase (EGFR), Regulacdo
microRNA (TRBP2, XPOS5), Heat Shock Protein (HSP110), Oxido-reducdo (GLYR1),
Adesdo/Citoesqueleto (WISP3, ROCK1) e Transporte (XPO5, ABCC5). * teste Log Rank.
4.11.1 Analise de sobrevivéncia global estratificada quanto ao status MSI

Foram realizadas andlises de sobrevivéncia estratificando a casuistica total em relagao
ao status de MSI e entdo, comparando determinadas variaveis (localizagdo tumor primario,
idade ao diagndstico, estadiamento, tipo histoldgico, grau histoldgico, Score 2, tratamento
quimioterapia e tratamento radioterapia) quanto a possiveis diferengas entre as curvas de
sobrevivéncia em ambos os status.

Os casos MSS+MSI-L nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa nas
andlises referentes: localizagdo do tumor primario, Score 2 e Tratamento Radioterapia
(Tabela 20). A varidvel Tratamento Radioterapia foi gerada englobando os pacientes que

passaram por radioterapia neoadjuvante, adjuvante e paliativa, e categorizada em Sim

(recebeu tratamento radioterapico) e Ndo (ndo recebeu tratamento radioterapico).
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J4, para a varidvel idade ao diagndstico, observamos diferenca estatisticamente
significativa (p=0,02) onde os casos com <50 anos possuem uma maior (95,3%)
probabilidade de sobrevivéncia em 1 ano, estes mesmos casos apresentam também uma
maior (75%) probabilidade em 3 anos e os com =75 anos possuem uma maior (63,7%)

probabilidade de sobrevivéncia em 5 anos (Tabela 20) (Figura 18).

. CSobrevivéncia - casos MSS+MSI-L quanto idade ao diagndstico

L&.x‘ Idade ao diagnéstico
‘LT 1< 50 anos
M>=50e <75anos

"> =75 anos
I—+— < 50 anos-censored

. >»>=50e <75 anos-
censored

——> =75 anos-censored

0,84

0,4 !
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W
o {’;

0,2 A
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180
tempo (meses)

Figura 18 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L quanto a idade ao diagndstico

pelo método Kaplan-Meier.

Ao analisarmos o estadiamento em 4 categorias, nos casos MSS+MSI-L, obtém-se
diferenca estatisticamente significativa (p<0,001), sendo que os casos estadio Il possuem
uma maior probabilidade (96,5%) de sobrevivéncia em 1 ano, enquanto que a categoria 0/I
apresenta uma maior probabilidade de sobrevivéncia tanto em 3 quanto em 5 anos (Tabela

20) (Figura 19).
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Sobrevivéncia - casos MSS+MSI-L quanto estadiamento
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Figura 19 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L quanto ao estadiamento em 4

categorias pelo método Kaplan-Meier.

Para a andlise referente ao tipo histoldgico, observa-se diferenca estatisticamente

significativa (p=0,03). Os casos MSS+MSI-L com tipo histoldgico adenocarcinoma apresentam

uma maior probabilidade de sobrevivéncia em 1 e em 5 anos quando comparado com os

outros tipos histoldgicos. Por outro lado, os casos do tipo mucinoso apresentam uma maior

(83,2%) probabilidade de sobrevivéncia em 3 anos (Tabela 20) (Figura 20).
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Sobrevivéncia - casos MSS+MSI-L quanto tipo histolégico
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Figura 20 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L quanto ao tipo histoldgico

pelo método Kaplan-Meier.

A variavel grau histoldgico foi categorizada em Grau I/Il e Grau lll/Indiferenciado e a
andlise estatistica da sobrevivéncia para os casos MSS+MSI-L apresentou uma diferenga
significativa (p=0,001) (Tabela 20). Nesta, as amostras Grau I/Il possuem uma maior
probabilidade de sobrevivéncia em 1, 3 e 5 anos quando comparadas com as amostras de

Grau lll/Indiferenciado (Tabela 20) (Figura 21).
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Sobrevivéncia - casos MSS+MSI-L quanto grau histolégico
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Figura 21 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L quanto ao grau histoldgico

pelo método Kaplan-Meier.

A varidvel tratamento quimioterapia foi gerada englobando os pacientes que passaram
por quimioterapia tanto neoadjuvante quanto adjuvante, e categorizada em Sim (recebeu
tratamento quimioterdpico) e Ndo (ndo recebeu tratamento quimioterapico). Para a analise
estatistica da sobrevivéncia para os casos MSS+MSI-L, observamos uma diferenca
significativa (p<0,001) (Tabela 20). Nesta, as amostras que passaram por tratamento
quimioterdpico possuem uma maior probabilidade de sobrevivénciaem 1, 3 e 5 anos (Tabela

20) (Figura 22).
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S&brevivéncia - casos MSS+MSI-L quanto Tratamento Quimioterapia
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Figura 22 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L quanto ao Tratamento

Quimioterapia pelo método Kaplan-Meier.

Os casos MSI-H ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa nas andlises
referentes a: localizacdo do tumor primdrio, idade ao diagndstico, tipo histoldgico, grau
histolégico, tratamento quimioterapia e tratamento radioterapia (Tabela 20).

Ja para a analise referente ao estadiamento, temos diferenca significativa (p=0,001) e
observamos que os casos estadio Il tém a maior (100%) probabilidade de sobrevivéncia em

1 ano. Para 3 e 5 anos, temos a maior (90%) probabilidade de sobrevivéncia para os casos

estadio 0/I (Tabela 20) (Figura 23).
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Sobrevivéncia - casos MSI-H quanto estadiamento
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Figura 23 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSI-H quanto ao estadiamento em 4

categorias pelo método Kaplan-Meier.

Assim como para o status MSS+MSI-L, os componentes de ancestralidade (Score 2)
também foram analisados com relacdo a sobrevivéncia e para MSI-H obtivemos diferenca
significativa (p=0,02) para as curvas de sobrevivéncia (Figura 24). Como mencionado
anteriormente, o Score 2 apresenta uma alta correlacdo positiva com a ancestralidade
asiatica, mediante isso, inferimos indiretamente que: quanto menor o componente ancestral

asiatico maior a probabilidade de sobrevivéncia em 1, 3 e 5 anos (Tabela 20) (Figura 24).
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Sobrevivéncia - casos MSI-H quanto score 2
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Figura 24 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSI-H quanto ao Score 2 pelo método

Kaplan-Meier.



Tabela 20 — Estimativa da Sobrevivéncia Global (SG) pelo método Kaplan-Meier estratificada pelo status MSI.

MSS+MSI-L MSI-H
Variavel Categoria N N Probabilidade (%) o- N N Probabilidade (%) i
casos eventos : > valor* casos eventos ! : valor*
ano anos anos ano anos anos
Localizagdo tumor Cdlon direito 177 58 90,9 71,0 435 71 11 92,3 73,2 73,2
primario Coélon esquerdo/Reto alto 482 152 93,1 70,3 50,2 0,8 24 6 91,7 75,7 63,0 0,58
Reto médio e baixo 227 81 93,4 75,5 47,6 7 3 85,7 64,3 32,1
Idade ao <50 anos 255 88 95,3 75,0 54,0 29 8 92,9 55,2 47,4
diagnéstico =50 e <75 anos 542 180 92,8 71,0 44,7 0,02 56 10 90,6 78,4 69,7 0,27
=75 anos 90 24 85,4 71,6 63,7 17 1 93,8 93,8 93,8
Estadiamento 0/l 118 12 94,8 91,4 86,3 10 1 90,0 90,0 90,0
Il 313 52 96,5 87,7 63,5 49 9 88,9 81,5 61,1
I 268 86 93,6 75,9 50,1 <0,001 35 5 100 70,8 70,8 0,001
v 177 134 84,1 34,4 15,3 8 5 75,0 20,0 20,0
Tipo histolégico Adenocarcinoma 837 275 92,9 71,7 50,0 89 16 90,4 73,0 67,4
Mucinoso 46 13 91,3 83,2 24,6 0,03 11 3 100 75,0 50,0 0,13
Outros 4 4 75,0 25,0 Zero 2 1 100 Zero Zero
Grau histolégico Graul/ll 831 641 93,1 73,1 50,7 0.001 76 13 90,4 75,4 70,0 058
Grau Ill / Indiferenciado 42 24 83,3 46,1 21,6 ! 23 5 94,7 63,3 63,3 !
Score 2 <0,04 402 123 93,5 70,0 44,2 057 53 6 93,9 81,4 81,4 0.02
=0,04 425 135 91,5 73,6 52,1 ! 43 12 90,3 62,0 34,4 !
Tratamento Nao 421 171 87,5 58,8 40,2 <0.001 56 13 87,0 66,9 66,9 017
Quimioterapia Sim 458 119 97,6 83,4 555 ! 44 7 97,5 78,8 60,8 !
Tratamento Nao 688 223 92,1 69,4 46,7 010 94 17 92,1 74,3 69,0 066
Radioterapia Sim 197 70 949 78,7 53,1 ’ 8 3 87,5 70,0 46,7 ’

N: nimero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites. * teste Log Rank.
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Visto a importancia que o estadiamento tem como fator progndstico e determinante

de tratamento para o CCR, estimativas da sobrevivéncia global estratificada pelo status MSI

para os estadios O/I, Il, Ill e IV, foram realizadas. De modo geral, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa para nenhum dos estadios (Tabela 21) (Figura 25). O que pode

se observar é um p-valor (p=0,07) bem préximo da significancia para o estadiamento Il.

Tabela 21 - Estimativa da Sobrevivéncia Global (SG) pelo método Kaplan-Meier estratificada

pelo status MSI com destaque para a varidvel Estadiamento.

Probabilidade (%)

Estadiamento  Status MSI N casos N eventos p-valor*
l1ano 3anos 5anos
MSS+MSI-L 118 12 94,8 91,4 86,3
o/l 0,95
MSI-H 10 1 90,0 90,0 90,0
MSS+MSI-L 313 52 96,5 87,7 63,5
I 0,07
MSI-H 49 9 88,9 81,5 61,1
MSS+MSI-L 268 86 93,6 75,9 50,1
1} 0,12
MSI-H 35 5 100 70,8 70,8
MSS+MSI-L 177 134 84,1 34,4 15,3
v 0,35
MSI-H 8 5 75,0 20,0 20,0
N: numero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de

microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites. * teste Log Rank.
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Figura 25 — Estimativa da Sobrevivéncia dos casos MSS+MSI-L e MSI-H quanto ao

0.0

estadiamento em 4 categorias pelo método Kaplan-Meier. A: estadios 0/I. B: estadio Il. C:

estadio lll. D: estadio IV

Com as diversas caracteristicas inerentes aos tumores que apresentam MSI, foi
apresentado na Introducdo a presenca de resisténcia ou sensibilidade a certos tratamentos
para esses casos. Sendo o emprego do 5-fluorouracil (5-FU) importante no tratamento do
CCR, estimamos a sobrevivéncia global estratificada pelo status MSI para Tratamento 5-
fluorouracil neoadjuvante + adjuvante, neoadjuvante ou adjuvante separadamente e ainda
nos casos com estadio Il que receberam tratamento tanto neoadjuvante quanto adjuvante e
ambos os tratamentos. Observamos que nao houve diferenga estatisticamente significativa
para nenhum dos tratamentos empregados quando comparadas as curvas de sobrevivéncia

estratificadas quanto ao status MSI (Tabela 22).
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Tabela 22 — Estimativa da Sobrevivéncia Global, pelo método Kaplan-Meier, dos casos de

CCR tratados com 5-fluorouracil, quanto ao status MSI.

Probabilidade (%)

Tratamento N N
Variavel  Categoria 1 3 5 p-valor**
5-fluorouracil* casos eventos
ano anos anos
. MSS+MSI-L 454 118 97,6 83,3 54,9
neoadjuvante status MSI 0,50
+ adjuvante# MSI-H 42 6 97,4 76,3 66,8
MSS+MSI-L 147 45 95,9 80,9 48,2
neoadjuvante status MSI 0,48
MSI-H 3 1 100 50 50
MSS+MSI-L 393 94 98,7 85,4 55,7
adjuvante status MSI 0,44
MSI-H 41 5 97,3 84,1 73,6
neoadjuvante MSS+MSI-L 191 37 97,4 88,3 56,6
MSI-H 12 2 91,7 91,7 61,1

com estadio 1™

N: numero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de
microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites. *regimes de tratamento: Mayo
Clinic, QUASAR, Roswell Park, FOLFOX, FLOX, XELOX e Fluoropirimidina oral. ** teste Log
Rank. ¥ engloba casos que receberam tratamento neoadjuvante, adjuvante e ambos os
tratamentos. ™ engloba casos com estadio Il que receberam tratamento neoadjuvante,
adjuvante e ambos os tratamentos.

