~

Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

FLAVIO DE ALENCAR TELES BARRETO

Analise de Alteragcdes Moleculares em Tumores de Cdélon e Reto
para Utilizagdo como Biomarcadores para Detecg¢éo por Bidpsia

Liquida

Brasilia, 2025



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

FLAVIO DE ALENCAR TELES BARRETO

ANALISE DE ALTERACOES MOLECULARES EM TUMORES DE
COLON E RETO PARA UTILIZACAO COMO BIOMARCADORES
PARA DETECCAO POR BIOPSIA LIQUIDA

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para a obtencao do Titulo de
Mestre em Ciéncias Médicas pelo
Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Médicas da Universidade de
Brasilia

Orientador: Prof. Dr. Fabio Pittella Silva

Brasilia
2025



FLAVIO DE ALENCAR TELES BARRETO

ANALISE DE ALTERACOES MOLECULARES EM TUMORES DE
COLON E RETO PARA UTILIZACAO COMO BIOMARCADORES
PARA DETECCAO POR BIOPSIA LIQUIDA

Dissertacao apresentada como requisito
parcial para a obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias da Saude pelo
Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia

Aprovado em

Banca Examinadora

Prof. Dr. Fabio Pittella Silva (Presidente)

Universidade de Brasilia

Prof. Dra. Julian Mazzeu

Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Diégo Madureira de Oliveira

Universidade de Brasilia



UNIVERSIDADE DE BRASILIA PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS FACULDADE DE
CIENCIAS DA SAUDE

Flavio de Alencar Teles Barreto

Analise de Alteracdes Moleculares Presentes em Tumores de Cdlon
e Reto para Utilizacdo como Biomarcadores para Deteccdo por

Bidpsia Liquida



AGRADECIMENTOS

Aproveito este espaco para dedicar essa vitdéria as pessoas que
forneceram suporte fisico e emocional para a realizagao deste trabalho, sem
elas, eu nao teria chegado tdo longe. Apesar da minha dedicagéo, saber que
existem pessoas ao meu redor, que me apoiaram e ajudaram com tanto carinho
e acolhimento, foi essencial para concluir essa jornada tdo ardua, porém
gratificante, com éxito, desempenho e, principalmente, alegria e realizagéo

pessoal e profissional.

Gostaria de agradecer primeiramente, aos meus pais Maria Leticia e Luiz
Paulo, por terem dedicado 32 anos na formagao do homem, cidadao, marido e
pai que me tornei. Por tras de tantos ensinamentos, sem duvida alguma, o amor
incondicional deles foi o que mais marcou a minha trajetoria de vida. Apesar das
minhas dificuldades, eles nunca duvidaram da minha capacidade, e € com

imensa gratiddo que dedico todas as minhas conquistas a vocés.

A minha parceira de profissdo e de vida, Mariana, exemplo de mulher,
esposa e mae. Agradecgo pelo apoio e amor que sempre ofereceu. Sem seu
apoio, eu jamais teria alcangado meus sonhos e objetivos, com isso, essa

conquista também se estende a vocé.

Com um agradecimento especial aos meus filhos Miguel e Joao, pelo
amor e companheirismo incondicional, agradec¢o a todo o apoio, pois apenas o
fato da existéncia de vocés, me faz ser uma pessoa e profissional cada vez
melhor, repleto de otimismo, persisténcia, resiliéncia e dedicacdo que tanto
busco para garantir uma vida digna a vocés, e que eu possa servir de exemplo

de vida.

Ao professor Fabio, por ser um exemplo de pessoa, e orientador, ao qual
tive a honra de aprender como um pesquisador deve ser. Agradegco a
oportunidade de poder provar o meu valor e mostrar que sou capaz de integrar
e agregar valor e conhecimento, ao grupo de pesquisadores excepcionais que
compdem o Cancer Lab.



Aos meus queridos colegas, colaboradores e amigos que nunca
pouparam esforgos para me ajudar em trabalhos de bancada, escrita, e
principalmente, no apoio emocional que nunca me faltou. Agradego também, a
todos os cafés feitos apés minhas 12 horas de plantdo. A presenga de vocés
permitiu que esse caminho, por mais dificil que tenha sido, fosse repleto de
acolhimento, parceria e, principalmente felicidades. Aos meus colegas Ana,
Mariana, Brunna, Luis, Mayra, André, Lara, Ekaly, Sofia, Sophia e a todos os
alunos e colegas que ajudaram de alguma forma para a construgdo deste

trabalho.

Gostaria de agradecer também a uma pessoa em especial, minha
professora da graduacdo e primeira orientadora de pesquisa cientifica,
Fernanda Vinhaes, que me ensinou que o biomédico é, por esséncia, um
pesquisador. O incentivo dessa frase me marcou e me acompanhou durante toda
minha trajetoria académica e profissional e, com certeza, foi a ideia que me fez

ingressar no universo da pesquisa.

Por fim, quero agradecer a banca pela disponibilidade e contribuicdo para
realizacdo desse trabalho. Agradego também ao Programa de Pdés-graduagéo
de Ciéncias Médicas da Universidade de Brasilia e aos 6rgdos de fomento,

FAPDF e CNPq pela realizagao deste trabalho.



RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias malignas de maior
incidéncia e letalidade no mundo, caracterizando-se por sua elevada
heterogeneidade genética e clinica. Este estudo teve como objetivo caracterizar
o perfil mutacional de pacientes com CCR por meio do sequenciamento de Nova
Geragao (NGS), empregando amostras frescas e congeladas para garantir a
qualidade e a integridade do material genético. Foi realizada a padronizagéo dos
processos de coleta, armazenamento e analise, possibilitando a identificagéo

confiavel dos principais genes com mutagdes somaticas na populagao estudada.

Foram destacadas mutacgdes recorrentes nos genes APC, KRAS, TP53,
DHFR, MSH3 e NQO1, os quais estdao envolvidos em vias cruciais de
carcinogénese, como proliferacdo celular, reparo do DNA, apoptose, estresse
oxidativo e resisténcia a farmacos. A analise de coocorréncia revelou interagcoes
relevantes entre esses genes, sugerindo sinergias moleculares que podem
agravar o prognostico. Além disso, foi observada correlagao significativa entre a
expressao positiva de NQO1 e uma maior carga mutacional tumoral (TMB), bem
como entre o grau de diferenciagédo celular e o Variant Allele Frequency (VAF),

evidenciando possiveis biomarcadores prognosticos e preditivos.

Os achados reforgam a necessidade de tragar um perfil genético do CCR
em populagdes brasileiras, dada a influéncia de fatores ambientais e genéticos
na frequéncia e no tipo de mutagdes. Os dados obtidos contribuem para o
entendimento da biologia tumoral local e para a consolidagao de estratégias em

medicina personalizada.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais; Perfil da Expressdo Génica;
Sequenciamento de Nova Geragdo; Biomarcadores Tumorais; Patologia

Molecular.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent and lethal malignant
neoplasms worldwide, marked by considerable genetic and clinical
heterogeneity. This study aimed to characterize the mutational profile of CRC
patients using Next-Generation Sequencing (NGS), employing fresh-frozen
samples to ensure high-quality genomic material and reliable analyses.
Standardized protocols for sample collection, storage, and processing enabled
the accurate identification of somatic gene mutations within the studied

population.

Notably, frequent mutations were observed in the APC, KRAS, TP53,
DHFR, MSH3, and NQO1 genes — all implicated in key oncogenic pathways
such as cell proliferation, apoptosis, DNA repair, oxidative stress response, and
chemoresistance. Co-occurrence analysis revealed significant interactions
between these genes, suggesting synergistic effects that may amplify
carcinogenic signaling and contribute to worse prognoses. Furthermore, a
statistically significant correlation was identified between NQO7 expression and
higher tumor mutational burden (TMB), as well as between tumor differentiation
grade and variant allele frequency (VAF), highlighting potential predictive and

prognostic biomarkers.

These findings emphasize the importance of establishing a population-
specific genetic profile for CRC in Brazil, where somatic alterations are strongly
influenced by environmental and lifestyle factors, in addition to genetic
predisposition. The data presented provide insights into the molecular biology of
CRC within the local population and support the advancement of precision

oncology initiatives.

Keywords: colorectal Neoplasm; Gene Expression Profiling; Next-Generation

Sequencing; Tumor biomarkers; Molecular pathology.
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1. INTRODUGCAO

1.2 O CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer mais incidente no mundo,
alcancando 1,9 milhées de novos casos em 2020 e com indice de mortalidade
superior a 900 mil mortes anualmente (1). De acordo com o National Cancer
Institute (NCI), estima-se mais de 154 mil novos casos em 2025 com 52.900 mil
obitos, média de idade de 66 anos no momento do diagndstico, e maior
predominio em individuos do sexo masculino (2) . A Organizagdao Mundial de
Saude (OMS) presume que, até o ano de 2040, a incidéncia de cancer colorretal
podera alcancar 3,2 milhdes de novos casos anuais, acompanhada de um
aumento estimado de 73% na mortalidade, evidenciando a necessidade de

investigacado aprofundada em mecanismos de progressao desta doenga (1).

No Brasil, o CCR é considerado uma questao de saude publica sendo o
segundo tipo de cancer mais prevalente no pais, com uma taxa de incidéncia de
21,19 casos a cada 100.000 habitantes e com alto indice de mortalidade, sendo
superado apenas pelo cancer de pulmao. Estima-se que até o final de 2025,
havera um aumento consideravel de casos de CCR, principalmente entre

mulheres (Figura 1) (3).

Estimativa de incidéncia de casos de
cancer de célon e reto por ano no Brasil
nos anos de 2020 a 2025

2020-2022
0,470 |
2023-2025
53 660 | |
0 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000
Total Homens ™ Mulheres

Figura 1: Estimativa de incidéncia de casos de cancer colorretal no Brasil. INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER (INCA). Estimativa 2023 Incidéncia de cancer no Brasil.
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Diante desse cenario desafiador, torna-se essencial aprofundar a
compreensao sobre os mecanismos envolvidos na génese e progressdo do
CCR, especialmente através da caracterizagdo de assinaturas genéticas
associadas a doenga. Através da analise molecular, é possivel identificar o
padrdo de identidade genética deixada por diferentes tipos de neoplasias, e
estabelecer genes candidatos a biomarcadores de adenocarcinoma de colon e

reto.

Segundo Fearon e Volgenstein (1990), a carcinogénese do CCR caracteriza-
se pela proliferacdo descontrolada da mucosa intestinal, evidenciada pelo
surgimento de polipos. Estes polipos, a nivel molecular, a ativagao de mutagdes
inativando genes supressores tumorais como KRAS, TP53, DDC e,
particularmente o gene APC (Chr5), intensificando assim, o crescimento dessas
estruturas (4). Além disso, este fator estad associado ao destaque levantado por
Bodmer et al, sobre a relagdo entre o gene APC em casos hereditarios e
esporadicos da doenga, bem como a perda da heterozigosidade nessa regido do

cromossomo, facilitando a progressao do tumor (5).

O modelo Multi-Hit propde que a tumorigénese se inicia através do epitélio
normal com perda de atividade de genes de supressao tumoral como APC.
Através de 10 anos de progressao, ha a ativagdo de oncogenes como o KRAS

e desativacéo de genes de supressor tumoral TP53 e DCC (6) Figura 2.

The Multi-Hit Model of Colorectal Cancer

Healthy colon

Loss of tumor

1

Normal epithelium

suppressor gene APC

Small benign growth

(No abnormalities) —————» (Polyp)

KRAS oncogene

10 year progression

Loss of tumor
suppressor gene DCC

Large benign growth
(Early adenoma)

Large benign growth
(Late

Colon cancer

Loss of tumor
suppressor gene p53 T

Additional
mutations
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o >

\Q’j ;77@
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Figura 2: Modelo Multi-Hit de progresséo da carcinogénese do cancer colorretal.
Biology: A Global Approach, 2018.
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Outros estudos exploram a progressdo de mutagbes somaticas
frequentemente encontradas em pacientes com CCR como o BRAF, KRAS,
NRAS, PIK3CA, TP53. Entre eles, genes que atuam em vias de sinalizagcao
diretamente relacionadas a neoplasias, como Wnt, MAPK e TGF-B. (7,8). Outro
estudo analisou 2.023 amostras de CCR através do sequenciamento do genoma
inteiro. Nele, um perfil de mutagdes foi encontrado em genes como APC, PTEN,
SMAD4 e SOX9, além de alteragbes envolvendo as enzimas quinases NTRK,
BRAF, ALK e RET. (9)

1.3 CARACTERISTICAS HEREDITARIAS E SOMATICAS

O cancer colorretal pode ter origem hereditaria sendo associado a Sindrome
de Lynch e a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF). Individuos com mutagdes
no gene APC tém risco elevado de desenvolver a doenca até os 50 anos,
tornando essencial a realizacido de colonoscopia anual a partir dos 15 anos.
Estudos epidemioldgicos encontraram maior risco e pior prognostico da doencga
em pacientes com parentesco proximos a diagnosticados com CCR, além de ter

associagdes com outros tipos de neoplasias como tireoide e melanoma (10).

Em alguns casos, pacientes com PAF podem estar associados ao risco de
desenvolvimento do cancer papilar de tireoide (<2%), cancer de pancreas (<1%)
e hepatoblastoma (1-2%). Entretanto, por se tratar de uma doenga autossémica
dominante, é estimado que os individuos com mutag¢des hereditaria no gene
APC, possuem grandes chances de desenvolver CCR até os 50 anos ,sendo,
assim, recomendado a realizacdo de colonoscopia anual a partir dos 15 anos
(11,12).

As mutagdes somaticas compdem a maioria dos fatores de desenvolvimento
de tumores de célon e reto, influenciado pela ativagcédo de vias de transducao de
sinal no tecido e progressao do adenoma para carcinoma ao longo dos anos.
Isso ocorre através da constante ativagdo ou inativagéo de vias reguladoras. O
diagndstico clinico s6 € possivel apos o aparecimento dos sintomas ou screening
precoce. Nesses casos, as alteracbes moleculares ja estdo avancgadas, e
tendem a piorar a medida da progressao tumoral. Com isso, € possivel realizar
a deteccao de alvos sub clinicos da doencga através de deteccio de alteracdes

em estagios iniciais. Assim, mutagcdes em genes como TP53, APC e KRAS,
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desempenham um papel central na sinalizacdo de vias indutoras a

carcinogénese, e impactam diretamente no desenvolvimento tumoral (13).

A incidéncia de cancer colorretal tem aumentado, especialmente em
pacientes com menos de 50 anos, representando cerca de 10% dos casos. Esse
crescimento estd associado a fatores como dieta ocidental, obesidade,
sedentarismo e disbiose intestinal, que influenciam a progressdo tumoral.
Embora algumas ocorréncias estejam ligadas a mutag¢des hereditarias, a maioria
dos casos é esporadica, sem causa identificavel. Em geral, pacientes jovens
apresentam sintomas por meses antes do diagndstico, resultando em estagios
mais avancados da doenga e impacto na sobrevida (14). Além disso, o CCR com
inicio precoce apresenta maior probabilidade de serem diagnosticados em
estagios avangados (Il ou IV) em comparagdo com individuos com inicio tardio
da doencga. Esse fenbmeno esta associado a diversos fatores, incluindo atraso
no diagndéstico, menor frequéncia de rastreamento populacional e percepg¢ao
inicial equivocada dos sintomas, muitas vezes atribuidos a condi¢cdes benignas,

como doencgas gastrointestinais funcionais (15).
1.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR

Ao longo dos anos, as mutagbes iniciais encontradas nos
adenocarcinomas se acumulam e intensificam ainda mais a proliferacdo dos
polipos. O sistema de reparo de incompatibilidades do DNA (Mismatch Repair,
MMR) é essencial para a manutengao da estabilidade genémica, corrigindo erros
de pareamento de bases durante a replicagdo celular. A deficiéncia nesse
mecanismo (dMMR) leva a instabilidade de microssatélites (MSI) devido a falta
de eficiéncia em controlar as sequéncias repetidas das regides MSI. Em alguns
casos, o mecanismo dMMR pode falhar discriminadamente, levando a uma
instabilidade de microssatélites alta (MSI-H), caracterizando um subtipo de
cancer com alta carga mutacional e forte ativagao imune. Tumores dMMR/MSI-
H apresentam resposta robusta a inibidores de checkpoint imunolégico (ICls),
como pembrolizumabe e nivolumabe, que demonstraram eficacia superior a
quimioterapia convencional em pacientes com CCR metastatico (16). Além
disso, estudos indicam que a imunoterapia neoadjuvante pode evitar a

necessidade de cirurgia em tumores dMMR localmente avangados, preservando
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orgaos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes. No entanto, uma
parcela desses tumores desenvolve resisténcia primaria ou adquirida aos ICls,
exigindo biomarcadores preditivos para otimizar estratégias terapéuticas. A
compreensao dos mecanismos de resisténcia e a integracdo de novas
abordagens, como terapias combinadas, sdo fundamentais para ampliar os

beneficios da imunoterapia no CCR (17).

