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1. RESUMO

Introducéo: o cancer colorretal (CCR) representa uma das principais causas de morte
associada ao cancer em todo o mundo.! Mesmo se tratando de doenca heterogénea,
o tratamento do CCR metastatico é semelhante para maior parte dos pacientes, com
poucas linhas de sequenciamento terapéutico disponiveis.? Portanto, a resisténcia
terapéutica esta associada a impactos negativos nos desfechos oncolégicos. Objetivo:
0 objetivo deste estudo € comparar o perfil clinico e molecular de pacientes portadores
de céancer colorretal metastatico respondedores ou ndo respondedores a tratamento
quimioterapico inicial. Métodos: este € um estudo retrospectivo, no qual foram
coletados dados de pacientes atendidos em uma clinica privada em Salvador, Bahia.
Resultados: este estudo incluiu 70 pacientes com adenocarcinoma colorretal
metastatico. A maioria eram portadores de doenca metastatica ao diagndéstico, sendo
o figado o sitio mais comum de metastase entre os pacientes estudados. Nos
pacientes portadores de CCR metastatico com mutacdo no gene RAS, BRAF ou
instabilidade microssatélite, houve uma tendéncia a progressao precoce a tratamento
guimioterapico inicial, embora sem significancia estatistica. O grupo de pacientes que
apresentou progressdo a primeira linha de tratamento em menos de 9 meses,
apresentou menor sobrevida global (19,6 meses x 30,1 meses em relagdo ao grupo
gue progrediu apés 9 meses de tratamento (p=0,0089). Concluséo: Nao foi possivel
identificar um biomarcador ja utilizado na pratica clinica que possa predizer resisténcia
a tratamento quimioterapico inicial. No entanto, este trabalho reforca o impacto
negativo da resisténcia terapéutica na sobrevida global de pacientes com CCR

metastatico.

Palavras-chave: Cancer colorretal, Oncologia, Metastase.



2. ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CRC) represents one of the leading causes of cancer-
related death worldwide.! Despite being a heterogeneous disease, the treatment of
metastatic CRC is similar for the majority of patients, with few therapeutic sequencing
options available.? Therefore, therapeutic resistance is associated with negative
impacts on oncological outcomes. Objective: The aim of this study is to compare the
clinical and molecular profile of patients with metastatic colorectal cancer who respond
or do not respond to initial chemotherapy treatment. Methods: This is a retrospective
study in which data were collected from patients treated at a private clinic in Salvador,
Bahia. Results: This study included 70 patients with metastatic colorectal
adenocarcinoma. The majority had metastatic disease at diagnosis, with the liver being
the most common site of metastasis among the patients studied. In patients with
metastatic CRC with mutations in the RAS, BRAF genes, or microsatellite instability,
there was a trend towards early progression to initial chemotherapy treatment,
although without statistical significance. The group of patients who progressed to the
first line of treatment in less than 9 months had lower overall survival (19.6 months vs.
30.1 months compared to the group that progressed after 9 months of treatment
(p=0.0089). Conclusion: It was not possible to identify in our sample a biomarker
already used in clinical practice that could predict resistance to initial chemotherapy
treatment. However, this study shows the negative impact of therapeutic resistance on

the overall survival of patients with metastatic CRC.

Keywords: Colorectal cancer, Oncology, Metastasis.



3. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna que afeta o célon e o reto, sendo
o adenocarcinoma o tipo histolégico mais comum.! E a neoplasia maligna mais
prevalente do trato gastrointestinal, ocupando o terceiro lugar como cancer mais
diagnosticado no mundo e se configura como a segunda principal causa de morte
associada a cancer, sendo responsavel por mais de 880 mil Obitos em 2018

globalmente.?3

O tratamento do cancer de colon metastéatico € baseado em quimioterapia (FOLFOX
ou FOLFIRI) associado ou ndo a uma droga alvo anti-EGFR ou anti-VEGF, a depender
do status de mutacdo RAS, como primeira e segunda linhas de tratamento. Apos
progressao a segunda linha, pode-se considerar tratamento com Regorafenibe ou
Trifluridina/Tipiracil (FTD/TPI) associado ou ndo a bevacizumabe, em terceira linha; e
mais recentemente, Fruquintinibe como opcao de tratamento de quarta linha para
pacientes refratarios (no entanto, ainda ndo disponivel no Brasil).*#> Ainda assim,
beneficios discretos em desfechos oncoldgicos apds progressdo a segunda linha séo
observados, sendo o 5-FU o principal farmaco envolvido no tratamento do CCR

metastatico.®

Sabe-se que o cancer de célon metastatico € uma doenca heterogénea, no entanto,
0 sequenciamento de tratamento é semelhante para a maior parte dos pacientes; e
atualmente, poucos biomarcadores com predicdo de resisténcia ou resposta

terapéutica estdo disponiveis para utilizacdo na préatica clinica.’

Aprofundar a compreensao do perfil clinico e molecular relacionando-os com padréo
de resposta ou resisténcia ao tratamento do cancer colorretal metastatico pode trazer
informacdes progndsticas e que impactem em decisdes terapéuticas futuras. Portanto,
0 objetivo deste trabalho é caracterizar pacientes respondedores e nao respondedores

a primeira linha de tratamento de cancer de coélon e reto metastatico.



4. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar o perfil clinico e molecular de pacientes portadores de cancer colorretal

respondedores e ndo respondedores ao tratamento quimioterapico inicial.

2.2 Objetivos especificos

Descrever as caracteristicas clinicas de pacientes portadores de adenocarcinoma
metastatico numa clinica privada de atendimento ao paciente oncolégico em Salvador-

Bahia.

Comparar o perfil molecular entre os pacientes respondedores e ndo respondedores
a quimioterapia inicial (FOLFOX, FOLFIRI ou FOLFOXIRI).



5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer mais frequente no Brasil. O numero
estimado de casos novos de cancer de célon e reto no pais para cada ano do triénio
de 2023 a 2025 é de 45.630 casos, correspondendo a um risco estimado de 21,10
casos por 100 mil habitantes, sendo 21.970 casos entre os homens e 23.660 casos
entre as mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 20,78 casos
novos a cada 100 mil homens e de 21,41 a cada 100 mil mulheres.® Além disso, é
também estimado, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), que para
cada ano entre 2023 e 2025, haja 21.970 novos casos de neoplasia maligna colorretal
em homens e 23.660 casos em mulheres, estabelecendo-se como a segunda

neoplasia maligna mais incidente na populacao.

O CCR ocorre com maior frequéncia em paises de renda média a alta, com ocorréncia
até 8 vezes mais que no restante do mundo.! Aproximadamente 15%-30% dos
pacientes tem o diagnadstico inicial jA com a presenca de lesdes metastaticas e 20%-
50% dos pacientes com doenca inicialmente localizada irdo desenvolver doenca
metastéatica ao longo do seguimento oncoldgico, com um tempo de sobrevida global
mediano de 37 meses.? O sitio mais comum de metastase é o figado, seguido do

pulmao, periténio e linfonodos retroperitoneais.*

Apesar desses numeros, historicamente, a mortalidade vem diminuindo nas dltimas
décadas. Isso pode ser explicado pela maior prevencgéo e deteccao precoce, além dos

novos tratamentos disponiveis.>®

5.2 CARACTERISTICA HISTOPATOLOGICA

O adenocarcinoma, que representa o tipo histolégico mais comum, tém origem no
epitélio glandular colunar da mucosa, sendo o processo de carcinogénese mais
frequente ocorrendo na sequéncia adenoma-carcinoma, com a transformacao de um

adenoma geralmente por mais de 10 anos.’



O processo de carcinogénese comeca frequentemente com a transformacgéo de uma
lesdo benigna, como um pélipo adenomatoso, em uma leséo pré-maligna.? O acimulo
de mutacbes genéticas somaticas e alteracbes epigenéticas progressivas
desempenham um papel crucial nessa evolugdo.? A via classica de carcinogénese
colorretal, conhecida como a via adenoma-carcinoma, envolve mutagdes sequenciais
em genes como APC, KRAS, TP53 e SMADA4.°

A inativacao do gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) parece ser um evento central
na formagéo de adenomas e no desenvolvimento subsequente do adenocarcinoma
colorretal.2 A perda da funcdo do gene APC leva a ativacdo da via de sinalizagdo
Whnt/B-catenina, resultando em proliferacdo celular descontrolada e acumulo de
mutacBes adicionais. Mutacdes subsequentes em genes como KRAS, que patrticipa
da via de sinalizacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), e TP53,
um supressor tumoral crucial, conferem vantagem seletiva as células tumorais,
promovendo a progressdo para um estado maligno.® Além disso, alteracdes no status
de metilacdo do DNA e a instabilidade cromossémica contribuem para a
heterogeneidade genética do adenocarcinoma colorretal, influenciando seu
comportamento bioldgico e resposta ao tratamento.©

APC SMAD4/SMAD2 TP53
hMSH2/hMLH1 TGFRB2 PTEN
: KRAS : PIK3CA
Y

bloblooe —> |
FESas STy TiEsiEsst

Epitélio colénico Epitélio Adenoma Carcinoma Metastase
normal hiperproliferativo  (pélipo)

Imagem 1: sequéncia adenoma-carcinoma para a formacao do cancer colorretal.??

As caracteristicas histopatolégicas do adenocarcinoma colorretal refletem sua
complexidade molecular e sua evolucdo biol6gica.l* Esses tumores exibem uma

variedade de padrbes histoldgicos, incluindo o tipo tubular, tipo cribriforme, tipo



mucinoso e tipo de células em anel de sinete, cada um com implicacdes progndsticas
distintas.” Geralmente, os adenocarcinomas tubulares tém um progndstico
relativamente melhor quando comparados a outros subtipos mais agressivos.’ Isso se
deve a sua maior tendéncia a diferenciacdo e menor potencial de invasdo e
metastase.'® Além disso, a presenca de caracteristicas histopatolégicas especificas,
como grau de diferenciacdo tumoral, invasdo linfovascular e margens cirdrgicas
comprometidas, fornece informacdes sobre o potencial agressivo do tumor e pode

orientar as decisdes terapéuticas.®

5.3 ESTADIAMENTO

O CCR é caracterizado principalmente com base nos achados histopatolégicos. O
estadiamento do tumor, atualmente € um dos principais fatores progndsticos

considerados na escolha do tratamento de pacientes ndo metastaticos.®

O método de classificacdo Tumor, No6dulo, Metastase (TNM) desenvolvido pelo
Comité Conjunto Americano de Cancer (AJCC) / Unido Internacional de Controle do
Cancer (UICC) é amplamente utilizado como o sistema preferencial de estadiamento

para a maior parte dos tumores sélidos e para o cancer colorretal.!?