4.12 Andlise de Sobrevivéncia Morte Especifica

Foi gerada tabela de estimativa de sobrevivéncia e graficos de curvas de Kaplan-
Meier por meio do software SPSS (versdo 21). A tabela contém o numero de casos (N casos)
analisados para cada categoria das varidveis em questao, assim como, o numero de eventos
observados (N eventos), sendo o ébito (por cancer) do paciente, o evento. Ainda nela, temos
a probabilidade de sobrevivéncia (%) estimada para 1, 3 e 5 anos, além do p-valor, para as
comparagdes entre as categorias das varidveis, obtido pelo teste de Long Rank.

Observamos uma probabilidade de sobrevivéncia morte especifica para os pacientes
CCR estimada para 1 ano de 96%, para 3 anos de 75,5% e para 5 anos de 52,5% (Tabela 23)
(Figura 26). Temos ainda, que a sobrevivéncia mediana foi calculada em 62 meses (IC95%: 57
— 68) e 0 tempo médio de seguimento dos casos foi de 31 meses (desvio-padrdo de 20

meses).
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Quando estratificamos os casos para o status MSI (MSS+MSI-L e MSI-H), ndo
observamos diferenga estatisticamente significativa entre as duas curvas (Figura 27). Embora
isso, os dados demonstram uma probabilidade para 1 ano de 96% nos casos MSS+MSI-L e de
96,7% nos casos MSI-H; para 3 anos de 75,2% para MSS+MSI-L e de 77,7% em MSI-H e para
5 anos de aproximadamente 52% para MSS+MSI-L e de 67,7% para MSI-H (Tabela 23).

Tabela 23 — Estimativa da Sobrevivéncia morte especifica (ébito por cancer) dos casos de
CCR e estimativa da Sobrevivéncia morte especifica (6bito por cancer) quanto ao status MSI,

pelo método Kaplan-Meier.

Probabilidade (%)
N N
Variavel Categoria 1 3 5 p-valor*
casos eventos
ano anos anos

Geral - 989 266 96,0 75,5 52,5 -
MSS+MSI-L 887 252 96,0 75,2 51,6
status MSI 0,16
MSI-H 102 14 96,7 77,7 67,7

N: numero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de
microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites.* teste Log Rank.
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Figura 26 — Estimativa da Sobrevivéncia morte especifica (6bito por

cancer) dos casos de CCR pelo método Kaplan-Meier.
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Figura 27 — Estimativa da Sobrevivéncia morte especifica (6bito por cancer)

dos casos de CCR quanto ao status MSI pelo método Kaplan-Meier.
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4.13 Analise Multivariada para a sobrevivéncia por meio de regressao de Cox

A andlise multivariada para a estimativa da sobrevivéncia global foi realizada
utilizando o Modelo de Riscos Proporcionais de Cox. O referido modelo foi utilizado para
estimar o risco relativo de sofrer o evento (6ébito) para cada uma das varidveis que
compuseram o modelo.

Para os casos MSS+MSI-L, as varidveis que iniciaram a modelagem foram: grau
histoldgico, tipo histoldgico, estadiamento, idade ao diagndstico, tratamento quimioterapia
e tratamento radioterapia. Ja para as amostras MSI-H, as varidveis foram: score 2, tipo
histoldgico, estadiamento, idade ao diagndstico, tratamento quimioterapia e tratamento
radioterapia.

Por meio do modelo de regressdo de Cox, estimamos o Risco Relativo simples (RR) e
Risco Relativo multiplo (RRa;). O RR foi obtido com o modelo de Cox simples, onde cada
variavel foi analisada individualmente e o RRy, foi estimado pelo modelo de Cox multiplo,
com as variaveis analisadas conjuntamente.

O modelo mudltiplo final ajustado (RRa) para o grupo de pessoas com status
MSS+MSI-L foi composto pelas varidveis: grau histologico, estadiamento, idade ao
diagndstico, tratamento quimioterapia e tratamento radioterapia (Tabela 24). Para os casos
com grau histoldgico Ill/Indiferenciado foi estimado um risco maior de ocorrer o 6bito em
comparagdo com o grau I/Il. Em ambos os modelos (RR e RRyj) a varidvel se apresentou
estatisticamente significativa e com valores de risco relativo semelhantes (Tabela 24). Para o
estadiamento foi estimado um risco maior de ocorrer o ébito para os individuos dos estadios
I, Ill e IV em comparacdo com o estadio I. Podemos observar que no modelo simples (RR),
nao ha diferenga estatisticamente significativa para o estadio Il e ainda que os valores
estimados de risco sdo menores para todas as categorias (Tabela 24). Foi estimado que o
risco (RRaj) de 6bito aumenta com o aumento da idade, tendo sido estimado os valores 1,38
(p=0,02) para a categoria =50 e <75 anos e 1,93 (p=0,008) para a faixa =75 anos, em
comparagdo com a faixa <50 anos. Em ambos os modelos (RR e RRu) a varidvel se
apresentou estatisticamente significativa e com valores de risco relativo semelhantes
(Tabela 24). Para o tratamento quimioterapia, foi estimado que o risco de ébito diminui para
os pacientes que receberam tratamento. Tanto para o modelo simples (RR) (0,47 e p<0,001)
quanto para o modelo multiplo (RRa) (0,57 e p<0,005) a varidvel se comportou de modo

semelhante (Tabela 24).
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Para os casos com status MSI-H o modelo multiplo final ajustado (RRa;) foi composto
pelas varidveis estadiamento, idade ao diagndstico, tratamento quimioterapia e tratamento
radioterapia (Tabela 25). Para o estadiamento, o risco estimado ndo foi estatisticamente
significativo para nenhum dos estadios analisados no modelo multiplo (RRp) em
comparag¢dao com o estadio I. Diferentemente, para o modelo simples (RR) temos apenas
uma diferenca (p=0,03) entre os estadios | e IV, com este apresentando um risco de ébito
aumentado em 10,6 (Tabela 25). Quanto a varidvel idade ao diagndstico, nenhuma
comparagdo apresentou diferenga significativa em nenhum dos modelos (RR e RRy), mas se
observa uma redugao no risco de ébito com o aumento da idade para ambos os modelos de
Cox (Tabela 25). Tanto para o tratamento quimioterapia quanto para o tratamento
radioterapia, nao foram observadas diferencgas significativas para as comparagdes realizadas

em nenhum dos modelos de Cox analisados (RR e RRy)) (Tabela 25).



Tabela 24 — Estimativa do Risco Relativo pelo Modelo de Cox para os tempos de sobrevivéncia global nas amostras MSS+MSI-L.

status X . N N IC 95% - N N IC 95% -
Variavel Categoria RR ° P RRyay ° P
MSI casos eventos valor | casos eventos valor
inferior superior inferior superior
Grau I/l 831 265 1 - - - 813 254 1 - - -
Grau
o Grau 42 24 1,75 1,14 2,66 001
histoldgico 42 24 2,06 1,35 3,13 0,001 !
I1l/Indiferenciado
o/l 118 12 1 - - - 114 12 1 - - -
Il 313 53 1,67 0,89 3,13 0,11 308 51 2,23 1,16 4,29 0,016
Estadiamento
I 268 86 3,27 1,78 6,01 <0,001 | 258 83 5,26 2,66 10,4 <0,001
MSS \Y 177 134 9,62 531 1745 <0,001 | 175 132 10,1 552 183  <0,001
+
MSI-L Idade <50 anos 255 88 1 - - - 244 86 1 - - -
ao 250 e <75 anos 542 181 1,39 1,07 1,80 0,014 | 523 170 1,38 1,06 1,79 0,02
diagndstico 75 anos 90 24 1,62 1,02 257 0,04 | 88 22 1,93 1,18 3,14 0,008
Tratamento Nao 421 171 1 - - - 413 167 1 - - -
Quimioterapia i, 458 119 0,47 0,37 0,59 <0,001 | 442 11 0,57 0,38 0,85 0,005
Tratamento Nao 688 223 1 - - - 669 215 1 - - -
Radioterapia g 197 70 079 o6 104 0,10 | 18 63 098 072 133 092

N: numero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites. RR:
Risco Relativo estimado pelo Modelo de Cox simples (cada varidvel analisada individualmente). RRa;: Risco Relativo estimado pelo Modelo de
Cox multiplo (varidveis analisadas conjuntamente).
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Tabela 25 — Estimativa do Risco Relativo pelo Modelo de Cox para os tempos de sobrevivéncia global nas amostras MSI-H.

status , . N N IC 95% - N N IC 95% -
Variavel Categoria RR ° P RRyay ° P
MSI casos eventos valor | casos eventos valor
inferior superior inferior superior
0/ 10 1 1 - - - 10 1 1 - - -
I 49 9 2,04 0,26 16,1 0,50 48 9 1,6 0,18 13,8 0,67
Estadiamento
I 35 5 1,48 0,17 12,7 0,72 34 5 1,76 0,14 22,2 0,66
v 8 5 10,6 1,2 93,2 0,03 8 5 6,64 0,71 61,9 0,09
Idade <50 anos 29 9 1 - - - 29 9 1 - - -
MSI-H ao =50 e <75 anos 56 10 0,68 0,28 1,69 0,41 54 10 0,74 0,29 1,92 0,54
diagndstico 75 anos 17 1 0,22 0,03 1,75 0,15 | 17 1 0,24 0028 2,07 0,19
Tratamento Nao 56 13 1 - - - 56 13 1 - - -
Quimioterapia  jp, 44 7 0,53 0,21 1,33 0,17 | 44 7 0,43 0,09 1,99 0,28
Tratamento Nao 94 17 1 - - - 92 17 1 - - -
Radioterapia i 8 3 132 o038 46 066 | 8 3 1,9 04 860 0,40

N: numero. MSS: estabilidade de microssatélites, MSI-L: baixa instabilidade de microssatélites, MSI-H: alta instabilidade de microssatélites. RR:
Risco Relativo estimado pelo Modelo de Cox simples, ou seja, para cada variavel individualmente. RRy;: Risco Relativo estimado pelo Modelo de
Cox multiplo, ou seja, para as varidveis conjuntamente.
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5 DISCUSSAO

O cancer é um dos principais problemas de saude publica, tanto para as sociedades
mais desenvolvidas quanto para as menos desenvolvidas. A sua ocorréncia vem aumentando
devido ao crescimento e envelhecimento da populagdo, bem como um aumento da
prevaléncia de fatores de risco, como tabagismo, obesidade, sedentarismo e mudancga de
estilo de vida associado a urbanizacdo e ao desenvolvimento econdémico. Com base na
Globocan 2012, cerca de 14 milhées de novos casos de cancer e 8,2 milhdes de mortes
ocorreram em 2012 em todo o mundo. Ao longo dos anos, a questao do cancer se agravou
mais nos paises em desenvolvimento, que representam cerca de 57% dos casos e 65% das
mortes por cdncer em todo o mundo®.

Os fatores etioldgicos e os mecanismos patogénicos subjacentes ao desenvolvimento
do CCR sao complexos e heterogéneos. Com toda a complexidade inerente ao CCR, que se
observa em diversos estudos da literatura internacional representando distintas regides
geograficas, o presente trabalho vem contribuir com a compreensao deste tipo tumoral na
populacdo brasileira, através d andlise da frequéncia de diversas caracteristicas clinico-
patolégicas, moleculares e estudo das contribuicdes genéticas e clinicas que a miscigenacao

populacional brasileira possa acarretar.

5.1 Dados demograficos e clinico-patolégicos dos pacientes com CCR do Hospital de
Cancer de Barretos

No presente trabalho, quando analisamos os dados demograficos e as caracteristicas
clinico-patoldgicas, observamos que a maioria das frequéncias estdao dentro dos valores
descritos previamente na literatura internacional e nacional (Tabela 26). A analise detalhada
e associagoes clinico-patoldgicas relevantes desta série, sdo alvo de outro estudo do nosso

grupo de pesquisa, estando descritas em dissertacdao de mestrado.



Tabela 26 — Dados demograficos e clinico-patologicos descritos previamente neste presente estudo e nas literaturas internacional e nacional.