O acumulo de mutagdes em genes como KRAS, BRAF, NRAS e TP53
sao frequentemente relatadas em analises de sequenciamento tumoral e em
bancos de dados como COSMIC, TCGA, entre outros. Inclusive, variantes raras
como 0 KRAS G12C ou BRAF V600E e novas variantes, como NRAS 102Q, sédo

frequentemente encontradas (18).

Portanto, € crucial compreender os mecanismos de carcinogénese do
CCR, que impactam diretamente nas vias de sinalizagdo de sinal que, através
de proteinas e enzimas quinases, regulam as transdu¢des de sinais
responsaveis por ativagdo e inativacdo de funcgdes regulatorias dos tecidos
corporais como crescimento e migragao celular, desenvolvimento muscular,
sintese de proteinas (Figura 3) . A regulacdo dessas vias é feita por proteinas
geradas por genes de supressao tumoral como APC, AXIN1T e CTNNB1 que
fazem parte da via canénica Wnt/ B-catenina, e genes como KRAS e PIK3CA,
envolvidas nas vias MAPK e PI3K-AKT. Baseado neste conhecimento, foi criado
o sistema de classificagdo molecular para estratificagdo do CCR, o que ajuda a

melhor entender a heterogeneidade biolégica dos tumores colorretais.
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Figura 3: Modelo de vias de sinalizagao de sinal regulada por cascata de ativagbes enzimaticas. Vias
como Wnt, TGF-B regula sinais extracelulares em dire¢cao ao nucleo celular. Fonte: Li et al., Signal
Transduct Target Ther (2024)

1.5- CMS- CONSENSUS MOLECULAR SUBTYPES

O cancer colorretal apresenta uma grande heterogeneidade molecular, sendo
classificado, pelo consorcio internacional de subtipagem do cancer colorretal, em
quatro Consensus Molecular Subtypes (CMS) com impacto progndstico e
terapéutico. O CCR é classificado em quatro subtipos, cada um com uma via de
progressédo tumoral diferente. O CMS1 sdo tumores que apresentam
superexpressao de proteinas relacionadas a resposta imune, com perfil de
instabilidade de microssatélites (MSl), e com forte ativagao imune e resposta
inflamatodria. Este subgrupo é associado a mutagées no BRAF e alta metilagao
génica em llha CpG (CIMP+), e compde 14% dos casos de CCR, com
prognéstico favoravel a imunoterapia. O CMS2 possui perfil protedGmico
heterogéneo, incluindo tumores epiteliais, com ativagao das vias Wnt com alta
instabilidade cromossémica (CIN). Com isso, essa classificagdo € chamada de
“candnica”, e esta geralmente associada a tumores do lado esquerdo do colon e
possui 0 melhor progndstico de resposta a terapias convencionais entre os
subtipos, sendo 37% dos casos. Ja o CMS3 compreende tumores epiteliais com
disfuncdo metabdlica, alta frequéncia de mutagcdes em KRAS e perfil genbmico

intermediario entre MSI e CIN. Sendo responsavel por superexpressao de
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proteinas metabdlicas, tendo uma assinatura molecular unica. Tumores nessa
classificagdo possuem potencial resisténcia a terapias convencionais,
acometendo 13% dos tipos. O CMS4 destaca-se como o grupo mais distinto,
devido sua classificacdo mesenquimal, e representa tumores altamente
invasivos com ativacdo de TGF-B e superexpressao de proteinas associadas a
angiogénese e forte infiltragcdo do estroma, sendo associado a pior sobrevida e
resisténcia terapéutica, além de possuir perfil metastatico elevado com possivel
resisténcia a quimioterapia. Representa 23% dos subgrupos moleculares (19—
21).

Com isso, a classificacdo CMS4 ¢é alvo de diversos estudos sobre os
mecanismos de desenvolvimento desse subgrupo e a exploragédo das fungdes
biolégicos do CMS4, apesar de n&o estar totalmente consolidada, leva a

abordagens para novos tratamentos através de potenciais biomarcadores (22).

Além das classificagdes individuais, 13% dos casos apresentam
caracteristicas mistas, refletindo a heterogeneidade intratumoral e a plasticidade
fenotipica. A classificacdo CMS é essencial para a definicdo de estratégias
terapéuticas personalizadas, permitindo uma melhor selecido de pacientes e
identificacdo de alvos moleculares. Estudos futuros devem aprofundar a relagao
entre microambiente tumoral, resposta imune e progressédo da doenga, para

aprimorar o uso clinico dessa classificagcao (20).

1.6 PRINCIPAIS VIAS DE SINALIZACAO

O CCR é uma doencga altamente heterogénea, impulsionada por multiplas
vias de sinalizacdo que regulam mecanismos de proliferacao celular, apoptose,
metabolismo e regulacdo do microambiente intestinal. A progressdo desse
cancer envolve mutagdes em genes chave, que desregulam as cascatas de
sinalizagbes essenciais para a homeostase celular. Entre as diversas vias de
sinalizagédo, algumas sdo constantemente relacionadas ao CCR devido ao
padrao de genes drivers, com capacidade de mutacdo que leva a uma vantagem
seletiva das células tumorais, aumentando a ativagao das vias de progresséo
tumoral. Em conjunto, mutagées em genes de escape que estdo envolvidos na

capacidade celular de evadir o reconhecimento do sistema imunoldgico, séo
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relacionados a perfis de resisténcia imunolégica das células tumorais, evitando

a resposta imune que normalmente eliminaria as células tumorais (23).

O CCR é classificado como subtipo familiar ou esporadico. Dentre essa
estratificacéo, é notoriamente considerada que 35% dos casos de CCR possuem
um componente familiar importante, ou seja, possuem algum parente de primeiro
grau com o mesmo diagndstico. Entre os casos familiares, a regulagdo dos
oncogenes é realizada pela via de sinalizagdo Wnt, regulando genes de reparo

de DNA e supressé&o tumoral como o APC (24)
1.6.1- WNT/B-CATENINA

A via Wnt/B-catenina é crucial para o desenvolvimento embrionario e a
manutengao do intestino. Sua ativacdo impede a degradagdo da [B-catenina,
promovendo a transcricdo de genes relacionados a proliferagdo. Mutagdes no
gene APC desregulam esse controle, favorecendo o surgimento de tumores no
cancer colorretal. A ativacado variavel da via influencia o grau de stemness,

tornando-se um marcador funcional para células-tronco tumorais (CSCs) (25).

Vias alternativas da sinalizagdo Wnt, como Wnt/Ca?* e Wnt/CTNND1,
também influenciam a progressao do cancer. A Wnt/Ca?* regula processos como
migragao celular, adesao e polaridade epitelial, fundamentais para a organizagao
do tecido e invasao tumoral. Ja a via Wnt/CTNND1 atua por meio da catenina-
01, que estabiliza a B-catenina, modula a adesao celular e a interagao entre as
células tumorais, favorecendo caracteristicas agressivas da doenca (26).
Terapias direcionadas que modulam E2A/B-catenina impactam genes pro-
tumorais e a transigao epitélio-mesenquimal (EMT), com o FOXM1 como alvo-
chave na iniciagao tumoral(27). AXIN1 integra o complexo de destruicdo da -
catenina, regulando sua degradacao e bloqueando a ativagao nuclear da via
Wnt. Além disso, AXIN1 interage com vias como MAPK, mTOR e TGF-B,
influenciando o crescimento tumoral, diferenciacdo celular e resisténcia

terapéutica no cancer colorretal (CCR) (28).
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1.6.2 MAPK

A via MAPK é uma das mais importantes na proliferagao celular regulada
por receptores de fator de crescimento epitelial. A hiperexpressao desses

receptores € normalmente encontrada em varios tipos de canceres (29)

A via MAPK é ativada por fatores como EGF, IGF-1 e VEGF, promovendo
proliferacdo celular e resisténcia a apoptose. A mutacdo BRAF V600E, comum
no CCR serrilhado, ativa constantemente a cascata RAS/RAF/MEK/ERK,
intensificando alteracbes epigenéticas e evasado imune. MAPK também interage

com TGF-B, contribuindo para EMT e maior agressividade tumoral. (30) (31).

1.6.3 PIBK/AKT/MTOR

A via PIBK/AKT/mTOR desempenha um papel central na sobrevivéncia
celular, metabolismo e resisténcia terapéutica. A ativacao de PI3K por receptores
de tirosina quinase leva a fosforilagdo de AKT, que regula processos como
crescimento celular e inibicdo do apoptose. A via mTOR controla a sintese de
proteinas e proliferagao celular, sendo frequentemente hiperativada no CCR.
Mutagdes no PIK3CA e perda de PTEN contribuem para a ativacdo aberrante
dessa cascata, favorecendo a progressdo tumoral e resisténcia a terapias
direcionadas. A interacdo dessas vias sao cruciais para a plasticidade tumoral,
permitindo que células cancerigenas adaptem seu metabolismo e proliferem em
condi¢cbes adversas. Estratégias terapéuticas visando inibidores de MEK, PI3K
e mTor estdo sendo exploradas para modular essas vias e melhorar o

progndstico dos pacientes com CCR.

1.7 PAINEL GENETICO

Para elaborar um perfil abrangente de mutagées em uma amostra tumoral, é
indispensavel empregar um painel com sondas especificas direcionadas a
diferentes genes. Estas sondas podem atuam como sinalizadores para promover
a amplificacao de regides do DNA e RNA tumoral, criando uma biblioteca de
amplicons de diversas amostras para identificar muta¢des por tecnologia de

Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), permitindo assim a analise
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multigénica e com capacidade de identificar variantes patogénicas individuais.
(32).

Muitos estudos observam a presengca de alteragdes similares em
pacientes com CCR, como instabilidade de microssatélites, e mutagcdes em
BRAF, MLH1, MSH2M e PMS2 na coorte nacional (33). Além disso, mutag¢des
no KRAS sado constantemente encontrados nos brasileiros com CCR,
principalmente as variantes KRAS G12D/G12V. Mutagdes nos genes APC,
TP53, PIK3CA e FBXWY7 correspondem as principais alteragdes encontradas na
populagao nacional. Esses resultados sao similares ao perfil molecular de outras
populagdes, o que sugere potencial uso de biomarcadores. Entretanto, ha uma

escassez de dados de perfil molecular no Brasil (34,35).

Nesse contexto, adotamos uma estratégia de investigagao dos principais
genes e oncogenes ja mapeados para analisar amostras regionais de pacientes
do SUS (HUB), utilizando o painel compreensivo Oncomine Comprehensive
Assay Plus (OCA Plus), contendo mais de 500 genes principais e mutacdes

patogénicas sabidamente envolvidas na carcinogénese humana.

Este painel proporciona uma variedade de dados que desvendam padrbes
consistentes de alteragcbes moleculares, permitindo associagdes entre diferentes
tipos de canceres. Este estudo busca criar um perfil das principais alteragdes
moleculares presentes em tecidos tumorais de pacientes diagnosticados e
operados no Hospital Universitario de Brasilia, residentes no Distrito Federal.
Para isso, utilizamos um painel inovador, capaz de identificar, com alta

sensibilidade e especificidade, mutagdes policlonais de baixa frequéncia.

2.0 OBJETIVOS

2.1.1 - OBJETIVOS GERAIS

Investigar de forma abrangente e individualizada, as principais altera¢des
moleculares encontradas em tecidos tumorais de pacientes com cancer

colorretal operados no Hospital Universitario de Brasilia.
2.1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
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¢ Analise bioinformatica em bancos de dados publicos (nCBIO, COSMIC)

e Coleta de fragmento tumoral cirurgico e extracdo de DNA e RNA das
celulas tumorais

¢ |dentificar o perfil de muta¢des no tumor de cada paciente (SNV, INDELS,
TMB, numero de mutagoes)

¢ |dentificar e associar os genes e suas mutagdes mais frequentes na coorte
analisada

e Correlacionar os principais genes com dados clinicos

e Descrever os principais genes e mutag¢des analisadas

e Mapeamento compreensivo do perfil gendmico do CCR para utilizagao

como biomarcadores para detecgao por biopsia liquida.

3. METODOLOGIA

3.1- Fluxograma

Os pacientes incluidos no estudo apresentavam diagnéstico patolégico
confirmado de adenocarcinoma. Foram adotados como critérios de exclusao
individuos com histérico prévio de neoplasia ou que ja haviam sido
submetidos a intervengdes terapéuticas. Apds o estadiamento, os pacientes
foram encaminhados para tratamento neoadjuvante ou cirurgia com intencao

curativa.
3.2- Coleta e Identificacdo dos Tecidos Tumorais

A coleta de 24 amostras de tecido tumoral foi realizada durante o
procedimento cirargico de cada paciente. Além disso, foram obtidas amostras
sanguineas em trés momentos distintos da operacao: antes do inicio da
cirurgia (pré-operatério), durante a ressec¢do da pecga tumoral (intra-
operatorio) e apdés o término da cirurgia (pds-operatério), para posterior
analise de cfDNA.

Para cada coleta, 20 mL de sangue arterial foram extraidos em tubos
EDTA K3. As amostras foram processadas em até duas horas e o plasma
armazenado a -80°C para preservacgao da integridade molecular.
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O protocolo de coleta foi padronizado com o objetivo principal de
minimizar a degradacéo das amostras e manter a qualidade das amostras
para processamento (Figura 4). A coleta foi realizada em tecido fresco,
seguido de congelamento imediato (fresh-frozen), garantindo melhor
qualidade na obtengc&do de material genético. (Figura 4).

-
oe

] P

pré-op Intra-op Pés-op

Figura 4: Fluxograma de coleta das amostras no Hospital Universitario (HUB), metodologia de
coleta das amostras (n=5) intra cirirgicas e coleta de sangue intra operatério, e devido

armazenamento das amostras em freezer -80°C.

A coleta de tecido tumoral foi realizada apds a abertura da pega cirurgica,
expondo a lesdo tumoral por meio da dissec¢cao da musculatura lisa da camada
longitudinal do cdélon (Figura 5A). Foram coletados cinco fragmentos de tecido,

e armazenados em tubos criogénicos:
« T1a/T1b — Dois fragmentos espelho do centro da lesdo tumoral.
« TB — Fragmento da borda da lesao tumoral.
e TR — Fragmento randémico da peca cirurgica.
e NT — Fragmento de tecido normal.

Os fragmentos TB e TR sao coletados de lados opostos para aumentar a
capacidade analitica da heterogeneidade do tumor.
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Figura 5: (A) Colon com evidéncia na musculatura lisa longitudinal, ténia.(. (B) Pontos de coleta
de fragmentos tumorais. Os fragmentos TB e TR sao coletados de lados opostos para aumentar
a capacidade analitica da heterogeneidade do tumor.

Os fragmentos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C, com excecao do T1b, que foi fixado em formol a 10%
para posterior confirmagao histopatolégica de adenocarcinoma. O fragmento
T1a foi destinado ao isolamento de DNA e RNA para sequenciamento de nova
geracado, enquanto os demais foram preservados para analises futuras da

heterogeneidade tumoral (Figura 5 B).

3.3- EXTRAGAO DE DNA/RNA TUMORAL

A extragdo e processamento do material genético tumoral foram feitos
através do kit comercial AllPrep DNA/RNA Ultra Kit (Agilent), que proporcionou
resultados satisfatorios em termos de pureza e concentracdo do DNA e RNA

extraidos.