No caso do céncer colorretal, o sistema TNM descreve trés aspectos principais do

cancer:

e« Tumor (T): Esta categoria descreve o tamanho e a extensdo do tumor primario.
Ela € subdividida em varios estagios, geralmente de TO a T4, com base no

tamanho do tumor e na sua invasdo em tecidos adjacentes. Por exemplo:

T1: O tumor invadiu a submucosa (camada de tecido abaixo da mucosa) do

c6lon ou do reto.

T2: O tumor invadiu a muscular propria do colon ou do reto.

10



T3: O tumor invadiu através da muscular propria e se estendeu até a serosa

(camada externa) do c6lon ou do reto.
T4: O tumor invadiu estruturas adjacentes, como 6rgaos ou tecidos préoximos.
« Linfonodos (N): Esta categoria descreve se 0 cancer se espalhou para os
linfonodos proximos e em que medida. Ela é categorizada geralmente de NO a
N2, com base no numero de linfonodos envolvidos e sua localizacdo. Por
exemplo:
NO: Nao ha evidéncia de disseminacdo para os linfonodos regionais.
N1: O cancer se espalhou para 1-3 linfonodos regionais.
N2: O cancer se espalhou para 4 ou mais linfonodos regionais.
o Metastases (M): Esta categoria descreve se o cancer se espalhou para outras
partes do corpo além do local primario. Ela é categorizada geralmente de MO a
M1, com base na presenca ou auséncia de metastases. Por exemplo:

MO: Nao ha evidéncia de metastases a distancia.

M1: O céancer se espalhou para érgaos distantes, como figado, pulm&es ou

0SSOsS.

Combinando essas trés categorias, pode-se determinar o estagio clinico ou
patolégico do cancer colorretal, o que impacta no prognostico e decisao

terapéutica.
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Primary tumor (T)

T category T criteria
TX Primary tumor cannot be assessed
T0 No evidence of primary tumor
Tis Carcinoma in situ, intramucosal carcinoma (involvement of lamina propria with no extension through muscularis mucosae)
T1 Tumor invades the submucosa (through the muscularis mucosa but not into the muscularis propria)
T2 Tumor invades the muscularis propria
T3 Tumor invades through the muscularis propria into pericolorectal tissues
T4 Tumor invades* the visceral peritoneum or invades or adheres" to adjacent organ or structure
T4a Tumor invades* through the visceral peritoneum (including gross perforation of the bowel through tumor and continuous invasion
of tumor through areas of inflammation to the surface of the visceral peritoneum)
T4b Tumor directly invades* or adheres" to adjacent organs or structures

* Direct invasion in T4 includes invasion of other organs or other segments of the colorectum as a result of direct extension through the serosa, as confirmed on microscopic
examination (for example, invasion of the sigmoid colon by a carcinoma of the cecum) or, for cancers in a retroperitoneal or subperitoneal location, direct invasion of other
organs or structures by virtue of extension beyond the muscularis propria (ie, respectively, a tumor on the posterior wall of the descending colon invading the left kidney or
lateral abdominal wall; or a mid or distal rectal cancer with invasion of prostate, seminal vesicles, cervix, or vagina).

9 Tumor that is adherent to other organs or structures, grossly, is classified cT4b. However, if no tumor is present in the adhesion, microscopically, the classification should be
pT1-4a depending on the anatomical depth of wall invasion. The V and L classification should be used to identify the presence or absence of vascular or lymphatic invasion
whereas the PN prognostic factor should be used for perineural invasion.

Imagem 2: Classificagdo TNM (T).13

Regional lymph nodes (N)

N category

N criteria

NX
NO
N1

N1a
N1b

Nic

N2
N2a
N2b

Regional lymph nodes cannot be assessed
No regional lymph node metastasis

One to three regional lymph nodes are positive (tumor in lymph nodes measuring >0.2 mm), or any number of tumor deposits are
present and all identifiable lymph nodes are negative

One regional lymph node is positive
Two or three regional lymph nodes are positive

No regional lymph nodes are positive, but there are tumor deposits in the:
= Subserosa
= Mesentery
= Nonperitonealized pericolic, or perirectal/mesorectal tissues

Four or more regional nodes are positive
Four to six regional lymph nodes are positive

Seven or more regional lymph nodes are positive

Imagem 3: Classificagdo TNM (N).13

Distant metastasis (M)

M category M criteria
MO No distant metastasis by imaging, etc; no evidence of tumor in distant sites or organs. (This category is not assigned by
pathologists.)
M1 Metastasis to one or more distant sites or organs or peritoneal metastasis is identified
Mla Metastasis to one site or organ is identified without peritoneal metastasis
M1b Metastasis to two or more sites or organs is identified without peritoneal metastasis
Mic Metastasis to the peritoneal surface is identified alone or with other site or organ metastases