Idade média ao

Localizagao

Ano Origem N * e - *
divulgacsio amostral amostral Sexo diagndstico tumor Estadiamento
(anos) primario*
. li 5lon distal
Presente estudo 2017 Brasil 1013 m?;;;;no 58 co (05n1%:)s a 1]
6 . Populacional .
INCA 2016 Brasil (INCA) feminino
feminino
Lei 1,109 2010 Brasil 6 63 5lon distal -
eiteet a 0 rasi 6 (62%) colon dista
. 110 . masculino
Ferreira et al. 2014 Brasil 8234 (52%) 59
lino colon distal
h .12 2000 Portugal 7 mascu 5 I
Chaves et a 0 ortuga 6 (54%) 8 (42%)
1 GLOBOCAN Populacional .
Torre et al. 2015 2012 (Mundo) (GLOBOCAN) masculino
Miller et al.? 2016 EUA - - 68 - -
. 4 Populacional igualdade entre
Siegel et al. 2017 EUA (SEER) cex0s
Simons et al.}*? 2013 Holanda 509 masctlllno 68 colon distal 1]
(54%)
Gonsalves et al.'*? 2014 EUA 2326 masculino 60 célon distal 1l
Nam et al."™¢ 2016 Coréia do Sul 191 masculino 60 clon distal W,
(54%)
0

N: numero. *: categoria predominante. INCA: Instituto Nacional de Cancer.

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results. -: ndo informado.
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5.2 Padronizagdo da técnica de andlise de MSI, comparacio com a andlise
imunoistoquimica e analise de MSI em pacientes com CCR do Hospital de Cancer de
Barretos

No CCR, anormalidades genémicas ocorrem em um padrdo nao aleatdrio na evolugao
adenoma-carcinoma e posteriores lesdes avancadas e a formacdao de metdstases. Ha trés
vias conhecidas na patogénese do CCR: instabilidade cromossdmica (CIN), instabilidade de

33,34 com o advento da medicina

microssatélite (MSI), e o fendtipo metilante (CIMP)
personalizada, a necessidade e a importancia de biomarcadores de progndstico ou
diagndstico tem aumentado. Alteragdes dos genes Mismatch repair (MMR) influenciam no
tamanho dos microssatélites e assim, a MSI é empregada como um marcador fenotipico de
falhas no mecanismo de reparo das células. A presenga de MSI vem sendo usada como um
biomarcador para diversas finalidades no CCR, como: I) rastreamento de casos hereditdrios;
II) marcador de progndstico, onde casos apresentando MSI possuem um melhor progndstico
gue aqueles que ndo o apresentam; lll) resisténcia a terapia com 5-FU e sensibilidade a
irinotecan e recentemente, 1V) imunoterapia34.

Uma das técnicas moleculares mais utilizada na analise de MSI é aquela em que se
realiza uma PCR multiplex composta de 5 marcadores mononucleotidicos (NR27, NR21,
NR24, BAT25 e BAT26) e que pode ser realizada sem o uso de DNA de tecido normal como
referéncia. Neste contexto, é fundamental a determinagdao do intervalo de variagao
guasimonomoérfico (Quasimonomorphic Variation Range - QMVR) para cada marcador. O
QMVR do presente trabalho foi estabelecido apds anadlise de 214 individuos sauddveis
(oriundos de diversos estados brasileiros, como: Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand, Rio
Grande do Sul, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco e Rondonia),
cujos tamanhos dos alelos e as frequéncias absolutas/relativas para cada marcador foram
determinados.

Com a determinacdo do QMVR, observou-se que 23 individuos (Tabela 3) possuiam
alelos fora do intervalo, sendo que nenhum deles exibia mais de um marcador fora do
intervalo. Assim, individuos com instabilidade em mais de dois marcadores foram
precisamente classificados como apresentando MSI-H e para classificar como MSI-L, é
necessario a alteracdo de somente um marcador. Estes dados foram detalhadamente
descritos e discutidos no artigo - Optimization of a pentaplex panel for MSI analysis without

control DNA in a Brazilian population: correlation with ancestry markers, publicado por
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nosso grupo. Apds a determinagdo do QMVR e padronizagdo da técnica, nossa metodologia
foi submetida a processo de acreditacdo internacional pelo UK NEQAS (United Kingdom
National External Quality Assessment Service), obtendo anualmente 100% de acerto na
detecgao dos marcadores e correta genotipagem das amostras enviadas.

Com a padronizacdo da técnica molecular de analise de MSI, pudemos analisar os
1013 casos brasileiros incluidos no nosso trabalho e determinar a frequéncia desta
alteracdo. Encontramos 85,8% de casos com fendtipo MSS, 3,7% de casos MSI-L e 10,5% de
casos exibiram MSI-H. Tal como previamente enumerado, a identificagao da MSI no CCR é
importante e se faz possivel ndo apenas por métodos moleculares, mas também por
técnicas de imunoistoquimica (IHQ). Para isso, a andlise realizada por um patologista
consiste em detectar a perda da expressdo das proteinas, que compdéem o MMR (MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2) no tumor em comparagdo a mucosa normal e como resultado, tem-se
a expressao positiva ou negativa dessas proteinaslls. No presente trabalho, por IHQ, a
frequéncia de casos com MSI foi de 10,2%, porcentagem essa muito similar a obtida pela
técnica molecular o que confirma a efetividade da identificagao de casos com MSI por parte
da técnica molecular otimizada e empregada. Nos observamos uma concordancia (Teste
Kappa) de 95,6% entre ambas as metodologias (p<0,001), comprovando estatisticamente
gue houve concordancia entre as duas técnicas. Essa concordancia e efetividade em se
determinar a presengca de MSI entre ambas as técnicas ja foi descrita por diversos

116118 115 literatura e corrobora nossos achados. Além da elevada concordancia, ao

trabalhos
se utilizar a IHQ como padrao-ouro para determinar a MSI, os valores da analise de
Sensibilidade, Especificidade e Acuracia do teste molecular foram: 99,5%, 96,1% e 99,2%,
respectivamente.

Apesar da elevada concordancia, em oito casos nds observamos discordancia entre a
IHQ e a andlise molecular de MSI. Nestes casos, nds realizamos analises complementares de
potenciais genes MSl-alvo observando outras regioes de microssatélites. Todos os casos que
se apresentaram MSI-H e Positivo para a imunoistoquimica exibiram genes MSI-alvo com
alteragao, variando de 3 a 8 genes. Por outro lado, nenhum dos casos que se apresentaram
MSS e Negativo para a imunoistoquimica apresentaram genes MSl-alvo com alteragao. Nos
casos MSI-L, observaram-se genes MSI-alvo alterados também. Isto sugere que a analise

molecular empregada no presente trabalho detectou melhor o fendétipo MSI no CCR. Na

literatura internacional, trabalhos como Lin et al.'*° obtiveram 23 (32,9%) casos discordantes
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para a mesma comparagdo. O painel de marcadores moleculares utilizado pode justificar
essa elevada porcentagem de discordancia, onde, marcadores dinucleotidicos sdo
conhecidamente menos sensiveis em comparagdo com marcadores mononucleotidicos?’,

1.”2! utilizaram um painel de cinco

que foram utilizados pelo nosso trabalho. Patil et a
marcadores similares aos utilizados pelo presente trabalho e a concordancia entre as
técnicas foi de 100%. Este valor muito préximo do obtido pelo nosso trabalho, confirma a
eficiéncia em se determinar o status MSI por técnica molecular empregando marcadores

mononucleotidicos (fato corroborado pela literatura internacional®® °* 2%

, como o0s
utilizados pelo nosso painel.

Além disso, a técnica molecular é vantajosa por ser realizada por meio de uma reagao
multiplex com cinco pares de primers marcados com fluorescéncia, o produto amplificado
ser composto na média por 100 pares de bases que podem ser analisados por eletroforese
capilar e apresentar um custo reduzido por paciente analisado. Em situagdes de escassez de
material tumoral, essa técnica é mais efetiva que a IHQ, pois pode ser realizada com apenas
um corte de material tumoral, ao contrdrio dos quatro cortes necessarios para a analise de
IHQ'*2. Em resumo, a analise molecular de MSI tem como vantagens em relacdo a IHQ:
auséncia de um patologista experiente para andlise; analise mais objetiva, em comparagao
com a avaliacdo do padrao de coloracdo das laminas na reacao de IHQ, sendo os padrdes de
amplificagdo molecular mais reprodutiveis; os testes de qualidade sao mais rapidos e
simples de se realizar; pode se identificar tumores MSI-H que apresentam falhas no MMR
mas possuem marcag¢ao protéica devido a uma mutagao missense nao-truncada ou a
mutagdes em outras proteinas do MMR que ndo sdo incluidas no painel de IHQ e a
necessidade de pouco material tumoral para a anélise molecular'®®.

A andlise comparativa das nossas frequéncias de MSI-H, MSI-L e MSS evidenciou
valores préximos dos reportados em outros estudos (Tabela 27). A frequéncia internacional
do status MSI-H esta entre 12-15% para o CCR, sendo que dois-tercos desses casos sdo

33123 De acordo com dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas Network) para

esporadicos
CCR, 16% da casuistica analisada apresentou um quadro de alta instabilidade de
microssatélites (MSI-H), sendo que 12% desses com MSI oriunda da
hipermetilagdo/silenciamento de MLH1 e 4% com MSI devido a mutagdes somaticas em
genes do MMR?*. Assim, no presente trabalho, a porcentagem de casos MSI-H (10,5%)

encontrou-se ligeiramente inferior ao intervalo relatado pela literatura internacional. No
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entanto, trabalhos'**'?° da literatura relatam variaces na frequéncia de MSI-H dentre os

estadios do CCR, com: 15-20% para casos estadio Il, 7-13% para estadio Ill e 3-8% para

estadio IV. Isso se aproxima do valor relatado no presente estudo e do fato de termos

observado maior frequéncia de casos com estadio mais avangado.

Tabela 27 — Dados de frequéncia de MSI descritos previamente neste presente estudo e nas
literaturas internacional e nacional.

Ano Origem N Casos MSI-H

divulgagao amostral amostral (%)
Presente estudo 2017 Brasil 1013 10,5
Leite et al.®® 2010 Brasil 66 22,7
The Cancer Genome
Atlas Network® 2012 TCGA 224 16
Chaves et al. 2000 Portugal 76 12
Nam et al.’** 2016 Coréia do Sul 191 1,6
Markovic et al.”>’ 2013 Sérvia 200 3,4
Kim et al.*¥’ 2014 Coréia do Sul 1867 7,5
Miwata et al.'*® 2014 Jap3o 233 8
Krivokapic et al.'*® 2012 Sérvia 150 9
Yoon et al.”*° 2011 Coréia do Sul 2028 10,5
Gonsalves et al.'*? 2014 EUA 2326 13
Miwata et al.'*® 2014 Vietn3 60 22
Simons et al.’*? 2013 Holanda 509 12,6
Soreide™! 2011 Noruega 121 27,3

N: niumero. MSI-H: alta instabilidade de microssatélite.
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A discrepancia entre nossos resultados e outros trabalhos com relacdo a proporc¢ao
de MSI-H pode ser causada por diversos fatores, tais como: diferengas metodoldgicas
empregadas na determinagao do status MSI nas casuisticas analisadas, visto que em varios
trabalhos o painel de marcadores analisados diferia com o do presente trabalho; distintos
critérios de inclusdao de pacientes; diferentes etnias dos pacientes analisados e critérios
ambientais que podem afetar a presenga da MSI no CCR. O presente trabalho elucida a
frequéncia de MSI de maneira robusta por analisar uma casuistica ampla em uma populagao

miscigenada como a do Brasil.

5.3 Associagao do status de MSI com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes
com CCR do Hospital de Cancer de Barretos

A correlacdo do status MSI com os dados demograficos e clinico-patolégicos
evidenciou varias associagdes significativas (p<0,05) em analise univariada. Os casos que
exibiram fendétipo MSI-H apresentaram: tumor primario localizado no célon direito
(Figura28); estadiamento Il; metdstases classificadas em MO; tipo histoldgico mucinoso; grau
histolégico lll/Indiferenciado; presenga de tumor sincronico; auséncia de metastase ao
diagnostico, nao recorréncia da doenga e casos vivos sem doenga. Estes resultados estao em
concordancia com Leite et al.'®, que também encontraram diferenca estatisticamente

significativa para localizacdo do tumor. De igual forma, Yoon et al."*°

reportaram que
pacientes MSI-H apresentavam tumores no cdlon direito, incidéncia inferior de metastase
linfonodal, histologia mucinosa ou pouco diferenciada e adenomas sincrénicos. Ainda,

I 132

Fleming et al.”™%, encontraram que tumores localizados no célon direito ou com histologia

1.3 e de

mucinosa ocorreram em pacientes MSI-H, com os trabalhos de Vilar et a
Ronnekleiv-Kelly el at."**, que demonstraram uma maior prevaléncia de estadio Il nos casos
MSI-H e com os trabalhos de Sinicrope et al.”> e de Ronnekleiv-Kelly el at.B* gue também
encontraram associagao com o status MSI-H e nao recorréncia da doenga. Por outro lado,
Yoon et al.'* descrevem que pacientes MSI-H eram mais jovens (< 50 anos de idade ao
diagndstico).

