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RESUMO

O cancer coloretal (CCR) ¢ o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo sendo
responsavel, em 2012, por 694.000 mortes em todo o mundo. Apesar dos avangos
ocorridos no tratamento do CCR nos ultimos anos, a taxa de mortalidade permanece
alta, por esse motivo tem se buscado marcadores moleculares que possam auxiliar
na individualizagao do tratamento e melhora da qualidade de vida dos pacientes. O
presente estudo teve por objetivo realizar meta-analise nas bases de dados
PUBMED, COCHRANE LIBRARY e CLINICAL TRIALS, no periodo entre 2008
a 2018, a fim identificar marcadores preditivos e prognoésticos descritos parao CCR.
Foi adotada uma estratégia de busca baseada em descritores em inglés, vinculados
aos operadores booleanos (AND/OR). Foram incluidos 16 estudos para a realizagao
da meta-analise proposta. A analise, envolvendo 9.114 pacientes com CCR, revelou
seis marcadores [deficiéncia de MMR (dMMR) e expressao das proteinas VEGF-
D, TOPO2a+/EGFR-/TP170-, maspin nuclear e Ciclina nuclear D1a e a variante
DPYD ¢.1129-5923 C>G/ hapB3] como preditivos e 10 marcadores [TP53 mutante,
KRAS mutante, expressdo do miR-326, expressdo das proteinas CatS, ERCC-1,
SMAD 4 em tumores com MSI, da Proteina-1 quimiotatica de monécitos (MCP-1),
mutacdo V600E em BRAF combinada com mutacdo em KRAS em tumores com
proficiéncia de MMR (pPMMR) e expressdo do mRNA de LGR5 e de GUCY2C]
como prognosticos. Observou-se que a expressao da proteina VEGF-D (RR: 2.35
[1,80-3,08]) foi o0 melhor marcador preditivo identificado para CCR e a expressao
do mRNA do gene GUCY2C (RR: 44.35 [28,75-68,42]) foi 0 melhor marcador
prognostico. Apesar das melhorias encorajadoras no tratamento e do desfecho
clinico dos pacientes com CCR nas Gltimas duas décadas, apenas 0 KRAS entrou
recentemente na prética clinica como um marcador preditivo de resposta a terapia
com o anticorpo anti-EGFR. No entanto, o presente estudo ressalta que, a validacao
clinica de novos marcadores para 0 CCR é necessaria a pratica médica e podera
estratificar os pacientes com CCR com grande resolucdo permitindo otimizar 0s
tratamentos.

Palavras-chave: marcadores moleculares, marcadores preditivos, marcadores
prognosticos, 5- FU, cancer coloretal.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third cancer type in the world. In 2012, it was
responsible for 694,000 deaths worldwide. Despite advances in the treatment of
CRC, the mortality rate remains high. For this reason, molecular markers
approaches could help personalized treatment and increase quality of life and life
extension of patients. This study aimed to perform a metaanalysis of the molecular
markers in CRC patients. Using english descriptors, linked to Boolean operators
(AND / OR), 16 studies, published between 2008 and 2018, were selected from
searches of PUBMED, COCHRANE LIBRARY and CLINICAL TRIALS. Our
metaanalysis involved 9,114 patients with CRC identified six molecular markers
[MMR deficiency (dMMR), TOPOZ2a+/EGFR-/TP170-, nuclear maspin and
Nuclear Cyclin D1a protein expression and DPYD ¢.1129-5923 C> G / hapB3
variant] as predictive and 10 markers [TP53 mutant, KRAS mutant, expression of
miR-326, protein VEGF-D, CatS, ERCC-1, SMAD 4 in MSI and Protein-1
monocyte chemotactic (MCP-1), BRAF V600E/KRAS mutant in tumors with
MMR proficiency (p(MMR), LGR5 and GUCY2C mRNA expression] as prognosis
markers. VEGF-D expression (OR: 2.35 [1.80-3.08]) was the best predictive
marker while GUCY2C gene expression was the best CRC prognosis marker (OR:
44.35 [28.75-68.42]). Despite the improvements in CRC treatment and patient
outcome at last two decades, only KRAS were introduced clinically as a predictive
marker of anti-EGFR therapy. Therefore, clinical validation of new biomarkers is
necessary in order to stratify CRC patients at a higher resolution, allowing for
optimized treatment.

Keywords: Molecular markers, Predictive markers, prognostic markers, 5-FU,
Colorectal cancer.

INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) ¢é o terceiro tipo de cancer mais comum no
mundo, sendo que 70% das ocorréncias dessa neoplasia sio esporadicas™. Segundo
dados da World Health Organization (WHQO)®, em 2018, no mundo, o nimero de
mortes por CCR foi de 1,8 milhdes de mortes onde os paises menos desenvolvidos
responderam por 70% dessas mortes. Para o Brasil, foi estimado nos anos de 2018-
2019 17.380 casos novos de CCR, com risco estimado de 16,83 casos novos a cada
100 mil homens e 17,90 para cada 100 mil mulheres. Ainda segundo dados do
INCA, em 2015, 8.163 o6bitos foram provocados por CCR em homens e 8.533 em

mulheres®).
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O CCR ¢ uma neoplasia heterogénea, que surge a partir de mutagdes em
genes especificos chamados oncogenes e genes supressores de tumor e pode ser
classificado em carcinomas esporadicos ou de historia familiar. Evidéncias atuais
demonstraram que o CCR tem seu processo de tumorigénese iniciado com a
mutagao no gene polipose adenomatosa coli (APC), um gene supressor de tumor
que tem como fungdao normal a regulagdo negativa da via WNT, através do
direcionamento da [3-catenina para a degradagao proteossomica, sendo assim o
principal gene dessa via. Mutagdes nesse gene causam uma sindrome de cancer
hereditario, conhecida como polipose adenomatosa familiar (PAF)3, bem como
tumores esporadicos que ndo estdo relacionados a predisposicdo genética ou a
historia familiar da doenga.

O processo de tumorigénese se inicia com a via WNT, que tem um papel
fundamental na diferenciacdo de células-tronco e no crescimento celular,
favorecendo o aparecimento do tumor. Além disso, as alteragdes nessa via estao
associadas a uma adesao celular reduzida e, portanto, favorece a migracao e a
metastase®. Outras vias sinalizadoras da carcinogénese para diferentes tipos de
cancer também sao descritas no CCR, tais como as vias MAPK e PI3K, envolvidas
na proliferacdo e sobrevivéncia celular, o que confere vantagens proliferativas as
células tumorais. As principais mutagdes descritas nessas vias sao nos genes Proto-
oncogene KRAS (KRAS), Proto-oncogene B-Raf/serina / treonina quinase (BRAF)
e fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase subunidade alfa catalitica (PI3K)®. A
via TGF-B, por sua vez, possui papel imprescindivel em processos celulares
fundamentais, como diferenciagao, crescimento ou apoptose, tendo como um dos
principais genes o Membro 4 da familia SMAD (SMAD4)("). Todas essas vias
conferem vantagem na tumorigénese e determinam a progressao da doenca e a
resposta ao tratamento.

Nos ultimos anos, ocorreram grandes avan¢os no tratamento do CCR.
Entretanto, a mortalidade dessa doenga permanece alta, com 40 a 50% dos pacientes
evoluindo ao 6bito®. O estagio da doenga, permanece como principal fator

prognostico. Para pacientes com CCR diagnosticado em estagio localizado, a
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sobrevida livre da doencga (SLD) em cinco anos de 90%, enquanto para diagnosticos
em estagios mais avancados, a SLD em cinco anos é de menos de 10%®. Além
disso, o CCR geralmente esta associado a uma perda da qualidade de vida dos
pacientes afetados, o que podera estar relacionada as consequéncias diretas da
doenca e/ou do tratamento®.

Devido a esses fatores, a busca de marcadores moleculares que possam
auxiliar na individualizagao do tratamento e melhora da qualidade de vida dos
pacientes ¢ extremamente relevante. Dentre os diversos tipos de marcadores
moleculares, os marcadores preditivos e prognésticos, sao os principais marcadores
utilizados para esse propésito. Marcadores preditivos sao utilizados para definir a
correspondéncia de terapias direcionadas que sejam mais eficazes e para prevengao
da toxicidade de terapias sistémicas, enquanto que, 0os marcadores prognosticos
identificam mutagdes somaticas que podem levar a uma piora nas taxas de
sobrevida dos pacientes e aumentar o risco de mestatases e quimioresisténcia®. O
presente estudo tem como objetivo realizar o levantamento dos principais
marcadores moleculares preditivos e/ou prognoésticos descritos na literatura para
CCR e também realizar uma meta-analise para elucidar qual o melhor marcador

preditivo e progndstico para o CCR.
MATERIAIS E METODOS

ESTRATEGIA DE BUSCA

Este estudo trata-se de uma revisao sistematica seguida de meta-analise,
elaborada com bases em artigos cientificos sobre marcadores moleculares para o
CCR, retirados da base de dados do PUBMED, COCHRANE LIBRARY, no
periodo entre 2008 a 2018. Como estratégia de busca foi adotada a procura, por
artigos em inglés, usando os descritores mencionados abaixo, com o auxilio de
aspas para identificacdo de palavras compostas e vinculados aos operadores
boleanos (AND/OR). As aplicagdes na busca ocorreram da seguinte forma: (i)

“molecular markers” or “predictive markers” and ‘“colorectal cancer”; (ii)
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“molecular markers” or “prognosis markers” and “colorectal cancer”; (iii)
“molecular markers” and “colon cancer”; (iv) “molecular markers” and “prognosis
markers” or “predictive markers” and “colorectal cancer”; (v) “prognosis markers”
or “predictive markers” and ‘“colon cancer” ; (vi) “molecular markers” and
“colorectal cancer” or “colon cancer”.