Imagem 4: Classificagdo TNM (M).13
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O estadiamento pode ser clinico, baseado em resultados de exames de imagem e/ou
exames endoscopicos, ou patoldgico, baseado nos dados da peca cirtrgica quando o

paciente é submetido a cirurgia do tumor primario.*3

Prognostic stage groups

When Tis... And N is... And M is... Then the stage group is...
Tis NO MO "]
T, T2 NO MO I
T3 NO MO 1A
T4a NO MO e
T4b NO MO nc
T1-T2 N1/N1c MO mA
T N2a Mo A
T3-T4a N1/N1c MO B
T213 N2a Mo 1B
T1-T2 N2b MO s
Tda N2a MO c
T3-T4a N2b MO IIc
T4b N1-N2 MO ic
Any T Any N Mila VA
Any T Any N M1b VB
Any T Any N M1c vC

TNM: Tumaer, Node, Metastasis; AJCC: American Joint Committee on Cancer; UICC: Union for International Cancer Control

Imagem 5: Estadiamento clinico segundo classificagdo TNM.3

5.4 TRATAMENTO CCR metastatico

O plano terapéutico dos pacientes com CCRm envolve uma abordagem
multidisciplinar, que pode combinar cirurgia, tratamento sistémico (quimioterapia,
terapia alvo, imunoterapia) e eventualmente tratamentos locais (como radioablacao
ou IMRT).5> Além disso, a escolha do tratamento precisa considerar fatores como a
localizacdo e a extensdo das metastases, o performance status do paciente e a

analise biomolecular do tumor.?

O 5-FU é o principal farmaco utilizado no tratamento do CCRm. E classificado como
um antimetabdlito e, portanto, interfere na sintese e no funcionamento do acido
nucléico, que é crucial para o crescimento e a divisdo celular.® Ele inibe a enzima
crucial no processo de replicagdo do DNA e RNA, impedindo assim a divisao celular

e 0 crescimento do tumor. Nos casos de CCRm, é geralmente utilizado em

combinacdo com outros quimiotergpicos, como oxaliplatina e irinotecano, melhorando

13



a eficacia do tratamento.1* Os principais efeitos colaterais incluem fadiga, nausea,

vOmito, diarreia e toxicidade medular.1?

A terapia de primeira linha para o cancer de colon metastatico frequentemente envolve
esquema duplo de quimioterapia, como FOLFOX (5-fluorouracil, leucovorin e
oxaliplatina) ou FOLFIRI (5-fluorouracil, leucovorin e irinotecano).’

5.5 RESISTENCIA AO TRATAMENTO

A resisténcia ao tratamento ocorre em parte devido a heterogeneidade tumoral e a
capacidade das células cancerigenas desenvolverem diversos mecanismos de
escape, como a super expressao de bombas de efluxo de medicamentos ou a
mutagcdo no gene RAS, que ativa vias de sinalizag&o alternativas e torna as células

insensiveis a alguns tratamentos, por exemplo.%1°

Com o objetivo de aumentar eficacia do tratamento, terapias direcionadas a alvos
moleculares especificos foram adicionadas mais recentemente ao arsenal terapéutico
disponivel, com base nas caracteristicas moleculares do tumor.*® Os biomarcadores
utilizados atualmente na pratica clinica sdo: mutacdo no gene RAS e BRAF; perda de
expressdo de proteinas de reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), também
conhecida como instabilidade microssatélite e geralmente associada a sindrome de
Lynch; e amplificagcdo HER2.71/

5.5.1 EGFR-KRAS-BRAF no CCR

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é importante na regulacéo do
crescimento, manutencéo e transporte celular.® Quando ativado, ele ativa as proteinas
RAS e BRAF, que desempenham papéis na proliferagdo celular, diferenciacéo,
senescéncia e apoptose por meio de proteinas quinases.® A ativacdo do RAS provoca
proliferacéo celular, auxiliando na sobrevivéncia celular, invasao tumoral e metastase.

A mutacdo de RAS e BRAF esta associada a um pior prognéstico, sendo a mutacao

14



do BRAF em especial relacionado a uma menor sobrevida global e sobrevida livre de

progressao.®

5.5.2 Estado do gene MSI (Instabilidade de Microssatélites):

O estado do gene MSI (Instabilidade de Microssatélites) € uma condicéo
caracterizada pela alta frequéncia de erros de insercao ou delecdo em sequéncias
repetitivas curtas de DNA, conhecidas como microssatélites, durante a replicacédo
do DNA.'® Essa instabilidade ocorre devido a defeitos no sistema de reparo de
pareamento de bases (MMR - Mismatch Repair), um conjunto de proteinas
responsavel pela correcdo de erros que acontecem durante a duplicagdo do
DNA.°

A instabilidade de microssatélites é particularmente significativa no contexto do
cancer, onde pode ser um indicador de tumores com deficiéncias no sistema
MMR.1® Esses tumores sdo frequentemente mais heterogéneos e podem ter um
comportamento clinico distinto em compara¢do com tumores que ndo apresentam
MS].18