Posteriormente, por meio de analise multivariada reforgamos a associagao do status

MSI-H com: tumores primarios localizados no coélon direito, grau histoldgico

[ll/Indiferenciado e pacientes vivos sem doenga. Estes resultados estdo de acordo com a
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109, 114, 130, 132, 136

literatura internaciona , reforcando o papel de biomarcador de progndstico

nestes pacientes.

Colon Proximal

MSI-H
29% (74/255)

BRAF mut
35,1% (26/74)

Célon Direito
(255/1013)

Cdlon Esquerdo|

Reto Alto
(519/1013)

MSI-H
4,6% (24/519)

BRAF mut
Reto Médio 8,3% (2/24)

e Baixo
(238/1013)

MSI-H
3,4% (8/238)

BRAF mut
0% (0/8)

Fonte: Adaptado de Soreide 2011.

Figura 28 — Porcentagens do status de MSI-H e de BRAF V600E, para os casos de cancer

colorretal analisados, distribuidas pela localizacao do cdlon.

5.4 Andlises de mutagdo em BRAF (V600E) e de metilagdo de MLH1 em pacientes com
CCR e MSI-H do Hospital de Cancer de Barretos

O CCR é uma doenca heterogénea definida por diversas mutacdes nos receptores
tirosina-cinase (RTKs) ou em componentes da via intracelular ativada por esses receptores,
podendo apresentar concomitantes alteragdes no mesmo tumor™’. No CCR, o gene BRAF

estd mutado em 5-15% dos casos'3* 137 138

, sendo em 90% dos casos a mutacao hotspot
V600E. A presenca desta mutacdo estd associada a um pior progndstico dos pacientes™,
idade ao diagndstico mais tardia e maior probabilidade de serem pacientes do sexo
feminino™®. Importante também mencionar que pacientes CCR com estadio IV e mutacdo

34, 137

BRAF V600E ndo respondem a terapia com inibidores de EGFR . Mutac¢des em BRAF

estdo mais associadas com o fenétipo metilador de ilhas CpG (CIMP) e quando associada ao
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132,199 'No presente trabalho, a

status MSI-H é indicativa da natureza esporadica do tumor
mutagdao BRAF V600E foi analisada apenas nas amostras MSI-H e encontramos a alteragao
em 26,4% desses casos. Esta porcentagem estd abaixo do relatado pela literatura onde 40-

140,141 " Ainda, podemos observar que a

60% dos casos MSI-H apresentam essa mutagao
grande maioria dos tumores mutados BRAF V600E estavam localizados no cdélon direito
(Figura 28), local esse que apresentou a maior frequéncia de casos MSI-H e que nenhum dos
casos analisados na porgao reto médio e baixo apresentaram mutagao.

Em pacientes com MSI, a inativagdo dos genes do MMR pode ser hereditdria
(Sindrome de Lynch — HNPCC) devido a mutagdes germinativas dos genes do MMR ou
somaticas (casos esporadicos) devido principalmente a metilacdo da regido promotora dos
genes do MMR. A perda da fungdo de reparo de DNA em casos hereditarios ndo é devida
apenas pela alteragdo germinativa, mas também pela inativagdao do outro alelo selvagem,
enguanto que nos casos somaticos, a perda do reparo ocorre em especial pela metilacdo da

142

regiao promotora do MLH1"*. De um modo geral, aproximadamente 90% dos CCR que

113

possuem status MSI-H resultam da metilagdo de MLH1 ", aqueles com tumores localizados

no cdlon direito apresentam metilagdo em 30-40% dos tumores, enquanto que no célon

%% %3 Este mecanismo de inativagdo de MLH1

esquerdo e reto essa frequéncia é de 5-15
nao parece condicionar a resposta dos pacientes ao tratamento com 5-FU, no entanto, ha
relatos de uma melhor resposta aos regimes contendo irinotecan em casos metilados>* e,
ndo sendo conclusivo o seu papel na resposta a terapia FOLFOX'**.

No presente trabalho, analisamos 65 casos dos 1013 que tinham exibido perda da
expressao proteica de MLH1 por IHQ. Observamos metilagdo em 72,3% deles o que nos
permite inferir que o silenciamento da regido promotora do MLH1 é o principal evento
subjacente a MSI e ainda inferimos que, dos casos com perda de MLH1, aproximadamente

dois-tergos tratam-se de casos esporadicos.

5.5 Estudo de potenciais genes MSI-alvo em pacientes com CCR e MSI-H do Hospital de
Cancer de Barretos

A inativagao dos genes do MMR leva a deficiéncia do mecanismo de reparo de DNA e
consequente surgimento do fendtipo MSI nas células. Essa instabilidade pode atuar em
gualquer regido de microssatélite presente no genoma e assim causar mutacdes do tipo

insercdo/delecdo. Genes com sequéncias de microssatélite sdo assim potenciais genes MSI-
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alvo®. As alteracdes de microssatélites que ocorrem em regides codificadoras, intréons ou
regides génicas ndo traduziveis podem influenciar positivamente ou negativamente a
expressdo génica ou a fungdo proteica, por afetarem a transcri¢do ou os sitios de splicing**>
%6 No trabalho de Hause et al.**, observou-se que microssatélites instaveis em regides
génicas sustentam a ideia que eles preferencialmente se acumulam em genes envolvidos na
carcinogénese ou na sobrevivéncia do tumor e, portanto, provavelmente servem como
direcionadores (drivers) da evolucdo do cancer. As diferencas nos padrées de MSI entre os
tipos de canceres podem consequentemente refletir diferentes pressdes seletivas positivas e
negativas observadas durante a carcinogénese.

Assim, exemplifica-se como ndo apenas a determinagao do status MSI é importante
para o CCR, mas também como esse evento atua nos demais genes tidos como MSI-alvo. A
alteragao de genes do MMR é a principal causa da MSI e a progressao genética dos tumores
gue apresentam MSI baseia-se na ocorréncia de mutacdes em oncogenes, genes supressores
tumorais, genes apoptdticos e genes de reparo. Trabalhos sugerem que a MSI nao atue de
modo discreto, mas de modo continuo, afetando diferentes sitios de microssatélites ao
longo do genoma tumoral influenciando na progressao da doenga e na sobrevivéncia do

paciente40' 43

. Visto que em diversos estudos, os dados de alteracdo nesses genes divergiram
substancialmente para casuisticas tao semelhantes clinico-patologicamente, nossos
resultados sugerem que a heterogeneidade clinica em pacientes com CCR é devido ao perfil
de genes MSl-alvo alterados em cada tumor, conferindo resisténcia/sensibilidade ao
tratamento e melhor/pior prognéstico da doenga.

Apesar da classificagdo em tumores MSS, MSI-L e MSI-H, o nimero de eventos MSI e

147,148
.E

as caracteristicas relacionadas a eles sao Uteis na avaliagdo e progressao do cancer m

recente e relevante estudo de Kim et al.*

, analisando por meio de técnicas de
bioinformatica e utilizando dados gendmicos do TCGA de CCR e de cancer de endométrio
(CE), constatou-se que casos MSI-H apresentam um elevado numero de eventos MSI
(mediana de 290 eventos no CCR e 126 no CE) quando comparado aos MSI-L (mediana de 5
e 2) e aos MSS (mediana de 4 e 1)*°. Sabe-se ainda, gue os genomas do CCR e CE apresentam
um nivel consideravel de especificidade tumoral nos genes MSl-alvo alterados™.

Para o estudo dos potenciais genes MSI-alvo do presente trabalho, selecionamos

genes MSl-alvo previamente descritos como relevantes e podemos destacar as elevadas

porcentagens de casos alterados para os genes: HSP110, ATM, EGFR, MRE11, ROCK1 e
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TGFBRII, as baixas porcentagens para: RAD50, MSH6, ABCC5, PTEN, BLM, WISP3 e TRBP2 e
auséncia de alteracdo em BRCA1, BRCA2, XPO5 e XRCC2. Em Kim et al.*®, um dos primeiros
trabalhos analisando genes MSI-alvo, os valores encontrados foram: RAD50 (33%), BLM
(18%), MSH6 (23%), BRCA1 (3%) e ATM (3%). Em comparacdo, todos os valores do presente
trabalho foram inferiores, menos para ATM, se mostrando o segundo gene MSI-alvo mais
frequentemente alterado nas amostras analisadas e ainda um importante alvo nestes
tumores com MSI. Comparativamente ao trabalho de Dorard et al.**® temos uma frequéncia
de alteragdo semelhante apenas para HSP110 (~90%) e para os outros genes MSI-alvo os

146 Com os dados

valores sdao superiores em até 10 vezes em relagao ao presente trabalho
obtidos por Collura et al.>®, temos também uma porcentagem semelhante apenas para
HSP110 (97%) e para os demais genes MSI-alvo, observam-se novamente valores maiores
em até 7 vezes em relacdo ao presente trabalho®®. No trabalho de Markovic et al.”’,
demonstrou-se alteracdo no HSP110 em 100% dos casos MSI-H analisados e ainda, alguns
casos apresentaram associagdo com mutagcao em BRAF. E importante citar que as
diferengas encontradas pelos trabalhos analisados podem ocorrer por diversos motivos,
desde questGes metodoldgicas (técnica ou equipamento utilizado para andlise de
fragmento, quantidade de regides de microssatélite analisadas por gene) até questdes
amostrais (critérios seletivos de amostras, nimero amostral e heterogeneidade amostral). O
presente trabalho foi o primeiro a se propor a realizar tal analise com uma amostragem tao
representativa e composta de casos da populacdo brasileira.

Dos 24 genes MSl-alvo analisados por ndés, o HSP110 se mostrou o mais
frequentemente alterado (92,9%) no presente trabalho e em outros da literatura,
colocando-o como um novo gene MSI-alvo tanto em linhagens celulares quanto em tumores

146

primdrios de CCR com MSI~™. Este gene, assim como outros Heat shock proteins (HSP), atua

protegendo as células contra condi¢des adversas, como um fator de troca nucleotidica para
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HSP70"° e como uma importante chaperona®'. Gracas a essa atividade, a HSP110 é uma

boa carreadora de antigenos e é usada como uma proteina extracelular na formulacao de

152, 153

vacinas . De maneira nao totalmente compreendida, a sua propriedade tumorigénica

no CCR, deve-se a uma superexpress3o que atua evitando a morte celular apoptética’.

Recentemente, o estudo de Buhard et al.*®

sugeriu 0 uso desse gene como um
complemento do painel de detecgdao de MSI, visto que ele sozinho apresentou uma maior

sensibilidade em comparacdo ao painel e uma similar especificidade. O uso do HSP110
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simplificaria e melhoraria o método molecular de deteccdo de MSI em CCR, inclusive em
casos duvidosos para o painel pentaplex.

Outro gene MSl-alvo analisado pelo presente trabalho e que se apresentou alterado
na maioria dos casos (58,1%) foi o TGFBRII. A inativacdo da sinalizacdo por TGFB é um dos
passos na progressao do CCR e cerca de um-terco dos casos apresentam mutagdes
inativadoras em TGFBRII**. Em tumores com MSI a sua mutacdo ocorre devido a alteracdes

156,157 Este valor é

no microssatélite contido na sua regiao codificadora em 69-90% dos casos
proximo do relatado pelo presente trabalho. Relatou-se também um possivel papel preditivo
de progndstico para TGFBRII ao se observar que pacientes com CCR estadio Ill, MSI-H e com
mutagdao em TGFB tratados com quimioterapia baseada em 5-FU apresentaram um melhor
progndstico™® 8.

Analisamos também a sobrevivéncia dos pacientes estratificada para a funcdo génica
desempenhada por esses genes MSI-alvo e quanto ao status MSI. Observamos diferenga
estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevivéncia para os genes MSl-alvo
envolvidos com as fungdes génicas: Sinalizagdo celular, Receptor tirosina cinase e
Adesdo/Citoesqueleto. Os casos MSI-H com genes MSl-alvo alterados ligados a essas fungdes
génicas apresentaram uma maior probabilidade para 5 anos quando comparados com os
casos MSS+MSI-L. De um modo geral, essas funcdes génicas sdao cruciais para o
desenvolvimento/progressdao dos tumores, genes presentes nelas foram utilizadas para o
desenvolvimento de novos fdrmacos que contribuem para uma melhor resposta e sobrevida
dos pacientes e dados acerca de alteracGes nessas vias sdo importantes para a orientacao na

conduta clinica, o que demonstra a presenga e importancia da heterogeneidade genética

dentre os casos MSI.