A busca também incluiu estudos clinicos disponiveis na base de dados do
clinical trials, no mesmo periodo, que abordassem sobre marcadores moleculares
preditivos e prognosticos para 0 CCR. A estratégia de busca para os estudos clinicos
foi a mesma adotada para a busca de artigos, porém um numero menor de
descritores foi utilizado, porque o buscador da base possui um limitador de palavras.
As aplicagdes ocorreram da seguinte forma: (i) “Molecular markers” or 5-FU and
“colorectal cancer”; (i1) 5-FU and “colorectal cancer”; (iii) “colorectal cancer” and
“molecular markers”.

Para fins de agrupamento dos artigos e estudos clinicos que compdem este
trabalho, apos a exportagdo nas bases de dados, foi feita uma analise manual dos
mesmos, que serviu como base para a eliminagao de estudos clinicos e artigos que
se encaixavam nos critérios de exclusao e artigos duplicados.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusao desse estudo foram: artigos completos publicados
nos ultimos 10 anos em inglés, apresentando estudos clinicos transversais ou caso
controle em fase de recrutamento ou concluidos associados a pacientes com CCR,
em qualquer estagio da doenca, tratado com 5- Fluorouracil (5-FU).

Os critérios de exclusiao foram: artigos do tipo revisGes narrativa,
sistematica ou meta-andlise), diretrizes clinicas, artigos em outros idiomas, sem
associacdo com CCR, gque ndo abordassem marcadores moleculares preditivos e/ou
prognosticos e publicagdes anteriores a 2008.

ANALISE ESTATISTICA

Apobs a selegdo dos estudos e identificagao das possiveis variaveis, 0s

resultados foram inseridos no programa REVMAN 5 (versao 5.3.5) disponivel em

http://www.community.cochrane.org./. Foram utilizados os seguintes parametros
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para identificacao dos marcadores preditivos: presenga de mutagao e/ou no nivel de
expressdo da proteina e/ou mRNA do gene alvo, que resultaram em beneficio da
terapia. Para os marcadores prognésticos foram considerados a presenca de
mutag¢ao e/ou no nivel de expressdo da proteina ou mRNA do gene alvo que
resultaram em melhores taxas de sobrevida global (SG), SLD e tempo de
recorréncia do tumor (ITT). Foi aplicada analise estatistica randomica de proporgao
univariada, com intervalo de confianca de 95% (IC95%) para estimar oS
marcadores moleculares (preditivos e prognosticos) mais eficientes identificados.

RESULTADOS

A busca inicial por artigos e estudos clinicos nas bases de dados, utilizando
os descritores apresentados na metodologia, identificaram 512 artigos e 115 estudos
clinicos. Apoés a aplicagao dos critérios de inclusao e exclusao na forma de filtros,
foram excluidos 489 artigos e 107 estudos clinicos em virtude de duplicidade, falta
de enquadramento ao tema proposto pelo trabalho e pelo tipo de estudo realizado.
23 artigos e oito estudos clinicos foram selecionados para uma analise manual e
leitura integral. Apés esta analise, outros10 artigos e cinco estudos clinicos foram
excluidos por ndo se tratarem de estudos transversais e caso controle ou nédo se
enquadrarem no tema proposto. Assim, foram selecionados 13 artigos e trés estudos
clinicos como elegiveis para a revisao sistematica e meta-analise (Figura 1, Tabela
1).

Os 13 artigos e trés estudos clinicos elegiveis foram publicados nos ultimos
10 anos sendo realizados em diversos paises dos seguintes continentes: América,
Europa e Asia. Em trés artigos ndo foi possivel determinar em qual localidade os
estudos foram conduzidos. Ao todo 16 marcadores, 10 marcadores prognoésticos e
seis marcadores preditivos para o0 CCR, foram identificados. Nas analises dos
marcadores moleculares identificados foram avaliadas mutacfes somaticas,

alteragdes no perfil de metilagao do DNA e nos niveis de expressdo de mRNA,

.
mas¥ Acta Biologica Brasiliensia, v.2, n.1 (2019) ISSN online 2596-0016



microRNAs (miRNAS) e proteinas associadas ao CCR. O método mais utilizado

para a descoberta dos marcadores foi imunohistoquimica (Tab. 1).

Registros
identificados por

. ~ meio de pesquisa
Identlﬁca(}ao nas bases de dados
(512 artigos e 113
estudos clinicos).
| 1
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dos filtros foram Foram excluidos
~ selecionados 23 489 artigos e 107
Sele(}ao artigos e & estudos estudos clinicos.
clinicos para
andlise manual.
| |
' — 5
o mﬁiisdl::ﬁigeus Foram excluidos 10 artigos e
Eleglbllldade selecionados 13 5 estudos clinicos foram
artigos e 3 estudos foram excluidos em virtude
clicos foram de duplicidade, e por falta
clegiveis enquadramento ao tema
proposto e tipo de estudo
realizado.
~ Foram incluides
Inclusio 13 artigos e 3
estudos clinicos
_

Figura 1: Fluxograma de artigos e estudos clinicos elegiveis.