Esta condicéo € observada em cerca de 5% dos canceres colorretais metastaticos
e estd associada a uma melhor resposta a certos tratamentos, como imunoterapia
(inibidores de checkpoint imunolégico), como pembrolizumabe ou nivolumabe +

ipilimumabe.®

5.5.3 Amplificacdo do gene HER2:

15



A amplificacdo do gene HER2 é uma alteracdo genética onde ha um aumento anormal no
nimero de copias do gene HER2 (ERBB2) em células cancerigenas.?’ Este gene codifica
uma proteina chamada receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), que
¢ um membro da familia dos receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR).?° A
proteina HER2 é um receptor tirosina quinase que, quando ativado, desencadeia uma cascata
de sinalizacdo intracelular que promove o crescimento, a proliferacdo e a sobrevivéncia
celular.?® Em condicdes normais, esses processos sdo essenciais para o desenvolvimento e
a manutencdo dos tecidos. No entanto, quando o gene HER2 é amplificado, a super
expressao da proteina resultante pode levar a um crescimento celular descontrolado e ao
desenvolvimento de cancer.?! Estudos tém demonstrado beneficio em utilizar terapias anti-
HER2 em terceira linha para pacientes portadores de CCR metastatico HER2 positivo RAS

selvagem.?*

6 METODOS
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6.1 Desenho de estudo:

Este é um estudo retrospectivo, de caso-controle, para investigar a relagéo entre as
caracteristicas clinicas e biomoleculares e a progresséo de doenca precoce a primeira

linha de tratamento quimioterapico.

6.2 Local e Periodo:

O estudo foi desenvolvido na Clinica AMO (Salvador-Ba), através da coleta de dados

de prontuarios de pacientes atendidos entre janeiro de 2015 a dezembro de 2022.

6.3 Populacao:

Pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de colon ou reto metastaticos

irressecaveis que foram submetidos a tratamento quimioterapico por mais de 9 meses.

6.4 Critérios de Inclusao e Exclusao:

Pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de coélon ou reto metastaticos
irressecaveis que foram submetidos a tratamento quimioterapico por mais de 9 meses.
Fora excluidos pacientes que descontinuaram o tratamento e que iniciaram tratamento

em outras clinicas.

6.5 Instrumentos e procedimentos de coleta dados:

A coleta de dados foi feita no prontuario online dos pacientes atendidos na Clinica
AMO em Salvador-Bahia, acessados na rede interna, SmartHealth, ou na clinica. Em
uma planilha de Excel foram preenchidos os dados dos pacientes, numero do
prontuario, género, idade ao diagndstico, estadio clinico ao diagnéstico, locais de
metastase e de tumor primario; histologia do tumor, se ha invasao angiolinfatica,
perineural ou vascular sanguinea, qual o grau histologico e qual a classificacdo TNM,

guantos linfonodos foram acometidos e ressecados, se as margens estavam livres na

17



bidpsia, se ha tumor budding, perfuracéo, se o tumor primario foi ressecado, se havia
perda de expressao de proteinas de reparo do DNA, status HER2, NTRK, status RAS

e BRAF, quantas linhas de tratamento foram feitas.

6.6 Variaveis:

As variaveis do estudo foram organizadas em diferentes categorias de acordo com
sua natureza e escala. As variaveis nominais incluiram informacdes como género,
local de metéastase, local de tumor primario, histologia, classificacdo TNM, tratamento
adjuvante e classificacdo HER2. Enquanto isso, as variaveis ordinais compreenderam
dados como idade ao diagndstico, componente mucinoso, estadio clinico ao
diagnéstico, linfonodos acometidos e linhas de tratamento. Ja as variaveis dicotémicas
foram classificadas em duas opcdes, como género (masculino ou feminino), invaséo
angiolinfatica (sim ou ndo), invasao perineural (sim ou ndo), entre outras. Por fim, as
variaveis politbmicas abarcaram diferentes categorias ou valores, tais como
guantidade de linhas de tratamento (1, 2, 3), componente mucinoso em percentual,
classificacdo TNM e tumor budding (baixo, intermediario ou alto). Essas variaveis
foram consideradas preditoras em relacdo a determinadas caracteristicas dos
pacientes, como faixa etaria, linhas de tratamento, status metastéatico ao diagnéstico,

intervencao cirurgica e tratamento adjuvante.

6.7 Plano de andlise dos dados:

A coleta dos dados permitiu uma caracterizagcdo molecular de pacientes com cancer
de coldn metastatico que foram submetidos a uma reexposicao a primeira linha de
tratamento com 5-FU. Esta analise foi feita através de pacotes do programa R
Statistics. Os resultados das variaveis continuas foram apresentados sob a forma de
meédia, desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartilico (11Q) quando a
variavel ndo apresentou distribuicdo normal. As variaveis categoricas foram expressas
por frequéncia simples, absoluta e relativa. Para considerar uma variavel como tendo

distribuicdo normal, foram utilizados os seguintes parametros: média, mediana, moda,
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desvio padrao, simetria e achatamento da curva, histograma, Q-Q plots e teste de
Kolmogorov-Smirnov para normalidade. Para comparacao das variaveis quantitativas
entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes, ou
o Mann-Whitney, conforme a distribuicdo da varidvel em questdo. Para a analise de 3
ou mais grupos, foi utilizada anélise de variancia de uma via — ANOVA, ou Kruskal-
Walllis, conforme apropriado, sendo aplicado analise Post-Hoc com teste de Tukey.
Para comparacdo das variaveis categoricas foram utilizados Qui-quadrado de
Pearson ou teste exato de Fisher. A correlacdo linear entre as variaveis foi testada
utilizando-se os testes de correlacdo de Pearson ou Spearman de acordo com a
distribuicdo das variaveis. Para analise de sobrevivéncia foram utilizadas a curva de
Kaplan-Meier e o teste de Log-Rank, modelo de Cox e modelo de Cox tempo
dependente, conforme apropriado. Todos os testes foram bicaudais e s6 aplicados
apos verificacdo das premissas para sua utilizacdo. Foram considerados como

estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

6.8 Riscos:

Vazamentos de dados pessoais do paciente ou a quebra do sigilo ético sdo os riscos
envolvidos no desenvolvimento deste trabalho. Tais riscos foram minimizados dado o
fato que o acesso a plataforma com seus dados é feito somente mediante login e
senha de acesso dos pesquisadores envolvidos.