5.6 Propor¢ao de ancestralidades dos pacientes com CCR do Hospital de Cancer de
Barretos e sua influéncia sobre status de MSI

A heterogeneidade genética da populagdo brasileira é fruto de interrelagdes étnicas,
sendo os principais grupos contribuintes os Amerindios (grupos populacionais nativos das
Américas), os Europeus (colonizadores) e os Africanos (mao-de-obra escrava). Além disso,
certas regides do pais receberam outros grupos populacionais na recente histéria do pais,
como italianos e alemades na regidao Sul e japoneses e drabes na regido Sudeste. Com mais de

cinco séculos de histdria, os brasileiros apresentam diversos padrdoes de ancestralidade
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genética que englobam todo o territério do pais”™ **°

. A avaliacdo da miscigenacdo se faz
importante nos estudos genéticos populacionais, principalmente na abordagem de grupos
altamente miscigenados, como o Brasil e os diversos paises do continente americano.

No presente trabalho, determinamos as propor¢des de ancestralidade Africana (AFR),
Europeia (EUR), Asidtica (ASN) e Amerindia (AME) para os pacientes brasileiros, por meio do
painel de marcadores AlMs (Ancestry-informative Markers)'®®. Na visdo geral, temos um
predominio do componente EUR (73,9%), seguido do AFR (12,6%) e um equilibrio entre as
proporcdes dos componentes ASN (6,8%) e AME (6,7%). Esses dados elucidam a forte
influéncia europeia na composicdo genética dos pacientes analisados pelo presente trabalho
e como essa carga genética é importante no fenétipo populacional. Também encontramos
que a propor¢gdo do componente africano foi o segundo mais frequente, sendo
aproximadamente a soma dos componentes ASN e AME. Esse predominio do componente
europeu na proporcdao do grupo CCR Brasil foi semelhante a descrita para a populacido
saudavel brasileira das regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste®. Neste estudo de Pena et
al.”® foi evidenciada uma pequena variabilidade ancestral entre as diferentes regies do pafs,
exemplificado pelo componente europeu que apresentou uma uniformidade entre as
regides (Norte-69,7%, Nordeste-60,6%, Sudeste-73,7% e Sul-77,7%). Os nossos dados foram
também semelhantes ao reportado por Manta et al.'®®, que analisaram casos provenientes
da cidade do Rio de Janeiro (regido Sudeste do Brasil) utilizando a mesma metodologia
emprega pelo presente trabalho. Neste trabalho os individuos também apresentaram
padrdes varidaveis de miscigenacao resultando em uma populacao global com ancestralidade
predominantemente europeia (55,2%), seguida de africana (31,1%) e de amerindia
(13,7%)'®°. As proporcdes de ancestralidade do trabalho de Manta et al.'® e do presente
trabalho n3do sdo idénticas, mas ambas demonstram um predominio do componente
europeu seguido do africano. Embora, para a populacdo do Rio de Janeiro, o componente
africano (31,1%) foi aproximadamente duas vezes superior ao encontrado pelo presente
trabalho (12,6%). Ampliando os achados anteriores, Manta et al.*®! analisaram 14
populagdes de diferentes regides geograficas brasileiras e apresentaram resultados
semelhantes ao do presente trabalho, com relacdo as propor¢des dos componentes
ancestrais. Mais especificamente, nossos dados foram corroborados quando comparados
com os dados das populagdes analisadas da regidao Sudeste, demonstrando que a

ancestralidade europeia foi a mais frequente, seguida da africana. No estudo de Kehdy et
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al’!, trés grupos amostrais foram analisados representando a regido Nordeste, a Sudeste e a
Sul. Neste trabalho o componente africano foi o mais frequente nas amostras do Nordeste e
0 europeu nas outras regides, corroborando, como observado pelo presente trabalho, o
predominio do componente europeu na populagdo brasileira.

De um modo geral, a literatura e o presente trabalho demonstraram que o
componente europeu foi 0 mais presente em todas as regides brasileiras, seguido dos
componentes africano e amerindio, nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Com
excecdo da regido Norte que apresentou o componente amerindio como o segundo mais
frequente. Isto indica que as populacdes brasileiras sao mais semelhantes ancestralmente
do que as caracteristicas fenotipicas/socioculturais possam divergir, embora em
determinadas regides observemos maiores proporcdes de determinados grupos ancestrais.

A incidéncia do CCR na América Latina tem aumentado de modo constante nas ultimas
décadas, com uma taxa inferior a metade da observada na América do Norte em pacientes
afro-americanos e de origem caucasiana'®. Tais taxas variam largamente entre os
continentes, sendo as mais altas nos paises com populagdes principalmente caucasianas.
Essas diferencas, e a recente tendéncia de aumento observada nos paises em
desenvolvimento, foram atribuidas a alta prevaléncia de fatores de risco, como obesidade,
sedentarismo e mais recentemente, a variagdo na susceptibilidade genética entre as
populacdes de diferentes origens étnicas'®> ***.

No nosso estudo observamos que as frequéncias dos componentes de ancestralidade
para cada status MSI foram semelhantes, com a ancestralidade EUR se destacando como a
mais frequente, seguida da AFR e um equilibrio entre as propor¢des dos componentes ASN e
AME. Apds analises univariadas, constatamos que nao houve associagdo entre os status MSI
e as ancestralidades analisadas.

Apds nossa andlise multivariada com status de MSI como desfecho, podemos inferir
indiretamente que o aumento na proporg¢do de ancestralidade asidtica (ASN) estd associada
com a reducdo na chance de ser MSI-H e o aumento na ancestralidade africana (AFR) com o
aumento da chance de ser MSI-H. Isso destaca como o componente ancestral numa
populagdo miscigenada como a brasileira, se faz importante para a atribuicao de fatores
progndstico e preditivos de tratamento. De modo semelhante ao observado no nosso
estudo, mas nado especificamente em relagdo ao status MSI no CCR, o trabalho de

| 165

Hernandez-Suarez et a ao analisar pacientes colombianos, demonstrou que ao se
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comparar com 0s casos controles, os casos apresentando adenocarcinomas possuiam uma
maior propor¢ao AFR, os apresentando apenas adenomas possuiam uma maior proporgao
de EUR e que nenhuma ancestralidade apresentou associacdo com a localizagdo tumoral
(célon proximal ou distal). Em resumo, o componente africano contribui para a
susceptibilidade ao CCR na populag3o colombiana®®. Ao compararmos nossos dados com os
de Yoon et al.”°, corroboramos nossos achados a cerca da menor chance de serem MSI-H os
pacientes com maior componente ancestral ASN e observamos que nao foi encontrada
diferenca na frequéncia de casos com MSI entre os pacientes de origem africana e de origem
europeia9°. No entanto, diferentemente do observado no presente trabalho, Xicola et al.®
estudando a populagdo americana, ndao encontraram diferenca significativa na porcentagem
de casos MSI-H entre pacientes afro-americanos e pacientes brancos ndao-hispanicos e ainda,
que nao houve diferenga nas frequéncias de MSI nos casos com tumores localizados no
colon proximal entre os dois grupos étnicos.

Os dados do presente trabalho permitiram a elucidagao da composi¢ao ancestral
genética dos pacientes CCR brasileiros, demonstrando o predominio do componente EUR na
populagdo e a ndo associagdo destes componentes com os status MSI no CCR. Com esses
resultados podemos ainda: compreender que no nivel genético a ancestralidade dos
pacientes analisados com diferente status MSI foi uniforme e melhorar a percepc¢do da
diversidade populacional brasileira. Assim, o presente trabalho junto com a literatura da
area, demonstrou associacdo entre a ancestralidade genética e o CCR em uma populacdo
miscigenada, evidenciando a influéncia da ancestralidade sobre o risco de cancer em tais

populacdes.

5.7 Caracteristicas associadas a sobrevivéncia em pacientes com CCR do Hospital de
Cancer de Barretos

O CCR é um dos mais comuns na sociedade ocidental com até 50-70% dos casos
desenvolvendo doenca metastatica'®®. Com os avangos cirdrgicos, o surgimento dos
medicamentos de nova geracdo e a implementacdo dos programas de rastreios, a
sobrevivéncia dos casos diagnosticados precocemente vem aumentando, principalmente
nos paises desenvolvidos, embora nos paises em desenvolvimento (Brasil) os indices ndo

estejam satisfatdrios'®’.
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As andlises de sobrevivéncia global (SG) da presente série evidenciou uma
probabilidade de sobrevivéncia para os pacientes estimada de 93% em 1 ano, de 72% em 3
anos e de 49% em 5 anos, com uma sobrevivéncia global mediana de 56 meses (IC95%: 47-
65). Nossa SG mediana foi superior ao encontrado pelo trabalho de American Cancer
Society'®® que obteve mediana de 24-27 meses e superior também ao de Nam et al."** que
observaram mediana de 38 meses, embora ambos os trabalhos envolvessem casos de CCR
avangado.

Quando estratificamos os casos quanto ao status MSI (MSS+MSI-L e MSI-H), ndo
observamos diferenga estatisticamente significativa entre as duas curvas, embora a
probabilidade de SG em 5 anos foi de 49% para o grupo MSS+MSI-L e de 63% para pacientes
com MSI-H. De modo semelhante, ndo se observou diferenca estatistica entre as curvas de
sobrevivéncia quando Nam et al.'** analisaram casos de CCR avangado estratificados quanto
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ao status MSI~~". Por outro lado, na literatura internacional ha relatos de diferencgas, como o

descrito por Yoon et al." que demonstraram que os pacientes MSI-H apresentaram maiores
taxas de sobrevivéncia livre de doenga e sobrevivéncia global do que aqueles com MSS™°.
No mesmo trabalho ainda, a taxa de recorréncia foi significativamente menor em pacientes
MSI-H que em pacientes MSS™0.

O status MSI esta frequentemente associado a sobrevida do CCR. Uma meta-analise
recente mostrou que o CCR MSI-H estava associado a uma sobrevivéncia global 40% superior
a do CCR MSS™. Outro estudo com mais de 7 mil casos, reportou que pacientes MSI-H tem

um progndstico significativamente melhor que aqueles com tumores MSS'”°

. No presente
trabalho, foram realizadas andlises de sobrevivéncia estratificando a casuistica total em
relacdo ao status MSI e comparando determinadas varidveis, tais como, localizacdo tumor
primario, idade ao diagndstico, estadiamento, tipo histoldgico, grau histolégico, score 2, uso
de quimioterapia e uso de radioterapia. Para os pacientes MSS+MSI-L, obtivemos diferengas
estatisticamente significativas entre as curvas para as varidveis: idade ao diagndstico,
estadiamento, tipo histoldgico, grau histoldgico e uso de quimioterapia. No grupo de
pacientes MSI-H, observamos diferencgas significativas entre as curvas para estadiamento e
Score 2. Apenas a varidvel estadiamento apresentou diferencga significativa entre as curvas
em ambos os status MSI. Dada a importancia que o estadiamento tem como fator

progndstico, estimativas da sobrevivéncia global estratificada pelo status MSI para os

estadios 0/I, Il, 11l e IV, foram realizadas. Encontramos somente uma tendéncia, p=0,07, para
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o estadiamento Il e maiores probabilidades de sobrevivéncia para pacientes MSS+MSI-L.
Estes resultados diferem de alguns estudos que referem que mesmo quando pareados pelo

estadio, pacientes com MSI-H apresentam um melhor prognéstico que os MSS* *2. N

o
entanto, este dado n3o é consensual, e outros estudos ndo encontraram diferencas quando
os pacientes dos estadios Il e Ill foram considerados separados de acordo com a localizacdo
do tumor®® %,

Dada a alta incidéncia de recorréncia seguida a ressecgao cirurgica, tem havido um
interesse na estratificacdo de risco dos pacientes apds cirurgia, bem como na selecdo de
pacientes para terapias neoadjuvantes ou adjuvantes. A estratificagdo de risco dos pacientes
com CCR tem se guiado pela avaliacdo de varias caracteristicas clinicas e patoldgicas™*.
Rotineiramente, o CCR estadio | é tratado com cirurgia do tumor. Os pacientes com cancer
de reto estadio IlI-lll recebem, radioterapia e quimioterapia neoadjuvante com 5-FU ou
capecitabina oral, enquanto que os pacientes com cancer de célon estadio Ill recebem
terapia adjuvante (5-FU e oxaliplatina). Embora haja um claro beneficio no tratamento
adjuvante para o cancer de cdélon estadio lll, aproximadamente um-terco dos pacientes
sofrerd recorréncia em cinco anos. A utilidade da quimioterapia adjuvante no cancer de
cllon estadio Il permanece controversa, mesmo quando restrita a pacientes com
caracteristicas clinicas de alto risco. O tratamento principal para o CCR em estadio IV é a
quimioterapia*?. Em ensaio clinico com pacientes com cancer de célon estadio II-1ll, aqueles
que eram MSI-H apresentaram melhor progndstico, mas nao se observou associagao entre o
status MSI e beneficios da quimioterapia, ndo podendo estabelecer que quimioterapia
adjuvante confere uma vantagem clara de sobrevivéncia aos pacientes com CCR em estadio
”171.