A casuistica avaliada na meta-analise foi composta de 9.114 pacientes com
CCR, sendo que o numero de mulheres 4.100 (45%) e o numero de homens 5.014
(55%). A média de idade dos pacientes foi maior que 50 anos em 87% dos estudos.
Dessa populagio, cerca de 4.010 pacientes se encontravam em estagios iniciais da
doenga (I/11) e 5.104 pacientes estavam com o cancer em estagio avangado (111/1V).

Os resultados da meta-analise mostraram que a média de RR entre o0s
estudos que foi 0,91 (0,45-1,86). O melhor marcador preditivo encontrado para o
CCR foi a expressdo da proteina VEGF-D, proposto no estudo clinico de Tabernero
et al (2015) ® (RR: 2,35; 1C95% 1,80-3,08) (Tab. 2). Sendo que 3/6 estudos
considerado o RR foi maior que 1, o que significa que nesses estudos 0s marcadores
levaram a um maior efeito beneficio da quimioterapia nos pacientes que

apresentaram o marcador do estudo (Fig. 2).
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Tabela 1- Caracteristicas gerais dos estudos avaliados na revisao sistematica e meta-analise.

Autores Numero Marcador estudado M I\/!e_todo RR
de casos utilizado

Alex et al @9 762 MMR deficiente PE le7 0.33
Han et al 4 953 Expressdo de TOPO2a, EGFR e TP170 PE 7e10 1.02
Hestetun et al 2 425 Expressdo de Nuclear maspin PE 7 0.30
Lee et al 1953 Expressdo de DPYD c¢.1129-5923 C>G/hapB3 PE 8 1.47
Myklebust et al ¢4 412 Ciclina Dla e DIb PE 7 1.21
Tabernero et al % 1072 Expressdo de VEGF-D PE 6e7 2.35
Gormley et al ® 560 Expressio de CatS PO 7 4,50
Kandioler et al 7 572 Mutac&o do TP53 PO 1 3.14
Kjersem et al ® 24 Expressdo do miR-326 PO 10 0.31
Mejia et al @9 360 Expressio do mMRNA GUCY2C PO 3 44.35
Parekh et al ?? 376 Expressdo de ERCC-1 PO 2 1.07
Roth et al @V 3278 Expressdo de SMAD 4 em relagdo tumores com MSI | PO 1,2e7 0.01
Sinicrope et al ¢ 2720 Mutacio do BRAF, KRAS e MMR PO 1,3e5 0.72
Smith et al @3 1076 Mutacdo do KRAS PO 4 1.01
Stanisavljevic et al ¢4 412 Expressio do mRNA LGR5 PO 9 1.18
Watanabe et al ¢ 101 Expressao de Proteina-1 quimiotatica de monécitos | PO 7 0.51

Tipo de marcador (M): Preditivo (PE) e Progndstico (PO); Método utilizado: (1) sequenciamento de DNA, (2) PCR quantitativa em tempo
real, (3) RT-PCR, (4) PCR-ARMS, (5) PCR metilacdo especifica, (6) imunoblotting, (7) imunohistoquimica, (8) espectrometria de massa
(MALDI-TOF), (9) hibridizac&o in situ, (10) analise da expressdo de mRNA; RR: Risco Relativo.
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Figura 2 - “Forest PI(_)t”_ relacic_)nando os marcadores preditivos e o seu beneficio
para a quimioterapia.

A Tabela 3 apresenta a analise a partir dos estudos com marcadores
prognosticos. A média de RR obtida foi 1,02 (0,31-3,37). O melhor marcador
prognostico identificado para o CCR foi a expressdo do mRNA do gene GUCY2C
descrito por Meija et al®® (RR: 44,35 I1C95% 28,75-68,42). Observa ainda que, na
maioria dos estudos considerados (6/10), RR foi proximo ou maior que 1, 0 que
significa que esses marcadores foram capazes de identificar grupos de pacientes

com maiores taxas de sobrevida (Figura 3).
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Tabela 2 — Risco Relativo obtido para os marcadores preditivos evidenciados em cada estudo.

Marcacdo positiva Marcacao Negativa RR

Estudo ou subgrupo Eventos Total Eventos Total Peso (95% CI)
Alex et al 2016 9 4 34 24 84 12.4% 0.33[0.11, 1.05]
Han et al 2016 @V 150 453 148 453 17.9% 1.02[0.77, 1.35]
Hestetun et al 2015 “? 135 380 245 380 17.8%  0.30[0.23, 0.41]
Lee et al 2016 ¥ 46 638 32 638 17.0% 1.47[0.92, 2.34]
Myklebust et al 2012 @4 76 145 69 145 17.%  1.21[0.77,1.92]
Tabernero et al 2015 @ 270 446 176 446 17.9% 2.35[1.80, 3.08]
Total (95% CI) 2096 2146 100.0% 0.91 [0.45, 1.86]

Total de Eventos 681 694

Heterogeneidade: Tau?= 0.72; Chi?= 107.71, df= 5 (P < 0.00001); I°= 95%

Teste para efeito global: Z= 0.26 (P= 0.80)
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Figura 3 - “Forest Plot” relacionando os marcadores prognosticos com as maiores
taxas de sobrevida.
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Tabela 3 — Odds Ratio obtido para 0os marcadores progndsticos evidenciados em cada estudo.

Estudo ou subgrupo Marcacao positiva Marcacdo Negativa Peso RR
Eventos  Total Eventos Total (95% ClI)
Gormley et al 2011 @9 11 17 11 38 9.3 4.50 [1.33, 15.20]
Kandioler et al 2015 @) 119 143 49 80 10.0% 3.14 [1.67, 5.88]
Kjersem et al 2014 (8 44 123 79 123 10.0% 0.31[0.18, 0.52]
Mejia et al 2009 ®°) 313 360 47 360 10.1%  44.35[28.75, 68.42]
Parekh et al 2016 @% 67 188 64 188 10.1% 1.07 [0.70, 1.64]
Roth et al 2012 @Y 44 408 364 408 10.1% 0.01[0.01, 0.02]
Sinicrope et al 20152 138 437 265 680 10.2% 0.72 [0.56, 0.93]
Smith et al 2010 @® 204 358 285 502 10.2% 1.01 [0.77, 1.33]
Stanisavljevic et al 2016 @¥ 40 66 108 191 10.0% 1.18 [0.67, 2.09]
Watanabe et al 2008 @ 42 101 59 101 10.0% 0.51 [0.29, 0.89]
Total (95% CI) 2201 2671 100.0%  1.02[0.37,3.37]
Total de eventos 1022 1331

Heterogeneidade: Tau?= 3.65; Chi?= 690.43, df= 9 (P < 0.00001); I°= 99%

Teste para efeito global: Z=0.03 (P= 0.98)
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DISCUSSAO

Varios alvos moleculares veem sendo estudados como marcadores
preditivos e prognésticos para o CCR®). O presente estudo revelou por meio de uma
meta-analise, envolvendo 9.114 pacientes com CCR, seis marcadores como
preditivos e 10 prognosticos. Os marcadores preditivos foram: dMMR e expresséo
das proteinas Ciclina Nuclear D1a, Maspin Nuclear, TOPO2a+/EGFR-/TP170-,
VEGF-D e a variante DPYD ¢.1129-5923 C>G/ hapB3 (Tab. 1). Observou-se que
a expressdo da proteina VEGF-D (RR: 2,35; 1C95% 1,80-3,08) foi o melhor
marcador preditivo.

O reparo de reparo de mal pareamento do DNA ou “mismatch repair”
(MMR) ¢ responsavel pela manutencao da estabilidade do genoma. De modo que,
mutagoes em genes desta via causam deficiéncia do MMR (dMMR), o que resulta
em um fenomeno conhecido como instabilidade de microssatélite (MSI)19, A MSI
€ um importante biomarcador no CCR, com implicac6es cruciais no diagnostico,
prognostico e, mais recentemente, na predicéo terapéutica. O teste de AMMR/MSI
é recomendado durante a triagem para a sindrome de Lynch, uma doenca hereditaria
autossdmica dominante que é caracterizada por mutacGes germinativas nos genes
MMR e associada a um risco aumentado de varios tipos de céancer, incluindo
CCR®), Além disso, o estado MSI-high (MSI-H) tem sido associado a um melhor
progndstico dos pacientes com CCR®,

Além disso, usando dados de ensaios clinicos randomizados que incluiram
pacientes com dMMR CCR e uso de terapia baseada em 5-FU comparados com o
grupo controle, composto de pacientes com dMMR CCR que somente receberam
tratamento cirurgico, permitiu definir que o status de MMR pode fornecer uma
metodologia sensivel para estratificagio de pacientes com CCR para terapia
adjuvante baseada em 5-FU, uma vez que a SLD apresentados pelo primeiro grupo
foi significativamente mais promissores que no grupo controle®®. Além disso, Alex

et al®® demonstraram que o status dMMR em pacientes com CCR metastatico

.
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determinava a resisténcia (menor resposta ao tratamento) a quimioterapia baseada
em oxaliplatina enquanto que pacientes pMMR eram mais sensiveis.

A Ciclina Dependente de Quinase (CDK) ¢ um complexo heterodimérico
composto de uma subunidade catalitica, a CDK e uma subunidade reguladora
chamada ciclina que sao responsaveis pelas transi¢oes do ciclo celular. Das varias
familias de CDKs e ciclinas, a superexpressao de ciclina D1 ¢ mais frequentemente
associada a malignidade humana e possui um papel como um sensor mitogénico
para a maquina do ciclo celular®.

Outro estudo identificou a interacdo entre ciclina nuclear D1 e proteinas de
reparo do DNA. Os autores demonstraram que o recrutamento da ciclina D1a, mas
nao da ciclina D1b, para a cromatina ¢ suficiente para que a resposta ao dano no
DNA (DDR) seja iniciada, o que indicou que o silenciamento endogeno de ciclina
D1, em células de CCR tratadas com 5-FU, reduz a DDR em resposta ao
tratamento®®. Devido a esse papel, Myklebust et al®® estudaram o papel da ciclina
D1 como marcador molecular do CCR, eles descobriram que alta expressao da
ciclina D1 prediz resposta favoravel para terapia adjuvante com 5-FU em pacientes
com CCR.

Hestetun et al*® demonstraram que a baixa expressio de Maspin Nuclear
em pacientes com CCR primario foi capaz de predizer o beneficio da quimioterapia
adjuvante 5-FU combinada com levamisol (5-FU /Lev). Maspin Nuclear ¢ um
membro da superfamilia inibidora da serina-protease (SERPIN) e exerce atividades
de supressor tumoral, inibindo a formacao de tumores, migracao de células
cancerosas, invasao, metastase e angiogénesse em CCR. Contudo, seu papel parece
contraditério. Outros estudos descrevem que Maspin Nuclear pode exercer fungdes
diferentes dependendo do tipo de tumor e associando esse marcador a fatores
prognésticos adversos®2,

Topoisomerases sao enzimas encarregadas por exercer sua funcdo durante
varios processos de metabolismo do DNA, incluindo controle da transcrigao,
replicagao, recombinagdo e segregacdo de cromossomos durante a divisiao

celular®), sua expressio é dependente do ciclo celular com pico expressio na fase
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G2/M do ciclo celular e declinio para 0 minimo no final da mitose®. De modo que,
essa enzima pode ser considerada como marcador preditivo, porque sua
amplificacdo no gene TOPO2a leva a superexpressdo da proteina TOPO2a e, por
fim, a uma melhor resposta aos quimioterapicos, enquanto que a delegdes em
TOPO2a resultam em redugao da expressao da proteina TOPO2a e, assim, induz
quimiorresisténcia primaria aos medicamentos anticancerigenos inibidores
TOPO2a®®. Por outro lado, o receptor EGFR, um receptor tirosina quinase, €
responsavel pela transdugao de sinal que modula a proliferagao, sobrevivéncia,
adesao, migragao e diferenciagao celular®®,

Assim, durante a carcinogénese, 0s ligantes desse receptor atuam como
potentes fatores pro-angiogénicos®”. A proteina TP170, é a maior subunidade
putativa de IF3 e pode regular positivamente a ribonucleétido redutase M2,
promovendo crescimento e proliferacao celular. Elevados niveis de TP170 tem sido
descrito em canceres da mama, do colo do utero, do es6fago e do pulmao, sugerindo
que essa proteina pode ter um importante papel na transformagdo maligna e no
controle do crescimento celular®®. Han et al®V demonstraram que a associagdo da
expressdo a superexpressdao de TOPOZ2a, subexpressdo de EGFR e de TP170
(TOPO2a+/EGFR-/TP170-) pode ser um potencial marcador preditivo de resposta
quimioterapica a combinagao entre 5FU, acido folinico e oxaliplatina (FOLFOX).
Eles avaliaram os desfechos clinicos de 902 pacientes com CCR de alto risco no
estagio 111 com e sem 0 uso de FOLFOX e observaram aumento da sobrevida no
grupo com uso de FOLFOX.

A variante DPYD ¢.1129-5923 C>G/hapB3 tem tradicionalmente sido
associado a estudos farmacogenéticos relacionados a 5-FU. O gene DPYD
codificada a enzima desidrogenase diidropirimidina (DPD), que atua no
catabolismo de 5-FU. DPYD ¢.1129-5923 C>G/hapB3 codifica uma enzima com
atividade limitada. Segundo o estudo de Lee et al*®, DPYD c¢.1129-5923 C>G/
hapB3 tem valor preditivo para toxicidade grave a quimioterapia baseada em 5-FU
em pacientes com CCR. Os autores descrevem ainda outras trés variantes do gene
DPYD, DPYD*2A (c.1905 + 1 G> A; rs3918290), D949V (c.2846 A>T;
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rs67376798) e 1560S (c.1679 T> G, DPYD*13, rs55886062) como funcionalmente
deletérias, afetando a atividade de DPYD e correlacionando com a toxicidade grave
de 5-FU®3),

A expressdo de VEGF-D (fator de crescimento endotelial vascular D) foi
identificado como melhor marcador preditivo encontrado nessa revisao, onde
pacientes que possuem elevados niveis da expressao da proteina VEGF-D tem 2.35
chances maior de responder a terapia-alvo com ramuciramab que pacientes que nao
possuem. As terapias-alvo sio produtos da medicina de precisao que visam um
tratamento individualizado. Alguns alvos, no entanto, podem estar presentes em
menos de 5 a 10% da populagdo de pacientes, o que determina que pacientes
precisam ser triados para tornar-se elegivel para o tratamento®.

Este marcador foi descrito por Tabernero et al*® que observaram que niveis
mais elevados de expressao de VEGF-D é um marcador preditivo eficaz para
elegibilidade de pacientes para uso do ramucirumab. O ramucirumab é um
anticorpo monoclonal IgG1l humano que se liga especificamente ao dominio
extracelular do receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR-2)
com alta afinidade, impedindo a ligagao dos ligantes agonistas VEGF-A, VEGF- C
e VEGF-D e, consequentemente, a ativagdao do VEGFR-2. O uso de ramucirumab
tem mostrado resultados melhores no tratamento em comparagdo com outras
terapias com anticorpos monoclonais por impedir a ligagcdo de qualquer um dos
ligantes e ndo apenas do VEGF-A®Y,

Outros fatores corroboram com a identificacdo da expressao de VEGF-D
como melhor marcador preditivo. Niveis aumentados de expressao do mRNA ou
da proteina de VEGF-D foram observados em CCR em alguns estudos, mostrando
uma associacao entre o aumento de VEGF-D e variaveis clinico-patologicas
adversas, incluindo metastase de linfonodos e redugio da sobrevida do paciente®?,
Alem disso, alguns estudos mostram que a expressdao de mRNA de VEGF-D ¢
significativamente menor nos tecidos de CCR quando comparados a mucosa

normal, sem correlagdo com metéstases linfaticas“?.
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Dez marcadores progndsticos identificados neste estudo foram: TP53
mutante, KRAS mutante, expressdo do miR-326, expressdo das proteinas CatS,
ERCC-1, SMAD 4 em tumores com MSI, da Proteina-1 quimiotatica de mondcitos
(MCP-1), mutacdo V600E em BRAF combinada com mutacdo em KRAS em
tumores com pMMR e expressdo do mRNA de LGR5 e de GUCY2C (Tab. 1).
Observou-se que a expressdo do mRNA do gene GUCY2C foi o melhor marcador
prognéstico para CCR (RR: 44,35; 1C95% 28,75-68,42), o que significa que
pacientes que super expressavam GUCY2C tem uma chance 44,35 vezes maior de
sobrevida que 0s pacientes que ndo expressavam ou possuiam baixa expressdo do
MRNA de GUCY2C.

GUCY2C (Guanilil Ciclase C) ¢ um receptor para 0os hormdnios guanilina e
uroguanilina, pertencente a uma familia de proteinas sintetizando GMP ciclico
(cGMP), cuja interacdo com o dominio extracelular ativa o dominio catalitico
citoplasmatico, induzindo o acumulo de cGMP. GUCY2C regula a homeostase,
coordenando a proliferacdo, o reparo do DNA, a programacdo metabdlica e a
transicdo epitélio-mesenquimal, sustentando a hipotese na qual seu silenciamento
contribui para a tumorigénese®?. No estudo de Meija et al®® descrevem que a
deteccdo prospectiva de metastases ocultas por meio da avaliagdo da expressdo do
MRNA de GUCY2C, por gRT-PCR, destacando este alvo como um importante
marcador prognostico independente de risco.

Dentre os marcadores progndéstico identificados neste estudo esta o gene
TP53. A proteina codificada por esse gene, através de sua ligagao com o DNA, ativa
a transcrigdo de outros genes que controlam as principais fungdes celulares
envolvidas na manutengio da estabilidade genomica; como indugao de apoptose,
reparo de DNA e regulagao do ciclo celular “®. Em virtude disso, tem se atribuido
um grande potencial a TP53 como biomarcador em varios tipos de tumores.

Mutagdes somaticas no gene TP53 sdo as alteragdes genéticas mais comuns
encontradas no canceres humanos, ocorrendo em cerca de metade de todos os
tumores, incluindo o CCR. No estudo de Kandolier et al*” avaliando se e como o

estado de mutacdo da TP53 esta ligado a eficacia variavel do tratamento com 5FU
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em CCR estagio 111 descobriram que o estado TP53 (selvagem ou mutante) é capaz
de prever o efeito adjuvante 5FU na sobrevida em pacientes N1 (com uma a trés
metéstases em linfonodos regionais), identificando assim seu valor progndstico.