6.9 Beneficios:

A compreensdo das caracteristicas moleculares especificas do cancer de célon metastatico
facilita a personalizacéo das terapias, permitindo que os tratamentos sejam melhor ajustados
as caracteristicas Unicas de cada tumor, o que pode aumentar substancialmente a eficacia
deste tratamento. Importante também é a capacidade deste estudo de identificar marcadores
de resisténcia terapéutica, o que é essencial para desenvolver estratégias que superem a
resisténcia a medicamentos, possibilitando abordagens terapéuticas mais efetivas e

duradouras.
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6.10 Aspetos éticos:

O projeto foi submetido ao comité de ética e pesquisa para a aprovacao (numero de
protocolo: 73891923.5.0000.5027) e segue 0s preceitos da resolucdo n°466/2012,
mantendo os critérios de ética em pesquisa. Nado foram aplicados termos de
consentimento e durante a andlise dos dados pacientes no prontuario e posterior
escrita da pesquisa ndo sera exposto o nome de nenhum paciente e nem 0s seus

dados pessoais.

7 RESULTADOS

Foram analisados 184 prontuarios de pacientes atendidos entre janeiro de 2015 a
dezembro de 2022 na Clinica AMO (Salvador - BA) com diagnostico de
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adenocarcinoma de colon metastético. Destes, 114 prontuarios foram excluidos por

perda de seguimento com profissional da clinica, por n&o terem realizado tratamento

guimioterapico por mais de 9 meses ou por se tratar de tumor de outro tipo histologico

(ex: tumor neuroenddcrino). Desse modo, a amostra (n) do presente estudo foi de 70

pacientes, sendo 43 (61,42%) do sexo feminino e 27 (38,57%) do sexo masculino,

com faixa etaria média de 64 anos ao diagnéstico (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil dos pacientes

Preditor Valor Porcentagem (%) Contagem (n)
Sexo Masculino 38.5 27
Sexo Feminino 61.4 43
EC ao Diagnostico I 0 0
EC ao Diagnostico 1 4.2 3
EC ao Diagnéstico [ 214 15
EC ao Diagnéstico v 72.8 51
EC ao Diagnéstico NE 14 1
Status RAS Mutado 61.4 43
Status RAS Selvagem 35.7 25
Status RAS Inconclusivo 2.8 2
Status BRAF Mutado 4.2

Status BRAF Selvagem 51.4 36
Status BRAF NE 44 .2 31
MSI High Sim 7.1 5
MSI High Nao 771 54
MSI High NE 15.7 11
HER2 Positivo 2.8 2
HER2 Negativo 471 33
HER2 NE 50 35

Fonte: Autoria prépria.

Se forem separados os pacientes que tiveram uma progressao dentro dos primeiros

9 meses de tratamento dos demais que nao progrediram ou chegaram a progredir

depois de 9 meses, tem-se que:

Tabela 2: Perfil dos pacientes que progrediram em <9m com relag¢&o ao total

Preditor

Valor

Porcentagem (%) Contagem (n)
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Sexo Masculino 15,7 1"

Sexo Feminino 38,5 27
Média de idade ao diagndstico Homens 61
Média de idade ao diagndstico Mulheres 64
EC ao Diagnéstico I 0 0
EC ao Diagnéstico Il 1,4 1
EC ao Diagnéstico [l 11,4 8
EC ao Diagnéstico v 41,4 29
EC ao Diagnéstico NE 0 0

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 3: Perfil dos pacientes que nédo progrediram em <9m

Preditor Valor Porcentagem (% Contagem (n)
Sexo Masculino 22,8 16
Sexo Feminino 25,7 18
Média de idade ao Homens 65
diagnéstico

Média de idade ao Mulheres 67
diagnéstico

EC ao Diagndstico I 0

EC ao Diagndstico Il 2,8

EC ao Diagndstico I 10

EC ao Diagndstico v 31,4 22
EC ao Diagnéstico NE 1,4 1

Fonte: Autoria prépria.

No estudo, 72,86% dos pacientes foram diagnosticados com estadio clinico IV, ou
seja, metastaticos ao diagnostico, enquanto aqueles com diagndstico em estagios
mais iniciais (Il e 1ll), sem metastase sincronica, foram menos comuns, representados
por 4,2% e 21,4% respectivamente. Nao houve nenhum paciente diagnosticado no
estagio | e em 1 paciente ndo havia especificacdo de estadiamento ao diagnéstico
(NE) (tabela 1). A maioria dos pacientes exibia metastases hepaticas (60%), seguidas
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por metastases pulmonares (41,43%) e peritoneais (34,29%) (tabela 4). Outros locais
menos frequentes, como o ovario (10%) e outras areas afetadas (35,71%), também
foram observadas. Na maioria dos casos, as metastases estavam concentradas em 1
ou 2 sitios, com 28 pacientes em ambos 0s grupos, enquanto uma parcela menor,

composta por 14 pacientes, apresentavam metastases em 3 ou mais sitios (Tabela 4).