O tratamento com 5-FU é empregado no combate ao CCR, sendo usado sozinho ou
em combinagdo com outros farmacos. E recomendado como tratamento de primeira linha

172

para estadios Ill e IV e em casos estadio Il de alto risco™’“. Na literatura, diversos trabalhos

vém tentando elucidar a influéncia que a MSI tem sobre a resposta a esse farmaco*** e tém

descrito que o status MSI ndo é um biomarcador preditivo de resposta a esse farmaco®’>*".

Nao obstante, guidelines da National Comprehensive Cancer Network recomendam a analise
de MSI em todos pacientes com estadio Il porque esses podem nao se beneficiar do 5-FU

caso apresentem MSI'e.
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No presente estudo, estimamos a sobrevivéncia global estratificada pelo status MSI e
tratamento baseado em 5-FU. N3o houve diferenca estatisticamente significativa de SG para
nenhum dos tratamentos empregados. Estes resultados vdao ao encontro dos estudos de
Pawlik et al.®® e de Webber et al.'’?>. Webber et al.m, realizaram uma meta-analise
englobando 9212 pacientes tratados ou ndo com 5-FU e concluiu que o regime terapéutico
melhorou a sobrevivéncia livre de doenca e a sobrevivéncia global, mas o status de MSI nao

influenciou na resposta ao tratamento.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho constitui a mais profunda e extensa anadlise da instabilidade de
microssatélites em pacientes brasileiros diagnosticados com cancer colorretal. De acordo
com os objetivos propostos, dos resultados alcangados e das discussdes realizadas, podemos

concluir que:

- A andlise molecular de MSI foi devidamente padronizada e implementada no
Centro de Diagndstico Molecular do Hospital de Cancer de Barretos para pacientes
oncologicos.

- A frequéncia de 10% de casos CCR com fendtipo MSI encontra-se dentro do
intervalo reportado pela literatura internacional. A porcentagem de casos com perda de
expressao das proteinas do MMR foi semelhante a encontrada na analise molecular,
obtendo-se uma elevada concordancia entre as duas metodologias na determinagdao do
status de MSI.

- Casos com MSI-H apresentaram alteragcdes em regides de microssatélite em
genes MSl-alvo, sendo que os mais alterados estao relacionados com fungdes de reparo de
DNA, sensor de dano no DNA, Heat Shock Proteins e receptores tirosina-cinase.

- A metilagdo da regido promotora de MLH1 foi o principal evento (72%) de
inativagao génica nos casos MSI-H, com perda de expressao de MLH1. Entre os MSI-H, 26,4%
apresentaram mutacdo de BRAF V600E, sendo inferior ao reportado pela literatura para este
subgrupo de pacientes.

- A analise de ancestralidade genética dos pacientes com CCR evidenciou o
componente europeu como o0 mais representativo (74%), seguido do africano (13%).
Encontramos também que a ancestralidade africana estd associada com o aumento na
chance de ser MSI-H e a ancestralidade asiatica relaciona-se com a reducdo na chance de ser
MSI-H. Por ultimo, nos casos MSI-H, quanto menor o componente ancestral asidtico maior a
probabilidade de sobrevivéncia.

- Pacientes CCR com fendtipo MSI, apresentam tumores preferencialmente no
cOlon direito e exibem caracteristicas clinicas associadas a menor agressividade, apesar de

nao encontrarmos uma diferenga significativa na sobrevivéncia global dos pacientes.
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Optimization of a pentaplex panel for MSI analysis
without control DNA in a Brazilian population:
correlation with ancestry markers

Nathalia C Campanellal®, Gustavo N Berardinelli”’, Cristovam Scapulatempo-Neto!, Danilo Viana?,

Edenir I Palmero!, Rui Pereira® and Rui M Reis%*

Microsatellite instability (MSI) testing has been advocated for all newly diagnosed colorectal cancer patients. One of the most
common tests is composed by a pentaplex panel of mononucleotides markers (NR-27, NR-21, NR-24, BAT-25, and BAT-26),
which allows the analysis of MSI in tumors without the need of reference DNA. For that, it is fundamental to establish a
quasi-monomorphic variation range (QMVR) for each marker. Herein, we aimed to establish the QMVR in a Brazilian healthy
population, to evaluate the feasibility of MSI determination of tumors, without the matching normal DNA. Furthermore, we
intend to assess their ancestry using specific ancestry-informative markers (AIMs) and correlate with QMVR. The QMVR was
assessed in 214 individuals, through a pentaplex PCR followed by fragment analysis. The ancestry analysis was done by

46 AlMs in a single multiplex PCR followed by capillary electrophoresis. Following QMVR establishment, we observed

23 individuals with alleles outside the QWVR. Importantly, none of them exhibited more than one marker outside the range.
Therefore, individuals with instability at >2 markers would be accurately classified as MSI. The European ancestry proportion
was the most frequent (67.5%), followed by the African (19.6%). The comparison of the individuals with alleles within
(n=191) and outside (n=23) the QMVR showed statistical difference in the proportions of European and African alleles,
confirming the higher polymorphic nature of African ancestry. In conclusion, the present study reports an accurate methodology
to assess MSI status without matched-normal DNA and independently of the ethnicity, even in the highly admixed population

of Brazil.

European Journal of Human Genetics (2014) 22, 875-880; doi:10.1038/ejhg.2013.256; published online 6 November 2013
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INTRODUCTION
The microsatellite instability (MSI) arises in short repetitive DNA
sequences (or microsatellites) due to defects and loss of function of
the MMR family genes (MLHI, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1,
and PMS2), a system that recognizes and repairs errors that occur
during DNA replication, as well as some forms of DNA damage.! The
MSI is a change in length due to either insertion or deletion of
repeating units of microsatellite in tumor DNA that is not seen in the
corresponding normal DNA.23

The MSI phenotype was first described and constitutes a hallmark
of tumors associated with hereditary non-polyposis colorectal cancer
(HNPCC) or Lynch’s syndrome that is a hereditary cancer predis-
position syndrome caused by inactivating germline mutations in the
MMR gene family.2*® These patients develop tumors at early ages
and frequently have multiple tumors in colon and rectum, and less
frequently have endometrial, ovarian, and stomach cancers.>”® In
sporadic colorectal cancer (CRC), the MSI is also observed, but at a
lower rate in ~ 10-15%.2*!° Tumors with the MSI phenotype appear
to be associated with particular molecular, histopathological, and

clinical features, including mutation profile, specific location, tumors
poorly differentiated, high tumor lymphocyte infiltration, low
frequency of distant metastasis, and good prognosis.!!~1?

At a molecular level, studies have showed that oncogenic alterations
found in MSI tumors are somatic mutational events that affect coding
repeated sequences in numerous target genes.'>"* Several MSI-target
genes have been identified in MSI-positive tumors, which are involved
in important diverse cellular functions and pathways such as DNA
repair (eg, MRE11, MSH6, BRCA1, and BRCA2), cell growth (eg,
TGFbRII and EGFR), and apoptosis (eg, IGFR and BAX).!4!617 In
sporadic tumors, the MSI is strongly associated with the presence of
BRAF oncogene mutations,'® a lack of KRAS mutation, and the
inactivation of PTEN tumor suppressor gene.'>2? Thus, the mutation
profile in MSI tumors is fundamentally different from other CRCs.!*

From a histopathological and clinical point of view, CRCs with
MSI have distinct features, such as location in the proximal colon and
the major prevalence in stage II (~20%) compared with stage III
(~12%). In stage IV or metastatic CRC, the MSI is relatively
uncommon (~4%).1>2422 1t is well accepted that CRC patients
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with MSI have an overall better survival than MSS patients.2>2%
Importantly, MSI is being considered as a predictive biomarker of 5-
fluorouracil (5-FU), irinotecan, and other chemotherapeutic agents
response.'* Following an initial study of Elsaleh et a?> where MSI
tumors were associated with better response to a 5-FU regimen, many
others report tried to validate these findings; however, its predictive
value remains controversial. Large retrospective studies confirmed
that the effect of 5-FU is restricted to stage Il MSI-positive cases?! and
is not applicable to stage III MSI-positive ones.2> Yet, a recent meta-
analysis interrogated this issue and did not confirm the predictive
value of MSI for 5-FU therapy at any stage.2® Interestingly, a recent
study of Dorard et al'® identified the HSP110 as a novel MSI-target
gene in colorectal tumors. The authors reported that the
overexpression of the mutant HSP110 caused the sensitization
of cells to oxaliplatin and 5-FU, and raised the hypothesis that the
MSI-target genes rather than the MSI phenotype can be predictive of
chemotherapy regimens.'

Due to the need of a better understanding of the dlinical and
histologic manifestations of HNPCC, the National Cancer Institute
(NCI) hosted in 1997 an international workshop on HNPCC, which
culminated with the development of a panel of genetic markers that
allows the identification of MSI-positive individuals at-risk for HNPCC.
This panel is known as Bethesda panel?’ and includes five markers:
two mononucleotide (BAT-25 and BAT-26) and three dinucleotide
(D5S346, D2S123, and D175250) repeats. Tumors with instability at
two or more of these markers were defined as MSI-high (MSI-H),
whereas those with instability in one repeat or showing no instability
were defined as MSI-low (MSI-L) and microsatellite stable (MSS),
respectively.?® Following this landmark panel, several others
were reported using tetra, di, and mononucleotide repeats, for MSI
screening/diagnosis. However, all of these assays required standardization
and the need to include matched-normal DNA as a reference. 2828

Posteriorly, in 2002 another HNPCC workshop was held at NCI for
re-evaluation and improvement of the Bethesda Guidelines.?’28 This
workshop concluded the existence of limitations on the application of
the above-mentioned markers, and it was recommended that the
dinucleotide repeats should be substituted by mononucleotide
repeats.2® Consequently, an optimized assay of five mononucleotide
markers (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, and NR-27) was
established for MSI screening avoiding the use of paired normal
DNA.32 Thereafter, this panel of markers has been used by some
authors in a pentaplex PCR assay to evaluate MSI status without the
need of matched-reference DNA.#?*-! Using this panel, the criterion
used to classify a tumor as MSI is not consensual. Several authors
suggest that the minimum number of unstable markers required are
2 out of 5,2%32 whereas other studies suggest 3 out of 5 markers to
determine an MSI-H phenotype.?’%®

These five mononucleotide markers show a quasi-monomorphic
variation in accordance with different ethnicities: Sub-Saharan
Africans showed variant alleles above or approaching 10% for
NR-27, BAT-25, and BAT-26, and the other populations (European,
East Asian, and Native American) did not reach a frequency of 10%
variant alleles for any of the markers.?® In Europe, >95% of
individuals do not show any variant alleles in the five markers,
whereas in the remaining 5%, individuals present variant alleles in
only one marker.?® In the current admixed Brazilian population, these
markers were not evaluated and the quasi-monomorphic variation
range (QMVR) is still undetermined.

One accurate estimative of ancestry proportions at the population
level is possible by making use of ancestry-informative markers
(AIMs).33 Some of these studies are focused on insertion
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deletion polymorphisms (INDELs) that are likely to be important
factors underlying inherited traits in humans.>® Recently, using a set
of AIM-INDELs, we estimated the ancestry proportions of individuals
from Amazonas, Belém, and Rio de Janeiro populations in Brazil.3*37
‘We concluded that this panel has accuracy and is suitable to estimate
genetic ancestry in highly admixed populations such as the
Brazilian.**7

Herein, we aimed to establish the QMVR of BAT-25, BAT-26,
NR-21, NR-24, and NR-27 markers, in a Brazilian healthy population,
to evaluate the feasibility of MSI status determination of tumors
without the need of matching normal DNA. Furthermore, we intend
to determine the ancestry of Brazilian individuals using specific AIM-
INDELSs and correlate with their QMVR.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Blood normal DNA was obtained from 214 healthy individuals provided by the
BioBank of the Barretos Cancer Hospital, Barretos, Sdo Paulo, Brazil. This
study was approved by the local ethic commit (600/2012). The average age of
the individuals was 33 years old, 52.3% were male, and 90% of the individuals
came from southeast region of Brazil (Sdo Paulo and Minas Gerais states),
whereas others came from Parana, Rio Grande do Sul, Bahia, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, and Rondénia regions. Blood DNA
was extracted using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) following the manufacturer’s instructions. In addition, cancer cell
lines were used as controls. The CRC cell lines Co115, DLD1, and LoVo were
used as an MSI-positive control, and CaCo2, DIFI, HT29, SW480, and SW620
were used as an MSI-negative control. The DNA from cancer cell lines was
extracted using Trizol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA)
following the manufacturer’s protocol.