O microRNA miR-326 foi que outro marcador progndstico identificado,
cujo alvo € 0 mRNA da proteina associada a resisténcia a maltiplas drogas (MRP-
1) @9, MRP-1 é um transportador cassete de ligagio de adenosina trifosfato (ABC)
que diminui o acimulo intracelular de drogas devido ao seu efluxo ativo. O aumento
da expressdo desse transportador esta associado & resisténcia a multiplas drogas.
Interessantemente, niveis elevados de expressao miR-326 estao associados a baixa
SG e SLD em pacientes com CCR metatastico tratados com 5-FU/oxaliplatina 9.
Este achado ressalta a complexidade do entendimento da interagdo entre 0 miRNA
e seu alvo. Segundo Kjersem et al “®, mecanismos subjacentes podem explicar os
diferentes resultados clinicos em pacientes com CCR com niveis elevados de miR-
326 apresentarem bom prognostico.

Juntamente com TP53, os genes KRAS e BRAF também sao o0s genes mais
comumente mutados no CCR. Diferentes mutacdes nesses genes estao associadas a
um progndstico ruim, especialmente naqueles tumores com MSI ¥, Mutagdes em
KRAS no codon 13 do éxon 2 estao associadas com menores taxas de sobrevida,
enquanto que mutagdes no coédon 12 do éxon 2 estdo associadas a risco de
metastases ¥ e apresentam valor prognostico negativo em pacientes com CCR
metastatico que recebem tratamento com FOLFOX/XELOX®). Em BRAF, a
mutagao V600E é a mais comum em diferentes tipos de canceres e embora constitua
um fator prognéstico ruim em tumores metastatico, ¢ um alvo promissor para uso
de terapia-alvo, através da combinagao de inibidores BRAF V600E especificos com
outros inibidores da via MAPK/PI3K “®- Por outro lado, a taxa de SLD em 5 anos
para pacientes com CCR, pMMR e que apresentavam mutagoes BRAF (V600E) e
KRAS foram significativamente menores que a SLD em pacientes com CCR,
PMMR e com BRAF e KRAS selvagem®?,

A catepsina S (CatS) foi um oncogene identificado como marcador

progndstico em varios estudos e sua regulacdo positiva ligada a agressividade da
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doenga em varios tipos de tumor. CatS promove a invasao e a neo-angiogénese por
meio da degradagao da matriz extracelular e da liberagao de fatores de crescimento
derivados da matriz que impulsionam a troca angiogénica®. Em glioblastoma,
CatS tem valor prognostico negativo independente do risco“”4®. Segundo Gormley
et al 9, pacientes com CCR, tratados apenas com cirurgia e que apresentam um
aumento da expressao de CatS apresentam redugao da SLD, demonstrando o valor
progndstico deste alvo também para CCR.

Finalmente, SMAD4 e ERCC1 foram dois importantes supressores tumorais
identificados neste estudo como marcador progndstico. SMAD4 (membro 4 da
familia SMAD) ¢ fosforilada e ativada por receptores transmembrana serina-
treonina quinases em resposta ao fator de crescimento TGF-beta e forma complexos
homoméricos e heteromeéricos com outras proteinas SMAD ativadas, que entdo se
acumulam no ndcleo e regulam a transcricdo de genes alvo. A perda ou deficiéncia
de SMAD leva evasio da apoptose e a desregulagio do ciclo celular®. Roth et al
1) descreveram que pacientes com CCR do subgrupo T3N1, com MSI-H, mas que
ndo apresentavam perda de expressdo de SMAD4 apresentavam bom prognostico.

ERCC1 tem um papel critico na via de reparo de DNA por excisao de
nucleotideos (NER). A proteina codificada por esse gene forma um heterodimero
com a endonuclease XPF (também conhecida como ERCC4) e catalisa a incisdo 5'
no processo de excisdo da lesdo de DNA provocada por carcinégenos ambientais e
ocupacionais que formam adutos de DNA®“®, Pacientes tratados com oxaliplatina,
que exibiam baixos niveis de MRNA ERCC1 mostraram significativas diferencas
na SG e SLD quando comparados com pacientes que exibiam altos niveis de
expressdo desse gene. Além disso, a expressdo de ERCC1 pode auxiliar na
estratificacdo de pacientes com CCR estagio II/IV que se beneficiam com a

quimioterapia a base de oxaliplatina®.
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CONCLUSAO

Apesar dos avan¢os no tratamento cirdrgico e quimioterapico do CCR, esses
ndo incorporaram de modo significativo melhoria das taxas de SG e SLD dos
pacientes. Com isso, a busca por marcadores moleculares que impactariam de forma
positiva essas taxas ainda é uma demanda eminente nos estudos clinicos. Nosso
estudo mostra como diferentes marcadores preditivos e prognosticos podem refinar
informacdes clinicas dos pacientes com CCR, prevendo o beneficio maximo no
tratamento para uma coorte de pacientes. Contudo, embora hajam resultados
encorajadores obtidos com a triagem usando marcadores moleculares, ainda hoje,

apenas KRAS entrou recentemente na pratica medica como um marcador preditivo.
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