Tabela 4: Locais de metastase

Preditor Valor Porcentagem (% Contagem (n)
Contagem de Local de 1 Local 40 28
Metastase

Contagem de Local de 2 Locais 40 28
Metastase

Contagem de Local de 3 ou mais 20 14
Metastase

Local de Metastase Figado 60 42
Local de Metastase Pulmao 41.42 29
Local de Metastase Periténio 34.28 24
Local de Metastase Ovario 10 7
Local de Metéastase Outros 35.71 25

Fonte: Autoria prépria.

Quanto a localizacao do tumor primario, 32 pacientes apresentaram tumor primario no
célon esquerdo, 18 apresentaram tumor primario no colon direito, 12 no reto e 3 no
colon transverso com apenas um paciente sem especificagdo (NE). Pacientes com
tumor do lado direito prevaleceram com relacéao a progresséo da doenca com 9 meses
ou (61%) (OR:1,83; 1C95% 0,61-5,47; p=0,41 — Imagem 6), conforme evidenciado no

Gréfico 1.
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Grafico 1: Relacdo entre localizacdo do tumor primério e progressdo de doenca

100 100
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33
25
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Fonte: Autoria prépria.

OR para Resisténcia Terapéutica
Variavel OR OR (95% IC)  Valor-P

Localizagao do Tumor Primario

Célon Direito = 1.833 (0.614; 5.470) 0.412
Célon Esquerdo = 0.795 (0.310; 2.033) 0.752
Reto L] 0.667 (0.189; 2.345) 0.811
Biomarcadores

dMMR = 1.200 (0.185; 7.770) 1
Status BRAF (Mutado) L] 1.272 (0.105; 15.384) 1
Status RAS (Mutado) . 1.607 (0.595; 4.339) 0.451
HER2 (Positivo) . 0.736 (0.042; 12.821) 1

L e LA B B B S B B R R
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Imagem 6: Dados estatisticos por variavel analisada

Na analise das caracteristicas moleculares nesta amostra, foi observado que a mutacéo
do gene RAS estava presente em 61,43% dos casos, enquanto 35,71% dos pacientes
nao apresentavam mutagédo no gene RAS (RAS selvagem) (Tabela 1). Ao comparar os
grupos, percebe-se que a mutagcao do gene RAS tende a aumentar o risco de progressao
em menos de 9 meses de tratamento, embora sem significancia estatistica atingida em
nossa amostra (OR:1,60; 1IC95% 0,59-4,33; p=0,45) (Grafico 2).

24



Gréfico 2: Relagdo entre o0 status RAS e progressdo de doenca
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Fonte: Autoria prépria.

Foi encontrada mutacdo do gene BRAF em 4.29% dos pacientes (Tabela 1). Dentre
estes, percebe-se que o status BRAF mutado também mostra uma tendéncia a
aumentar o risco de progressao precoce da doenca, mas sem significancia estatistica
em nossa amostra (OR:1,27; IC95% 0,10-15,38; p=1) (Grafico 3).

Gréfico 3. Relagcdo entre o status BRAF e progressdo de doenca
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Fonte: Autoria prépria.

A instabilidade de microssatélites (MSI High) foi detectada em 7.14% dos casos, com
a maioria dos pacientes (77.14%), demonstrando auséncia dessa instabilidade e
varidvel ndo avaliada em 15,72% dos pacientes. (Tabela 1). Apesar de observarmos
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uma tendéncia a progressdo precoce no grupo de pacientes portadores de
instabilidade microssatélite, também n&o houve significancia estatistica (OR:1,2/
IC:95% 0,18-7,77/ p=1) (Gréfico 4).

Gréfico 4: Relacdo entre células MSI-H e progressdo de doenca
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&
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sim Nao NE
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Fonte: Autoria prépria.

No que se refere ao receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2),
47.14% dos pacientes apresentaram resultado negativo, enquanto apenas 2.86%
foram positivos e metade da amostra ndo teve esse dado avaliado (Tabela 1). Nao ha

umarelacao clara nesta amostra entre a presenca de amplificacdo HER2 e progresséo
precoce.
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Gréfico 5: Relacdo entre a presenca de HER2 e progressdo de doenca
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Fonte: Autoria prépria.

A avaliacdo do tumor budding revelou uma predominéncia de casos em que essa
caracteristica ndo estava especificada (70%), com uma porcentagem menor
apresentando tumor budding alto (11.43%) ou intermediario (11.43%) (Tabela 1). N&o
foi possivel estabelecer um padréo relevante entre o grau de tumor budding e a
probabilidade de progressado precoce da doenga a primeira linha de tratamento, visto

gue a maioria progrediu independente do grau identificado (OR:1,33; IC95% 0,18-
9,72; p=1) (Grafico 6).

Gréfico : Relacdo entre Tumor Budding e progressdo de doenca
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Fonte: Autoria prépria.
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Naqueles pacientes submetidos a cirurgia do tumor priméario, 34.29% eram
moderadamente diferenciados e 34,29% bem diferenciado, sendo 7,14% pouco
diferenciado e 34,28% nao especificado (Tabela 5). Ja quanto as linhas de tratamento,
17,14% (12 pacientes) passaram por apenas uma linha de tratamento independente da
evolucdo até a data analisada, 35.71% (25 pacientes) passaram por duas linhas e
27.14% (19 pacientes) por trés. Uma parcela significativa de pacientes (20%) foi
submetida a quatro ou mais linhas de tratamento, demonstrando a complexidade e

resisténcia desse tipo de cancer a abordagens terapéuticas (Tabela 6).

Tabela 5: Grau histolégico dos Tumores Priméarios

Preditor Valor Porcentagem (% Contagem (n)
Grau Histologico Bem Diferenciado 22.85 16
Grau Histologico Moderadamente 34.28 24

Diferenciado

Grau Histologico Pouco Diferenciado 7.14 5

Grau Histoldgico NE 34.28 24

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 6: Niumero de Linhas de Tratamento por Paciente

Quantidade de Linhas de Tratamento (%) (n)
1 Linhas de Tratamento 17,14% 12
2 Linhas de Tratamento 35,71% 25
3 Linhas de Tratamento 27,14% 19
4 ou mais Linhas de Tratamento 20 14

Fonte: Autoria prépria.
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Grafico 7: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos pacientes a partir do diagnéstico

da doenca metastatica.
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Fonte: Autoria prépria.

Os pacientes que progrediram precocemente (<9 meses) a partir da primeira linha de
tratamento apresentaram sobrevida global mediana de 19,6 meses a partir do
diagnostico de doenca metastatica, comparado a 30,1 meses do grupo que nédo

progrediu com < 9 meses (p=0,0089) (Grafico 7).

Gréfico 8 :Curva de Kaplan-Meier do tempo livre de progresséo dos pacientes a partir

do diagnodstico de doenca metastatica.
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Fonte: Autoria prépria.
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Além disso, 0s pacientes que progrediram nos 9 meses iniciais de tratamento,
apresentaram uma sobrevida livre de progressdo mediana de 5,37 meses comparado a

15,6 meses do outro grupo (p=0,0001) (Grafico 8).
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8  DISCUSSAO

A presenca de mutacdes nos genes RAS e BRAF é um fator importante na resisténcia
terapéutica e na progressdo do CCRm.!8 Neste estudo, observamos que 61,43% dos
pacientes apresentavam mutacdo somatica no RAS, e um menor percentual de
pacientes com mutacdo somatica no gene BRAF (4,29%). Esses resultados se
alinham com a literatura, que mostram que mutacdes no gene BRAF é menos
frequente que as mutacdes dos genes RAS, com uma diferenca de aproximadamente
35%.6:1°

Poucos pacientes na nossa amostra foram testados para amplificacdo HERZ2, j& que
o estudo incluiu paciente a partir de 2015, quando esse biomarcador nao era testado
rotineiramente nos pacientes. Embora a amplificacdo do HER2 seja um potencial alvo
terapéutico, atualmente para tratamento de terceira linha em pacientes com tumor de
c6lon metastatico HER2 positivo, sua baixa prevaléncia na nossa amostra limitou a
analise de sua associacdo com possivel resisténcia terapéutica. Alguns estudos
sugerem que a amplificacdo do HER2 pode estar associada a resisténcia terapéutica,

especialmente em relagcdo a algumas terapias direcionadas.16:1822

Com relacéo as caracteristicas clinicas, é observado que a predominancia de tumores
primérios no colon esquerdo e a maior suscetibilidade & progressédo da doenca em
pacientes com tumor do lado direito sdo achados consistentes com estudos prévios.
Estudos anteriores tém associado a localizacdo do tumor primario no colon direito a

um perfil molecular mais agressivo e com pior sobrevida global.?18

O grupo de pacientes que progrediram precocemente (<9 meses) a primeira linha de
tratamento apresentaram uma sobrevida global significativamente menor em
comparacado com o grupo que progrediu apds 9 meses de tratamento, mostrando o
impacto negativo da resisténcia terapéutica nos desfechos oncoldégicos.
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E importante reconhecer as limitagdes deste estudo, incluindo seu desenho
retrospectivo, o tamanho da amostra pequena e a natureza unicéntrica do local de
coleta de dados. Estudos prospectivos maiores e multicéntricos com dados de vida
real poderiam trazer mais informacbes sobre perfil de resisténcia terapéutica e
biomarcadores, fornecendo insights adicionais para o sequenciamento terapéutico em

pacientes com CCR metastatico.
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9 CONCLUSAO

9.1 Geral

O grupo de pacientes que progrediram precocemente (<9 meses) (nao
respondedores) a primeira linha de tratamento apresentou uma sobrevida global
significativamente menor em compara¢cdo com o grupo que progrediu apos 9 meses
de tratamento (respondedores), mostrando o impacto negativo da resisténcia
terapéutica nos desfechos oncoldgicos.

9.2 Especificos

9.2.1 Quanto as caracteristicas clinicas

a) Na nossa amostra houve prevaléncia de tumores primarios no colon esquerdo

b) A maioria dos pacientes neste estudo foi diagnosticada em estagio IV

c) O principal sitio de metastase na maioria dos pacientes analisados foi no figado
(60%).

9.2.2 Quanto ao perfil molecular

a) Neste estudo, observou-se uma maior incidéncia de mutagbes no gene RAS
(61,43%) e uma menor frequéncia de mutagdes no gene BRAF (4,29%)
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