MSI analysis
The MSI evaluation was performed using a multiplex PCR comprising five
quasi-monomorphic mononucleotide repeat markers (BAT-25, BAT-26, NR-
21, NR-24, and NR-27).283% Primer sequences were described elsewhere.2®
Each antisense primer was end labeled with a fluorescent dye: FAM
(6-carboxyfluorescein) for BAT-26 and NR-21; VIC (2'-chloro-7'-phenyl-1,
4-dichloro-6-carboxyfluorescein) for BAT-25 and NR-27; and NED (2,7,
8-benzo-5-fluoro-2,4,7-trichloro-5-carboxyfluorescein) for NR-24. PCR was
performed using the Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen), with 0.5 ul of DNA
at 50ng/ul and the following thermocycling conditions: 15min at 95 °C; 40
cycles of 95 °C for 30s, 55 °C for 90s and 72 °C for 30s; and a final extension
at 72°C for 60min. PCR products were then submitted to capillary
electrophoresis on an ABI 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions and the
results were analyzed using GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems) software.
The QMVR of each marker was established from an average of the alleles’
size with a range of plus or minus three nucleotides in accordance with the
literature.2%°

Ancestry analysis

The ancestry analysis was performed using a set of 46 AIMs among the most
informative INDELs for each population group as previously described.??
Primer sequences and PCR conditions were according to Pereira et al?®
A 46plex PCR was performed and the amplified products were further
submitted to fragment analysis on an ABI 3500 xL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. The
electropherograms were analyzed and genotypes were automatically assigned
with GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems).

Ancestry proportions were then assessed using the Structure v2.3.3
software, >4 considering the four major population groups of Native American,
European, African, and East Asian as possible contributors to the current
genetic makeup of Brazilians. Using the data available for the HGDP-CEPH
panel as a reference for the ancestral populations, a supervised analysis was
performed to estimate ancestry membership proportions of the individuals
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involved in the study. Structure runs considering K=4 consisted of 100000
burnin steps followed by 100000 Markov Chain Monte Carlo iterations. The
option ‘Use population Information to test for migrants’ was used with the
Admixture model, considering allele frequencies correlated, and updating allele
frequencies using only individuals with POPFLAG = 1.

The SPSS 19.0 software (IBM Corp, Armonk, NY, USA) was used for all
statistics analysis. The P-value established for the statistics significance was
<0.05.

RESULTS

Determination of QMVR using the 5-marker panel

All the 214 samples were successfully amplified for the five markers,
generating 428 alleles for each marker. The allele’s sizes and the
absolute and relative frequencies for each marker are showed in
Table 1 and Figure 1. All raw data are shown in Supplementary
Table 1.

NR-27 demonstrated a stable profile with a QMVR of 82-88 bp,
with only one allele (81 bp) outside the QMVR. For NR-21, the size of
the quasi-monomorphic alleles ranged from 101 to 107 bp, and five
alleles of 100 bp were outside the established QMVR. NR-24 showed a
QMVR of 119-125bp and no allele outside the range was found. Both
BAT-25 and BAT-26 exhibited a bimodal distribution: the determined
QMVR of BAT-25 was 142-148bp and 6 individuals (1.38%)
harbored variant alleles outside it, while BAT-26 had an established
QMVR of 174-180bp and 14 individuals (3.23%) had alleles outside
the QMVR range (Table 1; Figure 1).

Overall, we identified a total of 23 individuals that showed alleles
outside the QMVR. Importantly, none of them showed more than
one marker outside the range (Table 2), and independently of the 2/5
or 3/5 cutoff used for MSI-H definition, none of the healthy
individuals would be erroneously classified as MSI. As expected, all
colorectal cell lines known to be MSI (HCT15, DLD1, and LoVo)
exhibited a MSI-H profile, and the known MSS cell lines (CaCo2,
DIF, HT-29, SW480, and SW620), were correctly classified
(Supplementary Table 2).

Ancestry analysis

The results obtained for the complete AIM-INDEL panel allowed us
to estimate the AFR, EUR, EAS, and NAM ancestral proportions of
the 214 healthy individuals (all raw data are shown in Supplementary

Table 1 Sizes of the alleles and the QMVR for each marker

MSI analysis in a Brazilian population
NC Campanella et a/

Table 1). The average ancestry proportions for all individuals were
67.5% for EUR, 19.6% for AFR, 6.7% for NAM, and 6.2% for EAS
(Table 3; Figure 2).

We further compared the ancestry estimates of individuals exhibit-
ing alleles outside and within the QMVR. We observed that the 23
individuals with alleles outside the QMVR showed mean ancestry
proportions of 49.6% for EUR, 37.2% of AFR, 7.6% of EAS, and 5.6%
of NAM, whereas the 191 individuals within the QMVR showed
69.7% for EUR, 17.5% of AFR, 6.8% of NAM, and 6% of EAS
(Table 4). These differences were statistically significant for the AFR
(P<0.001) and EUR (P=0.001) ancestral contributions (Table 4). In
fact, when we consider individuals with essentially European ancestry
(EUR membership proportion >90%) only one allele outside the
QMVR was observed.

DISCUSSION
The determination of MSI status is of extreme importance for at-risk
identification of HNPCC individuals and molecular characterization

BAT2S
142-148

BAT26

NR21 NR24
101-107 119128 174-180

Figure 1 Frequency of allele size distribution (in base pairs) for the five
markers from 214 normal DNA specimens. For each marker, the gray
shading indicates the QMVR established.

NR-27 NR-21 NR-24 BAT-25 BAT-26
Size (bp) N % Size (bp) N % Size (bp) N % Size (bp) N % Size (bp) N %
80 99 118 133 163
81 1 023 100 4 0.93 119 134 1 0.23 164 1 023
82 2 046 101 2 0.46 120 11 257 135 165 13 3
83 7 163 102 3 0.7 121 65 1518 139 3 0.69 174
84 119 278 103 26 607 [Hi22N 61.4 140 2 0.46 175 11 257
85 265 619 | 104 195 123 89 2079 142 1 0.23 176 45  10.51
86 32 748 105 182 4252 124 143 9 21 7N 22 @es3
87 2 046 106 16 373 125 144 55  12.85 178 142 3317
88 107 126 [ 145 185 4322 179 3 0.7
89 108 146 140 327 180 1 023

147 24 5.6 181

148 8 1.87 182

149

150

The dark-gray shading represents the mean and the light-gray shading shows the established QMVR for each marker.
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Table 2 Detail of all markers of the individuals with alleles outside the QUVR

NR-27 NR-21 NR-24 BAT-25 BAT-26

D Age Gender 82-88 101-107 119-125 142-148 174-180
Cl 23 F 85 85 - 105 122 122 145 146 177 178
C15 23 M 84 85 104 105 122 123 145 146 . 177
c3 29 M 85 85 104 105 122 123 . 146 177 178
2 18 M 85 85 103 105 120 120 146 177 178
13 18 F 84 85 - 104 122 123 145 146 175 176
16 31 M 84 84 104 105 121 122 144 146 l 177
22 41 M 85 85 104 104 122 123 145 145 176
34 18 M 85 85 105 105 120 120 - 140 177 179
36 31 F . 85 104 105 122 122 145 146 177 178
45 41 F 85 85 105 105 122 122 145 146 - 176
49 18 M 84 85 104 105 122 123 - 146 177 178
53 31 M 84 85 103 105 122 122 144 144 177
56 41 M 84 85 104 105 122 122 145 146 176
63 51 M 85 85 104 104 121 122 144 146 177
75 18 M 84 85 . 105 122 122 146 146 176 177
91 41 F 85 85 105 122 122 144 145 177 178
97 41 M 84 85 104 105 121 122 145 145 177
108 51 F 82 86 105 105 121 122 145 146 178
125 51 M 86 86 104 104 122 122 145 146 177
135 18 F 85 85 102 103 122 122 144 145 177
136 51 M 85 85 102 103 122 122 144 145 177
151 18 M 85 85 105 105 121 121 145 146 178
162 41 M 85 86 104 105 122 122 144 145 177
Abbreviations: F, Female; M, Male; light gray, alleles outside the QMVR.
Table 3 Ancestral membership proportions (average) for the HGDP-CEPH Diversity Panel reference samples and the studied Brazilian
population

AFR EUR EAS NAM
HGDP-CEPH AFR origin 99.5% 0.2% 0.2% 0.1%
HGDP-CEPH EUR origin 0.2% 99.3% 0.2% 0.3%
HGDP-CEPH EAS origin 0.1% 0.3% 99.0% 0.6%
HGDP-CEPH NAM origin 0.1% 2.3% 0.4% 97.2%
Present Brazilian population (SD) 19.6% (21.9) 67.6% (23.9) 6.1% (6.2) 6.7% (7.3)

Abbreviations: AFR, African; EUR, European; EAS, East Asian; NAM, Native American; SD, standard deviation.

0s0
060
040
00
000

Figure 2 Individual ancestry estimates for the testing Brazilian population using the HGDP-CEPH diversity panel genetic data as a training set.

of sporadic CRC.27 In fact, the Evaluation of Genomic Applications
in Practice and Prevention (EGAPP) Working Group recommends
MSI testing to all newly diagnosed CRC patients.*! Of the several
panel of genetic markers available, the use of pentaplex quasi-
monomorphic markers (NR-27, NR-21, NR-24, BAT-25, and BAT-
26) is one of the most disseminated worldwide, and are the base of
the Promega MSI kit (Promega, Madison, WI, USA).273* The
optimization of QMVR for each quasi-monomorphic marker is
necessary because the allelic size estimation can be influenced by
several factors, such as the use of specific reagents and sensibility of
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the sequencer apparatus utilized, as well as population ethnicity. In
the current admixed Brazilian population, the variation of the
pentaplex quasi-monomorphic markers was not evaluated and the
QMVR was undetermined. In the present study, we analyzed the
allelic size variation of the five mononucleotide markers in a series of
germline DNA from 214 healthy Brazilian individuals, determined
their QMVR and correlated with individuals ancestry determined by
AIMs.

The QMVRs established from each marker were 82-88bp for
NR-27, 101-107 for NR-21, 119125 for NR-24, 142-148 for BAT-25,
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Table 4 Ancestral membership proportions (average) considering the
subsets of individuals within and outside the QMVR

P-value
(Mann-Whitney test)

Individuals with
alleles outside QMVR

Individuals with
alleles within QMVR

AFR (SD) 17.5% (20.1) 37.2% (27.7) <0.001
EUR (SD) 69.7% (22.4) 49.6% (28.6) 0.001
EAS (SD) 6% (6.2) 7.6% (6.5) 0.277
NAM (SD) 6.8% (7.6) 5.6% (5.2) 0.786

Abbreviations: AFR, African; EUR, European; EAS, East Asian; NAM, Native American; SD,
standard deviation.

and 174-180 for BAT-26. The frequency of variant alleles for each
marker was variable: BAT-26 marker showed the major proportion of
variant alleles, with 14 alleles outside the QMVR. BAT-25 presented
six alleles outside the QMVR, followed by NR-21 with four alleles and
NR-27 with one allele. For NR-24, no alleles were observed out of the
determined QMVR. The QMVR for all markers in our individuals
differed by few base pairs in relation to what had been reported
previously282? When considering the five markers, the analyses
showed 191 individuals (89.25%) within the QMVR, and 23
individuals (10.75%) exhibited one allele outside the QMVR.
Buhard et a8 had established a QMVR analyzing 1206 individuals
from 55 different worldwide populations including the HGDP-CEPH
panel and found that 87.5% of cases showed alleles within the
QMVR,? a similar result as observed in our study. Importantly, the
authors assessed 45 individuals from 2 native Brazilian populations
(Karitiana and Surui) and none of them exhibited a marker outside
the QMVR.2® Therefore, analyzing the current Brazilian population,
which results from the miscegenation of distinct ethnics groups, our
study is of grant relevance for MSI determination for clinical
application.

To correlate markers allele size with individual’s ancestry, we
performed the analysis of an AIM-INDEL panel that could discrimi-
nate a four-group contribution. This four-group analysis is due to the
historical migration of populations, where the Native Americans
suffered admixture with Europeans, followed by African, and more
recently with a significant East Asian community, mainly in
Sao Paulo state.