A quantificagdo dos materiais genéticos foi realizada por
espectrofotometria (NanoDrop One, ThermoFisher), ensaio fluorométrico (Qubit
4, ThermoFisher) e eletroforese automatizada (TapeStation 4200, Agilent),

garantindo a qualidade necessaria para aplicagdes posteriores.
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3.4- CHAMADA DE VARIANTES

A amostragem inicial do estudo conta com 22 pacientes com adenocarcinoma
de célon e/ou reto. Com isso, foram sequenciados 24 fragmentos tumorais
utilizando o painel especifico para mais de 500 oncogenes. Dois pacientes eram
portadores de tumores sincronicos, e nesses, foram analisados dois fragmentos
tumorais distintos. Para a construgdo das bibliotecas, foram utilizados 20 ng de
DNA e RNA por amostra. Com quantificagéo realizada via lon Library TagMan™
Quantitation Kit, as bibliotecas foram normalizadas a uma concentracéo de 50
pM, conforme recomendado, e carregadas no lon 550 Chip, sendo

posteriormente sequenciadas na plataforma lon S5 Plus.

Durante o sequenciamento, a incorporagédo de nucleotideos gera dados
brutos que séo processados localmente e transferidos para o servidor interno. O
primeiro passo da analise consiste no base calling, processo que identifica as
bases incorporadas com base nos sinais detectados. Ele analisa se o
sequenciamento teve a cobertura minima acima de 800x para ser sequenciada
com precisdo. Para isso, o carregamento do chip precisa ser acima de 80% de

carregamento das esferas ISP e com baixa taxa de analise policlonal (<30%)
O controle de qualidade do sequenciamento inclui os seguintes parametros:

o Porcentagem de alinhamento: minima recomendada de 97% de bases

alinhadas ao genoma de referéncia (hg19);

« Tamanho médio das leituras: superior a 85 pares de base (bp) para DNA
e 50 bp para RNA,;

o Parametros AQ17 e AQ20: utilizados para verificar a qualidade do

alinhamento dos amplicons e detectar erros de sequenciamento;
« Uniformidade da cobertura: recomendada acima de 90%;
e Leituras mapeadas por corrida (mapped reads): 100-120 milhdes;
e Precisdo média (Mean Raw Accuracy): idealmente acima de 99%.

Ap0s o controle inicial, os dados sao enviados para a plataforma lon Reporter,
onde ocorre a chamada de variantes (variant calling). Essa etapa utiliza o Torrent

Variant Caller (TVC), que aplica algoritmos estatisticos para identificar e
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classificar variantes com base na cobertura, frequéncia alélica e distribuicdo de

leituras. As variantes sao categorizadas em trés classes:

o Positivas: quando ha ao menos duas detecgdes validas da mesma

alteracao;
« Negativas: na auséncia de detecgao;
e No Call: quando os critérios de qualidade nao séao atendidos.

As variantes identificadas incluem Single Nucleotide Variants (SNVs),
insercdes e delegdes (INDELs), variantes multinucleotidicas (MNVs), bem como

eventos mais complexos, como frameshifts e nonframeshifts.

Entre os principais parametros utilizados pelo TVC para controle de qualidade

destacam-se:

e Cobertura minima por variante: geralmente >250x (ajustavel por tipo de

variante);

o Frequéncia alélica minima (Variant Allele Frequency - VAF): usualmente
>0,05 (5%);

« Strand Bias: distribuicdo balanceada entre leituras foward e reverse, com

tolerancia de até 0,9 para regides hotspots;

e Minimum Variant Score: limiar minimo para validacdo estatistica da

variante;

« Classificagbes funcionais: como frameshift, truncating, gain-of-function e

loss-of-function;

« Formato de saida: os resultados sdo gerados em Variant Call Format

(VCF), contendo a posi¢céo gendmica e tipo de alteragéao.

Com base nesse pipeline, foi possivel detectar e classificar variantes somaticas,
avaliar o Tumor Mutational Burden (TMB), investigar a alteragdo do aminoacido
da proteina mutada e estimar a frequéncia alélica das alteragdes, garantindo
robustez e reprodutibilidade na interpretagcdo dos dados genémicos tumorais.
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3.5- BANCO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados sobre mutagbes e genes patogénicos foram
comparados com de bancos de dados genémicos de referéncia como Cbio,
NCBI, COSMIC. As alteracbes foram analisadas de acordo com o ClinVar e
GeneCards. As mutacdes encontradas foram correlacionadas com os niveis de
aprovacgao de terapias alvo pelo FDA, através do OncoKB, Além disso, dados
divulgados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e INCA, foram utilizados

para determinar a epidemiologia do cancer colorretal no Brasil e no mundo.

Foi realizado uma analise de banco de dados das principais alteracdes
genéticas encontradas no CCR. No cBio, foram analisados 1089 genes que
possuem até 5% de frequéncia dentro das coortes analisadas. Mutagdes raras

foram encontradas e comparadas através do portal GeneCards.

Os dados obtidos através do sequenciamento de nova geragao foram
filtrados pelo préprio lon reporter e analisados através do software GraphPad
Prims 9. Foram realizados teste de correlacdo de Pearson e Wilconx. Os valores
de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e

representados por um asterisco.

3.6- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

A pesquisa foi realizada com pacientes diagnosticados e tratados pelo
Hospital Universitario de Brasilia. O processamento das amostras (extragao,
quantificacdo e sequenciamento) foi realizado no Laboratério de Patologia
Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude na UnB. A utilizacdo das amostras
dos pacientes, no presente estudo, foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa sob parecer de numero 65822222.4.0000.0030.
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4. RESULTADOS

4.1- PERFIL CLINICO

Neste estudo, foram incorporados 22 pacientes com adenocarcinoma
colorretal que realizaram cirurgia no Hospital Universitario de Brasilia entre os
anos de 2023 e 2025. Entre os 22 pacientes no estudo, foram coletados 24
tecidos tumorais, uma vez que os pacientes CBL87 e CBL102 possuem tumores
sincrénicos ao qual foram determinados como dois tumores diferentes e
analisados individualmente como CBL87a e CBL87b, CBL102a e CBL102b.

A coorte analisada, é composta por 14 pacientes com cancer de colon e 8 de
cancer de reto. Entre os de colon, 9 possuem tumor do lado esquerdo (célon
descendente, sigmdide e retosigmoide) e 5 do lado direito (Figura 6). A média de
idade dentre os 22 pacientes com CCR analisados, foi de 60 anos, com
predominio de pacientes acima dessa faixa etaria (59%). Esses achados sao
similares a um estudo feito pelo UK 100.000 Genome Project, que identificou
uma mediana de idade de 69 anos (23-94) entre 2.023 pacientes analisados (9).
De forma notavel, observa-se uma proporgao relevante de pacientes com idade
< 59 anos (40,9%), ressaltando que 13,6% dos pacientes estudados possuem

menos de 50 anos.
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Figura 6 :Distribuicdo de localizagdo tumoral (segmento) entre os pacientes do sexo feminino

e masculino.
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Entre os dados clinicos dos pacientes (Tabela 1), as mulheres compdem 54%
dos casos enquanto que a média de idade dos pacientes homens, no momento
do inicio do estudo, foi de 64,9 anos, em comparagao ao sexo feminino com
meédia de 57,25 anos. De acordo com o estadiamento TNM, 10 pacientes sao
TIIl, 5 s&o TIV e apenas dois pacientes Tl. Enquanto isso, 11 sdo estagio N1 e 1
paciente N2. Em 5 pacientes nao foi possivel determinar o estadiamento até o
momento. Além disso, nenhum paciente apresentou metastase (M0). Portanto,
de acordo com a AJJC (American Joint Committee on Cancer), 17 pacientes s&o
classificados como estadiamento clinico 3, em comparagdo com os estagios 2
(n=3) e 1 (n=2) (Figura 7A). Além, disso, a tomografia computadorizada
demonstrou volume tumoral médio de 61,96 cm? (+80,62) e moda de 45,50cm?
entre os pacientes (figura 7B), com destaque para o CBL18 com volume tumoral
de 389,1 cm3.

A B
Estadiamento Clinico Volume Tumoral

N
o

400

-
4]

300

Pacientes
—
o

(]
€ 200
(3]
5
100
0 0
Lo SNaTEYIEEIRRteRRiYEaLesy
- ] -l o N e e |
Estagi SR L EEE LR
stagio cogoCoooosoaa
(8]

Figura 7: Caracterizacdo tumoral por estadiamento clinico (A). Distribuicdo dos volumes

tumorais (em cm3). Outliers evidenciam casos com volumes significativamente maiores (B).

Outros dados clinicos mostraram que 13 pacientes possuem algum tipo de
comorbidade como hipertensao arterial sistémica (HAS) ou diabetes mellitus
(DM). Seis pacientes fazem uso de tabaco e bebida alcdolica, porém apenas 2
pacientes fazem uso dessas substancias em conjunto. Em geral, os pacientes
apresentaram um IMC médio de 25,35kg/m3. O estadiamento clinico dos

pacientes, com base no TNM e classificagdao AJJC, demonstrou que 58% dos
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pacientes s&do estadiamento 3, ou seja, estes pacientes possuem maior

comprometimento linfonodal e invasao local mais agressiva.

Entre os pacientes, 8 tiveram invasao angiolinfatica, enquanto 10 n&o
apresentaram. Nao foi possivel constatar esse dado em 6 pacientes. Além disso,
3 pacientes realizaram terapia neoadjuvante com FOLFOX, Capecitabina e

radioterapia.
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Tabela 1: Andlise descritiva de caracterizagdo clinica das variaveis dos pacientes

Variaveis Clinicas n %

<60 10 45,45
Idade

>60 12 54,54

Feminino 12 54,54
Sexo

Masculino 10 45,45

Colon Direito 3 12,15
Localizagdo Tumoral Célon Esquerdo 13 54,16

Reto 8 33,33

I 2 9,09
Estadiamento Clinico 1 3 13,63

1] 17 77,27

Sim 9 40,9
Invasao Angiolinfatica

Nao 10 45,45

Sim 6 27,27
Invasao perineural

Nao 9 40,9

Sim 6 27,27
Mucinoso

Nao 12 54,54

Sim 7 31,81
Comorbidades

Nao 8 36,36

<5 ng/mL 11 50
CEA

>5 ng/mL 11 50

I 6 25
Grau de diferenciacao 1 14 58,33

1] 16,66

Sim 18,18
Neoadjuvante

Nao 4,54

<80% 22,72
Obstrucao de Luz Intestinal

>80% 27,27

Entre os pacientes masculinos e femininos, ndo houve diferengca de

volume tumoral nem do marcador antigeno embrionario CEA (p>0,05) (Figura 8

A e B). Aquantidade e carga (TMB) de mutag¢des encontradas entre os pacientes

também nao foi significativa. (Figura 8 C e D).
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Figura 8: (A) Analise de distribuigdo do marcador antigeno embrionario (CEA) (p= 0,765); (B)
Volume tumoral em cm? (p= 0,820); (C) Numero de mutagdes entre os pacientes do sexo feminino
e masculino (p 0,441); (D) Quantidade de carga tumoral (p= 0,943) entre os pacientes femininos
e masculinos. Os resultados foram analisados por teste T de comparagéo, considerando p <

0,05.

Entre os pacientes, 8 foram acometidos por invasdo angiolinfatica,

enquanto 12 nao tiveram invasao. Entre estes grupos, nao houve diferenga em

relacdo ao numero de mutacdes (p=0,296). Os pacientes com CEA >5 e abaixo

de 5 ndo apresentaram diferenca em relacdo ao TMB. Também ndo houve

diferenga entre os grupos em ralagao ao volume tumoral.
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4.2- QUALIDADE DO DNA/ RNA

Entre os 22 pacientes no estudo, foram coletados 24 tecidos tumorais, uma
vez que os pacientes CBL87 e CBL102 possuem tumores sincrénicos ao qual
foram determinados como dois tumores diferentes e analisados individualmente
como CBL87a e CBL87b, CBL 102a e CBL 102b. Os fragmentos forma
processados € o DNA e RNA isolados com kit All Prep DNA/RNA Ultra Kit, e
quantificados através de espectrofotometria, fluorometria e eletroforese. Em
média, foram obtidos 492,7 ng/uL de DNA e 591,9 ng/uL de RNA para cada
amostra, quantidade suficiente para o input necessario para as bibliotecas. Com
isso, foram feitas diluigdes para 20ng/uL em 100uL de agua nuclease-free, com
base na quantificagcdo do Quibt. Foi utilizado entdo 1uL da diluicdo para a
construcao das bibliotecas genémicas. A integridade do material genético obtido
foi analisada por eletroforese automatizada, demonstrando a integridade do DNA

e RNA gendmico.

Em geral, as amostras de DNA estavam acima de 10 mil pares de base, como
esperado para DNA gendémico, apresentando alta intensidade de fragmentos de
DNA com minima degradacao (Figura 9 A). O RNA apresentou degradacéo
parcial, porém sem comprometer sua integridade total, uma vez que a maioria
dos fragmentos de RNA estavam acima de 200 nucleotideos, o suficiente para
realizar as leituras dos amplicons durante o sequenciamento (50pb). Essa
quantificacéo foi feita através da ferramenta DV200 no software TapeStation
Analysis Software 5.1 onde demonstrou que todas as amostras tiveram = 60%
de RNA acima de 200pb (Figura 9 B).
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Figura 9: Eletrofenograma das amostras de DNA. O primeiro pico representa o lower marker,
com 400 pb, representando o controle de referéncia para as amostras. Os demais picos

alongados representam a alta intensidade de gDNA, enquanto seu formato afiado “sharp”

demonstra a integridade do material.

4.3 GENES MUTADOS

No total, foram encontrados 194 genes com pelo menos uma mutagao.
Em média, os pacientes apresentaram 12,96 £11,07 genes mutados por tumor,
como representado na figura 10. Entre estes, o CBL 72 destaca-se com maior
numero de genes alterados encontrados pelo painel, com total de 60 genes
alterados, seguido do CBL 31 com 31 genes mutados. Portanto, a frequéncia de

mutagdes por paciente varia entre 1 e 24 mutagdes por amostra.
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Figura 10: Distribuicdo dos pacientes do estudo com a quantidade de mutacdes

presentes entre eles.

Para eliminar genes raros que tiveram apenas 1 ocorréncia na coorte, e
permitir assim uma amostragem minima para analises estatisticas, foram
selecionados genes que tiveram 2 ou mais ocorréncias entre a coorte, compondo

assim 35,56% dos genes encontrados (n=70).

Com um total de 346 mutac¢des encontradas entre os 194 genes (Figura
11) alguns pacientes se destacam com maior carga mutacional. Além disso,
também foi possivel determinar a frequéncia de mutagdes entre os genes
chamados. Com isso, a taxa de deteccéo foi de 100% dentro da coorte analisada,

ou seja, foi detectado pelo menos uma mutagdo em cada paciente.

Assim, foi possivel estabelecer um perfil com os 69 principais genes
encontrados, além de identificar os pacientes que tiveram maior frequéncia de
alteragcdes entre estes genes principais (Figura 12 A). Assim, pode-se
estabelecer um perfil de candidatos a analises mais aprofundadas e frequéncia

de genes mutados (Figura 12 B).
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Figura 11: Heatmap da analise de genes e mutagdes por paciente, evidenciando os principais

genes e os respectivos pacientes com suas mutagoes.
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Figura 12: Os 10 principais genes presentes e a quantidade de pacientes com pelo

menos 2 mutagdes por gene (A). Ocorréncia de mutagéo nos 10 genes mais frequentes na coorte

(B).

E possivel identificar um padrdo de genes relacionados & supressao
tumoral como APC, TP53, além de genes que atuam no crescimento celular
como o KRAS, e vias de reparo de incompatibilidade de erros durante a

replicacao celular. Além de uma variante rara (NQO7) encontrada em menos de
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1% dos pacientes com CCR (36). Mutagdes nestes genes podem gerar
diferentes efeitos na transcricdo, podendo interromper a sintese da proteina,
danificando sua estrutura e funcionalidade dentro das vias de reparo. Sendo
assim, dentro da nossa coorte, algumas mutagdes foram classificadas como
unknown, portanto nao foi possivel determinar o tipo de alteragdo do aminoacido
(p.?), e estes foram excluidos das andlises de classificagdo. Com isso, foi
possivel determinar 311 mutagdes distribuidas entre os 194 genes nos
fragmentos tumorais. As mutag¢des encontradas foram classificadas de acordo

com seu tipo de alteragao.

No total, 214 mutacdes foram do tipo de troca de nucleotideo unica (SNV)
quando ha substituicdo de um aminoacido na proteina, afetando sua funcao
tornando-a menos funcional ou inativada. 88,31% dessas alteracdes sio do tipo
missense, causando perda de sentido na transcricdo (Figura 13 A). Entre estes,
30 tiveram efeitos de ganho de fungao, enquanto 21 tiveram perda de fungédo Em
seguida, as 35 alteragdes do tipo LOH tiveram 100% de efeito perda de fungéo,
isso porque a perda de um alelo funcional, reduz sua expressdo génica e
contribui para a inativacdo de genes de supressao e progressao tumoral (37).
Com isso foi observada associagao altamente significativa entre o tipo de
mutagdo missense e nonsense, e sua classificagao funcional de ganho ou perda
de funcéo, com destaque para o fato de que todas as mutagdes nonsense foram
classificadas como perda de fungdo, enquanto mutagdes de ganho de funcéo
ocorreram exclusivamente em alteragbes SNV com substituicbes do tipo
missense (p <0,0001). Dentre esses, apenas um caso de mutagdo ganho de
fungdo no tipo MNV (Figura 13 B).

Os diferentes tipos de alteracdes causadas por mutagdes nestes genes,
contribuem diretamente para a carcinogénese do CCR. Por isso, selecionamos
0s genes com maior frequéncia de ocorréncia dentro dos 24 fragmentos

tumorais.
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Figura 13: (A) Tipos de muta¢des encontradas entre os 194 genes mutados nos 24 pacientes.
SNV possui representatividade maior que INDEL, LOH e MNV p <0,05 (spearman r test). (B)
Comparacgao de Variantes de Ganho e Perda de Fungéo dos genes encontrados. As barras azuis
representam variantes de ganho de fungéo, enquanto as vermelhas indicam variantes de perda
de fungéo, evidenciando leve predominancia de variantes deletérias. Evidenciando a associagéo

entre alteragdes SNV com tipo ganho de fungao (Teste Fisher, p<0,0001).

4.4 PRINCIPAIS GENES

Entre os 69 genes selecionados, foram escolhidos os 20 genes principais
genes com maior frequéncia entre os pacientes, assim como a quantidade de
mutagdes em cada um (Figura 14). Assim, o gene APC aparece como primeiro
gene mais frequente na coorte, com 16 pacientes afetados com 20 mutag¢des no
APC distribuidas entre eles. O paciente CBL34, por exemplo, possui 3 mutacdes
exclusivas no mesmo gene APC A1670P, G471* e D1498Vfs5*, sendo esta
ultima uma mutacédo frameshift que gera um coédon de parada prematuro,
causando perda de fungéo devido a proteina truncante gerada. Essas mutag¢des
afetam principalmente a via Wnt/B-catenina, responsavel pela manutengao da
via de ativacdo de oncogenes e supressao tumoral. As mutag¢des truncadas no
gene APC representam eventos iniciais crucias na tumorogénese do cancer
colorretal. Essas alteragdes genéticas, que podem ser de origem germinativa ou
somatica, resultam na producdo de uma proteina APC incompleta,
comprometendo significativamente sua fungdo como reguladora negativa da via
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Whnt/B-catenina. A perda funcional do APC ocorre geralmente acompanhada de
um segundo evento mutacional, como delec&o, insergdo ou silenciamento
epigenético, ao atingir o alelo remanescente levando a inativagado completa do
gene. Além disso, a expressdo de mutagdes truncadas induz a instabilidade
cromossOmica (CIN). Essa instabilidade favorece a progressdo tumoral e
heterogeneidade intratumoral. Portanto, o comprometimento precoce do APC
pode exercer um papel central na iniciacdo e evolugcdo do adenoma para

carcinoma invasivo. (38)

Em seguida, o KRAS aparece em segundo lugar (n=12/24) (Figura 14),
sendo o tipo G12D mais frequente (5/12) seguido do G12V (3/12). O KRAS G12V
€ normalmente encontrado em cancer de pulmao, pancreas e colorretal. Logo, a
mutagcdo em conjunto DHFR,MSH3, que pode estar relacionada a sua
proximidade gendmica. Seguido do TP53 e NQO1, sendo este ultimo, um gene
responsavel por vias de metabolismo de estrogénio e aminoacidos, e fator de
sintese de fator de transcricdo NRF2 responsavel por regulacdo de vias de
defesa antioxidante e desintoxicacdo, podendo ser ativado facilmente por
enzimas quinase (PI3K, ERK) o que facilita a translocagao para o nucleo da
célula e ativando resposta antioxidante. O NQO1 esta envolvido diretamente na
defesa contra o estresse oxidativo e detoxificacdo de medicamentos

quimioterapicos.(39)
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Figura 14: Heatmap com os 20 principais genes mutados encontrados entre as 24 amostras de
tecido tumoral colorretal. Demonstrando genes apresentam maior carga mutacional e quais tém
menor frequéncia de mutacdes entre eles. Destaque para os genes APC, DHFR,MSH3 e BRCA2

que apresentaram mais de uma mutagdo em um mesmo paciente.

A regulacdo da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina pelo APC, através de
degradagao por ubiquitinacao (40), é responsavel pela diminuicao da atividade
da via e impedir a ativagdo descontrolada de genes oncogénicos. Além disso,
quando a atividade do APC esta diminuida, ocorre um aumento na ativacio da
via Wnt, resultando em hiperplasia e progressao tumoral (41). Mutacgdes
germinativas do APC causam a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) e pode
ser responsavel pelo desenvolvimento do CCR e adenocarcinoma gastrico
(42,43). Em uma estudo em 15 bancos de dados, foram encontradas mutag¢des
neste gene em 66% das 4.477 amostras tumorais de CCR analisadas (44), em
comparagao com os 62,5% encontrados na nossa coorte. O que revela que este
gene pode estar alterado em mais da metade da populagdo com CCR.
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4.41APC

Mutagdes somaticas no gene APC séo consideradas evendos iniciais na
carcinogénese do CCR. APC codifica uma proteina multifuncional com
interagdes celulares através de transducéo de sinal via sinalizagcao Wnt, mediada
por adesao intercelular, estabilizagdo do citoesqueleto e regulagdo do ciclo
celular. O APC faz parte de um dos diferentes caminhos de sinalizac&o para a
progressao tumoral sendo um marcador ideal para mutagbes associadas ao
CCR (45). As mutagdes no APC foram associadas a via candnica através da
associagao com a via Wnt/ B-catenina, correspondente a instabilidade genémica
por mutagdes truncadas no gene, causando a perda de fungdo dessa proteina.

Por isso sao classificadas como provavelmente oncogénica (46).

Algumas alteragdes séo relacionadas a maior agressividade tumoral e menor
resposta a terapias, além de atuar na regulagdo e crescimento celular, e sdo
frequentemente encontradas em CCR metastatico (APC C520*, APC G471%)
(47). Além disso, essas duas mutagdes sao classificadas como oncogénicas com
provavel perda de fungéo (48), o que condiz com nossos achados, classificadas
como sem sentido e com perda fungao. O truncamento precoce da proteina APC,
afeta sua fungao supressora tumoral, associada a resisténcia a imunoterapia e
menor infiltragdo de células imunes (APC E268*) (49).Por sim, a mutacao APC
R213 é classificada como patogénica e com predisposicao hereditaria ao cancer
de acordo com o0 OncoKB (50), e essas mutagdes formam uma rede de interagéo
entre os pacientes que compartilhas mutagdes no APC, evidenciando que alguns
pacientes apresentaram mais de um tipo de mutagao neste gene (Figura 15).
(51)

45



Via Canonica do

Gene APC
Whnt/B-catenina

p.Lys1182Ter
p.Val452SerfsTer7
p.Asn1531Lysfs Ter2

1 p.Cys520Ter
| p.Leu1488PhefsTer20

p.Ala1670Pro

—! p.Asp1498ValfsTer5

p.Gly471Ter
p.Glu268Ter

! p.GIu1309AspfsTers

p.Glu650Ter

T p.GIn1406Ter

p.-Arg213Ter
p.Ala1759CysfsTer10
p.Pro1439LeufsTer34

[ p-Ser1757ValfsTer10

p.Ser1465TrpfsTer3
p.Val1326Leufs Teré

[ 1 p.Val1472Glufs Ter35

p.Glu1397 Ter

Figura 15: Sankeyplot das alteragdes de APC. No centro, os pacientes e suas respectivas
mutacgdes a direita (CBL13, CBL22, CBL24, CBL26, CBL26, CBL34, CBL36, CBL42, CBL53,
CBL58, CBL62, CBL72, CBL75, CBL83, CBL87b, CBL102b).

4.4.2 KRAS

O KRAS aparece em segundo lugar como gene patogénico mais presente na
coorte analisada (n=6), responsavel por regular a via de sinalizagdo MAPK e é
frequentemente encontrada em pacientes com cancer de pulmao, colorretal e
pancreas.(53) Foram encontradas 3 mutacbes KRAS p.Gly12Asp, duas KRAS
p.Gly12Val e uma KRAS p.Gly12Arg compondo assim as mutagdes relacionadas

a este gene, e sao frequentemente encontradas no cancer colorretal.

O KRAS pertence a familia de proto-oncogenes RAS, que sintetiza enzimas
reguladoras através da ligagdo com guanosina trifosfato (GTP) envolvidas na
transducéao de sinal para crescimento e diferenciacéo celular. As proteinas RAS
sdo ativadas quando trocam uma molécula de GDP (guanosina difosftato) por
uma de GTP, isso ocorre logo apds a ligagdo do complexo GRB2-SOS ao RTK
(RAS-MAPK pathway). Esse complexo GRB2-SOS ¢é fundamental no processo
de regulagdo do crescimento celular e diferenciacao através da via MAPK,
facilitando a ativacéo das proteinas RAS e induzindo a cascata de sinalizagao.

Um estudo de Seiler, C et al, revela um mecanismo de regulagdo negativa de
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RAS, através da forma alternativa de GRB3-3, o que impede a sua translocacao
para a membrana plasmatica e bloqueia a ativagao de RAS. Dessa forma, GRB3-
3 age como um supressor tumoral, reduzindo a sinalizagcdo MAPK em células

normais e cancerigenas.

Ao ser ativada, a proteina RAS se liga ao GTP e inicia a cascata de ativagao
das vias MAP3K-MAP2K-MAPK (ERK) que fosforila as proteinas alvo e fatores
de transcricdo. Esse mecanismo pode levar a transcrigdo de genes especificos
que regulam processos celulares, crescimento, proliferagcdo e sobrevivéncia
celular. MAP-K é essencial para comunicagdo de sinais extracelulares para o
nucleo da célula, influenciando varias respostas celulares importantes. A
ativacao ou inativagcao anormal dessas vias de sinalizacdo, como TGF-B e MAP-
Kinase podem contribuir para as caracteristicas moleculares especificas do
CCR, como proliferacdo celular, resisténcia a apoptose, invasdo celular e
metastase tumoral. Alteracdes diferentes nessas vias podem resultar em perfis
moleculares distintos, influenciando a progressdo do céncer e respostas a

terapias direcionadas. (54)

KRAS p.Gly12Asp, ou KRAS G12D, possui papel oncogénico com ganho de
funcdo responsavel por regulacédo da via MAPK (51). Essa mutagédo esta
relacionada a cancer de pulmao, colorretal, pancreas e ovarios (55), e é
encontrada em aproximadamente 12% dos pacientes com CCR (56). A
expressao dessa proteina em modelo animal demonstrou que sua ativagao €
proporcional ao aumento da ativacdo de vias de sinalizacdo, induzindo a
formacdo de colonias e desenvolvimento tumoral de multiplas linhagens
celulares em comparagao a sua forma selvagem (WT) (57). Essa mutagao foi
encontrada em pacientes com leucemia de células cabeludas com resposta a

tratamento com cobimetinib (58).

No CCR, essa mutagao é classificada como nivel R1 em relacéo a terapias
aprovadas pelo FDA, e torna o paciente resistente a tratamentos com Cetuximab,
Panitumumab e Tucatinib + Trastuzumab. KRAS G12V é classificada como
oncogénica com ganho de fungdo, e possui nivel R1 de resisténcia as mesmas
medicacbes que o KRAS G12D, porém para cancer de pancreas,
adenocarcinoma pulmonar de pequenas células, possui aprovacdo 3A com
Daraxsonrasib, e nivel 4 para terapia com essa medicagao para tumores sélidos.
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Em relacdo ao CCR, a mutagcdo KRAS G12V possui nivel 1 FDA de
aprovacgao a terapia com Avutometinib + Defactinib em pacientes com cancer de
ovario seroso de baixo grau, e nivel 2 em terapias com Cobimetinib e Trametinib
em pacientes com doenca de Erdheim-Chester e histiocitose de células de

Langerhans (51).

KRAS p.Gly12Arg (KRAS G12R) esta relacionado aos canceres de pulmé&o,
colorretal, pancreas e ovario. No CCR, a expressado dessa mutagao diminui a
ativacdo de caminhos de sinalizacdo celular em comparacdo ao WT. Essa
mutacdo, quando encontrada em pacientes com linfoma, causa resisténcia a
medicagoes inibidores de BRAF, pois ela impede que o bloqueio de BRAF tenha
efeito na via de sinalizacdo MAPK, o que reduz a resposta ao tratamento.
Entretanto, isso ndo afeta a sensibilidade aos inibidores de MEK, como
Cotimetinib. Ou seja, quando encontradas em conjunto, mutagées no BRAF e
KRAS G12R, medicagbes que bloqueiam sinalizagbes da via MAPK podem ser

ineficazes. (59)

4.4.3 DHFR,MSH3

A fusdo DHFR/IMSH3, detectada em 50% das amostras da coorte
estudada (n=24), pode indicar instabilidade genémica significativa, reforgcando o
papel critico de MSH3 na progressao tumoral e na resposta a terapia. Essa
alteracdo afeta a expressdo e fungcdo dos genes envolvidos, sendo DHFR
essencial para a sintese de nucleotideos e MSH3 fundamental no reparo de
incompatibilidades do DNA. Como consequéncia, a instabilidade genémica pode
aumentar a vulnerabilidade tumoral e a sensibilizacdo do tumor a
quimioterapicos, mecanismo ja observado em tumores deficientes em MSH3
(60). Esses achados sugerem implicacbes relevantes na estratificacdo de
pacientes para tratamentos personalizados, especialmente em tumores com
deficiéncia no sistema MMR. Além disso, mutag¢des germinativas de MSH3 estao
associadas a perda de funcéo, instabilidade de microssatélites e maior risco de

cancer colorretal, gastrico e adenomas duodenais.

A deficiéncia de MSH3 compromete o reparo de quebras de fita dupla
(DSB) do DNA, aumentando a sensibilidade celular a quimioterapicos como

cisplatina e oxaliplatina. Células com baixa expressao de MSH3 apresentam
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niveis elevados de histonas associadas a danos persistentes e maior taxa de
apoptose por essas medicagdes (60). Mutagcdes germinativas de MSH3 estao
associadas a instabilidade de microssatélites e perda de fungéo, além de serem
implicadas na polipose adenomatosa e tumores gastrointestinais, como cancer

colorretal e gastrico (61)

Os genes MSH6 e MSH2 sao essenciais para o reconhecimento e
corregdo de erros de replicacgo do DNA no sistema de reparo de
incompatibilidades (MMR), sendo este ultimo, encontrado em apenas um
pacientes do nosso estudo. O gene MSH3 atua como um parceiro alternativo de
MSH2, formando o complexo responsavel pelo reconhecimento de pequenas
insercdes e dele¢des. Mutagbes germinativas em MSH3 podem agravar o
fendtipo de mutagdes em MSH6, levando a degradacéo proteolitica de MSH?2,
frequentemente observada em tumores com alta instabilidade de microssatélites
(MSI-H). Adicionalmente, mutagbes somaticas em MSH3 podem comprometer a
capacidade de ligacdo desse complexo, reduzindo a eficiéncia do reparo de
DNA. Alteragdes simultaneas em MSH3 e MSH2 podem resultar na perda dos
parceiros de ligacao de MSH6, levando a degradagao da proteina e consequente
perda de funcéo (62). Portanto, mutacbes em MSH3 desempenham um papel
indireto na progressao tumoral, contribuindo para a instabilidade genémica e
influenciando a resposta a terapia ao comprometer a integridade do sistema de

reparo do DNA.

De acordo com o OncoKB, alguns destes genes encontrados séo
consideradas oncogénicos principalmente em relacdo a outros tipos de
canceres, como por exemplo o gene AKT1 e AKT2, responsaveis por produzir
uma proteina kinase intracelular e, quando estes genes estdo mutados, se
associam principalmente ao cancer de mama e endométrio. Possui nivel 2 de
evidéncia terapéutica pelo FDA com terapia para cancer de mama com
Capivasertib + Fulvestrant (OncoKB) e foram exclusivos no paciente CBL72. O
gene supressor tumoral e co-ativador transcricional, CREBBP, também esta
alterado apenas no CBL 72 e é frequentemente inativado em alteracdes
hematolégicas. O gene RAD51D produz uma proteina de reparo de DNA
frequentemente alterada em cancer de préstata e possui nivel 3B de evidéncia
pré-clinica com Olaparib (inibidor de PARP) em pacientes com mutacdo somatica
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de RADS1D e metastaticos com resisténcia a castracdo. Apesar disso, a

utilizagao clinica deste medicamento ainda nao é totalmente elucidada (63).

4.4.4 TP53

O gene de supressao tumoral mais comum € o TP53, que codifica a proteina
p53, responsavel por supressao tumoral em eventos de dano ao DNA e ativagao
oncogénica através de indugao de reparo do DNA, apoptose e outras respostas
anti-tumorais. Conhecido como guardido do genoma, esse gene tem papel na
resposta ao dano no DNA (DDR) e nas estratégias terapéuticas contra o cancer.
O TP53 ¢ ativado por modificagdes pos-traducionais que estabilizam a proteina
e a tornam funcional como fator de transcricdo. Atuando na fungao central de
checkpoints do ciclo celular, reparo de DNA, apoptose, senescéncia
metabolismo, autofagia e resposta imune. Mutagbes neste gene promovem
instabilidade genémica por ganho de fungdes pré tumorais, promovendo evasao

apoptética e resisténcia terapéutica (64).

Em casos de dano no DNA, varias vias de sinalizacdo sao ativadas para
detectar e reparar essas lesdes celulares. O p53 é fosforilado por reguladores
especificos que entao se ligam a sequencias especificas do DNA para direcionar
a expressao de diversos genes envolvidos em ciclo celular e apopstose, reparo
de DNA, metabolismo e diferenciagao celular. Mutagdes neste gene geram uma
proteina com perda de funcdo, favorecendo a progressdo tumoral, invasao
celular, resisténcia a drogas e instabilidade gen6mica. Este gene é o mais
frequentemente mutado em pacientes com cancer e pacientes com mutagdes
neste gene possuem maior predisposicaéo ao desenvolvimento da carcinogénese

dos canceres em geral. (65)

Diversos estudos destacam o papel funcional do p53 na manutencao da
estabilidade genémica, atuando como regulador do ciclo celular, reparo de DNA
e apoptose. Mutagdes em TP53 ndao apenas comprometem essas fungcdes, mas
também conferem propriedades oncogénicas, sendo observadas em até 50%
das neoplasias humanas (66), o que corrobora exatamente com nossa coorte,

onde 50% dos pacientes (n=11) tiveram mutacdes neste gene.
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Apenas a mutagédo TP53 p.Arg249Ser foi considerada oncogénica pelo portal
OncoKB com provavel perfil loss-of-function. Essa mutagao ocorre por uma troca
do aminoacido arginina por uma serina na posi¢ao 249 da proteina p53. E uma
mutacao que compromete a capacidade de formar um complexo funcional com
o DNA. Estudos in vitro demonstram que essa mutacdo pode causar uma
distorcdo da superficie de ligacdo da proteina, causando uma agregacao e
disfungao dessa proteina defeituosa comparado as proteinas geradas pelo TP53
WT (Wild Type) (67). Entédo, a superficie dessa proteina é essencial para a
formagdo do complexo p53-DNA, e, em casos de proteina disfuncional, essa
interacdo é distorcida e com perda de funcéo, o que explica a classificagao de
loss-of-function como fator transcricional, permitindo assim a proliferagao e,
consequentemente, a oncogénese (68). Atualmente, estudos estdo sendo
realizados para validar o uso de inibidores de MDM2 com intuito de restaurar a
funcao da proteina p53, porém o uso terapéutico aprovado pelo FDA ainda néo
€ especifico, sendo relatado uso de Rezatapopt para tratamento de tumores

sélidos em geral (nivel 3a-OncoKB).

4.4.5 NQO1

Dentro do nosso painel, identificamos, com base no banco de dados ClinVar,
17 genes com mutagdes patogénicas ou provavelmente patogénicas, totalizando
44 variantes, com destaque no gene NQO7T que teve mutacdo patogénica com
maior ocorréncia dentro da coorte estudada (Figura 16). Neste gene, foi
encontrado apenas a mutagcao NQO17 p.Pro187Ser, porém com maior frequéncia
de acometimento entre as mutagées patogénicas (n=11). Este gene ¢é
responsavel pela produgao da enzima quinone oxidoreductase, influenciando na
resposta ao estresse oxidativo. Essa mutacdo esta associada ao cancer
colorretal, mas sua funcdo exata ainda ndo foi elucidada. De acordo com
GeneCards, mutacbes nesse gene sao patogénicas no cancer de mama e
correlacionada a menor sobrevida pds-quimioterapia, além de estar ligada a
toxicidade ao benzeno e a suscetibilidade a leucemia secundaria (69).
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Figura 16: Genes classificados como patogénicos através banco de dados ClinVar inserido

na plataforma OCA Plus.

O NQOT1 codifica uma enzima citosdlica que catalisa a reducdo de
quinonas (substancias potencialmente tdxicas) em hidroquinonas menos
reativas, utilizando o NAD(P)H como cofator. Esse processo evita a formagéao de
radicais livres instaveis, como as semiquinonas, que podem gerar estresse
oxidativo. Essa atividade faz do NQO7 uma das principais enzimas que atuam
na desintoxicagcdo de farmacos e carcinégenos ambientais. Além disso, a
expressao desse gene € regulada pela via NRF2-KEAP1, sendo induzida em
reposta ao estresse oxidativo ou na presenca de compostos fitoquimicos como
curcuma e sulforafano, que possuem capacidade de interagir nessas vias de

resposta a danos oxidativos e induzir morte celular seletiva em células tumorais.

De acordo com uma analise aprofundada no portal cBIO com 4.233
pacientes com adenocarcinoma de colén e reto, a frequéncia dessa mutagcao

ocorreu em menos de 1% da coorte analisada e relacionadas a alteragoes
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missense. Em comparacdo com nossa coorte, que demonstrou 50% de
ocorréncia de mutacao neste gene, sendo todas a mesma mutagao p.Pro187Ser
e do tipo missense. (36). Essa mutagdo corresponde a substituicdo de uma
prolina por uma serina na posicao 187 do cédon. Essa mutagao € classificada
no COSMIC como COSV57731060 como substituicdo missense e confirmada
como somatica em diversos tumores como colon, trato biliar, mama, prostata,
estbmago, e esta associada a vias de metabolismo de aminoacidos, estresse
oxidativo e metabolismo de estrogénio. Essa mutagdo é funcionalmente
relevante porque reduz drasticamente a atividade da enzima NQOT,
comprometendo a desintoxicagao de quinonas, aumentando a suscetibilidade ao
estresse oxidativo, favorecendo a carcinogénese. A substituicdo de prolina por
serina nesta posicdo afeta um ponto crucial da estabilidade da proteina,
prejudicando a conformacéo fisica deixando-a instavel e mais suscetivel a
degradacao. Isso compromete a capacidade da célula de controlar o estresse
oxidativo através da degradagdo de quinonas. Essa variante também pode
influenciar reposta a quimioterapicos, por isso € considerada em alguns
protocolos de farmacogenética. Pacientes com gendtipo homozigotico (Ser/Ser)
possuem pior prognoéstico devido a maior comprometimento de desintoxicacao e
favorecimento a progressdo tumoral. Em cancer de pulmdo ndo pequenas
células, pacientes com este gendtipo apresentaram menor sobrevida livre de
progressdo apos radioterapia, em comparagdo com os genéticos Pro/Pro e
Pro/Ser.

A mutacdo NQO17 P187S é uma variante funcional comum associada a
perda significativa da atividade enzimatica da NA(P)H quinona oxiredutase. Essa
substituicdo afeta a estabilidade estrutural da proteina, promovendo sua
degradacao e reduzindo sua capacidade de detoxicar quinonas e combater o
estresse oxidativo. Como consequéncia, individuos homozogotos para essa
mutacéao (Ser/Ser) apresentam menor protecao celular frente a agentes quimicos
e danos gendmicos. Em cancer de pulmao e mama, o gendétipo homozigoto foi
associado a pior sobrevida livre de progressdo e menor eficacia terapéutica,
sugerindo que P187S pode servir como marcador prognoéstico negativo e

potencial modulador da resposta a farmacos.
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Embora o impacto varie conforme o tipo de tumor e tratamento, a
presengca da mutacdo P187S em homozigose pode ser considerada um
marcador de risco clinico e pode influenciar decisdes terapéuticas especialmente
em contextos onde a atividade da NQO7 é reconhecidamente reduzida ou
ausente, comprometendo a eficacia de farmacos que dependem da bioativacao
por esta enzima, como certas quinonas, e demandando estratégias terapéuticas

alternativas mais eficazes e menos dependentes da fungdo da NQOT.

Diante da analise mutacional da coorte, destacaram-se um subconjunto
de genes com maior frequéncia de alteragdes, com énfase em APC, TP53,
KRAS, DHFR,MSH3, e NQOT. A recorréncia dessas mutagcbdes reforca o
envolvimento funcional dessas vias genéticas na fisiopatologia do céncer
colorretal. No entanto, para além da frequéncia isolada, € fundamental investigar
se essas alteragbes gendmicas se correlacionam com caracteristicas clinicas
dos pacientes, como estadiamento, marcadores séricos (CEA), volume tumoral,
entre outros. Assim, a proxima etapa do estudo busca explorar essas possiveis
associagdes entre dados moleculares e variaveis clinicas, com o objetivo de
identificar genes potencialmente associados a fenétipos clinicos mais agressivos

ou marcadores prognosticos relevantes.

4.5- ASSOCIAGCOES GENETICAS E DADOS CLINICOS

Apenas um paciente teve mutagdes nos 5 principais genes (CBL34),
tendo um perfil tumoral provavelmente mais agressivo, pois as alteragcbes em
conjunto nestes genes, tendem a potencializar os erros nas vias de sinalizagéo,

uma vez que mutagdes nestes genes atuam em vias em conjunto.

Os dados foram dicotomizados para associagdes entre os grupos. Os
dados de CEA foram divididos entre acima de 5 ng/mL e abaixo desse valor. O
TMB também foi dicotomizado em acima de 5 mutag¢des por megabase e abaixo
de 5 mut/Mb. Nas primeiras analises, foi possivel verificar a correlagao positiva
moderada entre a carga tumoral (TMB) e a quantidade de mutagdes (p=0,0107)
encontradas nos pacientes (Figura 16 A). Em geral, os 22 pacientes,
independente de terapia prévia, obtiveram resultados similares na correlagao
entre TMB e quantidade de mutagdes (p=0,0009). A carga de CEA e TMB
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também foi correlacionada entre os pacientes do sexo feminino e masculino,
porém sem correlagao significativa entre os grupos. Com isso, a correlagao entre
CEA >5ng/mL e <5ng/mL, e volume tumoral demonstrou uma correlagao linear

significativa (Figura 16 B).

Em geral, 54,55% dos pacientes homens tiveram um volume tumoral
maior que as mulheres, e ndo houve associagao significativa entre eles (p >0,05),
nem do marcador antigeno embrionario CEA (p>0,05) (Figura 16 B). A
quantidade de carga tumoral e mutagbes encontradas entre os pacientes

também nao foi significativa (Figura 16 C,D).
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Figura 16: Andlise de distribuicdo do marcador antigeno embrionario (CEA) (p=0.389) (A);
Volume tumoral em cm?® (p=0,576) (B); Numero de mutagdes entre os pacientes do sexo feminino
e masculino (p >0,05) (C); e carga tumoral (p=0,210) entre os pacientes femininos € masculinos

(D). Os resultados foram analisados por teste de comparacao Teste T, considerando p < 0,05.

Entre os pacientes, 8 foram acometidos por invasdo angiolinfatica,
enquanto 12 nao tiveram invasao. Entre estes grupos, néo houve diferenga em
relacdo ao numero de mutagdes (p=0,296). Os pacientes com CEA >5 ng/mL
nao apresentaram diferenca em relagao ao TMB. Também nao houve diferencga
entre os grupos em ralagao ao volume tumoral.
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Foi observada associagao significativa entre carga TMB e niveis de CEA
<5ng/mL , com destaque para o fato de que pacientes com TMB < Smut/Mb,
apresentaram CEA elevado (25ng/mL) em 91% dos casos (p= 0,0045). Esses
dados sugerem que a carga mutacional pode estar inversamente relacionada a
secrecdo desse marcador tumoral, indicando potenciais diferengas no
comportamento biolégico entre os subgrupos, ou seja, tumores com TMB
elevado podem apresentar menor secrecdo de CEA, ou serem de linhagens
diferentes. Alternativamente, tumores com TMB baixo e CEA alto podem
representar fendtipos mais agressivos, com comportamento biolégico distinto
entre os pacientes com CEA abaixo de 5ng/mL e TMB acima de 5 mut/Mb (Figura
17).
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Figura 17: Associacdo de valores dicotomizados de CEA e TMB, demonstrando forte relagao

negativa entre estes dois marcadores (p=0,0045, Fisher).

Cerca de 70% dos pacientes acima de 60 anos possuem IMC abaixo de
25kg/m3, e dentro do grupo de pacientes mais jovens (<60 anos), 55,56%
possuem IMC abaixo de 25kg/m3 com apenas 1 caso de paciente com IMC
acima de 30. Entre os grupos, néo houve associagdes relevantes de pacientes.
Em geral, os pacientes dos sexos feminino e masculino, tiveram numero de
mutag¢des acima de 10 (54,85% e 63,54%), e ndo houve significancia estatistica
(p= 0,696). Analise de volume tumoral em pacientes com invasao angiolinfatica
demonstrou que 72,73% deles possuem um volume tumoral acima de 45 cm?,

porém nao foi constatado relevancia significativa (p=0,4003).
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Em suma, 61,54% dos pacientes do sexo feminino tiveram maior elevagéao
de CEA (>5ng/mL), em relagdo aos homens (p >0,999). Entre estes grupos,
pouco mais da metade dos pacientes do sexo feminino tiveram invasao
angiolinfatica (55,56%) em comparagédo ao grupo masculino onde houve igual

distribuicdo de acometimento angiolinfatico (50%).

Em relagéo a terapia neoadjuvante, ndo foi possivel determinar a relagao
de efeito da terapia com qualquer dado clinicos dos trés pacientes (P> 0,05).
Entretanto, entre os 20 pacientes que nao realizaram terapia neoadjuvante, o
TMB foi ligeiramente menor, com 52,38% destes com carga tumoral (TMB)
abaixo de 5 mut/Mb. Em contrapartida, dos 3 pacientes que realizaram
neoadjuvante, 100% tiveram carga de TMB abaixo de 5 mut/Mb, porém sem

significancia estatistica (p=0,239).

4.6- COOCORRENCIA DE MUTACOES

Determinados genes tendem a sofrer alteragdes em conjunto dentro de um
mesmo paciente, o que pode indicar interagao funcional ou pertencimento a vias
moleculares comuns. Em geral, a distribuicdo de todas as mutagbes em
conjunto, tiveram aspecto homogéneo, O CBL 36, CBL 62, CBL72, CBL83 com
mutacdes no CYP2D6 e APC em conjunto, e apesar de teste estatistico sem
associagao (p=0532), 100% das alteragées do CYP2D6 ocorreram em conjunto
com o APC. Enquanto isso, apenas o CBL 24 sofreu alteracdo e NPY com APC,
NQO1 e TP53 (p > 0,05) (Figura 18).

57



Coocorréncia entre os 20 Principais Genes Mutados 16

APC
DHFR
MSH3 4 3 3 2 3 1 3 3 2 2 2 2 2 4 14
KRAS =
TP53

12
NQOL1

BRCA2-5 4 4 4 4 2 6 2 3 3 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2
AMM:5 3 3 3 2 3 2 6 1 3 3 0 0 3 0 0 0 0 0 1 10
KMT2C-3 3 3 3 2 ©o 3 1 4 2 1 o0 ©0 1 1 1 1 1 1 1
@ TCF7L2 - 3 2 2 3 2 1 3 3 2 5 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
& LOC101929829-4 3 3 1 2 1 1 3 1 1 4 0 ©0 4 0 0 0 0 0 1 I
MAML3 - 1 1 1 1 1 [2 o 0o o0 o o0 2 2 0o 2 2 2 2 2 0
PIK3CA - 2 3 3 3 2 =] 0 0 0 [i] 0 2 4 0 2 2 2 2 2 1] -6
CYP2D6-4 3 3 1 2 1 1 3 1 1 4 0 ©0 4 0 0 0 0 0 1
BRIP1 - 2 2 2 1 2 2 0 0 1 1 0 2 2 0 4 4 4 4 4 Q
RAD51C-2 2 2 1 2 2 o0 o0 1 1 0 2 2 0 4 4 4 4 4 0
BRCAL-2 2 2 1 2 2 ©0 ©0 1 1 0 2 2 0 4 4 4 4 4 0
CDK12-2 2 2 1 2 2 o0 © 1 1 o 2 2 0 4 4 4 4 4 o0 -2

RAD51D -

~
N
N
-
~N
N
=)
o
—
-
o
~
~N
=]
ES
-
s
B
ES
o

S0OX9 -

APC - =
DHFR - &
TP53 - w
NQO1 - -

BRCA2 -
ATM -
KMT2C - =
TCF7L2 -
MAML3 - o
PIK3CA - o
CYP2D6 - ~
BRIP1 - o
RAD51C - ©
BRCAIL - o
CDK12 - o
RAD51D - =
SOX9 - &~

™ |0C101929829 - ~

[n]
o]
>

Figura 18: Heatmap com os 20 genes mais mutados e suas respectivas co-ocorréncia entre eles.
Onde os genes com maior frequéncia de correlacdo estdo representados no canto superior

esquerdo.

Curiosamente, os CBL102a e CBL102b ndo demostraram o mesmo padrao
de mutacao, apesar de serem sincrénicos. Como por exemplo a auséncia de
mutagdo no APC do CBL102a, e outros genes como GNAS, TCF7L2 que néo

foram encontrados nas amostras dos mesmos pacientes.

Em dois pacientes foram identificados coocorréncia em DHFR,MSH3 com
BRCA1(p>0,999), sendo ambas classificadas como MSI-Immune (CMS1),
responsavel por reparo de DNA por recombinagdo homéloga. Essas alteragdes
sdo alvos estratégicos para terapias com inibidores de Poly (ADP-ribose)
polymerasePARP, que hoje séo efetivos em canceres com mutagdo no BRCA1

como olaparib, rucaparib e nirapatib (70).

Foram filtrados os 20 principais genes e suas coocorréncias (Figura 19).
Dentre eles, 10 genes tiveram o maior desempenho de correlagéo. Evidencia-se
uma concentragao de ocorréncias entre 5 genes, com maior destaque ao gene

APC, acometendo 16 pacientes. Observou-se coocorréncia estatisticamente
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significativa entre as mutacées APC e TP53 como demonstrado na figura 19A
(p=0,0094), com um odds ratio de 19,25, indicando que pacientes com mutacgdes
em APC apresentaram chance 19 vezes maior de também possuirem mutagdes
em TP53 em comparagdo com aqueles sem mutacdo no APC. Isso sugere
possivel sinergismo molecular ou via comum de selegdo tumoral envolvendo
esses e genes. Embora tenha sido observada coocorréncia e associagao
significativa entre as mutagdes em APC e TP53, a analise de correlagao entre
suas frequéncias alélicas percentuais n&o atingiu significancia estatistica (r=
0,306 p= 0,3328, Pearson), possivelmente devido a variabilidade entre os
pacientes e ao numero limitado de amostras. Esses achados sugerem que,
embora as mutagdes ocorram frequentemente em conjunto, a intensidade de

suas cargas de frequéncia alélica pode néo evoluir de forma paralela.
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Figura 19: Associagdo de teste exato de Fisher entre amostras dicotomizadas de APC e TP53.

Associa¢do com alta significancia estatistica, p=0,0094; odds ratio: 19,25; 1C95%: 1,66 — 231,4.

Foi observada coocorréncia significativa entre APC e DHFR,MSH3
(p=0,0272), com um odds ratio estimado de 15,4 (Figura 19 B). Esses achados
indicam que pacientes com mutagdes em DHFR,MSH3 apresentam chance
substancialmente aumentada de também possuirem mutagdes em APC. Tal
associagao nao foi refletida na analise de correlagao entre frequéncias alélicas,
sugerindo que a intensidade mutacional pode nao evoluir de forma paralela,

embora ocorra simultaneamente em muitos casos.

O APC e KRAS aparecem em 8 pacientes em conjunto, e o teste exato de
Fisher ndo demonstrou relagao entre os casos (p=0,647). Isso indica que, apesar
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da tendéncia numérica indicar alta frequéncia de mutacdes KRAS entre os casos
positivos de APC (8/16), a ocorréncia entre essas alteracbes genéticas nao
revelou informagdes estatisticamente relevantes. Com isso, sugere-se que,
nesta coorte, as mutagdes de KRAS e APC podem ocorrer de forma
independente, reforgando a heterogeneidade molecular dos tumores colorretais.
Concomitantemente a associagao entre APC e NQO1, que demonstrou uma
tendéncia de coocorréncia entre mutagdes entre os genes (QR=3,86), essa
associacdo nao foi estatisticamente significativa na analise por Fisher
(p=0,2108), o que sugere que a presencga simultdnea dessas altera¢gdes pode

ocorrer de forma aleatéria na coorte presente.

Entre o restante dos principais genes ndo foi encontrado associag¢des
positivas significativa entre as amostras. Os genes DHFR,MSH3 e KRAS
apareceram em conjunto em 58,33% dos casos (p=0,684); DHFR,MSH3 com
TP53 sédo coocorrentes em 66,67% dos pacientes (p=0,2203), o mesmo para
DHFR,MSH3 e NQO1, que apresentaram coocorréncia equilibrada entre esses
dois genes, ou seja, entre os 12 pacientes com mutagdes em DHFR,MSH3, 50%

deles ocorrem simultaneamente nos dois genes (p> 0,999).

Com isso, é possivel determinar que a coocorréncia entre os genes APC e
TP53, e APC e DHFR,MSH3, possuem forte interacao associativa entre eles. O
acumulo de alteragdes nas vias de reparo de DNA (DHFR,MSH3), junto com
mutagcdes em genes de supressdao tumoral responsaveis pelo controle
homeostatico da via Wnt/B-catenina (APC) e perda de fungéo supressora (TP53),
adquirem uma fungao pré tumoral descontrolada, associando varios fatores
tumorais que contribuem para uma progressao tumoral mais agressiva e com

pior prognostico para o paciente.

O APCIDHFR,MSH3 (r=0,921, p=<0,05) e APC/NQO1 (r=0,829, p=0,003)
com forte correlacao estatistica, e correlacdo moderada nos perfis APC/KRAS
(r=0,602, p= 0,066) e KRAS/DHFR, MSH3 (r=0,667, p= 0,035). Esses padrdes
sugerem que mutagcdes nestes genes podem estar associadas a subtipos
especificos de tumores, com possivel impacto em progressdo tumoral ou

resposta a terapias.
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4.5- CORRELACOES CLINICAS E GENETICAS

Apoés a caracterizagdo dos principais genes mutados na coorte, torna-se
relevante explorar ndo apenas a presencga ou auséncia dessas alteragdes, mas
também o seu grau de impacto molecular. Nesse contexto, a frequéncia alélica
(variant allele frequency, VAF) surge como um parametro adicional que pode
refletir a carga tumoral, o grau de representatividade da mutagdo na populagao
celular tumoral e sua relevancia biologica. A partir disso, foram conduzidas
analises de correlagao entre a VAF dos principais genes selecionados e variaveis
genéticas e clinicas, com o objetivo de investigar possiveis associa¢des entre
intensidade mutacional e comportamento tumoral, como niveis séricos de CEA,
estadiamento e volume tumoral. Esse enfoque visa aprofundar a compreenséao
da heterogeneidade genémica dentro da prépria coorte e identificar marcadores

que possam ter valor progndstico ou preditivo.

Na presente analise, avaliou-se a correlagao entre a frequéncia alélica das
mutacdes no gene APC e os niveis séricos do marcador tumoral CEA. Embora
a analise geral com todos os pacientes mutados em APC néo tenha atingido
significancia estatistica (p= 0,0961), observou-se uma tendéncia de associagéo
(r=0,612), sugerindo que o aumento da frequéncia alélica poderia estar
relacionado ao aumento nos niveis de CEA (Figura 20A). Notavelmente, ao
restringir a analise aos pacientes com CEA elevado (>5 ng/mL), evidenciou-se
uma forte correlagdo positiva entre as variaveis (r = 0,9286; p = 0,0022),
indicando que a carga mutacional de APC pode contribuir para alteracbes no
perfil de secrecado tumoral (Figura 20B). A regressao linear apresentou bandas
de confianca estreitas ao redor da linha de tendéncia, evidenciando a robustez
da correlacao entre a frequéncia alélica de APC e os niveis séricos de CEA. Essa
configuragdo grafica indica baixa dispersédo dos dados, reforcando a
confiabilidade da tendéncia observada. Essa relagao aponta para um potencial
impacto biolégico entre a intensidade da mutagdo e a atividade metabdlica
tumoral refletida no CEA. Apesar disso, o tamanho da amostra e a natureza
exploratoria da analise indicam a necessidade de validagdo em coortes maiores.
Na analise de correlagdo Spearman, nao foi observada associagao eignificativa
entre a frequéncia alélica de APC e carga TMB (p= 0,837; r=0,073) (Figura 20

C). Como também a frequéncia alélula e o numero de mutagdes encontradas em
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cada paciente, onde n&o houve correlagdo significativa (p=0,838, r= 0,0554)
(Figura 20 D). Esse resultado reforga a nogédo de que, embora APC seja um dos
genes mais frequentemente mutados no CCR, sua frequéncia alélica nao
acompanha diretamente o nivel de instabilidade gendmica tumoral. Tais achados
sugerem que mutagdes em APC ocorrem de forma independente de processos

que levam ao acumulo global de mutagdes somaticas.
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Figura 20: Correlagao entre niveis de CEA com frequéncia alélica de APC, demonstrando baixa
correlacao (p= 0,0961; r=0,612) (A). Forte correlacado positiva da frequéncia alélica de APC com
CEA acima de 5ng/ml 1C95% (p=0,002; r= 0,9286, Spearman) (B). Analise de correlagéo de VAF
com TMB p= 0,837; r=0,073) (C) e com o nimero de mutag¢des neste gene (p=0,838; r= 0,0554)
(D).

O APC atura na via Wnt e, embora seja mutado precocemente no CCR, nao
esta diretamente ligado a falhas em reparo de DNA que geram multiplas

mutacgodes, diferentemente do TP53, por exemplo, ou genes do sistema MMR

Em seguida, foi analisado o VAF dos pacientes com KRAS positivo com o
CEA, onde demostrou correlagdo positiva significativa (p=0,0019; r=0,816)
(Figura 21A). Ao restringir a analise para os pacientes com CEA >5ng/mL, essa
correlagdo deixa de existir (p=0,153;r=0,562) (Figura 21B). A perda de

62



significancia ao considerar apenas pacientes com CEA elevado sugere que a
correlagao entre a frequéncia alélica de KRAS e os niveis de CEA se deve mais
a variagao entre niveis baixos e altos de CEA do que a variabilidade dentro do
grupo com CEA elevado. Ou seja, embora haja uma tendéncia geral de
associacao entre maior VAF de KRAS e niveis elevados de CEA, esse padrao
se desfaz em um subgrupo ja homogéneo. Esse achado ressalta a importancia
de considerar o contexto clinico dos marcadores tumorais na interpretacao de
correlagcbes moleculares, pois estratificagdes excessivas podem reduzir a
variabilidade e o poder estatistico. Ainda assim, a correlagdo moderada
observada no grupo com CEA elevado (r = 0,562) pode refletir uma tendéncia

biolégica, embora nao estatisticamente robusta neste subconjunto limitado.

A frequéncia alélica do KRAS nao teve correlagdo com a carga mutacional
total (TMB), (p=0,247), apesar de demonstrar fraca correlagcdo negativa (r=-
0,360) (Figura 21C). Ao restringir a analise para TMB >5 mut/Mb, a correlacéo
negativa fraca se manteve, ainda sem significancia estatistica relevante
(p=0,6615; r=-0,2143) (Figura 21D).
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Figura 21: Analise de correlacdo entre o gene KRAS com dados clinicos e genéticos.
Correlagao de KRAS com CEA (p=0,0019; r=0,816) (A). Analise de correlacdo entre KRAS e
dados de CEA dicotomizados (>5ng/mL) (p=0,153; r=0,562) (B). Correlagdo entre frequéncia
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alélica do KRAS com TMB (p=0,247; r=0,360) (C). Correlagéo entre frequéncia alélica do KRAS
com TMB dicotomizado >5mut/Mb (p=0,6615; r= -0,2143) (D).

Considerando o papel funcional de DHFR como enzima-chave na sintese de
nucleotideos, sua mutagcdo pode representar alteragbes metabdlicas
significativas no contexto tumoral. Apesar de n&o ser tradicionalmente um dos
principais genes mutados no cancer colorretal, a presenga consistente de
alteragdes em DHFR,MSH3 observada na coorte, especialmente em associagao

com APC, levanta a hipétese de impacto funcional relevante.

Com isso, foram feitas analises de correlacbes de Spearman entre os
pacientes com DHFR,MSH3 positivos e os resultados genéticos. A fim de
aprofundar essa caracterizagcao, foram realizadas analises de correlagcdo com
marcador clinico como niveis séricos de CEA, avaliacdo da frequéncia alélica
(VAF) e valor de TMB, buscando investigar possiveis correlagcdes entre
intensidade mutacional e comportamento tumoral envolvendo DHFR e MSHS3.
Esses testes visam esclarecer se mutagdes nesse gene estdo associadas a
padrdes clinicos ou moleculares distintos, e contribuir para a compreensio de

subgrupos genémicos potencialmente relevantes dentro da amostra analisada.

Inicialmente a correlacdo entre a frequéncia alélica do gene com carga
tumoral TMB n&o revelou relacéo significativa (p=0,363; r=0,286) (Figura 22A),
bem como sua dicotomizagdo em TMB >5 mutag¢des por megabase (p= 0,566;
r=-0,221) (Figura 22B).
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Figura 22: Grafico de correlagdao de pacientes com mutagées nos genes DHFR,MSH3 e a carga tumoral
TMB. Demonstrando que ndo houve correlagado significativa entre o grupo TMB total (p=0,363; r=0,286) e

o grupo com valor de TMB restrito a >5 mut/Mb (p=0,566; r=-0,221, Spearman).

Esses resultados sugerem que, neste conjunto de pacientes, a frequéncia
alélica do gene, nao se associa de maneira robusta a carga mutacional total da
neoplasia, medida por TMB. A auséncia de correlagao significativa, tanto na
analise continua (p= 0,363; r= 0,286) quanto apods a dicotomizagdo do TMB com
ponto de corte >5 mutagbes/megabase (p = 0,566; r= -0,221), indica que a
intensidade da mutacao detectada no gene ndo acompanha diretamente o nivel
global de instabilidade gendmica ou o numero total de variantes somaticas. Além
disso, a correlacao entre VAF e numero de mutagdes também ndo demonstrou
significancia estatistica (p=0,9535; r=0,01950). Essa independéncia pode refletir
o fato de que, embora DHFR,MSH3 apresente mutacdes com frequéncia
consideravel, sua contribuicdo gendbmica ocorre de forma isolada e ndo se
integra as vias associadas ao acumulo de mutagbes genémicas mais amplas,

como aquelas observadas em genes de reparo de DNA.

Na presente coorte, TP53 foi um dos genes mais frequentemente mutados,
0 que esta em conformidade com a literatura, que aponta sua alteracédo em
aproximadamente 50% dos tumores humanos. A fim de compreender o impacto
funcional dessas mutacdes, além das analises de coocorréncia com outros
genes, foram feitas correlagdes entre VAF de TP53 e marcadores clinicos, como
CEA, TMB, e numero de mutagdes, buscando identificar possiveis associacdes

entre a intensidade mutacional e o comportamento tumoral.

A analise de correlagédo entre VAF e CEA ndo demonstrou resultados
estatisticamente significativos (p=0,470; r=0,230) (Figura 23A), bem como sua
dicotomizagdgo em CEA >5ng/mL (p=0,9378; r= -0,0621) (Figura 23B).
Entretando, foi observada correlagdo positiva significativa entre a frequéncia
alélica da mutagcéo em TP53 e a carga tumoral TMB (p= 0,0252; r=0,639) (Figura
23C) indicando que tumores com maior propor¢ao de alelos mutados tendem a
apresentar carga gendmica mais elevada. Aproximadamente 41% da variagao
da TMB pode ser atribuida a variagcdo de VAF e TP53, reforgando o papel
potencial desse gene como marcador de instabilidade gendmica do CCR. Além

disso, forte correlagao positiva foi identificada entre o numero de mutacgdes e
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VAF de TP53 (p=0,0009; r= 0,825), sendo 68% das variagbes do numero de
mutacodes € explicada pelo VAF (Figura 23D).
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Figura 23: Analise de correlacado entre VAF de TP53 com dados clinicos CEA (A) (p= 0,470;r=
0,230, Spearman), e CEA acima de 5 ng/mL (p=0,937; r= -0,0621, Spearman)(B). Correlagéo
positiva em VAF de TP53 com TMB (P= 0,285; r= -0,283, Spearman) (C). Correlacéo entre
valores de frequéncia alélica de TP53 com numero de mutagdes (p= 0,0009; r=0,825; r*>= 0,681,
Pearson) (D).

A correlagao de Spearman nao demonstrou resultados significativos entre
VAF de TP53 com TMB (p=0,285; r= -0,283) com fraca correlacdo negativa,
evidenciando que, neste conjunto de pacientes, o grau de mutagao de TP53 nao
se relaciona diretamente com o numero global de alteragbes gendmicas. Esse
achado sugere que, embora mutagcdées em TP53 sejam comuns e precoces no
CCR, sua frequéncia alélica nao reflete o nivel de instabilidade gen6mica do

tumor, ao contrario do observado com
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E possivel entdo que o tamanho limitado das amostra tenha comprometido
a detecgao de associagdes e correlagdes sutis, apontando para a necessidade

de validagcdo em coortes maiores ou subgrupos moleculares mais homogéneos.

Outra correlacdo encontrada com o marcador CEA, foi a dicotomizagao
do CEA >5ng/mL em relagao ao volume do tumor (cm?), o que demonstrou uma
correlagdo positiva significativa entre elas (p=0,0402; r= 0,581, spearman)
(Figura 24A). Ao que parece, o volume do tumor pode ser influenciado pelo
marcador CEA, e em alguns casos, os pacientes com grande volume tumoral,
apresentaram valores elevados de CEA (>50ng/mL), como a tabela O.
Entretanto, ndo houve correlagao estatistica significativa (p>0,05), uma vez que
o CBL72, por exemplo, obteve um dos maiores volumes tumorais (73,73cm3),
enquanto o valor de CEA permaneceu abaixo de 1ng/mL (Figura 24B) Além
disso, apesar do volume tumoral influenciar diretamente o preenchimento da luz

intestinal, ndo houve correlagao significativa entre eles (p=0,6638).
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Figura 24: Analise de correlagéo entre pacientes com CEA acima de 5ng/mL e o

volume tumoral em cm?3. Os 14 pacientes analisados tiveram um perfil de correlagao de r=

0,696 com grande significancia estatistica (p=0,0072). Notam-se outliers como o CBL 18 com

389,1 cm?® de volume tumoral (A). A andlise de correlagdo demonstrou que ndo houve relagéo

entre preenchimento intestinal e o volume do tumor (P=0,6638; r=0,1136) (B).

Apesar da expectativa de correlacao direta entre volume tumoral e

obstrucao intestinal, os dados demonstram que essa relagao € heterogénea e

depende de varios fatores, especialmente entre pacientes com niveis elevados
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de CEA (Tabela 2). A analise reforga a necessidade de uma abordagem
individualizada, considerando nao apenas o volume, mas também a morfologia
e topografia tumoral. Esses achados destacam a importancia de integrar dados
radiolégicos e moleculares na avaliagao clinica de pacientes com cancer

colorretal avancado

Tabela 2: Relagédo do volume tumoral com a obstrugéo intestinal em pacientes com CEA
elevado

Preenchimento da Luz

ID CEA >50 ng/mL Volume Tumoral cm? (%)
CBL9 8,18 51,18 75
CBL18 11,12 389,1 100
CBL26 21,86 44,26 100
CBL 42 12,56 49,53 0,7
CBL 53 8,31 31,67 0,9
CBL 62 61,26 24,66 1
CBL 83 7,72 27,12 0
CBL9 25,89 72,28 75
CBL18 7,08 47,55 100
CBL26 8,23 51,18 100
CBL 42 162,2 389,1 0,7
CBL 53 162,2 44,26 0,9
CBL 62 53,3 49,53 1
CBL 83 53,3 31,67 0

4.7. POTENCIAIS GENES CANDIDATOS

Dentre os pacientes inseridos na coorte, apenas o CBL34 apresentou
mutagcdo em todos os 5 principais genes. Em geral, trés pacientes tiveram
mutagdes nos 3 principais genes (APC, DHFR,MSH3 e KRAS). Apenas dois

pacientes nao tiveram mutagdes nos principais genes (CBL9 e CBL46).

Dentro da nossa coorte, o gene NQO17 possui uma grande particularidade
que é a exclusividade de mutagdo unica em metade dos pacientes. Este gene,
de acordo com bancos de dados mundiais (cBIO,OncoKB) aparece com uma
frequéncia extremamente baixa entre os pacientes com cancer de célon e reto

(<1%). Em uma analise de genes mutados no CCR através do cBIO, 1.948
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amostras de colon analisadas demonstraram os principais genes com alta
frequéncia de aparecimento. Entre eles, o APC aparece em primeiro lugar com
63,80% de frequéncia de aparecimento igual em célon e reto. Em segundo lugar
o0 TP53, seguido do TTN, KRAS e SYNE1 para colon, em comparagdo com

amostras de reto onde o KRAS ocupa o terceiro lugar, seguido do FBXW7 e
PI3KCA (Tabela 3).

Em comparagdo com nossa coorte, o APC, KRAS e TP53 também
aparecem entre os 5 principais genes, entretanto, os genes DHFR,MSH3 e
NQO1 aparecem em nossa coorte com frequéncia relevante, especialmente
quando comparado a coorte de amostras do cBIO que classificou o gene MSH3
com 5,8% de frequéncia de ocorréncia, e o DHFR nao apareceu nas analises,
ou seja, possui frequéncia de aparecimento inferior a 5%.

Tabela 3: Principais mutagées em coorte de 1.948 amostras de colon e 1.060 de reto
inseridas no portal cBIO

Principais Mutagodes - cBIO Principais Mutagoes- Coorte Atual
Célon
% %
APC 63,8 APC 56,25
TP53 58 DHFR,MSH3 56,25
TTN 47,5 KRAS 43,75
KRAS 39,,5 TP53 43,75
SYNE1 27,4 NQO1 37,5
Reto
% %
APC 79,7 APC 50
TP53 78,5 KRAS 31,25
KRAS 42 .4 TP53 31,25
FBXW7 19,5 NQO1 31,25
PIK3CA 14,0 DHFR,MSH3 18,75

Fonte: CERAMI, Ethan et al. The cBio cancer genomics portal: an open platform for exploring
multidimensional cancer genomics data. Cancer Discovery, v. 2, n. 5, p. 401-404, maio 2012.
DOI: 10.1158/2159-8290.CD-12-0095

O gene NQOT1, por estar presente em 50% a nossa coorte, é destacado

como um dos mais importantes devido a sua exclusividade de ocorréncia e sua
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frequéncia de aparecimento entre a populagéo do estudo. Em geral, observou-
se uma correlacao significativa entre a carga mutacional TMB e o numero de
mutacdes em pacientes com expressao positiva do gene NQO17 (p=0,0052;
r=0,791) (Figura 25).
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Figura 25: Correlacdo positiva entre nimero de mutacdes e a carga tumoral TMB

encontrada em cada paciente (p=0,0052; r=0,7913).

Outra analise de correlagdo, demonstrou uma correlacédo negativa da
frequéncia alélica dos pacientes positivos para NQO17 com os valores séricos de
CEA (p=0,0112; r= -0,7443) (Figura 26A), e de VAF e grau de diferenciacao
celular da histopatologia (p=0,0265; r=-0,6703) (Figura 26B), demonstrando que
ha uma relagdo inversamente proporcional a esses valores. Ou seja, quanto
maior a frequéncia alélica da mutagcdo, menos sera o grau de diferenciagcao
celular, resultando em um tumor mais agressivo, mostrando que, os 6 pacientes
de grau 1 de diferenciagdo, possuem o tecido tumoral muito diferenciado em

relagédo ao tecido saudavel com pior prognéstico clinico.
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Figura 26: (A) Correlacao negativa entre frequéncia alélica de NQO1 e grau de
diferenciagao celular (p=0,0265; r= -0,6703) .(B) Correlagao negativa encontrada entre os 11
pacientes (p=0,00112; r= -0,7443).

Por fim, este gene esta associado a biologia tumoral do CCR através da
codificacdo de enzimas envolvidas na detoxificagdo de quinonas e na protegao
contra estresse oxidativo, atuando como um importante componente da defesa
celular frente a danos no DNA. Em tumores colorretais, sua expressao tem sido
associada a alteragbes no microambiente tumoral, a instabilidade genémica e a
modulagao da resposta a agentes quimioterapicos. Mutag¢des neste gene podem
desencadear alteragcbes nas principais vias envolvidas na carcinogénese de

neoplasias.

A expressao positiva do gene NQO7 mostrou correlagao significativa com
carga tumoral TMB e quantidade de mutagdes por paciente, apesar de nao haver
diferencga significativa (p=0,239, Fisher) entre os pacientes com NQO1 positivo e
negativos em relagcdo ao numero de mutagbes. Esse gene pode estar
relacionado a um perfil genético mais instavel e potencialmente mais
imunogénico. Isso refor¢ca a hipotese de que o NQO1 pode ser explorado néo
apenas como um biomarcador progndstico, mas também como possivel alvo
terapéutico ou preditor de resposta a imunoterapia, mostrando assim sua
relevancia no CCR por integrar aspectos genéticos, funcionais e clinicos,
contribuindo para uma compreensao mais abrangete da heterogeneidade

tumoral e para o avang¢o da medicina personalizada nesse tipo de cancer.
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Diante dos achados apresentados, evidencia-se que o gene NQOT
emerge como um elemento-chave na compreensao da heterogeneidade
molecular do cancer colorretal na coorte analisada. Sua participagdo na
regulacéo do estresse oxidativo e no metabolismo de quinonas aponta para um
papel protetivo em células normais, mas paradoxalmente pode favorecer a
sobrevivéncia de células tumorais em microambientes hostis. A associacao
observada entre a expressao positiva de NQO7 e uma maior carga mutacional
tumoral (TMB) sugere uma possivel conexao com a instabilidade genémica e o
potencial imunogénico desses tumores, aspectos cada vez mais relevantes na
era da oncologia de precisdo. Assim, o NQO17 n&o apenas se configura como um
marcador promissor de prognostico, mas também como alvo potencial de
intervengdes terapéuticas, reforgcando sua importéncia no contexto translacional
e clinico do CCR.

5. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar, por meio de
sequenciamento de Nova Geracgao (NGS), o perfil mutacional de pacientes com
cancer colorretal, utilizando amostras frescas e congeladas em sequéncia, o que
garantiu elevada integridade do material genético e confiabilidade dos resultados
obtidos. A padronizacdo dos processos de coleta, armazenamento e analise
molecular permitiu a identificacdo precisa dos principais genes alterados na

populagado estudada.

Dentre os genes com maior frequéncia de mutagdes, destacaram-se APC,
KRAS, TP53, DHFR, MSH3 e NQO1. A analise de coocorréncia revelou que
essas alteracbes tendem a ocorrer simultaneamente em determinados
pacientes, sugerindo uma possivel sinergia entre vias de sinalizagcédo
oncogénicas e mecanismos de instabilidade genémica, o que pode contribuir

para um fenétipo tumoral mais agressivo e de pior prognéstico.

O gene APC, frequentemente mutado em CCR, atua como regulador
negativo da via Wnt e sua inativagdo promove proliferacao celular descontrolada.
Ja o KRAS, um oncogene classico, esta envolvido em cascatas de sinalizacéo
como MAPK e PI3K, sendo suas mutacdes associadas a resisténcia a terapias

anti-EGFR e a progressao tumoral. O TP53, por sua vez, € um supressor tumoral
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crucial na resposta ao dano ao DNA, e sua mutagdo compromete a apoptose e
o controle do ciclo celular. O gene DHFR, envolvido na sintese de nucleotideos,
pode estar relacionado a resisténcia a agentes inibidores da sintese de DNA e
RNA. Ja MSH3, componente do sistema de reparo por incompatibilidade de
pares de bases (MMR), quando mutado, contribui para a instabilidade de
microssatélites (MSI), um marcador importante em subtipos de CCR, e nestes
genes ocorreu uma fusdo dessas variantes, devido a uma mutacdo na
extremidade final de um deles, a extremidade inicial do outro. Por fim, NQO1,
além de seu papel na defesa antioxidante, mostrou-se correlacionado com maior
carga mutacional tumoral (TMB), sugerindo possivel relevancia como

biomarcador imunoldégico.

Esses achados reforcam a importancia de se estabelecer um perfil
genético populacional do CCR, especialmente em paises como o Brasil, onde a
diversidade genética e os fatores ambientais como dieta, obesidade e habitos de
vida, influenciam diretamente o padrao de mutagdes somaticas. A identificacéo
de assinaturas moleculares especificas pode nao apenas aprimorar 0
prognostico e a estratificacdo de risco, mas também orientar decisées
terapéuticas mais precisas, contribuindo para o avango da oncologia

personalizada no cenario nacional.
6. REFERENCIS

1. Morgan E, Arnold M, Gini A, Lorenzoni V, Cabasag CJ, Laversanne M, et
al. Global burden of colorectal cancer in 2020 and 2040: incidence and mortality
estimates from GLOBOCAN. Gut. fevereiro de 2023;72(2):338—44.

2. Cronin KA, Ries LAG, Edwards BK. Preface. Cancer. dezembro de
2014;120(S23):3755-7.

3. MINISTERIO DA SAUDE. ESTIMATIVA 2023 Incidéncia de Cancer no
Brasil [Internet]. Rio de Janeiro; 2022 [citado 7 de junho de 2025]. (Instituto
Nacional de Cancer (INCA)). Disponivel em: http://www.inca.gov.br

4. Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis.
Cell. junho de 1990;61(5):759-67.

5. Bodmer WF, Bailey CJ, Bodmer J, Bussey HJR, Ellis A, Gorman P, et al.
Localization of the gene for familial adenomatous polyposis on chromosome 5.
Nature. agosto de 1987;328(6131):614—6.

73



6. Lisa A. Urry, Michael L. Cain, Steven A. Wasserman, Peter V. Minorsky
and Jane B. Reece NAC. Biology: A Global Approach, 11th Global Edition. 11°
ed. GLOBAL EDITION; 2017. 1152 p.

7. Aljuhani TA, Shaik NA, Algawas RT, Bokhary RY, Al-Mutadares M, Al Mahdi
HB, et al. Exploring somatic mutations in BRAF, KRAS, and NRAS as therapeutic
targets in Saudi colorectal cancer patients through massive parallel sequencing
and variant classification. Front Pharmacol. 20 de novembro de
2024;15:1498295.

8. Marmol |, Sanchez-de-Diego C, Pradilla Dieste A, Cerrada E, Rodriguez
Yoldi M. Colorectal Carcinoma: A General Overview and Future Perspectives in
Colorectal Cancer. Int J Mol Sci. 19 de janeiro de 2017;18(1):197.

9. Cornish AJ, Gruber AJ, Kinnersley B, Chubb D, Frangou A, Caravagna G,
et al. The genomic landscape of 2,023 colorectal cancers. Nature. 5 de setembro
de 2024;633(8028):127-36.

10.  Yu H, Hemminki K. Genetic epidemiology of colorectal cancer and
associated cancers. Mutagenesis. 11 de julho de 2020;35(3):207-19.

1. Hampel H, Kalady MF, Peariman R, Stanich PP. Hereditary Colorectal
Cancer. Hematol Oncol Clin North Am. junho de 2022;36(3):429—-47.

12.  Seppala TT, Burkhart RA, Katona BW. Hereditary colorectal, gastric, and
pancreatic cancer. comprehensive review. BJS Open. 5 de maio de
2023;7(3):zrad023.

13. Yang L, Wang S, Lee JJK, Lee S, Lee E, Shinbrot E, et al. An enhanced
genetic model of colorectal cancer progression history. Genome Biol. dezembro
de 2019;20(1):168.

14. Sinicrope FA. Increasing Incidence of Early-Onset Colorectal Cancer.
Longo DL, organizador. N Engl J Med. 21 de abril de 2022;386(16):1547-58.

15.  Sinicrope FA. Increasing Incidence of Early-Onset Colorectal Cancer.
Longo DL, organizador. N Engl J Med. 21 de abril de 2022;386(16):1547-58.

16.  Chalabi M, Verschoor YL, Tan PB, Balduzzi S, Van Lent AU, Grootscholten
C, et al. Neoadjuvant Immunotherapy in Locally Advanced Mismatch Repair—
Deficient Colon Cancer. N Engl J Med. 6 de junho de 2024;390(21):1949-58.

17.  Wiliams CJM, Peddle AM, Kasi PM, Seligmann JF, Roxburgh CS,
Middleton GW, et al. Neoadjuvant immunotherapy for dMMR and pMMR
colorectal cancers: therapeutic strategies and putative biomarkers of response.
Nat Rev Clin Oncol. dezembro de 2024;21(12):839-51.

18.  Aljuhani TA, Shaik NA, Algawas RT, Bokhary RY, Al-Mutadares M, Al Mahdi
HB, et al. Exploring somatic mutations in BRAF, KRAS, and NRAS as therapeutic
targets in Saudi colorectal cancer patients through massive parallel sequencing
and variant classification. Front Pharmacol. 20 de novembro de
2024;15:1498295.

74



19. Feliu J, Gamez-Pozo A, Martinez-Pérez D, Pérez-Wert P, Matamala-
Luengo D, Vinal D, et al. Functional proteomics of colon cancer Consensus
Molecular Subtypes. Br J Cancer. 1° de junho de 2024;130(10):1670-8.

20. Guinney J, Dienstmann R, Wang X, De Reyniés A, Schlicker A, Soneson
C, et al. The consensus molecular subtypes of colorectal cancer. Nat Med.
novembro de 2015;21(11):1350-6.

21. Fessler E, Medema JP. Colorectal Cancer Subtypes: Developmental
Origin and Microenvironmental Regulation. Trends Cancer. setembro de
2016;2(9):505-18.

22. Mouillet-Richard S, Cazelles A, Sroussi M, Gallois C, Taieb J, Laurent-Puig
P. Clinical Challenges of Consensus Molecular Subtype CMS4 Colon Cancer in
the Era of Precision Medicine. Clin Cancer Res. 3 de junho de 2024;30(11):2351—
8.

23. Tomlinson I, Cornish A, Gruber A, Houlston R, Sud A, Law P, et al. Whole
genome sequencing of 2,023 colorectal cancers reveals mutational landscapes,
new driver genes and immune interactions [Internet]. In Review; 2022 [citado 7
de junho de 2025]. Disponivel em: https://www.researchsquare.com/article/rs-
2273265/v1

24. LiQ, Geng S, Luo H, Wang W, Mo YQ, Luo Q, et al. Signaling pathways
involved in colorectal cancer: pathogenesis and targeted therapy. Signal
Transduct Target Ther. 7 de outubro de 2024;9(1):266.

25. Prasetyanti PR, Zimberlin CD, Bots M, Vermeulen L, De Sousa E Melo F,
Medema JP. Regulation of stem cell self-renewal and differentiation by Wnt and

Notch are conserved throughout the adenoma-carcinoma sequence in the colon.
Mol Cancer. dezembro de 2013;12(1):126.

26. SharmaA, Mir R, Galande S. Epigenetic Regulation of the Wnt/B-Catenin
Signaling Pathway in Cancer. Front Genet. 6 de setembro de 2021;12:681053.

27. Zhao H, Zhao C, Li H, Zhang D, Liu G. E2A attenuates tumor-initiating
capacity of colorectal cancer cells via the Wnt/beta-catenin pathway. J Exp Clin
Cancer Res. dezembro de 2019;38(1):276.

28. Qiul, SunY, Ning H, Chen G, Zhao W, Gao Y. The scaffold protein AXIN1:
gene ontology, signal network, and physiological function. Cell Commun Signal.
30 de janeiro de 2024;22(1):77.

29. Fang JY, Richardson BC. The MAPK signalling pathways and colorectal
cancer. Lancet Oncol. maio de 2005;6(5):322-7.

30. Singh H, Li YY, Spurr LF, Shinagare AB, Abhyankar R, Reilly E, et al.
Molecular Characterization and Therapeutic Targeting of Colorectal Cancers
Harboring Receptor Tyrosine Kinase Fusions. Clin Cancer Res. 15 de margo de
2021;27(6):1695-705.

75



31.  Stefani C, Miricescu D, Stanescu-Spinu Il, Nica RI, Greabu M, Totan AR,
et al. Growth Factors, PISBK/AKT/mTOR and MAPK Signaling Pathways in
Colorectal Cancer Pathogenesis: Where Are We Now? Int J Mol Sci. 23 de
setembro de 2021;22(19):10260.

32. Tsaousis GN, Papadopoulou E, Apessos A, Agiannitopoulos K, Pepe G,
Kampouri S, et al. Analysis of hereditary cancer syndromes by using a panel of
genes: novel and multiple pathogenic mutations. BMC Cancer. dezembro de
2019;19(1):535.

33. De Carvalho AC, De Mattos Pereira L, Datorre JG, Dos Santos W,
Berardinelli GN, Matsushita MDM, et al. Microbiota Profile and Impact of
Fusobacterium nucleatum in Colorectal Cancer Patients of Barretos Cancer
Hospital. Front Oncol. 29 de agosto de 2019;9:813.

34. Gil Ferreira C, Aran V, Zalcberg-Renault |, Victorino AP, Salem JH,
Bonamino MH, et al. KRAS mutations: variable incidences in a Brazilian cohort
of 8,234 metastatic colorectal cancer patients. BMC Gastroenterol. dezembro de
2014;14(1):73.

35. Dos Santos W, Sobanski T, De Carvalho AC, Evangelista AF, Matsushita
M, Berardinelli GN, et al. Mutation profiling of cancer drivers in Brazilian colorectal
cancer. Sci Rep. 23 de setembro de 2019;9(1):13687.

36. Gao J, Aksoy BA, Dogrusoz U, Dresdner G, Gross B, Sumer SO, et al.
Integrative Analysis of Complex Cancer Genomics and Clinical Profiles Using the
cBioPortal. Sci Signal [Internet]. 2 de abril de 2013 [citado 17 de junho de
2025];6(269). Disponivel em:
https://www.science.org/doi/10.1126/scisignal.2004088

37. Ryland GL, Doyle MA, Goode D, Boyle SE, Choong DYH, Rowley SM, et
al. Loss of heterozygosity: what is it good for? BMC Med Genomics. dezembro
de 2015;8(1):45.

38. Chakravarty D, Gao J, Phillips S, Kundra R, Zhang H, Wang J, et al.
OncoKB: A Precision Oncology Knowledge Base. JCO Precis Oncol. novembro
de 2017;(1):1-16.

39.  Surh YJ. Cancer chemoprevention with dietary phytochemicals. Nat Rev
Cancer. dezembro de 2003;3(10):768-80.

40. APC [Internet]. [citado 1° de junho de 2025]. Disponivel em:
https://www.oncokb.org/gene/APC

41. Peifer M. Cancer, Catenins, and Cuticle Pattern: a Complex Connection.
Science. 10 de dezembro de 1993;262(5140):1667-8.

42. Worthley DL, Phillips KD, Wayte N, Schrader KA, Healey S, Kaurah P, et
al. Gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach (GAPPS): a
new autosomal dominant syndrome. Gut. maio de 2012;61(5):774-9.

76



43. Weiss JM, Gupta S, Burke CA, Axell L, Chen LM, Chung DC, et al. NCCN
Guidelines® Insights: Genetic/Familial High-Risk Assessment: Colorectal,
Version 1.2021. J Natl Compr Cancer Netw JNCCN. 15 de outubro de
2021;19(10):1122-32.

44, Su Z, El Hage M, Linnebacher M. Mutation patterns in colorectal cancer
and their relationship with prognosis. Heliyon. setembro de 2024;10(17):e36550.

45. Fearnhead NS. The ABC of APC. Hum Mol Genet. 1° de abril de
2001;10(7):721-33.

46. OncoKB/gene/APC-K1182* [Internet]. [citado 10 de junho de 2025].
Disponivel em: https://www.oncokb.org/gene/APC/K1182*

47. Peng H, Ying J, Zang J, Lu H, Zhao X, Yang P, et al. Specific Mutations in
APC, with Prognostic Implications in Metastatic Colorectal Cancer. Cancer Res
Treat. 15 de outubro de 2023;55(4):1270-80.

48. OncoKB, gene APC-G471* [Internet]. [citado 10 de junho de 2025].
Disponivel em: https://www.oncokb.org/gene/APC/G471*

49. Li B, Zhang G, Xu X. APC mutation correlated with poor response of
immunotherapy in colon cancer. BMC Gastroenterol. 28 de margco de
2023;23(1):95.

50. National Center for Biotechnology Information. ClinVar -
NM_000038.6(APC):c.637C>T (p.Arg213Ter) AND Hereditary cancer-
predisposing syndrome. [Internet]. ClinVar; 2025 [citado 10 de junho de 2025].
Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/265489022/

51. KRAS G12D [Internet]. [citado 1° de junho de 2025]. Disponivel em:
https://www.oncokb.org/gene/KRAS/Gly12Asp

52. KRAS.

53. ZehirA, Benayed R, Shah RH, Syed A, Middha S, Kim HR, et al. Mutational
landscape of metastatic cancer revealed from prospective clinical sequencing of
10,000 patients. Nat Med. junho de 2017;23(6):703-13.

54. Awad MM, Liu S, Rybkin Il, Arbour KC, Dilly J, Zhu VW, et al. Acquired
Resistance to KRAS®'2C Inhibition in Cancer. N Engl J Med. 24 de junho de
2021;384(25):2382-93.

55.  The AACR Project GENIE Consortium, The AACR Project GENIE
Consortium, André F, Arnedos M, Baras AS, Baselga J, et al. AACR Project
GENIE: Powering Precision Medicine through an International Consortium.
Cancer Discov. 1° de agosto de 2017;7(8):818-31.

56. Nagashima T, Yoshinari T, Nishizono Y, Tasaki M, Inamura K, Ishioka H, et
al. Abstract 5735: Novel KRAS G12D degrader ASP3082 demonstrates in vivo,
dose-dependent KRAS degradation, KRAS pathway inhibition, and antitumor
efficacy in multiple KRAS G12D-mutated cancer models. Cancer Res. 4 de abril
de 2023;83(7_Supplement):5735-5735.

77



57.  Smith G, Bounds R, Wolf H, Steele RJC, Carey FA, Wolf CR. Activating K-
Ras mutations outwith ‘hotspot’ codons in sporadic colorectal tumours —

implications for personalised cancer medicine. Br J Cancer. fevereiro de
2010;102(4):693-703.

58. Caeser R, Collord G, Yao WQ, Chen Z, Vassiliou GS, Beer PA, et al.
Targeting MEK in vemurafenib-resistant hairy cell leukemia. Leukemia. fevereiro
de 2019;33(2):541-5.

59. KRAS G12R [Internet]. [citado 1° de junho de 2025]. Disponivel em:
https://www.oncokb.org/gene/KRAS/Gly12Arg

60. Takahashi M, Koi M, Balaguer F, Boland CR, Goel A. MSH3 Mediates
Sensitization of Colorectal Cancer Cells to Cisplatin, Oxaliplatin, and a Poly(ADP-
ribose) Polymerase Inhibitor. J Biol Chem. abril de 2011;286(14):12157-65.

61. Adam R, Spier I, Zhao B, Kloth M, Marquez J, Hinrichsen |, et al. Exome
Sequencing lIdentifies Biallelic MSH3 Germline Mutations as a Recessive
Subtype of Colorectal Adenomatous Polyposis. Am J Hum Genet. agosto de
2016;99(2):337-51.

62. Morak M, Kasbauer S, Kerscher M, Laner A, Nissen AM, Benet-Pageés A,
et al. Loss of MSH2 and MSH6 due to heterozygous germline defects in MSH3
and MSH6. Fam Cancer. outubro de 2017;16(4):491-500.

63. RADS51D [Internet]. [citado 3 de junho de 2025]. Disponivel em:
https://www.oncokb.org/gene/RAD51D

64. Zhang H, Xu J, Long Y, Maimaitijiang A, Su Z, Li W, et al. Unraveling the
Guardian: p53’s Multifaceted Role in the DNA Damage Response and Tumor
Treatment Strategies. Int J Mol Sci. 1° de dezembro de 2024;25(23):12928.

65. Aubrey BJ, Kelly GL, Janic A, Herold MJ, Strasser A. How does p53 induce
apoptosis and how does this relate to p53-mediated tumour suppression? Cell
Death Differ. janeiro de 2018;25(1):104—13.

66. Marei HE, Althani A, Afifi N, Hasan A, Caceci T, Pozzoli G, et al. p53
signaling in cancer progression and therapy. Cancer Cell Int. dezembro de
2021;21(1):703.

67. Friedler A, DeDecker BS, Freund SMV, Blair C, Rudiger S, Fersht AR.
Structural Distortion of p53 by the Mutation R249S and its Rescue by a Designed
Peptide: Implications for “Mutant Conformation”. J Mol Biol. fevereiro de
2004;336(1):187-96.

68. Suad O, Rozenberg H, Brosh R, Diskin-Posner Y, Kessler N, Shimon LJW,
et al. Structural Basis of Restoring Sequence-Specific DNA Binding and
Transactivation to Mutant p53 by Suppressor Mutations. J Mol Biol. janeiro de
2009;385(1):249-65.

69. NQO1 [Internet]. [citado 3 de junho de 2025]. Disponivel em:
https://www.genecards.org/Search/Keyword?queryString=NQO1

78



70. LiQ, Geng S, Luo H, Wang W, Mo YQ, Luo Q, et al. Signaling pathways
involved in colorectal cancer: pathogenesis and targeted therapy. Signal
Transduct Target Ther. 7 de outubro de 2024;9(1):266.

79