Using this AIM-INDEL panel, we showed that the average ancestry
proportions of the 214 individuals were 67.5% of European, 19.6% of
African, 6.7% of Native Americans, and 6.2% of East Asian. Using the
same panel, Pereira et al’ analyzed a Brazilian population from
Belém (northeastern region of Brazil), and identified distinct
frequency of ancestry: 53.5% EUR; 14.8% AFR; 22.9% NAM, and
8.8% EAS,>> most probably representing the higher native American
ancestry of the region.

Furthermore, Manta et al*’ analyzed a Brazilian population from
Rio de Janeiro, and using the same AIMs panel observed 55.2% of
EUR, 31.1% of AFR, and 13.7% of NAM. Using a different panel
of the markers, Pena et al*? performed a wider ancestry analysis of
Brazilian population from distinct geographical regions (North,
Northeast, Southeast, and South). The authors described for the
southeast region similar frequencies to the ones obtained in our
studied population, namely 74.2% of European, 17.3% of African,
and 7.3% of Amerindian ancestry.*> The majority of the alleles found
in our population outside the QMVR are on the BAT-25 and BAT-26
markers. These loci are described as rather polymorphic in African
populations*® In consonance, we showed that the Brazilian
individuals harboring those variants showed a higher African
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ancestry. Nevertheless, we observed that none of the individuals
with polymorphism exhibited more than one marker outside the
established QMVR.

An important issue with the use of the present pentaplex panel for
MSI testing without the need of reference DNA is the minimum
number of unstable markers needed to categorize a tumor as MSIL.
The literature is ambiguous, varying from 2 to 3 out of 5 markers. In
the present study of an admixed population from the Southeast of
Brazil, none of the individuals showed more than one unstable
marker. Therefore, we suggest classifying as MSI-H, individuals with
instability at two or more markers. Since the presence of instability in
one marker can be due to polymorphic variants, we proposed that
these subjects should be further analyzed by MMR immunohisto-
chemistry, or a PCR using paired normal DNA, for accurately
determine the MSI-L status of patients. Therefore, our results
demonstrated that this methodology allows characterizing the MSI
status without the need of the matched blood for each patient. This
constitute a very important advantage since molecular diagnostic
laboratories often received only the formalin-fixed paraffin-embedded
tumor tissue, not having access to matched blood of the patient.

In conclusion, this is the first study that reports the optimization
and establishment of a suitable QMVR for a pentaplex system of MSI
markers and characterizes their genetic variation in the Brazilian
population for molecular diagnosis purposes. We found a noticeable
number of alleles outside the QMVR, which appear directly associated
with an important African ancestral component present in the current
Brazilian population, as depicted by the use of AIMs. Despite the
higher frequency of variant alleles in individuals with African
ancestry, no individuals showed more than one allele outside the
established QMVR in our study, and therefore our results corroborate
that this methodology may be used with confidence to assess MSI
status without matched-normal DNA and independently of the
ethnicity, even in the highly admixed population of Brazil.
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Anexo C — Ficha estruturada para coleta de dados clinico-patolégicos.

Nome ou etiqueta

Data da extragdo:

Pesquisador:

123

DADOS DEMOGRAFICOS
1 Identificagdo 1
2 Iniciais do Nome do Paciente 9
3 Registro Hospitalar 3
Sexo
4 0- Masculino; 1- Feminino 4
5 Data de Nascimento 5
DD/MM/AAAA
DIAGNOSTICO
6 Data do diagnéstico
DD/MM/AAAA 6
Localizagdo do tumor primario
1- ceco/apéndice cecal; 2- colon ascendente;
7 3- colon transverso; 4- célon descendente; 7
5- colon sigmoide; 6- reto baixo; 7- outros
; 99 - Ignorado
Se reto, detalhar:
7a 7a
1- Baixo; 2- Médio; 3- Alto; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Estagio ao diagndstico (AJCC 2010) célon/reto alto
8 0- 0; 1- I; 2- lIA; 3- 1IB; 4- 1IC; 5- 11IA; 6- 11IB; 7- 11IC; 8
8- lll clinico (para tumores de reto baixo/médio);
9- IVA; 10- IVB; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Estagio ao diagndstico (AJCC 2010) reto médio/reto baixo
8a 0-0; 1- I; 2- 1IA; 3- 1IB; 4- 1IC; 5- IlIA; 6- 111B; 7- 11IC; 8a
8- 1l clinico (para tumores de reto baixo/médio);
9- IVA; 10- IVB; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Tumor Primario:
9 0- Tis/0; 1- T1; 2-T2; 3-T3; 4- T4a; 5 -T4b; 9
88- Ndo se aplica ; 99- Ignorado
Linfonodos Regionais
10 0- NO; 1- N1a; 2- N1b; 3- Nic; 4- N2a; 5- N2b; 10
6- LNF + (tumores de reto médio/baixo); 88-
Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases
11 11
0- MO; 1- M1a; 2- M1b; 99- Ignorado
Tipo histolégico
12 0- Adenocarcinoma; 1- Misto; 2- Outro: ; 99- Ignorado 1
Grau Histoldgico
13 . . . 13
1- Grau |; 2- Grau ll; 3- Grau lll; 99- Ignorado
14 Invasdo Angiolinfatica i . 14
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
15 Invasdo Perineural i . 15
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
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DIAGNOSTICO - TUMOR SINCRONICO

Tumor sincronico?

6b 6b
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo do tumor primario
1- ceco/apéndice cecal; 2- célon ascendente;
7b 3- célon transverso; 4- célon descendente; 7b
5- célon sigmoide; 6- reto baixo; 7- outros
; 99 - Ignorado
Se reto, detalhar: (sincrénico)
7ab 7ab
1- Baixo; 2- Médio; 3- Alto; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Estagio ao diagnodstico (AJCC 2010) colon/reto alto
8b 0-0; 1- I; 2-11A; 3- 11B; 4- 1IC; 5- IlIA; 6- 111B; 7- IlIC; 8b
8- 1l clinico (para tumores de reto baixo/médio);
9- IVA; 10- IVB; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Estdgio ao diagndstico (AJCC 2010) reto médio/reto baixo
8ab 0-0; 1- I; 2- 11A; 3- 1IB; 4- IIC; 5- llIA; 6- 11IB; 7- IIC; 8ab
8- 1l clinico (para tumores de reto baixo/médio);
9- IVA; 10- 1VB; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Tumor Primdrio cdlon/reto alto
9b 0- Tis/0; 1- T1; 2- T2; 3- T3; 4- T4a; 5 -T4b; 88- N3o se aplica ; 99- Ignorado 9
Linfonodos Regionais
10b 0- NO; 1- N1a; 2- N1b; 3- N1c; 4- N2a; 5- N2b; 6- LNF + (tumores 10b
de reto médio/baixo); 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Metastases
11b 11b
0- MO; 1- M1a; 2- M1b; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Tipo histoldgico
12b 0- Adenocarcinoma; 1- Misto; 2- Outro: 3 12b
88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Grau Histoldgico
13b 1- Graul; 2- Grau ll; 3- Grau lll; 13b
88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
14b Invasdo Angiolinfatica . 4 14b
0- N3o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
15b Invasdo Perineural 15b
0- N&do; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
TRATAMENTO CIRURGICO
Cirurgia do primario
16 16
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Data da cirurgia do primario
17 17
DD/MM/AAAA
Cirurgia de urgéncia?
18 18
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
19 Nudmero de Linfonodos ressecados 19
88888- Ndo se aplica; 99999- Ignorado
20 Numero de Linfonodos positivos 20
Numero; 888- Ndo se aplica; 999- Ignorado
21 Grau de Resseccdo 21

0- RO; 1- R1; 2- R2; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
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Realizou colostomia/ileostomia?

22 0- N&o; 1- Sim, no proprio ato cirdrgico; 2- Sim, 22
previamente; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Realizou tratamento pré-operatério?
23 23
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Qual tratamento pré-operatério?
24 ¥ P 24
0- RT exclusiva; 1- QT exclusiva; 2- RTQT; 3- Outro; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
DADOS DO TRATAMENTO ADJUVANTE E NEOADJUVANTE
Quimioterapia neoadjuvante
25 ¥ ) 25
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Regime
26 0- N3o; 1- Mayo Clinic; 2- QUASAR; 3- Roswell Park; 26
4- Fluoropirimidina oral; 5- FOLFOX; 6- XELOX; 7-
Outro (FLOX); 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
5 Data de inicio da quimioterapia neoadjuvante 57
DD/MM/AAAA
28 Data de término da quimioterapia neoadjuvante 28
DD/MM/AAAA
Quimioterapia adjuvante
29 piaRal 29
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Motivo da ndo realizagdo de quimioterapia adjuvante
0- Estdgio 0/1/11 de baixo risco; 1- Tempo transcorrido entre o tratamento
30 cirdrgico e a avaliagio; 2- Idade; 3- Comorbidades; 4- ECOG ruim; 5- 30
Complicagbes PO; 6- Mais do que um critério (especifique ao lado); 7-
Obito por complicagido PO; 8- Obito outros; 9- Progressio de doenca ou
metastdtica durante estadiamento; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Regime
31 0- N3o; 1- Mayo Clinic; 2- QUASAR; 3- Roswell Park; 4- Fluoropirimidina oral; 31
5- FOLFOX; 6- XELOX; 7- Outro (FLOX); 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
9 Data de Inicio da quimioterapia adjuvante 32
DD/MM/AAAA
33 Data de Término da quimioterapia adjuvante 33
DD/MM/AAAA
Completou o tratamento adjuvante?
34 34
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Motivo de ndo ter completado o tratamento:
0- EA proibitivo; 1- Comorbidade; 2- Obito por outras causas;

35 3- Obito por EA; 4- Retirada do consentimento; 5- Evidéncia 35
de recidiva/surgimento de metdstases; 6- Em vigéncia de
quimioterapia; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado

Radioterapia
36 0- Ndo; 1- Neoadjuvante; 2- Adjuvante; 3- Paliativo; 99- Ignorado 36
Data de Inicio da radioterapia
37 . 37
DD/MM/AAAA
Data de Término da radioterapia
38 38
DD/MM/AAAA
Dose total
39 39

cGy
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Quimioradioterapia concomitante

40 40
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
DADOS DO TRATAMENTO PALIATIVO
Houve recorréncia?
41 41
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
2 Data do primeiro diagnéstico de doenga recorrente ou metastatica 2
DD/MM/AAAA
Recorréncia Local?
43 43
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metdstases em Linfonodos ndo-regionais
44 44
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em Peritoneo
a5 45
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em Figado
46 46
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em Pulmdo e Pleura
47 47
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em Ossos
48 48
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em SNC
49 49
0- N&o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Metastases em Outros Sitios
50 50
0- N&o; 1- Sim; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
Recebeu 5-FU na paliagdo?
51 51
0- N3o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Recebeu capecitabina na paliagdo?
52 52
0- N3o; 1- Sim; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
Recebeu oxaliplatina na paliagdo?
53 53
0- N3o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Recebeu irinotecano na paliagdo?
54 54
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Recebeu bevacizumabe na paliagdo?
55 55
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Recebeu cetuximabe na paliagdo?
56 56
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Recebeu outra droga na paliagdo?
57 57
0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
SOBREVIVENCIA GLOBAL
Status de sobrevivéncia
58 0- Vivo sem doenga; 1- Vivo com doenga; 2- Obito por 58
cancer; 3- Obito por outras causas; 99- Ignorado
59 Data do ébito 59
DD/MM/AAAA
60 |Data da ultima informagdo 60

DD/MM/AAAA
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Diagndstico de outra neoplasia primaria?

61 61
0- Ndo; 1- Sim; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
62 Data do diagndstico do segundo tumor primario 62
DD/MM/AAAA
ADENDOS A FICHA
Estagio patoldgico (AJCC 2010) - preencher apenas se realizou tratamento pré-
operatério
63 | 63
0- 0; 1- I; 2- I1A; 3-11B; 4- 1IC; 5- I1IA; 6- 11IB; 7- 1IIG;
8- IVA; 9- IVB; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
64 Tumor Primario - preencher apenas se realizou tratamento pré-operatério -
0-Tis; 1- TO; 2- T1; 3- T2; 4-T3; 5- T4a; 6- T4b ; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
65 Linfonodos Regionais - preencher apenas se realizou tratamento pré-operatério 65
0- NO; 1- N1a; 2- N1b; 3- N1c; 4- N2a; 5- N2b; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
66 Metastases - preencher apenas se realizou tratamento pré-operatorio 66
0- MO; 1- M1a; 2- M1b; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Tratamento local/radical de M1
67 67
0- Ndo; 1- Sim; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
Tipo de tratamento radical de M1
68 |7 68

1- Cirurgia; 2- Radioablagdo; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado




