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RESUMO

Canto LM. Identificagao de marcadores moleculares de resposta ao
tratamento neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de reto.

Sao Paulo; 2018. [Tese de Doutorado-Fundagao Anténio Prudente].

Pacientes com cancer de reto (CaRe) em estadio Il ou Ill s&o tratados com
radioquimioterapia neoadjuvante (nCRT), a qual €& responsavel pela
diminuicao de recidivas loco-regionais e amputacao do esfincter. A resposta
a terapia é variavel, incluindo aqueles que n&o respondem ao tratamento e
0s que apresentam resposta patoléogica completa - pCR (15 a 30%). O
objetivo deste estudo foi identificar alteragcdes genéticas e epigenéticas que
corroborem para a elucidacido dos mecanismos de resisténcia ao tratamento
radio e quimioterapico neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de
reto. Foram incluidos 34 CaRe estadio Il ou lll, submetidos a nCRT. Onze
pacientes apresentaram pCR (ypTONOMO) e 23, resposta patologica
incompleta (pIR). Foram utilizadas 10 amostras de reto normal (necrépsias)
como referéncia. As alteragdes gendmicas e de expressao génica foram
avaliadas pelas plataformas CytoScan HD Array e GeneChip Human
Transcriptome Array (Affymetrix/'Thermo Fisher), respectivamente. O

sequenciamento de 105 genes (SureSelect

Custom Panel, Agilent)
relacionados ao cancer foi realizado no NextSeq 550 (lllumina). A plataforma
Infinium® Human MethylationEPIC BeadChip (lllumina) foi utilizada para a
andlise do metiloma. Alteragbes gendmicas identificadas em CaRe
evidenciaram alta instabilidade cromossdémica e um numero significativo de
casos com alteragdes na via de reparo por recombinacao homologa (HR),
identificada por mutagdo em genes da via ou por escores de deficiéncia (tAl,
LST e HDR-LOH). Essas alteragdes foram corroboradas por vias alteradas
relacionadas a regulagdo das ciclinas e do ciclo celular, assim como do
ponto de checagem de reconhecimento de quebras de dupla fita de DNA
identificadas por meio do enriquecimento dos genes diferencialmente

expressos. A analise integrada dos resultados do metiloma e transcriptémica



permitiu a identificacdo de genes desregulados por metilagdo os quais foram
confirmados com dados externos (TCGA). As diferengas moleculares entre
os casos com pCR e plIR incluiram alteragdes gendémica estruturais e um
maior index de instabilidade genémica (Gll) em pCR. Um maior numero de
casos com plR apresentou mutagbes em genes relacionados a via HR.
Esses resultados sugerem que platina e inibidores de PARP1 poderiam ser
um tratamento alternativo nos casos com deficiéncia dessa via. Os perfis de
metilacdo do DNA de cada grupo revelaram maior proporgdo de sondas
hipermetiladas em pCR (44% vs. 18% em pIR). Com base nos dados de trés
sondas diferencialmente metiladas, foi possivel desenvolver um classificador
capaz de predizer a resposta a nCRT (100% de sensibilidade e 90% de
especificidade). Usando os resultados do transcriptoma, foram identificadas
diferentes vias alteradas em CaRe de acordo com a resposta a nCRT.
Enquanto os casos com pCR apresentaram vias alteradas relacionadas a
resposta do sistema imune e a sinalizagdo de Wnt, o grupo de pIR revelou
alteracdes de controle do ciclo celular e do reparo de quebras de dupla fita
de DNA, além de desregulagdo de mecanismos epigenéticos e de niveis de
transcritos. Utilizando os dados de expressdo génica, foi realizada uma
analise do secretoma de acordo com a resposta a nCRT, identificando-se
ASPH como potencial marcador de pCR. A mesma estratégia revelou
UBE2C e CEMIP como marcadores de resisténcia a nCRT, os quais
poderiam ser investigados em biopsias liquidas. Este estudo revelou
potenciais marcadores moleculares e mutagbes que tém potencial para
subclassificar os pacientes de acordo com a resposta a terapia atualmente
utilizada. Em adigdo, nossos achados deram evidéncias de novas
estratégias terapéuticas que poderiam ser aplicadas para os pacientes com
CaRe.



SUMMARY

Canto LM. [Identification of molecular markers of neoadjuvant treatment
response in rectal adenocarcinoma patients]. Sdo Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Rectal cancer patients (ReCa) stage Il or Ill undergo neoadjuvant
chemoradiotherapy (nCRT), responsible for a decrease in loco-regional
recurrence and sphincter amputation. The response to treatment is varied,
including patients showing partial or incomplete response to therapy (pIR)
and those who achieve pathological complete response - pCR (15 to 30%).
The aim of this study was to identify genetic and epigenetic alterations that
can be useful to understand the mechanisms of resistance to neoadjuvant
chemoradiotherapy in ReCa patients. A total of 34 patients with ReCa stage
I or Il submitted to nCRT were included. Eleven patients had pCR
(ypTONOMO) and 23 pIR. Ten normal rectal tissue samples (necropsies) were
used as reference. Genomic alterations and gene expression profiles were
evaluated using the platforms CytoScan HD Array and GeneChip Human
Transcriptome Array (Affymetrix/Thermo Fisher), respectively. Targeted next-
generation sequencing of 105 cancer related genes was performed using the
NextSeq 550 (lllumina). The Infinium® Human MethylationEPIC BeadChip
(Mlumina) platform was used for methylome analysis. High chromosomal
instability and a significant number of cases with changes in the DNA
damage repair by homologous recombination pathway (HR), identified by
mutation in pathway genes or by deficiency scores (tAl, LST and HDR-LOH),
were detected in the genomic analysis. These alterations are corroborated by
altered pathways related to the regulation of cyclins and the cell cycle, as
well as the double-stranded DNA recognition checkpoint identified by the
enrichment of the differentially expressed genes. The integrative analysis of
differential methylation and transcriptomic results allowed the identification of

genes altered by methylation, which were confirmed with external data



(TCGA). Molecular differences between pCR and pIR cases included
structural genomic changes and a high genomic instability index (Gll) in pCR.
A higher number of cases with pIR showed mutations in genes related to the
HR pathway. These findings suggest that PARP-inhibitors and platinum may
be alternative therapeutic approaches for these patients. The DNA
methylation profiles of each group revealed a higher proportion of
hypermethylated probes in pCR (44% vs. 18% in pIR). Based on data from
three differentially methylated probes, a classifier was developed showing
the ability of predicting the response to nCRT (100% sensitivity and 90%
specificity). Using the transcriptome results, different altered pathways in
ReCa were identified according to the response to nCRT. While altered
pathways in pCR cases were related to immune system response and Wnt
signaling, the pIR group revealed changes in cell cycle control and repair of
double stranded DNA breaks, as well as dysregulation of epigenetic
mechanisms and transcripts levels. Using the gene expression data, a
secretome analysis was performed according to the nCRT response,
identifying ASPH as a potential pCR marker. The same strategy revealed
UBE2C and CEMIP as markers of nCRT resistance, which could be
investigated in liquid biopsies. This study revealed molecular markers and
mutations that showed the potential to subclassify the patients according to
the response to therapy currently used in the clinical practice. Furthermore,
our findings give evidences of novel therapeutic strategies for patients with
CaRe.
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1 INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera o cancer a
segunda principal causa de morte no mundo, responsavel por 8,8 milhdes de

oObitos em 2015 (http://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer,

acesso 6 de junho de 2018). A estimativa para 2025 é de mais de 20
milhdées de novos casos de céancer, comparado aos 14,1 milhdes de
diagnosticos de cancer realizados em 2012 (FERLAY et al. 2015). Nos
Estados Unidos, cancer € a segunda maior causa de mortes, sendo
esperado para 2018 um total de 1.735.350 novos casos e 609.6400 obitos
em decorréncia da doenga (SIEGEL et al. 2018). Atualmente, 70% das
mortes por cancer sao registradas em paises de baixa e média renda, onde
se espera encontrar nas proximas décadas aproximadamente dois tercos de
casos novos diagnosticados (FORMAN e FERLAY 2014).

O Brasil esta entre os paises que mais serao afetados pelo cancer, de
acordo com a OMS (FERLAY et al. 2015). Segundo o Instituto Nacional de
Cancer-INCA o cancer é a segunda maior causa de mortes no pais sendo
estimados para 2018, 600 mil novos casos. Os tipos mais incidentes sdo o
cancer de pele ndo melanoma (165,6 mil), prostata (68,2 mil), mama (59,7
mil), célon e reto (36,4 mil), pulméo (31,3 mil) e estdbmago (21,3 mil)
(Ministério da Saude 2018). No intuito de diminuir a média de crescimento
anual dessas estimativas é fundamental investir na prevencgéao, diagnéstico e

tratamento desses pacientes. A precisao no diagnodstico e a adogao de um



tratamento mais adequado as caracteristicas individuais de cada paciente
permitem a reducdo do custo de terapias, muitas vezes desnecessarias, e
do sofrimento causado pelos efeitos colaterais de tratamentos, muitas vezes
nao assertivos. A investigagado de alteragcbes moleculares globais cancer-
especificas pode permitir a identificacdo de perfis associados com a
resposta ao tratamento e assim auxiliar na identificagdo de pacientes

sensiveis ou resistentes a determinadas terapias.

11 CANCER DE COLON E RETO

O cancer colorretal (CCR, C18 - C20) abrange tumores malignos que
acometem o intestino grosso (o célon) e o reto. No mundo, é o terceiro mais
frequente em homens e o segundo em mulheres, excluindo-se os tumores
de pele ndo melanomas (FERLAY et al. 2015). Essa proporgao também é
observada no Brasil, onde a estimativa de novos casos para 2018-2019 é de
36.360 casos por ano, sendo 17.380 homens e 18.980 mulheres (Ministério
da Saude 2018). A incidéncia do CCR vem aumentando no pais, sendo 70%
dos casos diagnosticados como esporadicos. Considerando que o0s
canceres nao hereditarios possuem grande contribuicdo de fatores
ambientais, € provavel que esse crescimento seja decorrente do aumento da
expectativa de vida no pais e da mudanca de habitos da populagao,
principalmente no que diz respeito ao aumento do consumo de alimentos
pobres em fibras e ricos em gordura saturada (HUXLEY et al. 2009;

MENDONCA et al. 2012).



A idade superior a 50 anos é um dos fatores de risco mais
importantes no desenvolvimento do CCR. O sedentarismo, a obesidade e o
consumo de alcool e/ou, tabaco também sao fatores etiolégicos descritos no
risco de desenvolvimento do CCR (SLATTERY et al. 2010). Além disso, a
histéria familial de pdlipos no coélon ou reto e mutacbes em genes
associados com sindromes hereditarias caracteristicas (Cancer Colorretal
Hereditario ndo Polipéide - HNPCC, ou Sindrome de Lynch; e Polipose
Adenomatosa Familiar - FAP) sao outros fatores de risco (AMERSI et al.
2005; PROVENZALE et al. 2015).

Modelos de progressao tumoral de pélipos para carcinomas invasivos
e metastaticos tém sido explorados em céancer colorretal. A progressao de
adenoma para carcinoma parece resultar do acumulo de alteracbes
genéticas e epigenéticas, gerando instabilidade cromossOmica e
desequilibrio de funcdes celulares importantes que acabam por favorecer a
carcinogénese. VOLGESTEIN et al. (1988) estabeleceram um modelo linear
de alteragbes genéticas que levam ao CCR. Esse modelo descreve
mutagbes no gene KRAS e perda de heterozigose (LOH - Loss of
Heterozygosity) no locus do gene APC como mudangas genéticas presentes
em eventos iniciais; e LOH em 18g e em 17p (TP53) como eventos tardios
no processo de formagdo do CCR (FEARON e VOLGESTEIN 1990).
Entretanto, esses eventos isoladamente nao conseguem explicar a
complexidade e a heterogeneidade da progressdo nos CCR. Embora
diversas alteragbes genOmicas e epigendmicas ja tenham sido descritas

nesses tumores, ainda nao esta bem estabelecida a correlacdo com a



predisposi¢cao, progressao ou resposta ao tratamento da doenga (The
Cancer Genome Atlas-TCGA 2012a; SHI et al. 2012; BAE et al. 2013;
LIANG et al. 2013; LOCHHEAD et al. 2013; MARTINS et al. 2013; GANTT et
al. 2014).

O perfil mutacional dos CCR introduzida pelo estudo do TCGA (The
Cancer Genome Atlas) revelou que um subconjunto de casos apresenta alta
taxa de mutagdes (hipermutados) (TCGA 2012a). Os casos hipermutados
possuem uma frequéncia menor de mutagées nos genes APC e TP53
quando comparados aos casos nao-hipermutados, além disso, apresentam
mutacdes em BRAF e TGFBRZ2 (alteragbes recorrentes no primeiro grupo)
(TCGA 2012a). Os CCR foram também classificados em quatro subtipos
moleculares (CMSs - consensus molecular subtypes) baseados no perfil de
expressdo génica de 3.962 amostras. Foi observado que a maioria dos
tumores hipermutados encontrava-se no subtipo CMS1, os quais também
possuiam baixo numero de alteragdes no numero de cédpias gendbmicas, alta
instabilidade de microssatélites (MSI| - microsatellite instability) e perfil
metilador das ilhas CpG (CIMP - CpG island methylator phenotype). Esse
grupo também estava enriquecido com tumores em colon proximal (77%
comparado a 3% em reto). O subtipo CMS2 foi caracterizado com altos
niveis de CNA, perfil epitelial com ativacdo de WNT e MYC; enquanto o
CMS3 possuia poucas CNAs e CIMP com perfil de alteragdo em genes
envolvidos no metabolismo. O subtipo CMS4 apresentava perfil
mesenquimal, ativagdo de TGF-B e alteragbes em genes relacionados a

angiogénese. Amostras com caracteristicas mistas ou indeterminadas (13%)



nao foram classificadas como um grupo especifico, mas foram relatadas
como casos com fendtipo transitério ou com heterogeneidade intratumoral
(GUINNEY et al. 2015).

A subclassificagcdo dos tumores baseada no perfil molecular ja é
explorada ha algum tempo e tem contribuido significativamente para o
melhor direcionamento de terapias especificas e consequentemente, melhor
resposta e maior sobrevida dos pacientes com cancer. O cancer de mama é
um exemplo da aplicabilidade dessa subclassificagdo cujos subtipos
moleculares tem auxiliado a estratificacdo de pacientes com diferentes
progndsticos e a selegcao de tratamentos mais efetivos (PEROU et al. 2000;
TCGA 2012b; PRAT et al. 2015). O mesmo tem sido investigado para o
CCR, entretanto, apesar do consenso molecular dos subtipos de CCR
(GUINNEY et al. 2015), ainda persistem controvérsias sobre como explorar
essa subclassificagdo (DUNNE et al. 2016). Apesar de considerar diversas
caracteristicas dos tumores colorretais, a classificacdo molecular se baseia
em dados de expressao génica (GUINNEY et al. 2015). Além desse tipo de
analise subestimar os efeitos da heterogeneidade intratumoral, os dados
clinico-patolégicos, gendmicos e epigenéticos nao sao utilizados para gerar
o classificador. Indiscutivelmente, a subclassificacdo do CCR permitira o uso
da medicina personalizada, direcionando o tratamento mais adequado de
acordo com o perfil de alteracdes de cada tumor.

Clinicamente, o CCR é tratado de acordo com a localizagdo do tumor
em relagdo a flexura esplénica. Quando o tumor esta localizado no ceco,

colon ascendente ou até 2/3 do célon transverso € denominado proximal ou



direito, e quando presente no tergo distal do cdélon transverso, cdélon
descendente, sigmoide ou reto recebe o nome de distal ou esquerdo
(IACOPETTA 2002; LEE et al. 2017). Essas regibes possuem diferente
desenvolvimento embrionario, histologia, composi¢cao enzimatica e fecal
(VAN GORKOM et al. 1997; WEI et al. 2004; LI e LAl 2009; THOMAS et al.
2016). Os fatores de risco atribuidos ao CCR também diferem em relagao ao
local de desenvolvimento do tumor (SHIN et al. 2011; BRANDSTEDT et al.
2012; LEE et al. 2013). A atividade fisica é associada a prevenc¢ao do cancer
de célon, enquanto ndo é observada relagao estatistica com o cancer retal
(THUNE e LUND 1996; STEINDORF et al. 2005; FRIEDENREICH et al.
2006; LI et al. 2007). Além disso, o cancer de reto € mais frequentemente
diagnosticado em homens (PURIM et al. 2013), em idades mais jovens e ha
poucos casos de CCR na familia quando comparados aos pacientes com
cancer de célon (SVENSSON et al. 2002; WEI et al. 2004).

Os tumores de colon e de reto também diferem quanto ao tipo de
alteragdes moleculares (LEE et al. 2017). Os canceres de colon possuem
maior probabilidade de apresentar MSI e CIMP (SLATTERY et al. 2010).
Tumores de reto apresentam menor prevaléncia de alteragdes na via de
reparo de bases mal pareadas (MMR - mismatch repair) (CHARARA et al.
2004; AGUIAR et al. 2014). A frequéncia de mutagdes em oncogenes e
genes supressores tumorais também difere em relagdo a localizagdo dos
CCR. Enquanto BRAF V600E é muito mais comum em tumores de cdlon

(24,2% vs. 2.1% em reto), mutacées em APC (63,6% vs. 81.9% em reto) e



TP53 (34,8% vs. 64,6% em reto) sao mais frequentes em cancer de reto
(LEE et al. 2017).

Os carcinomas de célon e reto diferem ainda quanto ao tratamento,
sendo a quimioterapia pés-cirurgica indicada nos dois tipos de cancer,
enquanto a radioterapia (RT) ou quimiorradioterapia neoadjuvante (nCRT) &
recomendada apenas para pacientes com tumores de reto localmente
avangados (LARC - locally advanced rectal cancer) (SCHMOLL et al. 2012;

VAN DE VELDE et al. 2013).

1.2 CONDUTA DE TRATAMENTO EM PACIENTES COM

ADENOCARCINOMA DE RETO

A escolha do tratamento nos carcinomas de reto (CaRe) depende
principalmente do tamanho, localizagdo e extens&do do tumor. A avaliagédo da
agressividade tumoral € dada pelo exame anatomopatolégico (exame fisico,
diagndstico por imagem e/ ou exploragdo cirurgica), sendo classificada de
acordo com o sistema TNM (EDGE e COMPTON 2010). Lesdes em estagio
inicial (T1) sdo passiveis de excisdo local por microcirurgia endoscoépica
transanal (MET) e excisdo total do mesorreto (ETM) em casos de maior
acometimento da camada submucosa, assim como para lesbes T2. Em
estagios mais avangados e com maior probabilidade de recidiva, pode ser
administrada terapia complementar neoadjuvante ou apds o procedimento
cirurgico (adjuvante). A radioterapia (RT) pré-operatéria pode ser

administrada por um curto periodo seguida por cirurgia, ou por um longo



periodo e uma pausa até a cirurgia (SCHMOLL et al. 2012; BENSON Il et
al. 2012).

A resposta clinica a nCRT ¢é avaliada pela presencga de tumor residual
detectado por técnicas como proctoscopia rigida, exame retal digital, bidpsia
de qualquer lesdo ou calcificagdo residual, niveis do antigeno
carcinoembriogénico (CEA) e exames radiolégicos (HABR-GAMA et al.
2010). A avaliacéao clinica isolada ndo consegue prever a resposta completa
com acuracia (MARETTO et al. 2007; ISSA et al. 2012; INTVEN et al. 2013).
Dessa forma, é realizada também uma analise histopatolégica do material
obtido apds a ressecgado cirurgica. Considera-se resposta patoldgica
completa (pCR) quando ha auséncia de células tumorais viaveis na peca
cirargica, linfonodos e outros 6rgaos (ypTONO) e resposta incompleta (pIR)
quando ha resposta parcial (redugdo da propor¢cao de células tumorais
viaveis) ou auséncia de reposta (quando ndo ha redugdo do numero de
células tumorais (PARK et al. 2012). Diversos sistemas avaliam essa
resposta de acordo com a taxa de regressao tumoral (TRG - tumor
regression grade), categorizando os pacientes em excelentes até péssimos
respondedores (TRAKARNSANGA et al. 2014; SANTOS et al. 2014).

Embora a cirurgia possibilite a eliminacdo de tumor residual, o
procedimento esta associado com alta morbidade, incluindo disfungao
sexual, intestinal e urinaria (LOOS et al. 2013; WEISER et al. 2014; HABR-
GAMA et al. 2015; APPELT et al. 2015). Pacientes com cancer de reto que
apresentam resposta patoldgica completa apés nCRT tém menor risco de

recorréncia local e melhor sobrevida global comparado a pacientes com



tumor residual (CHEN et al. 2011a; GERARD et al. 2012; SADA et al. 2018).
Uma iniciativa liderada pelo grupo da Profa. Angelita Habr-Gama (Sao
Paulo) sugere que um grupo de pacientes com boa resposta clinica e
potencial resposta patolégica completa a nCRT poderiam ser poupados da
cirurgia, sendo acompanhados num protocolo chamado “Watch and Wait’
(HABR-GAMA et al. 2011). Estudos subsequentes mostraram que essa
estratégia permite a preservagdo do 6rgado com baixas taxas de recidivas
(MAAS et al. 2011). Em um estudo avaliando 82 pacientes de dois grupos
pareados (41 ETM e 41 sem cirurgia), HUPKENS et al. (2017) reportaram
melhor qualidade de vida no grupo nao operado. Essa estratégia resultou na
criacdo de um banco de dados internacional visando coletar informacdes de
diversos centros que corroborem para a compreensdo dos fatores

relacionados ao tratamento do CaRe (http://www.iwwd.org/). Até o momento,

no entanto, ndo € possivel detectar resposta patolégica completa sem o
tratamento cirurgico, mas essa possibilidade vem sendo investigada por
diversos grupos que vem buscando biomarcadores preditivos (WEISER et
al. 2014; HABR-GAMA et al. 2015; APPELT et al. 2015; AL-SUKHNI et al.

2016; DAYDE et al. 2017; KUNDEL et al. 2018).
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1.3 PREDIGAO DE RESPOSTA A QUIMIORRADIOTERAPIA

NEOADJUVANTE

1.3.1 Caracteristicas clinico-patolégicas

Diversos estudos avaliaram caracteristicas clinico-patolégicas pré-
tratamento (DE FELICE et al. 2016; JOYE et al. 2016; PROBST et al. 2016)
a fim de prever a resposta a neoadjuvancia (Tabela 1). A maioria dos
estudos em literatura ndo identificou diferencas quanto as caracteristicas
como género, idade e etnia entre os pacientes com pCR e pIR (DAS et al.
2007; HUH et al. 2013; RESTIVO et al. 2013; WALLIN et al. 2013;
GARLAND et al. 2014; BITTERMAN et al. 2015; JOYE et al. 2016).
Entretanto, PROBST et al. (2016) relataram que mulheres possuem maiores
chances de apresentarem pCR. Em adicdo, estadio clinico T e N (cT e cN)
baixos foram associados a pCR (KALADY et al. 2009; HUH et al. 2013;
JOYE et al. 2016). Dois estudos demonstraram que pacientes com estadio
cT4 apresentam menor probabilidade de atingir pCR, entretanto, a analise
de regressédo multivariada nao foi significativa (KALADY et al. 2009; HUH et
al. 2013).

O comprometimento de linfonodos ao diagndstico também tem se
mostrado preditivo de pIR (HUH et al. 2013; JOYE et al. 2016). GARLAND et
al. (2014) em 297 casos de CaRe submetidos a nCRT relataram associagao
significativa entre cNO e pCR (analise de regressao logistica; OR = 4,384 IC
95% 1,011-19,017). Uma associagdao semelhante foi descrita por

BITTERMAN et al. (2015) na analise de 138 casos, embora seis pacientes



11

tivessem resposta clinica completa, ndo tendo realizado cirurgia. PROBST et
al. (2016) utilizaram o banco de dados nacional americano (The National
Cancer Data Base descrito por BILLIMORIA et al. 2008) composto por
18.113 pacientes com CaRe diagnosticados em estadio Il ou lll e tratados
com nCRT. Nessa populagao, nao foi encontrada diferenga na proporg¢ao de
cNO entre os pCR e os pIR (PROBST et al. 2016).

A localizacdo do tumor também foi relacionada com a resposta a
NCRT. Entretanto, enquanto RESTIVO et al. (2013) relataram pacientes com
tumores proximais (> 5cm da borda anal) como os melhores respondedores;
BITTERMAN et al. (2015) descreveram que pacientes com tumores distais
poderiam ser preditivos de pCR (= 3cm da borda anal) (dados confirmados
pela andlise multivariada). Outros estudos ndo mostraram associagao entre
a localizagao do tumor e a resposta a nCRT (KALADY et al. 2009; QIU et al.
2011; HUH et al. 2013; GARLAND et al. 2014; KLEIMAN et al. 2015; DE
FELICE et al. 2016; JOYE et al. 2016).

Em geral, é possivel observar uma grande controvérsia nos achados
descritos em relacédo a resposta a terapia neoadjuvante e as caracteristicas
clinicas e histopatolégicas de pacientes com CaRe (Tabela 1). As
caracteristicas avaliadas ndo foram capazes de predizer a resposta ao
tratamento, ressaltando a necessidade de estudos que identifiquem

marcadores moleculares que possam ser Uteis para essa finalidade.



Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patoldgicas associadas a resposta patolégica completa (pCR) em diferentes estudos.

Referéncia  N° casos Idade ao diagnéstico cT4® cN+° Distancia da CEA pré CEA limite
JAno (%pCR) g (bCR/pIR) (pCRIpIR) BA (pCR/pIR) P (%pCRI%pIR)
pCR pIR pCR pIR

0,
2":37“ all 562 (19.2) 57.9° NC NC NC NC NC pié’i’;gq‘;",/‘fi“z/‘;)
Kalady et 242 (24,0) 55,5 58,5 1754 328358 ° (1512 2,1° 3b (2421'54;‘499;”;')
Qiu et al./ 2 (265) 34 (265) =7 cm Elevado Elevado
2011 %6(14.6) 45 (<65) 48 (<g5)  143/207 2141293 585/938) (28,6%)" (42,7%)* NC
Pt 391 (146) 63° 64° 35/81  63,2/755 5/5 4,7° <(751’°,:;‘/94’;‘;'
Restivo et b b >5cm b b
Res oSt 260 (165) 63 63 00/55 4421452 0 tt 2,2 3 > Sng/dl (4,7/ 32,3)
yaanetall 469 205) 58" 59 63/70 583/59,8 NC 3,4° 9,6° > 5ng/ml (11,0/ 21,0)

ASD6S ©
Garland et 207 (115) 65 62° 8,8/156 61,8/772  55/55 2,6" 5,0° b o
i >

Ditterman et 138 (26,1) 59,3° 54,7° 078 52,8725 NC 3,1° 24,3 ( 16-727'3%”20)
;"7';‘;1"; et 141 (13,5) 63,5° 63,4° 53/12,3 684/582 6/6,3° 2,75 4,5° (5<23é%’2/11)
:fl'z:g:'ge et 99(232) 63,8° 131/11,9  783/81,6 <5 (60,9/55,3) NC NC NC
‘;:’}’2%?; 620 (19,4) 63,9” 64" 10/8,6  89,2/79,2  6,5/6,3 4777 6,9 + 15,0 NC
Probst et 18 .113 a a Elevado Elevado Avaliado limite de
al./ 2016 (13,2) 60,5 59.9 NC NC NC (31,2%) (48,0%) cada instituicao
Gash et al./ 13.742 a a Elevado
Sast 24 60,4 59,8 532/8,6 43,9/ 51,7 NC Gayas FElevado (46,9) NC

pCR: Resposta patoldgica completa; pIR: Resposta g)atolégica incompleta; cT4: estadio tumoral clinico 4; cN+: linfonodos positivos ao diagndstico;
BA: Borda anal; CEA: Antigeno carcinoembriénico; 3(%pCR/%pIR); °média; ®mediana; *CEA e CA19.9 juntos; NC - ndo consta; valores em negrito:
p<0,05; valores em negrito e italico: valores néo significativos (p>0,05) na anélise multivariada.
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1.3.2 Marcadores moleculares

As técnicas moleculares tém se mostrado capazes de identificar
alteragdes genéticas especificas em tumores de reto (RAHMA et al. 2013;
GHADIMI et al. 2005). Como elas apresentam maior resolugao que a analise
histopatolégica convencional, sua utilizacdo pode facilitar a identificagdo de
marcadores tumorais em pequenos fragmentos de tecido, como as bidpsias.
Estes marcadores podem auxiliar tanto na deteccdo de doenca residual
minima como na identificacdo de tumores sensiveis ao tratamento pré-
operatdrio de quimiorradioterapia € com maiores chances de apresentarem
resposta completa (CHEN et al. 2011a; GERARD et al. 2012; WEISER et al.
2014; HABR-GAMA et al. 2015).

Marcadores moleculares preditivos e prognosticos sdo alvos de
estudos realizados em CaRe (KUREMSKY et al. 2009; YOSHIDA et al.
2011; GRADE et al. 2012; MAMMANO et al. 2012). Entretanto, ainda n&o
sao utilizados na pratica clinica por apresentarem resultados contraditorios e
por nado terem sido validados em grandes estudos prospectivos (MOLINARI
et al. 2015).

O antigeno carcinoembrionico (CEA) é, até o momento, unico
marcador recomendado pelo o Grupo Europeu de Marcadores Tumorais
(GEMT) para acompanhamento de pacientes com CCR; entretanto, ndo ha
ainda um marcador especifico para CaRe (DUFFY et al. 2014). O CEA é
composto por um conjunto de glicoproteinas relacionadas a adesao celular
normalmente expressas no intestino e em concentracbes muito baixas no

sangue de individuos saudaveis. Altas concentracbes séricas estéao
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normalmente associadas a presenca de diversos tipos tumorais,
principalmente CCR (HAMMARSTROM 1999). A maioria dos estudos
demonstra que pacientes com altas concentracbes de CEA pré nCRT
apresenta grandes chances do paciente n&ao atingir resposta completa ao
tratamento (DAS et al. 2007; HUH et al. 2013; RESTIVO et al. 2013;
WALLIN et al. 2013; GARLAND et al. 2014; BITTERMAN et al. 2015; JOYE
et al. 2016; PROBST et al. 2016).

Os niveis séricos de CEA podem também ser afetados por outras
condigdes benignas, como doenga mamaria benigna, polipose retal,
pancreatite, obstrucido biliar, Ulcera péptica, doencga inflamatéria intestinal,
cirrose, enfisema pulmonar em tabagistas (SAJID et al. 2007). WALLIN et al.
(2013) demonstraram que a associagao entre baixos niveis de CEA e pCR
ndao se mantém em tabagistas. Outros fatores que podem afetar a
quantidade do CEA na circulacdo sdo mutacbées no dominio PELPK
(sequéncia de cinco aminoacidos), pois alteram a capacidade de sua
eliminacado pelo figado (ZIMMER e THOMAS 2001). Ainda que muitos
estudos apontem niveis basais de CEA como potencial marcador preditivo
de resposta a nCRT, nenhum dos fatores mencionados acima foi avaliado
em detalhes em uma grande série de casos. Os dados descritos em
literatura apontam para a necessidade de estudos mais elaborados para
investigar o papel do CEA na predi¢ao a neoadjuvancia em CaRe.

A expressao de proteinas envolvidas no reparo do DNA, proliferacao,
angiogénese e apoptose como TP53 (CHEN et al. 2012), EGFR (GIRALT et

al. 2005; KIM et al. 2006; DVORAK et al. 2012), TYMS (OKONKWO et al.
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2001; AGUIAR et al. 2005; JAKOB et al. 2008; NEGRI et al. 2008; HUANG
et al. 2013), Ki-67 (SAIGUSA et al. 2012; JAKOB et al. 2008; KIM et al.
2006), p21 (REERINK et al. 2004; RAU et al. 2003; BERTOLINI et al. 2007),
BAX/BCL2 (KUDRIMOTI et al. 2007; CHANG et al. 2005; SAIGUSA et al.
2012) tem sido extensivamente avaliada, ndo resultando, porém, em dados
conclusivos (CHANG et al. 2005; TERRAZZINO et al. 2006; BERTOLINI et
al. 2007).

A grande maioria dos estudos que avaliou marcadores moleculares
em CaRe utilizou a analise de expressdo de proteinas por imuno-
histoquimica. A expressao das proteinas PDCD4, EZH2, ASNS, CPS1,
HER-2, MRP3 em bidpsias pré-nCRT foram individualmente analisadas
(DOU et al. 2014; MENG et al. 2014a e b; LIN et al. 2014; LEE et al. 2014;
YU et al. 2014). A elevada expressédo da proteina PDCD4, assim como a
baixa expressdo de EZH2 foram associadas a boa resposta a nCRT. No
entanto, no primeiro estudo apenas quatro casos apresentaram pCR e em
ambos os estudos o tratamento quimioterapico pré-operatério ndo foi o
mesmo para todos os pacientes, o que pode representar um viés na
conclusao dos dados (DOU et al. 2014; MENG et al. 2014a). A associagao
entre a perda da expressdo de ASNS e do aumento de CPS1 com pior
resposta a terapia neoadjuvante foi relatada em dois estudos feitos com o
mesmo grupo de pacientes asiaticos (LIN et al. 2014; LEE et al. 2014).
Entretanto, as analises realizadas pelos autores nao levaram em
consideragcao pCR, e sim niveis de regressdo tumoral, questionando as

implicagdes futuras desses resultados (LIN et al. 2014; LEE et al. 2014). YU
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et al. (2014) avaliaram a expressdao de MRP3 em bidpsias pré-tratamento,
no entanto, ndo foi encontrada associagao significativa. Além disso,
nenhuma associagao entre resposta a neoadjuvancia e expressao de HER-2
em CaRe foi encontrada por MENG et al. (2014b). A proteina envolvida no
complexo de Golgi, GOLPH3, foi avaliada por ZHU et al. (2016) em 148
biépsias de LARC. Os autores encontraram alta expressao da proteina em
62% de pacientes resistentes a nCRT (TRGO, 1 e 2 do sistema Dworak -
1997) e em 41% dos bons respondedores (TRG3 e 4). Um estudo recente
descreveu a expressao de EGFR, BCL-2, p53, Ki67 e VEGFR em 47
biépsias de LARC pré nCRT. Foi encontrada maior porcentagem de células
expressando EGFR em casos com pCR comparados aqueles com resposta

parcial (KUNDEL et al. 2018)

1.3.3 Alteragcoes gendmicas

Ainda que estudos associem mutagdes no gene KRAS, BRAF e
PIK3CA com resposta a radioterapia ou quimiorradioterapia (LUNA-PEREZ
et al. 2000; GARCIA-AGUILAR et al. 2011; LOCHHEAD et al. 2013), outros
grupos mostram que essas mutagdes nao possuem relagdo com a resposta
do paciente ao tratamento (ZAUBER et al. 2009; ERBEN et al. 2011; KIM et
al. 2013). Essas alteragbes afetam as vias de sinalizagao PISK/AKT ou RAS-
RAF-MAPK, sendo um dos mecanismos mais comuns na carcinogénese
colorretal (ZEESTRATEN et al. 2012; DERBEL et al. 2013).

A anadlise global de alteragbes somaticas no numero de cépias

genbmicas (CNA - copy number alteration, que diverge de variagdes



17

germinativas encontradas entre as populagdes - CNV, copy number variants)
€ outra estratégia adotada que tem potencial para identificar marcadores
moleculares uteis na predicdo de resposta a nCRT. Um reduzido numero de
estudos utilizou analises de CNAs por aCGH (array-based Comparative
Genomic Hybridization) para avaliar resposta em CaRe. MOLINARI et al.
(2011) identificaram alteragdes em regides cromossdmicas especificas
(2921, 3929, 7p22-21, 7921, 7936, 8q23-24, 10p14-13, 13912, 13q31- 34,
16p13, 17p13-12 e 18q23), as quais foram capazes de diferenciar tumores
de pacientes respondedores ao tratamento nCRT dos nao-respondedores.
Em outro estudo, CHEN et al. (2011b) utilizaram a plataforma Human
Genomic CGH 244A (Agilent) para avaliar CNAs em 95 CaRe tratados com
NCRT. Comparando o padrdo de alteracdes em pacientes respondedores e
nao respondedores ao tratamento, os autores associaram perdas em
15911.1-926.3, 11924.3-9g25 e 8p12 com auséncia de resposta e perda em
12p13.31 com resposta completa ao tratamento (CHEN et al. 2011b).
Entretanto, as regides descritas ndo foram relatadas em outros estudos.
GONZALEZ-GONZALEZ et al. (2014) avaliaram a relagao entre o numero de
copias gendbmicas em bidpsias tumorais de reto pré e pés nCRT e resposta
ao tratamento com o objetivo de avaliar a regressdo tumoral. Os autores
utilizaram a técnica de FISH (Fluorescent in Situ Hybridization) para 51
sondas distribuidas pelo genoma e detectaram a del(17p) em bidpsias de
pacientes pobremente respondedores e del(1p) em bons respondedores

(GONZALEZ-GONZALEZ et al. 2014).
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A presengca de aneuploidias (ganho ou perda de um ou mais
cromossomos, mas nao todos do lote) € uma caracteristica comum em
tumores de origem epitelial, muitas vezes causada por defeitos de
segregacao que levam a instabilidade cromossdmica (CIN - Chromosomal
instability) (THOMPSON e COMPTON 2008). CIN é resultado, entre outros,
de altos niveis de erros durante a segregacao cromossémica, instabilidade
telomérica e defeitos nos mecanismos de reparo a danos no DNA (PINO et
al. 2010). Durante esse processo, a delegao de genes supressores de tumor
e a amplificagdo de oncogenes favorecem a proliferagao indiscriminada de
células malignas (ZACK et al. 2013). Durante a replicagdo, o atraso na
formacdo do fuso mitético devido a aneuploidia, leva a um estresse de
replicacdo, observado em CCR com elevada CIN. Tamanho estresse,
desencadeia quebras no DNA gerando cromossomos acéntricos ou
rearranjados e, consequente, erros durante a divisdo celular (TANAKA e
HIROTA 2016). A via de reparo por recombinagdo homodloga (HR -
homologous recombination) é crucial na corregdo de quebras de dupla-fita
de DNA geradas nesse processo, defeito nesse mecanismo de reparo
contribui para o aumento da CIN (LIU et al. 2016) e vem sendo associado a
maior sensibilidade a quimioterapia (HELLEDAY 2010).

Em cancer de ovario e mama, pacientes com mutagdes em genes da
via de HR apresentam melhor resposta a quimioterapia baseada em platina
e melhor prognéstico (VENCKEN et al. 2011; MANIE et al. 2016; XU et al.
2017). Além disso, esses casos apresentam melhor resposta quando

tratados com inibidores da poli-ADP ribose polimerase (PARP), membro da
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via de reparo a danos no DNA por excisao de bases (BER - Base excision
repair), devido a letalidade sintética alcancada (HELLEDAY 2010). O
comprometimento do reparo por HR pode ser decorrente de diversos
mecanismos direta ou indiretamente associados com genes da via; como
mutacgdes, hipermetilacdo ou alteragdo da regulacdo por RNAs nao
codificadores, o que torna inviavel a investigacao destes diversos fatores na
pratica clinica. Esses tumores, entretanto, apresentam elevada CIN e os
padrboes de alteracbes resultantes podem ser utilizados como cicatrizes
genbmicas possibilitando a identificacdo de deficiéncia na via de HR, em vez
de focar em um gene especifico.

Analise de alteracbes no numero de copias gendmicas e perda de
heterozigose foram utilizadas para o desenvolvimento de trés escores
associados a deficiéncia de HR (HRD - homologous recombination
deficiency). Utillizando um limiar de 10 segmentos com LOH maiores que
15Mb, mas menores que um cromossomo inteiro, ABKEVICH et al. (2012)
conseguiram detectar pacientes com mutacdo em BRCA71 e BRCA2 com
uma sensibilidade de 90%. Esse escore (HRD-LOH) também foi capaz de
identificar pacientes com cancer de mama com maior resposta a
quimioterapia baseada em platina (TELLI et al. 2015). O escore de
desequilibrio alélico telomérico (tAl - telomeric allelic imbalance) avalia o
nuamero de regides subteloméricas com desequilibrio alélico (CNAs ou
cnLOH - copy neutral LOH) que tem inicio além do centrébmero estendendo-
se até o teldbmero, sendo positivamente correlacionado com sensibilidade a

platina (BIRKBAK et al. 2012). O terceiro escore, LST - Large scale transition
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- considera o numero de pontos de quebra que ocorre entre regides de pelo
menos 10Mb, sendo o limiar 15 e 20 LSTs para tumores “quase-diploides” e
“‘quase-tetrapléides” respectivamente (POPOVA et al. 2012).

A associagao das cicatrizes genémicas em 15 tipos tumorais usando
dados do TCGA foram avaliados por MARQUARD et al. (2015). Os autores
compararam a presenca de altos niveis dessas assinaturas com estadio e
grau tumoral, tabagismo, perda de p53, CIN, indice de integridade
genbmica, frequéncia de LOH e numero total de mutagdées por amostra. Os
autores verificaram que tumores de colon possuem escores altos para as
diferentes assinaturas e sugerem que uma subpopulagdo desses tumores
poderia responder bem ao tratamento com drogas relacionadas a platina;

entretanto, os tumores de reto nao foram incluidos nesse estudo.

1.3.4 Analises de transcritos diferencialmente expressos

A expressao de transcritos utilizando bidpsias pré-operatérias e de
sangue periférico de pacientes com tumores de reto também vem sendo
utilizada na identificacdo de diferengcas capazes de identificar casos que
apresentam resposta ao tratamento neoadjuvante com CRT (Tabela 2). A
maioria dos estudos utilizou bidpsias obtidas previamente ao tratamento com
NCRT e diferentes plataformas de analise de expressao génica para
identificar perfis de expressdo que pudessem prever resposta em grupos
independentes de pacientes submetidos a nCRT (revisado por AKIYOSHI et
al. 2012). PALMA et al. (2013) utilizaram microarranjos de expressao

(CodelLink bioarrays - Applied Microarrays, Tempe, AZ, USA) em linfécitos
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de sangue periférico de 27 pacientes com LARC, detectando 8 genes
diferencialmente expressos entre os dois grupos de pacientes, entre eles, o
FALZ, associado com imunidade antitumoral. LOPES-RAMOS et al. (2015)
realizaram sequenciamento de alto desempenho (SOLID Sequencing
Plataform - Life Technologies) em 25 bidpsias de reto pré-nCRT divididas
em grupo treinamento (14 casos) e validagao (11 casos) com o objetivo de
identificar marcadores de pCR. Foram identificados 27 genes
diferencialmente expressos entre os quatro casos com pCR e os 10 casos
com plIR no grupo de treinamento. A partir dessa lista de genes, os autores
desenvolveram algoritmos classificadores (SVM - Suport Vector Machine)
utilizando subgrupos de 2 a 5 genes que pudessem ser utilizados como
preditivos de resposta ao tratamento. Os autores identificaram 35 subgrupos
de genes capazes de predizer resposta com uma acuracia de 81,8%. No
entanto, para cada grupo de genes, quando observada alta sensibilidade, a

especificidade era muito baixa e vice-versa (LOPES-RAMOS et al. 2015).



Tabela 2 - Estudos de rastreamento de marcadores moleculares por analise de expressao génica global comparando a
resposta ao tratamento quimiorradioterapico neoadjuvante em pacientes com céncer de reto.

Referéncia N°de Plataforma N° de Principais vias ou genes alterados Validagao
/Ano casos genes*
Ghadimi. et 30 microarranjo de 54 SMC1 microarranjo de oligonucleotideos
al. /2005 cDNA (9,984 (22,231 sondas) - 7 amostras
sondas) independentes e 10 repeti¢des.
Watanabe et 35 Affymetrix U95Av2 33 TDGFG3, RAC2, LUM, LGALS1, CYPD, GPX2, Mesma plataforma em 17 amostras
al. /2006 TYRO3, THBS2, PSPHL teste
Kim et al. 31 Affymetrix U133A 261 Mesma plataforma em 15 amostras
12007 teste
Rimkus et al. 43 Affymetrix U133 42 ETS2, Caspase1, SLC35E1 Mesma plataforma em 35 dos 43
12008 Plus 2.0 casos
Brettingham- 51 Affymetrix U133 NC Genes da via do TNF Validagao de classificadores
Moore et al. Plus 2.0 previamente descritos em 3
12011 trabalhos** e analise funcional por
IPA.
Nishiokaetal. 17 Microarranjo 17 MMP, NFxB, TGFB1, TOP1, ITGB1 Imuno-histoquimica em 17
12011 customizado amostras
Chan et al. 31 Almac Diagnostics 3 EHBP1, STAT1 e GAPDH Analise functional pelo IPA
12013 Colorectal Cancer
DSA®
Supiot et al. 6 54K HG-U133A 37 ADAMDEC1, AKAP7, CAPNS, CLICS, CPE, NC
12013 Plus 2.0 Affymetrix CREB3L1, NEDD4L, RAB27A, ATP2A3, CCL28,
F2RL2, SLC6A, ISX, PABPC1L, TXNIP, F2RL2,
SPON1, S100A2, PXDN, TNFRSF11A, ITM2C,
PVT1, PDCD4
Gantt et al. 23 lllumina platform 812 APOA2, AHSG, DBH, APOA1, APOB, APOC3, Mesma plataforma em 10 amostras
12014 Human-6 v2 LMX1A, SOAT2, SLC7A9, TF, LOC729399,

SERINCS, SCNN1B, ZC3H6, SLC4A4, DTWD2,
MS4A12, BEX5, MMRN1 e CLCA4
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Cont/ Tabela 2

Referéncia N° de Amostra Plataforma N° de Principais genes alterados Validagao (n° de amostras)
/Ano casos genes”*
Agostini et 131 BPT Affymetrix U133A/ 277 AKR1C3, CXCL11, CXCL10, CXCL9, IDOT1, NC
al. /2015a Plus 2.0 MMP12, HLA-DRA
Agostini et 42 BPT Affymetrix U133A 19 AGRN, HFM1, CSTF3, RAB6A, PRKRIR, NC
al. /2015b Plus 2.0 C120rf32, XRCC3, CDK10, CDK5R1,
IL12RB1, BCKDHA, ZNF160, ASXL2, EIF3L,
PSMD6, MAGI1, RAB7A, SPRY4, CNKSR2
Millino et al. 38 BPT Whole Human 256 TMEM188, MYO1B, ITGA2, GTSE1, NRG1, Mesma plataforma em 21

12017

Genome Oligo
microarray 4X44K
(V1);

KLF7, TRAM1, BCL2L13

amostras

*Genes diferencialmente expressos entre pacientes respondedores e ndo respondedores ao tratamento. **GHADIMI. et al. (2005), KIM et al. (2007),
RIMKUS et al. (2008). BPT: Bidpsias pré-tratamento, SP: Sangue Periférico, IPA: Ingenuity Pathway Analysis. NC: ndo consta

23



24

Utilizando a plataforma lllumina Human-6 v2, GANTT et al. (2014)
identificaram um painel de 812 genes capaz de classificar pacientes nao
respondedores a nCRT com uma sensibilidade e especificidade de 100%
(p<0,05). A analise foi feita em bidpsias pré-tratamento de 23 pacientes com
cancer de reto em estagio Il ou lll encaminhados para nCRT e validadas em
um grupo de 10 casos nas mesmas condi¢gdes. Ainda assim, o reduzido
numero de casos avaliados e a grande quantidade de genes envolvidos nao
permitiram elucidar os mecanismos de resisténcia ao tratamento neoadjuvante.
AGOSTINI et al. (2015a), reanalisaram os dados de trés estudos realizados
com a mesma plataforma (HG-U133, Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) (KIM et
al. 2007, RIMKUS et al. 2008; AGOSTINI et al. 2015b); surpreendentemente,
os resultados encontrados nao coincidiram. Os principais achados da meta-
andlise de novo foram genes relacionados com o sistema imune,
especialmente CXCL10, IDO1 e AKR1C3 (AGOSTINI et al. 2015a).

Uma outra estratégia potencialmente util para identificar marcadores
preditivos é a andlise do secretoma, definido como o conjunto de
macromoléculas liberadas pelas células na matriz extracelular. As proteinas
podem ser secretadas no meio extracelular por meio da via classica, quando
apresentam um peptideo sinal; ou da via nao-classica com o auxilio de
endossomos, exossomos ou passando diretamente através da membrana
plasmatica (LIN et al. 2013). As proteinas secretadas pelas células tumorais
tem maior probabilidade de serem detectadas no sangue, sendo potenciais
biomarcadores de facil aplicacdo na pratica clinica. A proteina BST2,
selecionada a partir de uma andlise do secretoma de linhagens celulares

tumorais, foi identificada em plasma de pacientes com CCR, conseguindo
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discriminar pacientes de controles saudaveis (CHIANG et al. 2015). Em adicéo,
€ possivel a predi¢ao in silico do secretoma tumoral (CACCIA et al. 2013) a

partir de dados de transcritos diferencialmente expressos.

1.3.5 Alteragoes epigenéticas

Além das alteragbes genbmicas e de transcritos, modificacbes nos
mecanismos responsaveis pela modulagado da expressao génica, tem revelado
potenciais marcadores de resposta ao tratamento (MOLINARI et al. 2013). A
metilacdo do DNA é um mecanismo essencial no controle de expressao génica,
regulando a acessibilidade a cromatina e a transcrigdo. Existem cerca de 28
milhdes de sitios CpG no genoma humano, os quais, quando agrupados, sao
chamados de ilhas CpG. Esses conjuntos, encontram-se normalmente na
regido promotora de genes e estdo, de modo geral, ndo metilados em células
normais, permitindo a expressdo de genes necessarios ao funcionamento
celular. A metilagdo de ilhas CpG em regides promotoras estda, portanto,
associada a repressdo da expressdo génica. Regides com concentragéo
intermediaria de CpGs sdo encontradas, comumente em corpo de genes, cuja
metilacdo foi relacionada a ativagdo da expressao (STIRZAKER er al. 2014).
Foram descritas regides com baixa concentragdo de CpGs, chamadas de
shores ou shelf (2kb ou 2kb — 4kb das ilhas, respectivamente) (IRIZARRY et al.
2009) e sitios de CpG isolados espalhados pelo genoma e denominados Open
Sea (SANDOVAL et al. 2009). Alteragdes de metilagdo em regides intergénicas
tem se mostrado importantes mecanismos envolvidos no cancer, uma vez que
essas regides podem englobar elementos regulatorios distantes como

enhancers, super-enhancers, regides promotoras alternativas, sequéncias



26

codificantes de RNAs regulatérios como miRNAs e long non-coding RNAs
(JONES 2012, MURTHA e ESTELLER 2016).

Células tumorais, frequentemente apresentam hipometilagdo global, que
leva a uma instabilidade genémica e, hipermetilagdo de ilhas CpG especificas
em regides promotoras, silenciando diversos genes, incluindo supressores
tumorais (ISSA 2004). Estudos mostram que assinaturas de metiloma séo
capazes de subclassificar tumores (HERNANDEZ-VARGAS et al. 2010), serem
utilizados como marcadores prognodsticos (CARVALHO et al. 2012) e de
identificar marcadores de resisténcia inerente ou adquirida a quimioterapia
(BORLEY e BROWN 2015). A metilagdo diferencial do DNA em sitios
especificos também contribuiu para o entendimento da resposta a radioterapia
com ou sem quimioterapia, em diversos tipos tumorais, incluindo glioblastomas,
cancer de mama, gastrico e CCR (LV et al. 2016).

As alteragdes epigenéticas mais bem descritas relacionadas a resposta
clinica ao tratamento é a metilagcdo de O6-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT) (HEGI et al. 2005). Em LARC, a hipermetilagédo do promotor de MGMT
foi associada com melhor resposta ao tratamento por SUN et al. (2014). Além
de MGMT, GAEDCKE et al. (2014) investigaram 10 regides diferencialmente
metiladas capazes de predizer a sobrevida livre de doenga (DFS) e resposta a
terapia em 71 pacientes com LARC. A alteragao epigenética mais estudada € o
perfil de metilagdo das ilhas CpG de regides promotoras de genes supressores
tumorais e de reparo a danos do DNA, denominado fenétipo metilador de ilhas
CpG (CIMP - CpG island methylator phenotype) (OGINO et al. 2006; GOEL e

SHIN 2008; KURKJIAN et al. 2008; KIM et al. 2010; LEONG et al. 2011).
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Evidéncias experimentais dao suporte ao papel do CIMP como um
mecanismo de inativagado génica em varios grupos de CCR (SAMOWITZ et al.
2005; OGINO et al. 2006). Tal fenétipo é correlacionado significativamente com
o silenciamento de genes como CDKNZ2A (p16), MGMT e MLH1 (ISSA 2004). A
partir desses estudos, painéis de genes com CIMP foram sugeridos com o
intuito de identificar subtipos tumorais. Uma forte correlagdo encontrada entre a
hipermetilagdo e mutagcbes no gene BRAF e a hipometilagdo e mutagdes em
KRAS sugeriram a associagao entre o epigendtipo de metilagdo e mutagdo em
oncogenes (HUGHES et al. 2012). Poucos grupos, no entanto, avaliaram o
papel preditivo de resposta ao nCRT do perfil de metilacdo de pacientes com
CaRe (DE MAAT et al. 2008 e 2010; LEONG et al. 2011; JO et al. 2012).

MOLINARI et al. (2013) avaliaram o padréo de metilacéo de tecido retal
normal e tumoral, identificando diferenca nos genes APC, CDKNZ2A, CHFR,
RARB e RASSF1bis. Além disso, o grupo relatou a associagdo entre a
metilacdo do gene TIMP3 e a resposta a nCRT (MOLINARI et al. 2013). O
padrdao de metilagdo global do CaRe é alterado apés a nCRT, como
demonstrado por TSANG et al. (2014) ao compararem amostras pré e pos
NCRT de 46 LARC (pIR) por imuno-histoquimica, revelando o aumento e
diminuicdo de metilacdo em 28% e 72% dos casos, respectivamente. A
avaliagao das bidpsias pré nCRT, incluindo 7 casos com pCR, revelou uma
correlagao significativa com TRG, com os menores niveis de metilagdo em pCR
(TSANG et al. 2014).

HA et al. (2015) avaliaram o perfil de metilacdo de 45 tumores de reto
localmente avangados e validaram os principais achados em 67 casos (24 do

grupo anterior e 43 novos) por pirossequenciamento. Entre seis genes (DZIP1,
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ZEB1, DKK3, STL, KLHL34 e ARHGAPG6) selecionados e avaliados em 67
amostras, somente a metilagcdo de KLHL34 ¢cg14281612 mostrou forte
associacdo com resposta a nCRT. Dessa forma, os autores identificaram uma
associacao entre a hipermetilagdo no gene KLHL34 com boa resposta ao
tratamento, sugerindo que esse seja um marcador de radiosensitividade
nesses tumores. Esses resultados, entretanto, necessitam de validacdo em
casuisticas maiores (HA et al. 2015).

Estudos que consigam identificar marcadores moleculares aplicaveis a
pratica clinica enfrentam dificuldades logisticas que impedem a aplicabilidade
dos resultados. Para avaliacdo de marcadores preditivos de resposta
recomenda-se a utilizagao de bidpsias pré- e pos-tratamento. Entretanto, essa
estratégia frequentemente ndo é possivel, pois biopsias iniciais comumente
possuem um tamanho muito pequeno ou nao estdo disponiveis para pesquisa.
Além disso, ndo ha tecido residual disponivel em pacientes com resposta
completa e a terapia limita a utilizacdo da amostra nos casos de resposta
parcial devido aos danos causados ao tecido, impossibilitando o seu uso.
Desse modo, na maioria dos estudos ha limitacdo do numero de técnicas a
serem utilizadas e reducdo do poder estatistico de analise dos resultados
(MOLINARI et al. 2013). Infelizmente, em muitos estudos ndo ha validagéo dos
achados em um grupo independente de amostras e que sejam selecionadas
com os mesmos critérios de inclusdo e exclusdo adotados quando da sua
elaboragao.

A resposta a quimiorradioterapia pré-operatéria dos canceres de reto
varia substancialmente. Apesar da boa resposta ao tratamento neoadjuvante

estar associada com resultado favoravel, até 10% dos pacientes apresentam
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recorréncia e uma média de 20,3% dos casos, metastases a distancia
(ZORCOLO et al. 2012). A habilidade em predizer resposta ao tratamento é
imprescindivel para adotar estratégias de tratamento personalizadas.
Marcadores moleculares tem potencial para estratificar os pacientes no
reconhecimento daqueles sensiveis ou resistentes a terapia neoadjuvante.
Além disso, o melhor entendimento da biologia tumoral auxilia o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas visando menores taxas de
recidiva com melhor qualidade de vida e sobrevida global para esses

pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar alteragbes genéticas e epigenéticas que corroborem para a

elucidacdo dos mecanismos de resisténcia ao tratamento radio e

quimioterapico neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de reto.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar alteracbes genbmicas, transcritos diferencialmente expressos
e perfis de metilacdo em tumores de reto;

Integrar os dados de expressao de transcritos com o perfil de metilagéo
e com o de alteragdes genbmicas para identificar candidatos a drivers
moleculares;

Analisar a fungao dos genes identificados como alterados, avaliando sua
participacado nas vias biolégicas alteradas em cancer de reto;

Usar as mesmas estratégias para avaliar resposta completa e
resisténcia ao tratamento neoadjuvante nos pacientes com cancer de
reto;

Identificar moléculas alteradas capazes de classificar os pacientes de
acordo com a resposta a terapia;

Determinar transcritos que codificam proteinas potencialmente

secretadas por adenocarcinomas de reto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram incluidos nesse estudo, 34 amostras de adenocarcinomas de reto
de pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante com quimiorradioterapia e
10 tecidos normais de reto (necropsias). Os pacientes ou seus responsaveis
legais assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
doagao das amostras para a pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center (n° 1884/14) e do
Hospital de Cancer de Barretos (HCB, n°® 1030/2015) (Anexo 1).

As bidpsias foram obtidas observando-se a determinagdo exata da
distancia entre o limite distal do tumor e a linha pectinea. Para o estadiamento
foi solicitado ressonancia magnética da pelve, tomografia computadorizada do
abdome superior, radiografia simples do térax e dosagem sérica de antigeno
carcinoembrionario (CEA).

Apos o diagnostico e estadiamento, todos os pacientes foram
submetidos ao tratamento neoadjuvante. A radioterapia foi realizada até dose
total de 5040 cGy, fracionamento diario de 180 cGy, em campos, cinco vezes
por semana, sendo 4500cGy na pelve, incluindo o sitio primario e drenagem
linfatica, seguido por boost de 540cGy em trés fragdes. Concomitante a
radioterapia, foi administrado 5- fluorouracil na dose de 1g/m? ao dia durante
cinco dias, em infusdo continua de 120 horas, na primeira e na quinta semanas

de radioterapia. A cirurgia foi realizada obedecendo aos principios classicos do
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tratamento oncoldgico. Todos os dados referentes ao estadiamento inicial,
tratamento, resposta patolégica apds cirurgia assim como outras caracteristicas
clinicas e patologicas dos pacientes incluidos no estudo estdo descritas na
Tabela 3. Todas as amostras foram reavaliadas histopatolégicamente por um
unico patologista (Dra. Maria Dirlei Begnami, A.C.Camargo Cancer Center).

A resposta ao tratamento é classificada com base na analise
anatomopatolégica da pecga cirurgica e linfonodos removidos a cirurgia. Foram
considerados pacientes com resposta patolégica completa (pCR) aqueles com
auséncia de células neoplasicas viaveis na peca operatoria, linfonodos ou em
orgaos distantes (ypTONOMO). A resposta patologica incompleta (pIR) refere-se
aqueles que nao preencherem esses critérios.

Os pacientes também foram sub-classificados de acordo com o grau de
regressao tumoral (TRG), baseado em uma versdo modificada de Dworak e
Mandard (SANTOS et al. 2014). Os casos foram divididos em quatro categorias
de acordo com a porcentagem de células neoplasicas viaveis: Grau O:
regressdo completa do tumor (0% de tumor residual); Grau I|: regressao
subtotal do tumor (< 25% de células tumorais viaveis); Grau Il: regresséo
parcial do tumor (25-50% de células tumorais viaveis); Grau lll: regressao
minima do tumor (> 50% de células tumorais viaveis). Foram classificados
como Grau Il os casos com regressédo completa do tumor, mas linfonodos
positivos (ypTON+) (SANTOS et al. 2014).

Foram coletados 34 casos, dos quais, 11 (32%) atingiram pCR (que
corresponde a TRGO na classificagdo de regresséo tumoral) e 23 casos (68%)
tiveram pIR dos quais 10 (43,5%), 10 (43,5%) e trés (9%) foram categorizados

como Grau I, Il e lll, respectivamente. Dois casos apresentaram tumores ou
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lesdes benignas prévios ao diagndstico de CaRe (RET5: leiomioma uterino;
RET43: nddulos benignos de tireoide e mama). O caso RET2 apresentou
adenocarcinoma de reto e de colon sincronicos, sendo incluido apenas nas
analises genémicas.

Vinte e um casos reportaram ter historia de cancer na familia, dos quais,
oito preenchiam os critérios clinicos para Sindrome de Lynch de acordo com a
classificagcao de Bethesda e um caso, de Amsterdam. Entre os oito casos com
critérios de Bethesda, seis apresentavam expressao das enzimas de reparo de
malpareamento de bases (MMR) avaliada por imunoistoquimica, dois casos
nao possuiam resultados para esse teste. O caso classificado com critérios de
Amsterdam também ndo foi avaliado para as enzimas MMR. O
sequenciamento do tumor desses trés casos, no entanto, nao revelou

mutagdes nos genes das enzimas de MMR.



Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos 34 pacientes com adenocarcinomas de reto incluidos no estudo.

Variaveis Todos Resposta Completa (pCR) Resposta Incompleta (pIR) p
Numero de casos 34 11 23

Género Masculino 20 7 13 0,73

Género Feminino 14 4 10
IMC (Kg/m?)

Mediana (variagao) 26,1 (18-36,2) 25,7 (23,9-36,2) 26,6 (18-31,9) 0,57
Idade ao diagnoéstico (anos)

Mediana (variagao) 56 (26-80) 61 (46-79) 52 (26-80) 0,10
Histéria Familial de Cancer (%) 21 (62) 7 (63,6) 14 (60,9) 1,00

Relacionados a Sindromes Hereditarias 9 1 8 0,16
Habito Tabagista 13 4 9 1,00
Etilista 6 3 3 0,36
Outros Tumores Primarios ou Les6es Benignas Prévios *# 3 1 2 1,00
Distancia média da Linha Pectinea (cm)

Mediana (variagéo) 4,0 (0-8) 4,5 (0-8) 4,0 (0-8) 0,66
Presenca de Pdélipos 16 6 10 0,73
CEA pré-tratamento

Mediana (variacéo, ng/uL) 4,0 (0,3-568,3) 3,0 (1,2-17,4) 4,6 (0,3-568,3) 0,08
CA19-9 pré-tratamento

Mediana (variagdo, U/mL) 9,9 (0,6-56) 14,0 (7-30,9) 7,6 (0,6-56) 0,42
Grau de diferenciagao

Bem diferenciado 8 1 7

Moderadamente diferenciado 25 9 16 0,38

NA 1 1 0
TNM -cT

T2 6 3 3

T3 26 7 19 0,48

T4 2 1 1
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Cont/ Tabela 3

Variaveis Todos Resposta Completa (pCR) Resposta Incompleta (pIR) p
TNM -cN

NO 11 4 7

N+ 23 7 16 0,72
TNM - ypT

TO 12 11 1

T1 1 0 1

T2 12 0 12

T3 7 0 7

T4 2 0 2
TNM - ypN

NO 28 11 17

N+ 6 0 6
Tempo entre o fim da QRT e a cirurgia (dias)

Mediana (variagéo) 65,5 (39-250) 63,0 (43-124) 67,0 (39-250) 0,44
N°de LND dissecados

Mediana (variagéo) 12 (0-50) 10 (0-29) 13 (4-50) 0,47
N°de casos com LND Positivos 6 0 6
Seguimento (meses)

Mediana (variagéo) 52 (13-93) 47 (13-93) 53 (17-88) 0,79
Metastases a Distancia

Figado 2 0 2

Figado e Pulmao 1 0 1

Pélvica e Adrenal 1 0 1

Pulmao 1 0 1

1Q: Intervalo interquartil, CEA: Antigeno Carcino-embrionario, CA 19-9: Antigeno Carboidrato 19-9, TNM: Classificacdo Clinica dos Tumores
Malignos, onde T= extensdo do tumor primario, N= metastase em linfonodo regional e M= metéstase a distancia. cTNM: classificagcéo clinica,
ypTNM: classificacdo apds tratamento inicial multimodal avaliado por exame histopatolégico, QRT: quimio e radioterapia, LND: linfonodos. *
Leiomioma uterino (RET5) e nédulos benignos de tireoide e mama (RET43). # Tumor de reto e colon sincrénicos (RET2).
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3.2 METODOLOGIA
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O fluxograma abaixo (Figura 1) esquematiza as etapas realizadas neste

estudo.

44 amostras

34 bidpsias CaRe

1

10 necropsias de
tecido normal de reto

11 pCR 23 pIR*
11TC 11TFP 23TC 23 TFP 5NC 5 NFP
Plataformas I 1 I I | |
Utilizad
"Ta > [DNA| [RNA| [DNA| [RNA| [DNA| [RNA|
1 1 1 1 1 1
CytoScan HD Array _ _
(Affymetrix) N=11 N=22
I T I | I | I
Painel- NGS _ _
(Agilent) N=10 N=21
Infinium® Human
Methylation EPIC N=11 N=21 N=5
BeadChip (lllumina)
| | | 1 1 | |
Human Transcriptome _ _ _
Array (Affymetrix) N=11 N=17 N=5

Figura 1 - Fluxograma da metodologia experimental utilizada neste estudo. CaRe:
Cancer de reto, pCR: resposta patologica completa, pIR: *Resposta parcial ou auséncia de resposta
ao tratamento.TC: tecido tumoral congelado, TFP: tecido fixado em formalina e em blocos de
parafina, NC: tecido normal congelado, NFP: tecido normal fixado em formalina e em blocos de
parafina. N= representa os casos efetivamente analisados em cada plataforma nas analises de
numero de copias gendémicas (CytoScan HD), sequenciamento (Painel), metilagdo global (Infinium-

EPIC) e expressédo global

desempenho.

(Human Transcriptome Array).

NGS: Sequenciamento de alto
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3.2.1 Fracionamento celular do material congelado

Para a realizagdo dos experimentos, as amostras de tecido congelado foram
submetidas a separacdo dos componentes celulares - sendo o0 nucleo e o
citoplasma utilizados neste estudo e as demais fragbes, em projetos paralelos
desenvolvidos por outro grupo de pesquisadores da instituigdo. As biopsias foram
submetidas a centrifugacédo com solugédo tampao (5 mL/g tecido, 0,25 M sacarose,
10 mM Tris-HCI, e 1 mM MgCI2) e inibidor de protease na propor¢édo 100:1
(Protease Inhibitor Cocktail Set V, EDTA-Free, Calbiochem®), como descrito por

Han et al. (2011).

3.2.2 Purificagao dos acidos nucléicos

O DNA foi extraido das fragdes celulares isoladas das amostras de tecido
congelado, como descrito acima, e purificado usando o kit DNeasy Tissue and Blood
(Qiagen, Alemanha), de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA foi
extraido de blocos de parafina usando o protocolo do kit RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit for FFPE (ThermoFisher, EUA), de acordo com as recomendacgdes

do fabricante.

3.2.3 Investigacao de Alteracoes Gendmicas
3.2.3.1 Alteragdes no numero de copias gendmicas

As alteracbes genbmicas foram identificadas usando-se a plataforma
CytoScan HD Array (ThermoFisher), que utiliza microarranjos de alta densidade
com mais de 2,6 milhdes de sondas polimoérficas e nao-polimérficas compostas por
25 pares de bases. As 750 mil sondas polimorficas ou de SNPs (para determinagao

alélica) e as 1,9 milhdes de sondas nao polimérficas (CNVs) permitem detectar
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ganhos e perdas gendémicas a partir de 25-50 kb, assim como regides com
mosaicismo e de cnLOH (Copy Neutral Loss Of Heterozygosity).

Todos os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo padrao do
fabricante. Resumidamente, 250 ng do gDNA foi digerido com a enzima de restrigao
Nspl, ligado a adaptadores especificos, amplificado pela PCR com a enzima
Titanium Tag DNA polimerase (Clontech, EUA) e visualizado em gel de agarose 2%
(fragmentos entre 150 e 2000 pb). O material amplificado foi purificado utilizando-se
beads magnéticas e quantificado em NanoDrop® ND1000 (NanoDrop Technologies,
EUA). Posteriormente, o DNA purificado foi fragmentado com a enzima DNasel,
visualizado em gel de agarose 4% (fragmentos entre 25 e 125 pb) e marcado com
biotina. O DNA marcado foi hibridado por 16-18h a 50°C no GeneChip®
Hybridization Oven 645 (Affymetrix/ThermoFisher, EUA), lavado e corado no
GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix/ThermoFisher, EUA) e escaneado no

GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix/ThermoFisher, EUA).

3.2.3.2 Sequenciamento de alto desempenho

A integridade das amostras de DNA foi avaliada utilizando o Agilent Genomic
DNA ScreenTape (Agilent Technologies, EUA) e o DNA de dupla fita foi quantificado
usando o Qubit dsDNA BR Assay kit (Life Technologies, EUA). Uma amostra nao
passou nos critérios de qualidade (RET22).

Um painel customizado com 105 genes (exons e regides flanqueadoras:
3'UTR e 5UTR - SureSelect®” Custom Panel, Agilent) relacionados ao cancer,
incluindo 13 genes da via de reparo por recombinagdo homologa (HR) e cinco da via

de reparo a erros de pareamento (MMR) foi utilizado na construgédo das bibliotecas
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para sequenciamento de alto desempenho de 32 amostras de cancer de reto
(Anexo 3).

As bibliotecas foram construidas utilizando o kit SureSelect®™" Library Prep
(Agilent) de acordo com as instrugdes do fabricante e sequenciadas no equipamento
NextSeq 550 (lllumina, EUA). Resumidamente, 50ng de DNA genbmico de cada
amostra foi submetido a fragmentagdo enzimatica e ligacdo de adaptadores que
permitem posterior amplificacdo pela PCR. A amplificagdo dos fragmentos foi
realizada com a enzima Herculase Il Fusion DNA polymerase (Agilent) e o produto
foi purificado com beads magnéticas (Agencourt AMPure*” PCR purification bead
system - Beckman Coulter, EUA). As bibliotecas foram entéo hibridadas as sondas
responsaveis por capturar as regides de interesse. As sequéncias hibridadas foram
capturadas por beads magnéticas revestidas de estreptavidina (Dynabeads MyOne
Streptavidin T1 - ThermoFisher) e amplificadas com concomitante indexagdo dos
iniciadores especificos (SureSelect®*” P7 e P5 dual indexing primers, Agilent). O
produto enriquecido foi purificado com beads magnéticas (AMPureXP - Beckman
Coulter, EUA). A verificagdo da qualidade das bibliotecas de DNA indexadas foi
realizada utilizando a High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent). O conjunto de
bibliotecas de 31 amostras com qualidade satisfatoria foi reunido em um pool de 10
nM, desnaturado em NaOH (0,2N) e diluido para 1,4 pM. As amostras foram entao
sequenciadas (2x75 pares de base em corrida pair-end no sequenciador NextSeq,

lllumina) usando o kit NextSeq 500/550 mid-output (150 ciclos) (lllumina).

3.2.4 Analise do perfil de metilagao do DNA
Amostras de DNA de 33 das 34 bidpsias congeladas de adenocarcinoma de

reto (RET21 ndo possuia DNA disponivel para o experimento) e cinco amostras
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histopatologicamente normais de reto (obtidas de necropsias) foram utilizadas na
analise global de metilacdo. O caso RET2 foi excluido das analises subsequentes
devido a presenga de tumor maligno sincrénico ao diagnostico de tumor de reto.
Desta forma, foram incluidos 32 tumores e 5 amostras de tecido de reto normal (TN)

para a analise final do perfil global de metilagéo.

3.2.4.1 Modificagao do DNA por bissulfito de sédio

O tratamento do DNA com bissulfito de sodio converte citosinas nao
metiladas em uracilas por um processo de deaminagdo, mas que nao afeta as 5-
metilcitosinas que ficam protegidas da agdo do sal pelo radical metil associado ao
carbono 5 da base nitrogenada. As amostras de DNA foram submetidas ao
protocolo de modificagcao por bissulfito utilizando o kit EZ DNA Methylation™ (Zymo
Research, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante e com as modificagdes
sugeridas pela lllumina.

Primeiramente, o DNA foi desnaturado pela adicdo de 100 pL da solugdo CT
Conversion em 50 yL de DNA (500ng), resultando em 150uL de produto de reagao.
A conversao foi realizada pela incubacdo das amostras em um termociclador nas
seguintes condigdes: 16 ciclos de 95°C por 30 segundos e 50°C por 1 hora, seguido
de 1 ciclo de 4°C por 10 minutos. O produto da reagao foi transferido para a coluna
Zymo-Spin™ [C, na qual foram adicionados 400uL do tamp&do M-Binding. Em
seguida, foram realizadas lavagens subsequentes com 100uL do tampao M-Wash e
200puL do tampé&o M-Desulphonation, sendo repetidas mais duas etapas de lavagem
com 200uL do tampao M-Wash. Por fim, o DNA convertido foi eluido em 12uL do

tampao M-Elution.
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3.2.4.2 Ensaio de Metilagao Global

Os experimentos de metilagdo global (Infinium Human MethylationEPIC
BeadChip array, lllumina) foram realizados de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. Esta plataforma permite a analise de mais de 850.000 sitios CpG por
amostra, incluindo regides promotoras de miRNAs, enhancers e sitios de ligagédo de
fatores de transcricéo.

As amostras convertidas foram amplificadas a partir da adicdao de 4uL do
DNA modificado, 20uL do reagente Multi-Sample Amplification 1 Mix (MA1) e 4L de
NaOH 0,1N. Posteriormente, foram adicionados 68uL do reagente Random Primer
Mix (RPM) e 75uL da solugdo Multi-Sample Amplification Master Mix (MSM) e
incubadas a 37°C por 21 horas no forno de hibridagéo (lllumina). O DNA amplificado
foi fragmentado com 50uL da enzima Fragmentation solution (FMS) a 37°C por 1
hora, seguido da precipitacdo das amostras, realizada a partir da adicdo de 100uL
de Precipitation solution (PM1) e 300uL de isopropanol 100%. A soluc¢do foi mantida
a 4°C por 30 minutos e precipitada por centrifugacdo de 3000g a 4°C, por 20
minutos. Apds a precipitacdo, o sobrenadante foi removido por inversao da placa, a
qual foi mantida em temperatura ambiente por 1 hora para secagem do pellet.

O DNA amplificado e fragmentado foi ressuspendido em 46uL de
Resuspension, hybridization, and wash solution (RA1) por 1 hora a 48°C. Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas e desnaturadas a 95°C por 20
minutos. Cada BeadChip, com capacidade para oito amostras, foi colocado no
HybChamberlnsert (lllumina) e 26uL de cada amostra ressuspendida foi aplicada na
parte apropriada do BeadChip, os quais foram entdo inseridos cuidadosamente na
camara de hibridag&o (lllumina) contendo 400mL de Humidifying buffer (PB2). As

amostras foram hibridadas aos BeadChips a 48°C por 21 horas. As amostras de
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tecido tumoral e normal foram colocadas no mesmo chip para diminuir viés de lote
ou processamento.

Apods hibridagao, os BeadChips foram mantidos em temperatura ambiente por
30 minutos para resfriamento prévio a lavagem. O processo de lavagem foi feito em
duas cadmaras especiais contendo 200mL de PB1 durante 1 minuto cada.
Posteriormente, cada BeadChip foi integrado a Flow-Through Chamber para a etapa
de extensdo das bases. As camaras contendo os BeadChips foram colocadas em
uma raque na posicao vertical a 44°C, onde uma série de reagentes foram
dispensados no reservatério apropriado na seguinte ordem: 150uL da solugdo RA1
por 30 segundos, 5 vezes; 450uL da solugao XStain Bead Chip solution 1 (XC1) por
10 minutos; 450uL da solugdo XStain Bead Chip solution 2 (XC2) por 10 minutos;
200puL da solugao Two-Color Extension Master Mix (TEM) por 15 minutos; 450uL de
formamida 95%/1mM EDTA por 1 minuto (repetido uma vez), seguida de incubagéo
final de 5 minutos.

Ao final da extensao, a temperatura da raque vertical foi reprogramada para
32°C e ao atingir a temperatura desejada, uma nova série de reagentes foram
adicionados e todos os passos repetidos 2 vezes: 450uL de XStain Bead Chip
solution 3 (XC3) por 1 minuto (repetida mais uma vez); 250uL da solugdo Superior
Two-Color Master Mix (STM) por 10 minutos; 450uL de XC3 por 1 minuto (repetida
mais uma vez), seguido de incubagao por mais 5 minutos; 250uL do anticorpo Anti-
StainTwo-Color Master Mix (ATM) por 10 minutos. Apds a segunda incubagdo com
ATM, foram adicionados ainda: 450uL de XC3 por 1 minuto (repetido mais uma vez)
seguido de incubagéo por mais 5 minutos; 250uL de STM por 10 minutos; e por fim,
450uL de XC3 por 1 minuto (repetida mais uma vez), seguido de incubagdo por

mais 5 minutos.
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A ultima etapa consistiu na lavagem dos BeadChips em 310mL da solugdo
PB1 e em 310mL da solugéo XStain Bead Chip solution 4 (XC4). Posteriormente, os
BeadChips foram colocados num suporte para secagem em um dessecador a vacuo

por 55 minutos e entdo escaneados usando HiScan Systems (lllumina, EUA).

3.2.5 Anadlise de expressao de transcritos

Foi extraido o RNA de 34 biépsias de carcinomas de reto fixadas em
formalina e em blocos de parafina (FFEP) e de cinco amostras histopatologicamente
normais de reto (FFEP). Estes casos eram dos mesmos pacientes incluidos na
analise gendmica, perfil mutacional e de metilagéo global. O caso RET2 foi excluido
das analises subsequentes devido a presenga de tumor maligno sincrénico ao
diagndstico de tumor de reto e trés amostras (RET3, RET15 e RET26) nao
possuiam RNA de qualidade para a realizacdo dos experimentos. Desta forma,
foram utilizadas amostras de 30 tumores e cinco tecidos normais de reto (TN) para a

investigacéo do perfil de expressao global.

3.2.5.1 Ensaio de expressao global de transcritos

Para identificar os perfis de expresséo génica dos tecidos normais e tumorais,
foi utilizada a plataforma de alta resolugédo GeneChip™ Human Transcriptome Array
2.0 (HTA, ThermoFisher). A plataforma possui sondas distribuidas por toda a
extensdo do gene, incluindo sondas especificas cobrindo regides de splicing,
proporcionando assim uma imagem mais completa e exata da expressdo génica
global com a capacidade adicional para analise de transcricdo de todas as
isoformas conhecidas produzidas por um gene. Como esta analise foi realizada em

amostras FFPE, foi utilizado o kit SensationPlus™ FFPE Amplification and WT
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Labeling Kit (ThermoFisher) para sintese, amplificagdo e marcacdo de cDNA. Esse
kit foi especialmente desenvolvido para superar os problemas de degradacédo e
fragmentacdo desse tipo de amostra, sem requerer alta concentragdo de RNA
inicial.

As etapas de processamento das amostras de RNA foram realizadas de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Um conjunto de controles de RNA
poli-A, fornecido pelo fabricante, projetado como controles positivos para monitorar
todo o processo de marcagcao das amostras, foi adicionado as amostras antes do
inicio do processamento. Resumidamente, 100ng de RNA total foram utilizados para
a sintese de cDNA. Apdés uma incubagao inicial de 10 minutos a 80°C com os
iniciadores RT, as amostras foram submetidas a agao da transcriptase reversa por
1h a 42°C e 2 minutos a 25°C. O produto foi purificado usando beads magnéticas
em lavagens seriadas com etanol 70% e ressuspendido em 14uL de agua livre de
nucleases a 65°C. Em seguida, foi sintetizada a regido promotora no cDNA.
Inicialmente, uma cauda poli-A foi incorporada a extremidade 3’ do cDNA (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase e dATP), onde ocorreu a hibridagdo de um oligo T7
dT, gerando uma regiao promotora de dupla fita no cDNA. Esse promotor permitiu a
transcricéo in vitro do cDNA pela T7 RNA polimerase (17h a 37°C) em RNA sense.
A purificacdo do RNA sense foi realizada com beads magnéticas em lavagens
seriadas com etanol 70% e ressuspendido em 23uL de agua livre de nucleases a
65°C. Para realizar a marcagdo das amostras, 10 - 25ug de RNA sense foram
convertidos em cDNA de dupla fita (ds-cDNA) utilizando uma primeira etapa com
transcriptase reversa (42°C por 2h e 25°C por 2 minutos) e uma segunda etapa com
a enzima Klenow (37°C por 40 minutos, 75°C por 10 minutos e 4°C por 2 minutos).

Apods incubar as amostras com 2uL de WT Stop Solution (65°C por 30 minutos e
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25°C por 2 minutos) e 8uL de WT Neutralization Mix (temperatura ambiente), o ds-
cDNA foi purificado usando beads magnéticas em lavagens seriadas com etanol
70% e ressuspendido em 25uL de agua livre de nucleases a 65°C. Um total de 6ug
de ds-cDNA foi utilizado para fragmentagdo e marcagao das regides terminais com
biotina, feitas com incubacdo das amostras combinadas ao Fragment and label
Buffer and Enzyme master mix a 37°C por 60 minutos, 93°C por 2 minutos e 4°C por
2 minutos. As amostras marcadas foi adicionado o mix de hibridacdo composto de
Control oligo B2 (3nM), 20X Hybridization controls - bioB, bioC, bioD e cre, 2X
hybridization mix, DMSO e agua ultrapura estéril. Esta solugao foi incubada a 99°C
por 5 minutos e 47°C por pelo menos 5 minutos até colocar nos chips. A solugao foi
inserida nos GeneChip® Probe Array (49-format) e hibridada em forno por um
periodo de 16 horas a 47°C e 60rpm. A revelagdo e a lavagem dos GeneChips
foram realizadas de forma automatizada na GeneChip Fluidics Station 450
(Affymetrix/ ThermoFisher, EUA), segundo o protocolo Expression Wash, Stain and
Scan User Manual for Cartridge Arrays (P/N 702731 Rev. 4) e o escaneamento foi

realizado no Affymetrix GeneChip Scanner 7000 (Affymetrix/ ThermoFisher, EUA).
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3.3 METODOLOGIA DE ANALISE DOS DADOS

3.3.1 Médulo 1 - Avaliagao das alteragées encontradas em cancer de reto:

Comparacgao entre amostras tumorais e normais

3.3.1.1 Analise dos resultados dos arrays de metilagao

Os dados brutos gerados (formato .IDAT) foram submetidos ao controle de
qualidade usando o software Genome Studio v. 2.0.2 (lllumina) e normalizados
usando a ferramenta de estatistica R v.3.3.2 (http://www.r-project.org).
Subsequentemente, foram removidas as sondas mapeadas nos Cromossomos
sexuais, sondas cross-reativas e aquelas com valor de p de detecgcdo média baixo,
como descrito por PIDSLEY et al. (2016). As sondas mapeadas em regides de
SNPs conhecidos foram removidas com o pacote minfi do Bioconductor (ARYEE et
al. 2014). As sondas diferencialmente metiladas entre os tumores e o TN foram
identificadas usando o pacote limma (RITCHIE et al. 2015). O valor de p ajustado
(FDR) < 5% e |AB| > 0,15 foram utilizados para selecionar sondas significativas, as

quais foram anotadas usando o MethylationEPIC_v-1-0_B2 (lllumina).

3.3.1.2 Analise de expressao de transcritos
v" Analise dos resultados do array de expressao de transcritos

Os arquivos CEL foram gerados e analisados pelos programas Affymetrix®
GeneChip® Command Console® (AGCC) 4.0 e Expression Console v.1.4.1,
respectivamente, usando o algoritmo SST-RMA (Signal Space Transformation -

Robust Multi-array Analysis). O método RMA executa a corre¢do do ruido de fundo,
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a normalizacdo dos dados e a sumarizagao das sondas para converter os niveis de
intensidade das mesmas em valores de expressédo (IRIZARRY et al. 2003). O
método SST-RMA inclui a redugéo de ruido de fundo GC4 (corregdo que leva em
conta os niveis de GC, versao 4) e normalizagao de intensidade SST, que ajusta os
niveis de intensidade das sondas.

Dois casos apresentaram qualidade insatisfatoria e foram excluidos das
analises (RET18 e RET22), totalizando 33 casos avaliados (28 amostras tumorais e
5 TN). Para selecionar sondas significativas foi utilizado o valor de p ajustado (FDR)

<0,05 e fold change |FC| > 1,5.

3.3.1.3 Comparagao com dados externos e analise integrada - TCGA

Os dados de metilagdo e de transcriptomica que estavam disponiveis pelo
TCGA para cancer de reto foram obtidos pelo UCSC Xena website
(http://xena.ucsc.edu) e utilizados para realizar analises comparativas com os dados
internos desse estudo. Dessa forma, foram incluidos dados de metilacdo de 99
tumores (sendo 11, 32, 38 e 14 casos com estadio I, II, lll e IV, respectivamente e 4
casos sem informagéo) e sete TN (Infinium Human Methylation 450K BeadChip,
lllumina) (TCGA). Igualmente, foram incluidos os dados de expressdo de transcritos
provenientes de 94 tumores (sendo 12, 26, 33 e 13 casos com estadio |, I, lll e IV,
respectivamente e 10 casos sem informac&o) e 10 TN (RNAseq versao 2) (TCGA).

Os transcritos com expresséao diferencial em CaRe (FDR < 5%) identificados
nos dois grupos (interno e TCGA) foram avaliados pelo programa IPA (Ingenuity
Pathway Analysis v.2.3) para o enriquecimento de vias canbnicas desreguladas

nesses tumores.
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A analise de integragdo entre os dados de metilagdo e expressdo de
transcritos (internos e externos) foi realizada usando o teste de correlagdo de
Pearson. Os genes com correlagdo significativa (p < 0,05) negativa (expresséo
aumentada e hipometilagcdo ou expressao diminuida e hipermetilagdo) ou positiva
(expressdo e metilagdo ambas aumentadas ou diminuidas) utilizando os dois
conjuntos de amostras foram utilizados para avaliagao in silico de vias alteradas por

metilagcdo em CaRe pelo programa IPA.

3.3.2 Moédulo 2 - Avaliagao das alteragoes encontradas em cancer de reto de

acordo com resposta ao tratamento neoadjuvante

3.3.2.1 Investigacao de Alteragdoes Gendmicas
v Alteragoes no numero de cépias gendmicas

Os arquivos CEL foram gerados e analisados pelos programas Affymetrix®
GeneChip® Command Console® (AGCC) 4.0 e Chromosome Analysis Suite v3.1
(ChAS) (Affymetrix/ThermoFisher, EUA), respectivamente. Considerou-se pelo
menos 25 sondas alteradas para perdas, 50 para ganhos e uma regidao de pelo
menos 5Mb para cnLOH, como previamente descrito (VILLACIS et al. 2016). A partir
dessa analise, obteve-se uma lista de segmentos ou regides alteradas para cada
amostra, mapeadas no genoma de referéncia hg19. Regidées com variantes comuns
foram definidas como aquelas presentes em mais de 1% da populacdo sendo
pesquisadas no Database of Genomic Variants (DGV,
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home, acesso maio de 2016) e Affymetrix Database of
Variants (aDGV composto por 2.421 amostras de individuos fenotipicamente

saudaveis avaliados pela plataforma CytoScan HD array).
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v Identificacao de regioes preferencialmente alteradas em cancer de reto

de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante

Para a identificacdo de regides diferencialmente alteradas entre pCR e pIR foi
utilizada a ferramenta online CoNVaQ (LARSEN et al. 2018). A ferramenta compara
as regides comumente alteradas em dois grupos de amostras usando o teste exato
de Fisher. Além disso, CoNVaQ calcula valores de p empiricos (pE) para regides
correspondentes executando repetidamente o mesmo teste enquanto alterna
aleatoriamente as amostras de cada grupo de estudo (teste de permutagéo). O pE
determina a probabilidade de encontrar uma regido correspondente de mesmo
tamanho ou maior, quando o tamanho de cada grupo €& preservado, mas as
amostras sao distribuidas aleatoriamente entre os grupos. A posigcédo e o tipo dos

segmentos CNV/CNA individuais ndo sao alterados por essa estratégia.

v Calculo dos escores de instabilidade genémica e de deficiéncia da via
de recombinagao homodloga

O escore ou index de instabilidade gendémica (Gll) foi definido como a fragao
de cada cromossomo com alteragbes no numero de cépias (numero total de pares
de bases cobertas por segmento dividido pelo comprimento total do cromossomo)
(LIU et al. 2016). O escore foi calculado com base nos segmentos obtidos da
analise realizada usando o ChAS 3.1 e genoma de referéncia hg19.

Os seguintes escores relacionados a deficiéncia da via de recombinagao
homdloga (HRD) foram calculados de acordo com os algoritmos descritos por
MARQUARD et al. (2015):

. Large-Scale Transitions (LST): Para o calculo de LST, regides com alteragao

no numero de copias menores que 3Mb foram filtradas e submetidas a
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smoothing. O termo smoothing se refere a incorporagdo dos segmentos de
extensdo menor aos segmentos adjacentes com diferente niumero de copias
e extensdo maior. Posteriormente, o numero de pontos de quebra que ocorre
entre regides de pelo menos 10Mb foi contabilizado para cada brago
cromossdmico de uma amostra; a soma desses eventos resulta no valor de
LST para determinada amostra. O limiar para diferenciar LST alto ou baixo
(POPOVA et al. 2012) foi estabelecido de acordo com a ploidia de cada
amostra, (calculada como descrito por MARQUARD et al. 2015), sendo o LST
de 15 ou 20 para tumores “quase-diploides” ou “quase-tetraploides”
respectivamente (Figura 2A)

Loss of Heterozygosity (LOH): Representa o numero de regides com cnLOH
maior que 15Mb e menor que um cromossomo inteiro. Escores maiores que
10 indicam a presenca de HRD (ABKEVICH et al. 2012) (Figura 2B).
Telomeric Allelic Imbalance (tAl): Refere-se ao numero de regides
teloméricas com desequilibrio alélico que se estendem até a regido
subtelomérica sem ultrapassar o centrémero (BIRKBAK et al. 2012). Os
valores de tAl foram calculados considerando-se as modificagdes propostas
por MARQUARD et al. (2015). Em suma, analisa-se 0 numero de copias
global para cada cromossomo de forma independente e usando esse valor
como base, contabiliza-se o numero de eventos com tAl para o genoma de
determinado tumor (Figura 2C). A mediana foi utilizada para categorizar os

casos com escore alto e baixo.
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Fonte: Adaptado de MARQUARD et al. (2015).
Figura 2 - Visualizagdo esquematica dos segmentos computados pelos trés

diferentes escores relacionados a deficiéncia da via de recombinagdo homdloga.

Cinza claro e escuro representam cromossomos de origem materna e paterna. A. Large-scale
transition (LST): numero de pontos de quebra entre regides adjacentes de pelo menos 10 Mb. B.
Loss of heterozygosity (LOH): regides com cnLOH maiores que 15 Mb, mas menores que o
cromossomo inteiro. C. Telomeric allelic imbalance (tAl): regides subteloméricas com desequilibrio

alélico que tem inicio além do centrdmero estendendo-se até o telébmero.

v Sequenciamento de alto desempenho

Os dados gerados a partir do sequenciamento foram analisados de acordo
com o pipeline estabelecido pelo grupo de bioinformatica e seguindo
recomendagdes da literatura (desenvolvido por Mads Malik Aagaard, Department of
Clinical Genetics, Vejle Hospital, DK). Em resumo, os dados brutos foram extraidos
apos o sequenciamento e as amostras identificadas e separadas do pool (processo
denominado demultiplexagao). Os reads resultantes foram mapeados no genoma de
referéncia humano UCSC hg19 usando o algoritmo de alinhamento BWA (LI e
DURBIN 2009). A identificacdo das variantes e a filtragem de qualidade das
variantes foram realizadas com Genome-Analysis-Toolkit - GATK (DEPRISTO et al.

2011). As variantes resultantes foram anotadas principalmente utilizando as
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ferramentas ANNOVAR (WANG et al. 2010), GATK e SnpEff (CINGOLANI et al.
2012).

O programa Ingenuity Variant Analysis (Qiagen) foi usado para classificar as
variantes de acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (RICHARDS et al. 2015). Foram excluidas as variantes consideradas
benignas ou provavelmente benignas. Em seguida, foram excluidas as variantes
com frequéncia > 0,01 nos bancos de dados: Genetic Association Database (GAD)
(BECKER et al. 2004) e/ou no The Exome Aggregation Consortium (EXAC) (LEK et
al. 2016).

As demais variantes foram curadas manualmente usando o programa
Genome Browse (Golden Helix Inc., EUA). As variantes mapeadas em regides de
homopolimeros também foram excluidas. Foi aplicada uma filtragem adicional
excluindo-se variantes de significancia incerta (VUS, classificadas pela ACMG) com
valor do escore Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) < 3,0. O
resumo do pipeline basico de analise, anotagdo e filtragem de variantes esta

esquematizado na Figura 3.
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Figura 3 - Pipeline utilizado para o processamento dos dados brutos provenientes
do sequenciamento de 105 genes relacionados ao cancer em 31 bidpsias de cancer

de reto. Estdao apresentados os pacotes, programas ou banco de dados utilizados para

comparacgdes de frequéncias alélicas e de classificacdo das variantes. Também estéo representados
0s passos para filiragem e selegao de variantes. BD: banco de dados; var.: variantes; GC: genoma
completo.

3.3.3 Dados do TCGA - The Cancer Genome Atlas

Para o calculo do Gll, descrito na sesséo anterior, foram obtidos os dados de
alteragdes gendmicas de 165 tumores de reto (sendo 30, 51, 50 e 25 casos com
estadio I, Il, Ill e IV, respectivamente e 9 casos sem informacéao) disponiveis pelo

TCGA (https://tcga.xenahubs.net/download/

TCGA.READ.sampleMap/SNP6_nocnv_genomicSegment.gz). O perfil mutacional
de 145 desses casos (sendo 28, 48, 42 e 120 casos com estadio I, II, Ill e IV,
respectivamente e 7 casos sem informacéo) estavam disponiveis e foram avaliados

utilizando cBioPortal (acesso margco, 2018 http://www.cbioportal.org/). Até o
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presente, ndo ha dados de resposta a terapia neoadjuvante nos casos de CaRe do

TCGA, impedindo tais comparagdes com os resultados obtidos no presente estudo.

3.3.4 Analise do perfil de metilagdao do DNA

O controle de qualidade e o pré-processamento dos dados brutos foi
realizado como descrito no item 3.3.1. As sondas com desvio padrdo maior que 0,2
foram utilizadas como input para o BRB array tools (http://linus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html). A andlise de agrupamento hierarquico n&do supervisionado foi
realizada utilizando a distancia Euclidiana. Foram identificadas sondas
diferencialmente metiladas nas comparagdes entre cada grupo (pCR e pIR) com o
TN usando o pacote limma (Ritchie ME, et al. 2015). O valor de p ajustado (FDR)
<5% e |AB| > 0,15 foram utilizados para selecionar sondas significativas, as quais
foram anotadas usando o MethylationEPIC_v-1-0_B2 (lllumina).

As sondas diferencialmente metiladas exclusivas da comparagdo de cada
grupo (pCR e pIR versus TN) foram utilizadas para o desenho de um modelo
preditivo de resposta a nCRT. O método de eliminagido de caracteristicas recursivas
(Recursive Feature Elimination) foi utilizado para selecionar trés sondas, as quais
foram usadas na Analise Diagonal Linear Discriminante (DLDA) para o treinamento
de um classificador (DUDOIT S et al. 2002). A performance do mesmo foi calculada

usando o teste leave-one-out cross-validation (LOOCV, BRB array tools v. 4.4.0).
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3.3.5 Analise de expressao de transcritos
3.3.5.1 Analise dos resultados da expressao global de transcritos

O pré-processamento e analise dos dados de expressao foram avaliados
como descrito na sessao 3.3.2.1. Os valores de expressao das sondas foram
comparados entre cada grupo de casos (pCR e pIR) e o grupo de TN usando o
pacote limma (RITCHIE et al. 2015) disponivel para o programa R (https://www.r-
project.org/). Para selecionar sondas significativas foi utilizado FDR <0,05 e |FC| >
1,5. O enriquecimento de vias foi realizado utilizando o programa Ingenuity Pathway
Analysis (IPA, Qiagen).

Foi realizada uma analise de secretoma com o intuito de identificar proteinas
secretadas pelos tumores de reto com potential para estarem presentes na
circulagdo, demonstrando assim, serem candidatas a biomarcadores em bidpsia
liquida. Para cada grupo, genes diferencialmente expressos com FC > 1,5 foram
selecionados para a identificacdo de produtos possivelmente secretados pelo tumor.
Inicialmente, a identificacdo das proteinas traduzidas pelos genes diferencialmente
expressos e aquisicado da sequéncia de aminoacidos de cada uma delas foi
realizada usando UniProtKB (http://www.uniprot.org). Foram avaliadas somente
sequéncias revisadas e com no maximo 4.000 aminoacidos. Os arquivos FASTA
gerados por UniProtKB foram utilizados como ferramentas de predigdo de proteinas
secretadas dos servidores CBS: SecretomeP 2.0, SignalP 4.1 e TargetP 1.1
(disponiveis em http://www.cbs.dtu.dk/services/).

A ferramenta TargetP é utilizada para a predigao de localizagado de proteinas
baseado na presengca de sequéncias na regido N-terminal que indiquem
direcionamento mitocondrial (mTP) ou peptideo-sinal da via secretora (SP). Em

adicdo, SignalP prevé a presenca e a localizacdo dos sitios de clivagem do



56

peptideo-sinal nas sequéncias de aminoacidos de diferentes organismos,
identificando proteinas secretadas pela via classica. O método incorpora uma
previsao de locais de clivagem e uma predicdo de peptideo-sinal/peptideo nao sinal
com base em uma combinacado de varias redes neurais artificiais. A ferramenta
SecretomeP permite predizer as proteinas secretadas pela via ndo classica, ou seja,
sem a presencga do peptideo-sinal. O método consulta um grande numero de outros
servidores para obter informacdes sobre varios aspectos pds-translacionais e de
localizagdo da proteina, que séo integrados na previsdo final de secregdo. A
comparagao entre os resultados dos trés bancos de dados foi realizada para
selecionar os candidatos com maior potencial para serem investigados em bidpsias
liquidas.

Proteinas identificadas como secretadas pelas vias classica (SignalP) e nao
classica (SecretomeP) que ndo possuiam como alvo a mitocondria (TargetP) foram
selecionadas para uma investigagado detalhada em bancos de dados de proteinas
secretadas em vesiculas e no plasma: ExoCarta (http://www.exocarta.org/),
Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org/) The Plasma/ Proteome database
(http://plasmaproteomedatabase.org), Cancer Secretome

(http://www.cancersecretome.org/), EVpedia (KIM et al. 2015).

3.3.6 Analise Integrada

Foi empregada uma abordagem baseada na analise integrada dos dados de
expressdo de mRNA (HTA 2.0, Affymetrix) e de metilagdo (Infinium Human
MethylationEPIC BeadChip array, lllumina) para identificar sondas/genes com
correlagdo positiva e negativa e possiveis marcadores implicados na resposta ao

tratamento neoadjuvante.
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Foram identificados genes diferencialmente expressos utilizando o modelo
linear do pacote limma (RITCHIE et al. 2015) para a comparagéao de cada grupo de
casos (pCR ou pIR) com o tecido normal (TN). O valor de p ajustado (FDR) <0,05 foi
utilizado para selecionar genes/sondas significativas. Utilizando os dados de
transcriptbmica e metiloma, foram selecionados genes/sondas com correlagao
negativa (expressdo aumentada e hipometilagdo ou expressdo diminuida e
hipermetilagdo) ou positiva (expressdo e metilagdo ambas aumentadas ou
diminuidas). Foram considerados significativos os dados de correlacédo de Pearson

com p<0,05.

3.3.7 Analise Estatistica

Anadlises estatisticas foram realizadas usando os programas SPSS (SPSS 24
Inc, EUA), MedCalc v. 18 (https://www.medcalc.org) e CoNVaQ (LARSEN et al.
2018). Variaveis categoricas e continuas relacionadas aos dados clinicos foram
comparadas por teste exato de Fisher e teste U de Mann-Whitney, respectivamente.
Multiplos grupos foram comparados usando o teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis. Para a realizagdo das analises nao supervisionadas foi utilizado o programa

BRB-array v.4.5.1 (SIMON et al. 2007).
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4 RESULTADOS

Os resultados da analise do numero de cépias gendmicas (ganhos, perdas,
cnLOH) e do perfil mutacional de 33 carcinomas de reto estdo apresentados em

detalhes no Anexo 3.

41 MODULO 1 - AVALIAGAO DAS ALTERAGOES ENCONTRADAS EM
CANCER DE RETO: COMPARAGAO ENTRE AMOSTRAS TUMORAIS E

NORMAIS.

4.1.1 Analise dos Dados de Metilagao

As mais de 850 mil sondas incluidas na plataforma Infinium MethylationEPIC
(Nlumina) foram estratificadas de acordo com a distribuicdo gendmica onde estado
localizadas: regi&do intergénica, regido promotora e corpo de genes ou 3'UTR. Em
relagdo ao contexto de CpGs, as sondas foram classificadas como: dentro de ilhas
CpG, em regides shore/ shelf (1 a 2.000 pares de bases/ 2.001 a 4.000 pb distante
da ilha CpG) e CpGs isolados em regides open sea (mais de 4.000 pb distante da

ilha CpG).

4.1.1.1 Perfil de metilagdo de cancer de reto (CaRe) comparado ao tecido
normal (TN) de reto

Inicialmente, foi realizada uma analise do perfil de metilagdo dos carcinomas
de reto como um todo e os resultados foram comparados a dados externos para

validagdo cruzada. Como nao ha dados de metilacdo publicados em CaRe
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empregando a mesma plataforma que o presente estudo, foram usados dados do
TCGA, com plataforma menos robusta (Infinium Methylation450, lllumina). A
plataforma Infinium MethylationEPIC (lllumina), utilizada neste estudo, apresenta
mais de 850 mil sondas com maioria mapeada em corpo de gene ou em regiao
3'UTR (40%) e nas regides de open sea (56%), enquanto a plataforma Infinium
Methylation450 (lllumina), com 485.512 sondas, possui a maioria das sondas
localizadas em regido promotora (41%) e uma distribuicdo mais homogénea em
relacdo ao contexto CpG (36%: ilhas, 33%: open sea, 31%: shore/ shelf). A Figura 4
representa a comparacao entre os dados obtidos no presente estudo e os obtidos
da analise de dados do TCGA.

A comparacao entre as 32 amostras de CaRe e 5 de TN, usando a
plataforma Infinium MethylationEPIC  (lllumina), revelou 76.095 sondas
diferencialmente metiladas (DM) (limma, FDR<5%; |AB| > 0,15), sendo 59.044 CpGs
hipometiladas (78%) e 17.051 CpGs hipermetiladas (22%). A maioria das sondas
hipometiladas estava localizada em regides intergénicas (46%) e nas regides open
sea (81%), enquanto a maior parte das sondas hipermetiladas estava mapeada em
regides promotoras (43%) e em ilhas CpG (50%) (Figura 4A).

Utilizando os resultados de metilagdo do TCGA (99 CaRe e 7 TN), foi
verificado 54.328 sondas DM, das quais, 33.297 (61%) e 21.031 (39%) estavam
hipometiladas e hipermetiladas, respectivamente. A maioria das sondas
hipometiladas encontrava-se distribuida nas regides intergénica (38%) e open sea
(63%) e, hipermetiladas, nas regidées promotora (43%) e de ilhas CpG (64%) (Figura
4B). Essas proporgdes foram similares as descritas para o grupo de casos do

presente estudo. Entre as 76.095 sondas DM identificadas neste estudo, 34,7%
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estavam também na plataforma 450K e 81,2% delas foram validadas usando os

dados do TCGA.
A
CANCER DE RETO VS. NAO-NEOPLASICO
59.044 sondas ‘ 17.051 sondas
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B CANCER DE RETO VS. NAO-NEOPLASICO (TCGA)
33.297 sondas 21.031 sondas
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Figura 4 - Representagao esquematica da distribuicao gendmica e do contexto CpG
das sondas diferencialmente metiladas identificadas nas amostras de cancer de reto

e das sondas presentes nas plataformas utilizadas em cada estudo. A: Sondas com

metilagdo diferencial detectadas neste estudo (32 CaRe e 5TN) foram obtidas usando a plataforma
Infinium Human Methylation EPIC (850K, Illlumina) B: Sondas diferencialmente metiladas

identificadas nos casos de cancer de reto disponiveis no TCGA (99 CaRe e 7 TN) e investigadas

pela plataforma Infinium Human Methylation 450K (lllumina)
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4.1.2 Analise de Expressao Global de Transcritos
4.2.2.1 Perfil de expressao de cancer de reto

Foram identificados 737 transcritos diferencialmente expressos (DE) em 28
CaRe comparados com cinco TN (FDR < 5%), sendo 567 sondas de transcritos
codificadores (262 FC> 1,5 e 305 FC< -1,5) e 170 de nao-codificadores (110 FC>
1,5 e 60 FC< -1,5). Os dados de transcritos DE disponiveis pelo TCGA (94 CaRe e
10 TN) foram utilizados para a comparagdo com os achados desse estudo. Entre os
9.280 transcritos DE identificados no TCGA, 454 também estavam DE no nosso
estudo, sendo 437 na mesma diregéo.

Os genes DE nas duas analises (dados internos e do TCGA) foram utilizados
para identificar vias desreguladas em CaRe usando o programa IPA, sendo
detectadas 18 vias (Tabela 4). As cinco vias mais significativas foram Cell Cycle:
G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation, Phospholipase C Signaling, Protein

Kinase A Signaling, ILK Signaling e Cyclins and Cell Cycle Regulation.



Tabela 4 - Vias candnicas alteradas em cancer de reto, identificadas usando o programa Ingenuity Pathway Analysis a
partir de genes diferencialmente expressos identificados nos dados internos e do TCGA.

Vias Canonicas IPA

Genes

Cell Cycle: G2/M DNA
Damage Checkpoint
Regulation

Phospholipase C Signaling

Protein Kinase A Signaling

ILK Signaling

Cyclins and Cell Cycle
Regulation
Estrogen-mediated S-phase
Entry

Aldosterone Signaling in
Epithelial Cells

Integrin Signaling

PRKDC,CKS2,YWHAG,CDK7,ABL1,CCNB2,AURKA,CDK1,CHEK1,CCNB1,SKP2,
KAT2B,CKS1B,TOP2A,BORA,ATR,BRCA1,SFN

RALA,MYL6,PLA2G10,ARHGEF7,FCGR2B,NFATC1,PLCD1,PLCD3,PPP1R12B,PLCET,
AHNAK,RHOB,ADCY5,MAPK3,PLA2G5,RHOU,PRKCE,PLCD4,MYL3,ITK,SRC,HDAC9,
ADCY2,HDAC4,HDAC2,RRAS,GNG2,ITGA2,ADCY6,PPP1R14A,CD79A,ITPR1,NFATCA4,
PLA2G2A,MYL9,BTK,CALM1 (includes others),PLA2G2D,GRAP2,PLCG2,MEF2D,LYN,
MEF2C,FNBP1,PRKCB
MYL6,PDE3A,ACP1,PTK2,PLCD3,PLCE1,PDE7B,ADCY5MAPK3,RYR3,CDC16,EYAZ,
MYL3,CDC25A,PDE2A,YWHAG,ADD2,GNG2,PPP1R14A,ITPR1,ANAPC7,CNGA3,MYL9,
PTPRH,PYGM,DUSP1,PLCG2,PDE1B,PTPRS,DUSP4,PTPN21,CAMK2G,AKAP12,PTK2B,
PDE7A,PPP1R3C,MYLK,PDE1A,AKAP7,PTPN12,NFATC1,AKAP11,MPPE1,CDKN3,
PLCD1,PTPN4,GLI3,FLNA,DCC,PTPRZ1,PRKCE,PDE4D,CTNNB1,PLCD4,MTMR3,PLN,
ADCY2,PDE9A,ADCY6,AKAP6,NFATC4,TCF7L1,CALM1 (includes others),
FLNC,ADD1,PDE5A,SFN,ELK1,PRKCB
MYL6,ILK,PPP2R3B,ITGB8, MYH11,CCND1,ITGB7,ITGB3,PTK2,VEGFA, TGFB1I1,
RHOB,CFL2,FLNA,MAPK3,PPM1L,RHOU,VEGFD,VCL,ACTG2,CTNNB1,MYL3,PARVA,
FBLIM1,LIMS2, TNFRSF1A,FGFR1,ACTB,FERMT2,FGFR2,MYL9,FOS,ACTA2,PPP2R3A,
FLNC,PPP2R2B,MAPK10,MMP9,FNBP1
HDAC9,HDAC4,TFDP1,HDAC2,CDK7,ABL1,PPP2R3B,CCNB2,E2F3,CCND1,CDK1,
CCNB1,SKP2,CCNA2,PPP2R3A,PPP2R2B,PPM1L,E2F1,E2F5ATR,CDC25A

CCNA2, TFDP1,E2F1,E2F5,E2F3,RBL1,CCND1,CDK1,CDC25A,SKP2

CRYAB,SGK1,HSPB8,DNAJC10,DNAJA1,SLCY9A1,PLCD1,PLCD3,PLCE1,MAPKS,
HSPE1,PRKCE,SCNN1B,PLCD4,HSPB6,AHCY,DNAJC9,HSPH1,SLC12A2,FGFR1,
FGFR2,DNAJC2,HSPD1,ITPR1,HSPA8,SCNN1G,DUSP1,PIP5K1C,PLCG2,NR3C2,

HSPB7,DNAJB5, PRKCB
RAPGEF1,RALA,ARPC1B,TSPAN7,ARHGEF7,ITGA8,ABL1,ILK,MYLK,TLN1,ITGBS,
ITGB7,ITGB3,PTK2,PPP1R12B,RHOB,MAPK3,RHOU,CAV1,VCL,ACTG2,CAPN5,SRC,
PARVA,RRAS,FGFR1,ACTB,ITGA2,ITGA6, TSPAN2,FGFR2,GSN,ITGAL MYL9,TLN2,
ACTA2, TSPAN1,PLCG2,ITGA7,FNBP1

p-valor
p-valor - z-score
corrigido

7E-07 4E-04 -2,3
5E-05 2E-03 -3,5
1E-05 2E-03 -2,6
4E-05 2E-03 -2,3
4E-05 2E-03 3,0
1E-04 4E-03 23
2E-04 5E-03 -3,4
2E-04 5E-03 -3,2
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Cont/ Tabela 4

Vias Candnicas IPA Genes p-valor p-v_al?r z-score
corrigido
Paxillin Signaling SRC,PARVA,PTK2B,RRAS,ACTB,ARHGEF7,FGFR1,ITGAS8,ITGA2,ITGA6,FGFR2, TLN1, 4E-04 9E-03 29
ITGB8,PTPN12,ITGAL,ITGB7,ITGB3,PTK2, TLN2,ACTA2, MAPK10,ACTG2,VCL,ITGA7 ’
AKAP12,GPR17,HTR4,PDE7A,PDE3A,ADORAS3,PDE1A,AKAP7,MPPE1,AKAP11,
CAMP-mediated signaling CHRM2,ADRB1,FFAR3,PDE7B,ADCY5,CNR2,MAPK3,PDE4D, SRC, PDE2A,RGS2, 4E-04 9E-03 40
ADCY2,PDE9A,NPY1R,CNR1,ADCY6,AKAP6,CNGA3,CALM1 (includes others), ’
P2RY14,NPR3,VIPR1,DUSP1,PKIB,PDE1B,GNAO1,PDE5A,DUSP4,AGTR1, CAMK2G
PLA2G10,GNA11,CACNA1H,PPP2R3B,PRKG2,PLCD1,PLCD3,PLCE1,IGF1,MAPKS3,
Synaptic Long Term RYR3,PLA2G5,PPM1L,PRKCE,CACNB2,CACNA2D3,PLCD4,RRAS,CACNA1C,ITPR1, 2E-03 2E-02 41
Depression PLA2G2A,PLA2G2D,NPR3,PPP2R3A,PLCG2,PPP2R2B,CACNA2D1,GNAO1,LYN,NPR?2, ’
PRKCB
GPCR-Mediated Nutrient ADCY2,GNG2,GNA11,CACNA1H,ADCY6,CACNA1C,ITPR1,PYY,GCG,PLCD1,PLCD3,
Sensing in Enteroendocrine PLCE1,FFAR3,ADCY5,PLCG2,CACNA2D1,LPAR5,PRKCE,CACNB2,CACNA2D3, 2E-03 3E-02 -4,3
Cells PLCD4, PRKCB
PDE2A,PTK2B,ZP3,SLC12A2,PLA2G10,CACNATH,ITPR1,PRKG2,PDE1A,PLA2G2A,
Sperm Motility CNGA3,PLCD1,PTK2,PLCD3,CALM1 (includes others), 2E-03 3E-02 -3,4
PLCE1,PLA2G2D,PLCG2,PDE1B,PLA2G5,PRKCE,PDE4D,PLCD4,PRKCB
Mitotic Roles of Polo-Like KIF23,PRC1,CDC7,PPP2R3B,CCNB2,ANAPC7,CDK1,CCNB1,PLK4,PPP2R3A,PPM1L, 2E-03 3E-02 23
Kinase PPP2R2B,FBX05,CDC16,CDC25A ’
LIF,CACNA1H,HAND1,PLCD1,PLCD3,PLCE1,IGF1,ADCY5MAPK3,PRKCE,CACNB2,
Role of NFAT in Cardiac CACNA2D3,PLCD4,HDAC9,SRC,ADCY2,HDAC4,HDAC2,RRAS,FGFR1,GNG2,ADCYES, 3E-03 3E-02 42
Hypertrophy CACNA1C,FGFR2,ITPR1,NFATC4,CALM1 (includes others), ’
PLCG2,MEF2D,CACNA2D1,MAPK10,MEF2C,SLC8A1,RCAN2,CAMK2G,PRKCB
Macropinocytosis Signaling MRC1,SRC,RRAS,FGFR1,ANKFY1,USP6NL,FGFR2,EGF,ITGB8,CSF1R,ITGB7,ITGB3, 3E-03 3E-02 21
MET,CSF1,PLCG2,PRKCE,PRKCB ’
MYL6,GRIN2D,CACNA1TH, TPM1,MYH11,TPM2,NFATC1,MAPK3,RYR3,CHRNA?,
Calcium Signaling CACNB2,CACNA2D3,MYL3,CASQ2,HDACY,LETM1,HDAC4,HDAC2,ATP2C1,CACNA1C, 3E-03 4E-02 34
ATP2A3,ITPR1,NFATC4,GRIN3A,MYL9,CALM1 (includes others), ’
ACTA2,MEF2D,CACNA2D1,MEF2C,SLC8A1,RCAN2,ATP2B4,CAMK2G
MYL6,CD4,GNA11,CXCL12,PTK2,RHOB,ADCY5,MAPK3,RHOU,PRKCE,MYL3,SRC,
CXCR4 Signaling ADCY2,RRAS,FGFR1,GNG2,ADCY6,FGFR2,ITPR1,MYL9,FOS,GNAO1,LYN,MAPK10, 5E-03 5E-02 -2,0

ELK1, ELMO1,FNBP1,PRKCB
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4.1.3 Analise Integrada de Metilagao e Expressao Génica

Foi realizada uma andlise integrada utilizando as 76.095 sondas com
metilagéo diferencial e 737 transcritos DE. A figura 5A detalha as caracteristicas das
869 sondas DM mapeadas em 393 genes diferencialmente expressos em CaRe, os
quais apresentaram correlacdo significativa (Pearson, p <0,05). Entre as 282 sondas
com correlagdo negativa (r-, sondas com hiper ou hipometilagdo cobrindo 92 genes
com diminuicdo de expressdo e 73 genes com aumento de expressao,
respectivamente), 61% estavam localizadas em regido promotora e 68% em regides
regulatorias (ilhas CpG e Shore/Shelf). Em adi¢do, as 587 sondas com correlagao
positiva (r+, sondas com hiper ou hipometilagado cobrindo 17 genes com aumento de
expressao e 246 genes com diminuigdo de expressdo, respectivamente) estavam
predominantemente mapeadas em regides de corpo de genes ou 3'UTR (80%) e
somente 15% estavam mapeadas em regides de ilhas CpG ou Shore/Shelf.

Usando os dados de expressdo (9.280 transcritos) e metilacdo (54.328
sondas) diferencial dos casos do TCGA foram identificadas 6.373 sondas DM com
correlagao significativa em relagdo a expresséo de 2.425 genes (Pearson, p <0,05)
e uma distribuicdo mais homogénea entre aquelas com r- (53%) e r+ (47%). Ainda
assim, a distribuicdo tipolégica das sondas foi similar aquela encontrada neste
estudo, considerando a diferente representatividade das sondas em cada plataforma
(Figura 5B). Em suma, 67% das 3.556 sondas com r- (sondas com hiper ou
hipometilacdo cobrindo 805 genes com expressdao diminuida e 494 genes com
aumento de expressdo nos tumores, respectivamente) estavam localizadas em
regido promotora e 85% em regides regulatérias (ilhas CpG e Shore/Shelf). Ja as
3.181 sondas com r+ (sondas com hiper ou hipometilagdo cobrindo 127 genes com

aumento de expressao e 999 genes com diminuicdo de expressdao nos tumores,
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respectivamente) localizavam-se em regides de corpo de genes ou 3'UTR (77%).
Uma fracdo maior de sondas com r+ (45%) estava mapeada em regides de ilhas
CpG ou Shore/Shelf nos casos do TCGA quando comparado aos deste estudo
(15%). No entanto, o total de sondas distribuidas nessas regides em cada
plataforma mostrou representatividade aumentada de sondas em Open Sea na

plataforma EPIC 850K usada nas amostras do nosso estudo (Figura 5).

A
ANALISE INTEGRADA DE METILACAOI EXPRESSAO
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ANALISE INTEGRADA DE METILACAO/ EXPRESSAO (TCGA)
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Figura 5 - Descricdo das sondas diferencialmente metiladas com correlagéo

significativa com os dados de expressdo génica identificadas neste estudo. (A) e

usando dados do TCGA (B). Down e up refere-se a genes com expressao diminuida e aumentada

em relagao ao tecido normal, respectivamente.
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Os genes diferencialmente expressos entre CaRe e TN nos dois grupos de
casos (dados internos e do TCGA) que sao potencialmente regulados por metilagao
(com base na analise integrada) foram utilizados para analise in silico de vias
candnicas (IPA). A Figura 6 representa em detalhes a estratégia utilizada nessa
analise. Foram identificadas 11 vias canénicas potencialmente desreguladas por

metilagdo em CaRe (Tabela 5).

Expressao Metilacao
28 CaRe vs. 5 TN 32 CaRevs.5TN
(FDR < 5%) (FDR<5%; |AB| > 0,15)
I I
\ 737 transcritos '[ ]' 76.095 sondas \
| 393 transcritos/869 sondas* |
Expressao (TCGA) Metilagao (TCGA)
94 CaRe vs. 10 TN 99 CaRe vs. 7 TN
(FDR < 5%) (FDR<5%; |AB|] > 0,15)
| |
| 9.280 transcritos | . 54.328 sondas |
| 454 transcritos | 2.425 transcritos/ | 21.440 sondas |

6.373 sondas*

}

Analise Funcional in silico
Vias candnicas alteradas por

metilacdo em CaRe
Ingenuity Pathway Analysis

Figura 6 - Estratégia utilizada para analise integrada dos dados de metilacdo e
expressao génica a partir dos dados internos e do TCGA e identificagdo de vias

alteradas por metilagdo em cancer de reto. *Correlagao de Pearson < 0,05.
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Tabela 5 - Vias candnicas identificadas pelo programa Ingenuity Pathway Analysis a
partir de genes com correlagdo significativa entre metilagdo e expressao nas
analises dos dados deste estudo (Interno) e do TCGA.

Vias Canoénicas IPA Genes P p-v_alf)r =
valor corrigido score
HDAC9,HDACA4,IGF1,ADCYS5,
Role of NFAT in Cardiac FGFR1,GNG2,CACNA2D1, 1E-07 2E-05 25
Hypertrophy CACNA1H,CACNA1C,MEF2C, ’
ITPR1, SLC8A1,PRKCB
GPCR-Mediated Nutrient ADCY5,GNG2,CACNA2D1,
Sensing in Enteroendocrine CACNA1TH,CACNA1C,ITPR1, 7E-05 3E-03 -2,6
Cells PRKCB
s e . ADCY5,GNG2,ITPR1,SLC8A1,
a-Adrenergic Signaling ADRA1A,PRKCB 1E-04 4E-03 -2,2
HANDZ2,IGF1,ADCY5,FGFR1,
Cardiac Hypertrophy Signaling GNG2,GNAO1,CACNA1C, 3E-04 6E-03 -2,6
MEF2C,ADRA1A
. . GNG2,CACNA2D1,GNAO1,CACNATH
GBy Signaling 'CACNA1C,PRKCB 6E-04 1E-02 2,4
, . ADCY5,GNG2,CACNA2D1,CACNATH
GNRH Signaling _CACNA1C,ITPR1,PRKCB 8E-04 1E-02 -2,0
. . IGF1,CACNA2D1,GNAO1,CACNA1H,
Synaptic Long Term Depression CACNA1C.ITPR1,PRKCB 1E-03 1E-02 -2,6
. . GNG2,CACNA2D1,GNAO1,CACNA1H
Androgen Signaling CACNA1C,PRKCB 2E-03 2E-02 -2,0
Cholecystokinin/Gastrin- SST.MEF2C,EPHA4,ITPR1, PRKCB  2E-03  2E-02  -2.2
mediated Signaling
. . FGFR1,GNG2,ITPR1,ARHGEF25,
Gaq Signaling ADRA1A.PRKCB 4E-03 3E-02 -2,4
Phospholipase C Signaling HDACY,HDAC4,ADCYS5,GNG2, 7E-03 4E-02 -2,2

MEF2C,ITPR1,PRKCB
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4.2 MODULO 2 - AVALIAGAO DAS ALTERAGOES ENCONTRADAS EM
CANCER DE RETO DE ACORDO COM RESPOSTA AO TRATAMENTO

NEOADJUVANTE

4.2.1 Analise de Alteragoes Genémicas

A cobertura do sequenciamento das amostras esta representada no Anexo 2.
O resultado das analises de alteragdes no numero de copias gendmicas, dos
escores de instabilidade genbmica e de deficiéncia da via de reparo por
recombinagdo homologa, assim como os resultados de sequenciamento de alto
desempenho encontram-se detalhados no Anexo 3 (manuscrito submetido para

publicagao no periddico International Journal of Cancer).

4.2.2 Analise dos dados de metilagao
4.2.21 Analise do perfil de metilagdo de cancer de reto de acordo com a
resposta ao tratamento neoadjuvante

A analise de agrupamento nao supervisionado dos 32 tumores usando as
sondas com maior variacdo entre os casos (desvio padrao > 0,02) permitiu a
observacao de trés grupos distintos (Figura 7). Interessantemente, os agrupamentos
1 e 2 estavam enriquecidos com casos de pacientes nao respondedores (cluster 1 e
2: 15/18 casos e cluster 3: 6/14).

A comparagao entre o perfil de metilacdo dos tumores versus tecido normal
de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante foi realizada para identificar
as particularidades de cada grupo. Os casos de CaRe disponiveis pelo TCGA nao
apresentam dados de resposta a terapia neoadjuvante e o unico estudo em larga

escala de metilagdo em CaRe relacionados a nCRT nao possui dados de tecido



71

normal, por isso, ndo foi possivel realizar uma comparacéo direta desses achados
com dados externos.

Foram identificadas 24.428 e 75.398 sondas DM nos grupos de pacientes
com pCR e pIR, respectivamente, em relagdo ao TN (/imma FDR<5%; |AB| > 0,15).
Dessas, 20.958 sondas estavam DM nos dois grupos, enquanto 3.470 sondas
estavam DM somente nos casos com pCR quando comparadas ao TN e, 54.440
somente em pIR (Figura 8). As sondas DM exclusivas de cada comparagao foram
selecionadas para explorar as peculiaridades de cada grupo. Os tumores de
pacientes com pCR apresentaram uma maior porcentagem de sondas
hipermetiladas (44% vs. 18% em pIR), que estavam principalmente localizadas em
regides promotoras (49% vs. 37% em pIR) e de ilhas CpG (66% vs. 36% em pIR),

enquanto a maioria das sondas DM em pIR (82%) encontrava-se hipometilada.
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Figura 7 - Heatmap demonstrativo das sondas cujos valores de B apresentaram

desvio padrao > 0,02 entre as 32 amostras de cancer de reto. Os quadros abaixo do
heatmap representam as caracteristicas clinicas e moleculares utilizadas para comparar os
agrupamentos 1, 2 e 3 (barra superior rosa, verde e azul, respectivamente). Observa-se um
enriqguecimento de casos com resposta patolégica incompleta nos clusters 1 e 2. pCR: resposta
patoloégica completa; CCSL: critérios clinicos para sindrome de Lynch; Diag< 45a: diagndstico antes
dos 45 anos de idade; ypN: status linfonodal patolégico apds tratamento; Mut: mutado; NC: nao

consta.
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Figura 8 - Representacao esquematica da distribuicdo genémica do contexto CpG
das sondas diferencialmente metiladas encontradas na comparacao entre o tecido
normal (TN) e resposta ao tratamento (pCR: resposta completa ou pIR: incompleta).
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As sondas diferencialmente metiladas em cada comparacdo (3.470 sondas
em pCR vs. TN e 54.440 sondas em pIR vs. TN) foram avaliadas em relagdo as
sondas DM na comparagao entre pCR vs. pIR (limma P<0,05; |AB| > 0,15). As
sondas alteradas exclusivas em cada comparagao com TN, mas também DM entre
os dois grupos tumorais (37 sondas exclusivas na comparagdo pCR vs. NT; e 157
pIR vs. NT) foram consideradas para desenhar um modelo de predigdo de resposta
a nCRT. As 194 sondas resultantes foram posteriormente filtradas (foram
selecionadas as sondas com AUC > 0,75 e regressao linear < 0,05) para identificar
candidatos mais informativos e ndo redundantes, resultando em trés sondas (Figura
9A).

As trés sondas resultantes dessa analise (cg13770628, cg01072658,
cg03085846) foram submetidas a Diagonal Linear Discriminating Analysis (DLDA)
para treinar um classificador preditivo de resposta a nCRT. Foi possivel discriminar
corretamente os tumores de pacientes com pCR daqueles com pIR com 100% de
sensibilidade e 90% de especificidade apds validacdo cruzada usando o modelo
leave-one-out cross validation (LOOCV) (Figura 9B). As cinco amostras normais
(TN) foram classificadas como pCR. Infelizmente, somente uma das sondas usadas
no classificador esta presente na plataforma 450K (lllumina) impedindo a validagao

do mesmo com os dados do TCGA.
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Figura 9 - Etapas utilizadas para a construgcdo de um classificador preditivo de

resposta a terapia neoadjuvante em cancer de reto. A: Diagrama de Venn mostrando a

sobreposicdo das sondas identificadas nas comparagdes dos grupos de tumores (pCR vs. TN e pIR
vs. TN) (limma FDR<5%; |AB| > 0,15) e entre si (pCR vs. pIR, limma P<0,05; |AB| > 0,15) e os
parametros utilizados para construir o classificador. B: Distribuigdo tridimensional das amostras de

acordo com o valor das sondas contidas no classificador e sua performance.
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4.2.3 Analise de expressao global de transcritos
4.2.3.1 Analise do perfil de expressao de transcritos em cancer de reto de
acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante

A andlise ndo supervisionada de agrupamento hierarquico dos transcritos
com variagado (DP > 0,02) entre as 28 amostras de CaRe analisadas resultou em
dois grupos ndo muito distintos. Nao foi possivel observar diferengas entre o grupo
de pacientes de acordo com as caracteristicas clinicas e patoldégicas incluindo
resposta ao tratamento (Figura 10). Dessa forma, foram feitas comparagdes de cada
grupo de CaRe (pCR e pIR) com o TN para verificar se as alteragdes em cada grupo
estavam relacionadas a vias bioldgicas distintas.

Foram identificados 446 transcritos DE nos tumores dos pacientes com pCR
e 913 naqueles com pIR (FDR < 5%). Dentre os transcritos DE em pCR, 378 eram
codificadores (106 FC> 1,5 e 272 FC<-1,5) e 68 nao-codificadores (30 FC> 1,5 e 38
FC< -1,5). Enquanto dos transcritos DE em plR comparados ao TN, 678 eram
codificadores (358 FC> 1,5 e 320 FC < -1,5) e 235 nao-codificadores (149 FC> 1,5 e

86 FC< -1,5).
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Figura 10 - Analise ndo supervisionada de carcinomas de reto baseada nos valores

de expressdao de sondas com desvio padrao > 0,02. Abaixo do heatmap estdo
representadas as caracteristicas clinicas e moleculares de cada paciente. Observa-se a formagao de
dois grupos (1 e 2: barra superior rosa e azul, respectivamente), sem diferengas na comparagao com
as caracteristicas avaliadas. pCR: resposta patolégica completa; CCSL: critérios clinicos para
sindrome de Lynch; Diag< 45a: diagndstico antes dos 45 anos de idade; ypN: status linfonodal

patolégico apos tratamento; Mut: mutado; NC: ndo consta.
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Os dados de expressao dos transcritos codificadores obtidos em cada
comparacgao entre os grupos de tumores (pCR e pIR) com o tecido de reto normal
(NT) foram utilizados para avaliar as vias desreguladas em cada grupo e, dessa
forma, melhor compreender as diferengcas entre os tumores de pacientes com
resposta completa a nCRT e os que n&o atingiram pCR (Figura 11).

Os 378 e 678 genes diferencialmente expressos em pCR e pIR em relagdo
ao TN, respectivamente (FDR < 5%, |FC| > 1,5), foram analisados usando o
programa IPA identificando-se 84 vias canbnicas desreguladas no primeiro grupo e
88 no segundo (p<0,05). Vinte e sete vias estavam alteradas exclusivamente em
pCR, enquanto 31 vias estavam alteradas somente em pIR (Figura 11).

As principais vias desreguladas somente em pCR incluem as relacionadas ao
sistema imune (Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells,
Mechanisms of Viral Exit from Host Cells, Altered T Cell and B Cell Signaling in
Rheumatoid Arthritis), a via de sinalizagdo de Whnt (Whnt/B-catenin Signaling, PCP
pathway), ao metabolismo celular (GDP-glucose Biosynthesis), a adesao celular
(Epithelial Adherens Junction Signaling, Cdc42 Signaling). Ja as vias desreguladas
somente em pIR abrangem fungdes como a regulagdo do ciclo celular (Cyclins and
Cell Cycle Regulation, Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation, Cell
Cycle: G1/S Checkpoint Regulation), do reparo a danos no DNA (DNA Double-
Strand Break Repair by Homologous Recombination, DNA Double-Strand Break
Repair by Non-Homologous End Joining), da transcrigdo génica (Sirtuin Signaling
Pathway, Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells, DNA
Methylation and Transcriptional Repression Signaling) e do processo de tradugao de

proteinas (EIF2 Signaling, Regulation of elF4 and p70S6K Signaling) (Figura 11).
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Vias desreguladas em Cancer de Reto de acordo
com a resposta a terapia neoadjuvante

pPCR

Crosstalk between Dendritic Cells and Natural
Killer Cells
(HLA-DRB1,ACTA2,LTB, TLN1,ACTG2,TNF,CAMK2G)

Epithelial Adherens Junction Signaling
(MYL8,ACTA2,MYL6,SORBS1, TGFBR3,ACTG2,MYH11,VCL,
ACVR1B)

FAK Signaling

(ACTA2,ITGAS, TLN1,ACTG2,VCL, TNST)

Wnt/B-catenin Signaling

(SOX4,SFRP2, TGFBR3,GNAO1,ACVR1B,LRP1,FZD7, WNT5A)
GDP-glucose Biosynthesis

(HK2,PGMS)

cAMP-mediated signaling
(AKAP12,RGS2,P2RY14,PDESA,DUSFP1,FDE3A GNAOT,
PRKAR1A, CAMK2G)

Glucose and Glucose-1-phosphate Degradation
(HK2,PGMS5)

Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid
Arthritis

(HLA-DRB1,CCL21,LTB,IL23A, TNF)

PCP pathway

(CTHRC1,JUND,FZD7,WNT5A)

Circadian Rhythm Signaling

(PER1,CLOCK, VIP)

Cdc42 Signaling
(MYL9,B2M,FOS,HLA-DRB1,MYL6,ITGAS, MYLK)
Adipogenesis pathway

(RB1, TXNIP,CLOCK, TNF,FZD7,WNT5A)

nNOS Signaling in Skeletal Muscle Cells
(RYR3,DMD)

Eicosanoid Signaling
(PTGIS,PTGS1,HPGDS,PLA2G2A)

Mechanisms of Viral Exit from Host Cells
(ACTA2,XPO1,ACTG2)

pIR

VEGF Signaling

(ROCK2,VEGFA,ACTA2,FOXO03,EIF2S3, ACTG2,HIF1A,EIF252,EIF1AX,ATM)
Sirtuin Signaling Pathway

(PRKDC,CXCL8,GADD45B,5LC2A1,GLS, TOMM20,PCK1,HIF 1A, HMGCS2,S0D2,
FOX03, TOMM34,CLOCK, HIST1H4J,NAMPT,SLC25A5,NOS2, TNF,NDUFB2)
Regulation of elF4 and p70S6K Signaling

(RPS15,RPS13,ITGAZ ITGAS,EIF2S3,RPS2,EIF3E,RPS4X EIF2S2, EIFTAX ATM,
EIF3M)

Clathrin-mediated Endocytosis Signaling
(MYOB,LPA,USP9X,ITGAS,VEGFA, UBD,HSPA8,MET,ACTA2, TFRC,ACTG2,CLU,
AFOD,ATM)

Protein Ubiquitination Pathway
(CRYAB,DNAJC9,HSPH1,USP9X,HSPB8,DNAJC3,DNAJC10,DNAJC2,HSPD1,
DNAJA1,UCHL3,UBD,HSPA8,USP49,HSPB6, UBE2C,HSPB1)

EIF2 Signaling

(EIF283,EIF3E,RPS4X,EIF252,EIF3M,VEGFA RP515ACTA2, RPS13,RPL21,RPL37,
ACTG2,RPS2,EIF1AX,ATM)

Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation
(PRKDC,CKS2,TOP2A,ABL1,AURKA,ATM)

Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation
(RB1,TFDP1,HDAC2,CDK6,ABL1,GNL3,ATM)

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling

(RB1,CCNA2,FOS, TFDP1,GSTM3,CDK®6,IL1B, TNF,PTGES3,ATM,HSPB1)
Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells
(SET,HIST1H4K, HIST1H4D,HAND1,HIST1H4J,SKIL)

DNA Double-Strand Break Repair by Non-Homologous End Joining
(PRKDC,DCLRE1C,ATM)

DNA Double-Strand Break Repair by Homologous Recombination
(ABL1,BRCA2,ATM)

Cyclins and Cell Cycle Regulation

(RB1,CCNA2, TFDP1,HDAC2,CDK6,ABL1,ATM)

Renal Cell Carcinoma Signaling
(MET,UBD,VEGFA,FOS,SLC2A1,HIF1A,ATM)

DNA Methylation and Transcriptional Repression Signaling
(HDAC2,HIST1H4K,HIST1H4D,HIST1H4J)

Figura 11 - Vias desreguladas exclusivamente em um dos dois grupos de cancer de

reto de acordo com a resposta a quimiorradioterapia neoadjuvante. As 15 vias alteradas

com maior significancia estdo descritas para cada grupo: resposta patolégica completa (pCR) e

incompleta (pIR).



80

4.2.3.2 Anadlise do secretoma de cancer de reto de acordo com a resposta ao
tratamento neoadjuvante

Para identificar proteinas potencialmente secretadas pelos tumores de reto
dos pacientes com pCR e plR com potencial para serem utilizadas como
marcadores detectaveis em bidpsia liquida, foram utilizados os 106 genes que
apresentaram aumento de expressao (FDR < 5%, FC > 1,5) em pCR e o0s 358 em
pIR. Todos os genes do grupo de pCR e 353 genes de pIR foram associados a

proteinas identificadas usando UniProtKB (http://www.uniprot.org) cujas sequéncias

foram utilizadas para predigdo in silico - cinco genes foram associados a dois
UniProt IDs (HIST1H2BI e HIST1H2BG ao ID: P62805; HIST1H4D, HIST1H4J e
HIST1H4K ao ID: P62805) e dois genes codificam proteinas com mais de 4,000
aminoacidos e ndao puderam ser avaliados.

A analise usando as trés ferramentas de predicdo SecretomeP 2.0, SignalP

4.1 e TargetP 1.1 (CBS servers: hitp://www.cbs.dtu.dk/services/) resultou em 40

proteinas potencialmente secretadas em pCR e 104 proteinas em pIR (Anexo 4). A
busca em bancos de dados por essas proteinas ou respectivos mRNAs descritos
em vesiculas extracelulares (VE) provenientes de amostras de carcinomas
colorretais (linhagens celulares, urina, saliva, plasma, tumores ou lavagem

abdominal) (Vesiclepedia: http://www.microvesicles.org/ ou Exocarta:

http://www.exocarta.org/) e em plasma (Plasma Proteome:

http://plasmaproteomedatabase.org) resultou em 17 proteinas em pCR e 56 em pIR

(Figura 12 e Anexo 5).
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A PCR B pPIR

CBS Servers Vesiclepedia CBS Servers Vesiclepedia
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Figura 12 - Diagrama de Venn representando o0 numero de proteinas

potencialmente secretadas por tumores de reto. A. Pacientes que apresentaram resposta
patolégica completa (pCR) ou B. incompleta (pIR) identificadas por analise in silico (CBS servers).
Também esta representado o conjunto dessas proteinas descritas em bancos de dados de vesiculas
extracelulares (proteinas ou mRNAs de amostras de cancer colorretal em Vesiclepedia ou ExoCarta)

e de plasma (Plasma Proteome).

Doze dessas proteinas sdo comuns aos dois grupos de amostras (pCR e
pIR) e ndo foram consideradas potenciais marcadores de resposta ao tratamento
(Anexo 5). Também foi realizada uma busca nos dados do Cancer Secretome

(http://www.cancersecretome.org/) sendo identificadas uma proteina da lista de pCR

e 20 da lista de pIR. Dessa forma, esse banco de dados foi usado como filtro
apenas para os plR. Ao final, foram identificados cinco potenciais marcadores

secretados em pCR e 14 em pIR (Tabela 6).
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Tabela 6 - Proteinas potencialmente secretadas por tumores de reto de acordo com
a resposta ao tratamento neoadjuvante.

Gene Nome da Proteina UniProt FC FDR

Resposta Patolégica Completa

ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase Q12797 1,70 0,039

B2MG Beta-2-microglobulin P61769 1,94 0,031

ERG1 Squalene monooxygenase Q14534 1,54 0,046
UDP-glucose:glycoprotein QI9NYU1

UGGG2 1,56 0,027
glucosyltransferase 2 (UGT2)

WNT5A Protein Wnt-5a P41221 1,58 0,023

Resposta Patolégica Incompleta
Amphiregulin (AR) (Colorectum cell-

AREG ] P15514 2,44 0,004
derived growth factor) (CRDGF)

BACE2 Beta-secretase 2 Q9Y520 1,54 0,015
CD44 antigen (Extracellular matrix

CD44 P16070 2,00 0,005
receptor Ill) (ECMR-II)

CD47 Leukocyte surface antigen CD47 Q08722 1,75 1,09E-04
Cell migration-inducing and

CEMIP Q8WUJ3 2,26 0,002
hyaluronan-binding protein

CXCL3 C-X-C motif chemokine 3 P19876 1,83 0,002

CXCL5 C-X-C motif chemokine 5 P42830 2,25 0,026

DPEP1 Dipeptidase 1 P16444 1,52 0,039

GDF15 Growth/differentiation factor 15 Q99988 2,17 0,001

LIF Leukemia inhibitory factor P15018 1,60 0,013
Hepatocyte growth factor receptor

MET (Proto-oncogene c-Met) (Tyrosine- P08581 1,66 8,46E-05
protein kinase Met)

PDCD5 Programmed cell death protein 5 014737 1,59 1,36E-04

PHF6 PHD finger protein 6 Q8IWS0 1,51 0,002

UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C 000762 1,58 0,007

UniProt: Numero de identificagao das proteinas dados pelo UniProtKB (http://www.uniprot.org); FC.:

Fold Change; FDR.: False discovery rate

A expressao dessas 19 proteinas foi avaliada utilizando o banco de dados

EVpedia (KIM et al. 2015) em VE provenientes de sangue total de individuos

saudaveis, de soro de pacientes com cancer colorretal e de duas linhagens

celulares de cancer colorretal; uma sensivel a 5-FU (HCC2998) e outra resistente
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(SW620) (http://colonatlas.org/). Esses grupos continham 457, 669, 1841 e 2691
moléculas descritas, respectivamente. Nao haviam dados provenientes de amostras
de cancer de reto.

Entre as cinco proteinas avaliadas em pCR, uma estava presente nas VE de
todos os grupos (B2MG), trés ndo foram encontradas em nenhum outro grupo
(EREG1, UGGG2 e WNT5A) e a proteina ASPH estava presente em pCR, no
sangue de individuos saudaveis e nas VE da linhagem sensivel a 5-FU. Dentre as
14 proteinas utilizadas na comparacdo com pIR, cinco ndo estavam presentes em
nenhum outro grupo (AREG, CXCL3, CXCL5, LIF e PHF6), enquanto UBE2C foi
identificada em pIR e na linhagem resistente (SW620). CEMIP foi encontrada em

pIR, na linhagem resistente a 5-FU e no soro de pacientes com CCR (Figura 13).



List #1 List #1

List #5

List #5
ASPH

Listas Amostra, grupo, niimero EVpedia # de moléculas
List#1 Linhagem de cancer de colon (HCC 2698); Sensivel a 5-FU; 278941040114 1841
List#2 Linhagem de céncer de colon (SW620); Resistente &4 5-FU; 278941040119 2691
List#3 Sorp; Cancer Colorretal; 289865850101 669
List#4 Sangue Total; Individuos saudaveis; 267750130105 457
List#5 Tumor, pCR ou pIR 50ul4

Figura 13 - Diagrama de Venn representativo da comparagao dos potenciais marcadores secretados por tumores de reto

com resposta patolégica completa (pCR) e incompleta (pIR) ao tratamento neoadjuvante (List#5). Estéo listadas as proteinas
descritas em vesiculas extracelulares provenientes de sangue total de individuos saudaveis (List#4), soro de pacientes com céancer colorretal

(List#3) e duas linhagens celulares de cancer colorretal sendo uma sensivel (List#1) e outra resistente a 5-fluorouracil (List#2).

84
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4.2.3.3 Analise integrada de metilagao e expressao em céancer de reto
de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante

As sondas DM em cada grupo pacientes de acordo com a resposta
ao tratamento (pCR e pIR) em relacéo ao tecido normal e que apresentaram
correlacao significativa (p<0,05) com os dados de expressao génica estéao
descritas na Figura 14. Foram identificadas 116 sondas mapeadas em 93
genes nos casos com pCR, a maioria com r- (66%). O oposto ao identificado
em pIR onde 72% das 2824 sondas DM apresentaram r+. Em geral, as
sondas com r- encontravam-se, principalmente, em regido promotora nos
dois grupos (64% em pCR e 53% em pIR) e aquelas com r+, estavam em
regidbes de corpo de gene ou 3'UTR (74% em pCR e 76% em pIR). A
distribuicdo das sondas em relagao as ilhas CpG, no entanto, foi diferente
nos dois grupos. Enquanto 49% das sondas com r- e 18% com r+ estavam
localizadas em ilhas CpG nos casos com pCR, somente 24% daquelas com
r- e 6% com r+ localizavam-se nessa regido em nao respondedores. Os dez
genes cujas sondas mapeadas em regido promotora apresentaram maior
correlagcdo negativa em relagdo a expressao estdo representados na Tabela

6.
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ANALISE INTEGRADA DE METILACAQ/ EXPRESSAO
Resposta Patologica Completa

77 sondas (42 genes down+15 up) 39 sondas (24 genes down+12 up)

—————————

™ Correlacao Negativa Hlumina 850k ™ Correlacao Positiva

™ Promotora M Corpo-gene /3’UTR

™ TIlhas CpG ™ Shore/Shelf ™ Open sea
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ANALISE INTEGRADA DE METILACAO/ EXPRESSAO
Resposta Patologica Incompleta

789 sondas (239 genes down+320 up) 2035 sondas (970 genes down+116 up)

[ ———

™ Correlacio Negativa Illumina 850k ™ Correlacio Positiva

™ Promotora ™ Corpo-gene /3’UTR

6%

™ Tlhas CpG ™ Shore/Shelf ™ Open sea

Figura 14 - Descricdo das sondas diferencialmente metiladas com
correlacao significativa com os dados de expressao génica identificadas em
tumores de reto de pacientes com resposta patoldégica completa. (A) ou

incompleta (B) a terapia neoadjuvante. Down e up refere-se a genes com expressao

diminuida e aumentada em relagao ao tecido normal, respectivamente.
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Tabela 7 - Dez genes com correlagdo negativa entre os resultados de
metilacdo e expressdo em tumores de reto de pacientes com resposta
completa ou incompleta a terapia neoadjuvante.

Gene N° sondas Metilagdo Expressao r p-valor
Resposta Patologica Completa

TBX20 3 Hiper Down -0.66 1.77E-04
ZNF85 1 Hiper Down -0.65 2.46E-04
ZNF75A 10 Hiper Down -0.63 4.22E-04
ZNF518B 6 Hiper Down -0.63 4.30E-04
ST3GAL4 2 Hiper Down -0.56 2.19E-03
PTPRF 1 Hiper Down -0.56 2.26E-03
ZNF730 1 Hiper Down -0.56 2.30E-03
MIR1197 1 Hipo Up -0.54 3.46E-03
ZNF608 1 Hiper Down -0.54 3.55E-03
ITIH5 2 Hiper Down -0.46 1.55E-02
Resposta Patolégica Incompleta

TRIM29 4 Hipo Up -0.74 9.50E-06
UNC5CL 1 Hipo Up -0.71 2.78E-05
KIAA0226L 1 Hipo Up -0.69 5.86E-05
CLIC6 5 Hiper Down -0.68 9.28E-05
INPP5D 9 Hipo Up -0.68 9.99E-05
FAM155A 4 Hiper Down -0.66 1.69E-04
TUSC3 3 Hiper Down -0.65 2.11E-04
LTBP2 1 Hiper Down -0.65 2.68E-04
GSTA4 2 Hiper Down -0.64 3.15E-04
SMAD9 1 Hiper Down -0.61 8.02E-04

N° sondas: numero de sondas diferencialmente metiladas mapeadas no gene. Metil. status

de metilacdo das sondas: Hipermetiladas ou Hipometiladas. Expressédo: Down e up refere-

se a genes com expressao diminuida e aumentada em relacdo ao tecido normal,

respectivamente. r. correlagao de Pearson.
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5 DISCUSSAO

514 MODULO 1 - AVALIAGAO DAS ALTERAGOES
ENCONTRADAS EM CANCER DE RETO: COMPARAGAO ENTRE

AMOSTRAS TUMORAIS E NORMAIS

A metilacdo do DNA é um mecanismo essencial no controle de
expressao génica, regulando a acessibilidade a cromatina e a transcrigao.
Células tumorais, frequentemente apresentam hipometilagdo global, a qual
leva a instabilidade genémica e, hipermetilagao de ilhas CpG especificas em
regides promotoras, a qual promove o silenciamento de diversos genes,
incluindo supressores tumorais (ISSA 2004).

No intuito de compreender melhor a biologia dos tumores de reto foi
realizada, primeiramente, uma analise das sondas diferencialmente
metiladas (DM) em relagao ao tecido normal. Com o objetivo de confirmar se
os achados encontrados nesse estudo eram reprodutiveis, foi feita
comparagao com os dados de metilagao depositados pelo TCGA. Todos os
casos disponiveis para a plataforma 450K (lllumina) foram utilizados, (sendo
11, 32, 38 e 14 casos com estadio I, II, lll e IV, respectivamente e 4 casos
sem informagé&o). Ainda que utilizando plataformas diferentes e que nossos
casos englobassem somente tumores em estadios Il e lll, 81,2% das sondas
DM presentes em ambas as plataformas foram validadas com os dados

externos. De forma geral, os tumores de reto apresentaram hipometilagéo
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acentuada, principalmente em regides intergénicas e de Open Sea,
enquanto as sondas hipermetiladas encontraram-se principalmente em
regides promotoras e de ilhas CpG.

WEI et al. (2016) realizaram analise semelhante em doze amostras
pareadas de seis casos de CaRe (estadios Il e lll) e TN usando a plataforma
lllumina Infinium Methylation 450K. Os autores encontraram a maioria das
sondas com hipometilagcéo (56,6% das sondas DM) em regides ndo cobertas
por ilhas CpG (67,3%) e hipermetilacdo em regides proximas (Shore/Shelf)
ou de ilhas CpG (94,9%). Os autores selecionaram as CpGs localizadas em
TSS200, TSS1500, 5’UTR ou no 1° exon para avaliar o padrao de metilagao
de 36 genes com mais de duas sondas DM em CaRe. No presente estudo,
utilizamos a mesma estratégia de selegao descrita pelos autores para avaliar
esses mesmos genes. Foi encontrado o mesmo padrao de metilagdo em
relacdo ao TN em 31 genes, enquanto nao foram identificadas sondas DM
em 3 genes (FRZB, KCNQ1, ZNF655) e dois genes tinham padrdes inversos
de metilagdo (KCNIP4 e TNFRSF8 estavam hipo e hipermetilados em WEI
et al. (2016), respectivamente; enquanto apresentaram AR+ e AB- no
presente estudo).

A mesma estratégia e plataforma empregadas por WEI et al. (2016)
foram utilizadas por VYMETALKOVA et al. (2016) em 25 amostras de CaRe
(estadios |, IlI, Il e IV) pareadas com 25 tecidos normais adjacente. Os
autores descreveram 5.929 CpGs DM, com predominancia de hipometilagao
em regides intergénicas e de Open Sea e hipermetilagdo em regides de ilhas

CpG. Somente as CpGs com maior hiper e hipometilagdo, assim como 33
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genes identificados na analise de agrupamento hierarquico, foram
comparadas com os dados do TCGA, observando-se 77% de concordancia.
A comparacao entre os dados desse e do presente estudo revelaram que
94% dos 48 genes apresentaram o mesmo padrao de metilagédo, reforgcando
que o padrao alterado de metilagcdo aqui descrito, representa de fato
modificacdes encontradas nos tumores de reto. Os autores ndo abordaram o
papel da metilagao e resposta a nCRT em CaRe, uma vez que nem todos os
pacientes incluidos no estudo foram submetidos a esse tratamento
(VYMETALKOVA et al. 2016).

A andlise global de expressdo génica em CaRe revelou 737
transcritos DE, dos quais 437 (59%) foram validados com dados externos
(TCGA), ainda que usando diferentes técnicas (microarray de expressao no
presente estudo e sequenciamento de RNA no TCGA) e que os dados nao
estivessem pareados para estadiamento. Todos os casos disponiveis pelo
TCGA foram utilizados para que se obtivesse um maior poder estatistico
para comparagao. Uma meta-analise de trés diferentes estudos (GEO
datasets: GSE75548, GSE35982, GSE12225) comparando os resultados de
expressdo génica de 65 CaRe e 42 tecidos normais adjacentes (TNA)
identificou 4.091 mRNAs DE, que comparados aos dados do TCGA (READ:
95 CaRe e 10 TN) revelaram 2.118 genes (52%) em comum (SUN et al.
2017). Entre esses 2.118 genes, 204 também foram identificados no
presente estudo, sendo que 97 nao estavam disponiveis para comparacao.

Os 437 genes DE identificados no presente estudo e validados com

os dados do TCGA foram usados para identificar vias desreguladas em
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CaRe. Destacaram-se entre os achados as alteragdes nas vias relacionadas
ao controle do ciclo celular, as quais podem estar associadas com a
promogao de instabilidade gendmica por bloqueio do ponto de verificagao
G2/M de danos ao DNA (G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation) e
indugao de proliferagao por ativagao de ciclinas e do ciclo celular (Cyclins
and Cell Cycle Regulation, Estrogen-mediated S-phase Entry, Mitotic Roles
of Polo-Like Kinase) (Tabela 4). Esses resultados corroboram a alta
instabilidade gendmica observada nestes tumores assim como o numero
significativo de casos com escores indicativos de falha nos mecanismos de
reparo a danos no DNA por recombinagdo homodloga (Anexo 3).

A baixa sensibilidade as lesdes no DNA pode ser também decorrente
da desregulagao da via das integrinas (Integrin Signaling), identificada como
alterada nos carcinomas de reto (Tabela 4). As integrinas tem papel
fundamental na comunicacdo com a matriz extracelular e participam da
inibicdo do crescimento celular por meio da inibicdo por contato. A perda de
contato célula-célula causa modificagdes da arquitetura celular que podem
levar a diminuicdo da expressao da proteina p53, responsavel pela indugao
de apoptose ou bloqueio da proliferagcao celular na presenca de danos no
DNA (BIANCONI et al. 2016). Além da via de sinalizagdo das integrinas,
outras duas vias foram identificadas como alteradas em CaRe (/LK e Paxillin
Signaling) (Tabela 4). Essas vias estéo relacionadas ao papel das integrinas
na manutencao do citoesqueleto e contato com células vizinhas (ATTWELL

et al. 2003).
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Uma série de vias de sinalizagdo interconectadas também estava
alterada em CaRe (Tabela 4). Foi identificada a desregulagdo da via de
sinalizagcdo de resposta a estimulos externos relacionada a receptores
associados a proteina G (GPCR) em células enteroenddcrinas (GPCR-
Mediated Nutrient Sensing in Enteroendocrine Cells). Essas células agem
como sensores aos componentes liberados no intestino, reconhecidos pelos
GPCRs, resultando em sinais transmitidos a outros 6rgdos do organismo,
como por exemplo a liberagdo de insulina e controle da glicose livre no
sangue (MORAN et al. 2008). Os GPCRs sao receptores transmembranicos
(CXCR4 é um dos GPCRs: CXCR4 Signaling) que controlam as vias de
transdugdo de sinais intracelulares ativando a proteina G. Esta proteina
regula uma série de eventos de sinalizagdo a jusante, como a formagao de
AMP-ciclica (cCAMP-mediated signaling), a qual ativa proteinas quinase A
(Protein Kinase A Signaling) que ativam, por exemplo, fatores de transcricao
(REIMANN et al. 2012; LAW et al. 2016; HUSTED et al. 2017). Outro evento
€ a ativagao das fosfolipases C (PLC: Phospholipase C Signaling), que
realizam a hidrolise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), produzindo
inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 liga-se a receptores
no reticulo endoplasmatico ativando canais de calcio (Ca™: calcium
signaling) (YANG et al. 2013). A regulagao dos niveis de calcio citosélico foi
correlacionada a morte celular por apoptose e autofagia (HARR e
DISTELHORST 2010). Recentemente, RAYNAL et al (2016) relataram que a

modulagcdo da via de sinalizacdo de calcio pode reverter o silenciamento
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epigenético de genes supressores de tumor em multiplas linhagens celulares
de cancer, incluindo o cancer de colon.

Ao avaliar os dados brutos adquiridos pelo TC-GA-Assembler de 163
CaRe e 9 TN disponiveis pelo TCGA (READ), ZUO et al. (2016)
identificaram 620 genes DE (389 com aumento e 231 com diminuigdo de
expressdo). Os processos biologicos associados a esses genes,
identificados usando o Gene Ontology (GO), incluiam biogénese e
organizagao de componentes celulares, processos metabdlicos, celulares e
do sistema imune. A partir dos genes DE, foi construida uma rede de genes
com alta correlagdo de expressao (r > 0,6) composta de 71 genes e 253
interacoes. Esses genes estavam relacionados com contracdo endotelial,
ribossomos e adesdo focal. Trés modulos foram extraidos da rede
(contragcdo muscular e organizagdao do citoesqueleto; regulacdo da
proliferagcdo de células da glia e organizagao da matriz extracelular) e foi
realizado o enriquecimento dos genes contidos em cada mddulo usando o
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (ZUO et al. 2016).
Entre os 27 genes presentes nos trés modulos, 13 também estavam DE no
presente estudo. No presente estudo também foram identificadas vias
desreguladas relacionadas a organizagdo do citoesqueleto e adeséao focal
(Integrin, Paxilin e ILK Signaling; Tabela 4).

SUN et al. (2017) usaram somente dados de transcritos DE para
realizar uma meta-analise usando trés estudos prévios como grupo de
treinamento e os dados do TCGA como teste (descrito na p. 95). Os autores

utilizaram os 2.118 genes DE identificados para avaliar 66 dos 95 CaRe com
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dados clinico-patolégicos completos disponiveis pelo TCGA, resultando em
16 mddulos cujos genes apresentaram expressao semelhante. Cada modulo
foi comparado (correlagdo de Pearson) as caracteristicas clinicas e
patolégicas (estadiamento patolégico, pTNM, género, tipo histolégico, idade
ao diagndstico, invasao linfatica e sobrevida global) dos CaRe. O mddulo
com maior correlagao significativa com estadiamento (r= 0,38; p = 0,002),
apresentou 54 genes envolvidos em adeséo celular (GO e KEGG) que foram
posteriormente filtrados, resultando em cinco genes (SCG3, SYP, CDK5R?2,
AP3B2 e RUNDC3A) capazes de diferenciar estadios I/l de llIlI/IV (AUC =
0,744). Dentre esses cinco genes, o aumento de expressdo de SCG3 foi
validado em um outro grupo de casos (GSE29621) como associado a
estadiamento IlI/IV e pior progndstico em CaRe. O mddulo com associagéo

a sobrevida global (Hazard Ratio = 13,534; p = 0,014) apresentou 41 genes

relacionados ao cancer (p = 0,046) e a sinalizagdo mediada por calcio (p
0,039; GO e KEGG). Dentre os genes filtrados nesse grupo, HOMER?2 foi o
unico validado no grupo independente (GSE29621) como associado a
menor sobrevida global e pior progndéstico em CaRe. No presente estudo, foi
identificado somente um (/L23A) dos 95 genes DE presentes nos dois
modulos. Curiosamente, os dois genes (SCG3 e HOMER?Z), cuja expressao
aumentada foi associada ao pior prognostico no relato de SUN et al. (2017),
apresentaram expressao diminuida em CaRe comparado ao TN nos casos
do TCGA.

A anadlise integrada dos dados de transcritos DE e sondas DM em

CaRe comparado ao TN revelou uma maior proporcdo de sondas com
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correlagao positiva (r+) quando comparado aos dados do TCGA (68% vs.
47%, respectivamente). Esse achado € provavelmente decorrente da
composicao das diferentes plataformas usadas nas duas analises, uma vez
que a plataforma EPIC 850K (lllumina) apresenta um acréscimo de mais de
400 mil sondas em relagado a 450K (lllumina), das quais, 40% localizam-se
em regido de corpo de gene e 78,2% em open sea (MORAN et al. 2016). A
metilagdo em corpo de gene tem sido descrita como um mecanismo
epigenético que apresenta correlacdo positiva em relagdo a expressao
génica (YANG et al. 2014). Estes achados corroboram os resultados da
analise integrada do presente estudo e dos dados do TCGA, dos quais,
respectivamente, 80% e 77% das sondas com r+ estavam em corpo de gene
(Figura 5). Como esperado, a maioria das sondas com correlagdo negativa
estavam localizadas em regido promotora de genes, nos dois grupos.

HUA et al. (2017) avaliaram os genes com metilagao diferencial (93
CaRe e 7 TN) em ilhas CpG que também apresentaram alteragdo nos niveis
de expressao (89 CaRe e 10 TN) disponiveis pelo TCGA (READ). Os
autores reportaram 50 genes alterados, dos quais 11 exibiram aumento e
39, diminuicdo de expressao, sendo que todos apresentaram CpGs
hipermetiladas. Dentre esses 50 genes, 12 foram identificados em nossa
analise integrada, mas somente 7 apresentaram metilagdo diferencial em
ilhas CpG: seis genes hipermetilados e com diminuicdo de expressao
(DCLK1, GNAO1, HAND2, LONRF2, NBEA, RELN, SLC8A1, SLIT3, TLL1,
TMTC1 e UNC5C) e um gene com hipermetilagcdo e aumento de expressao

(GRIN2D). Um dos motivos pelos quais nao foi encontrada uma elevada
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concordancia entre os dois estudos, pode ser a diferenca nas etapas de pré-
processamento dos dados de metilagdo. Os autores, por exemplo, nao
excluiram as sondas mapeadas nos cromossomos sexuais, de modo que
170 das 561 sondas DM descritas estavam mapeadas no cromossomo X e
duas no cromossomo Y. Além disso, os autores obtiveram os dados de outro
repositério (https:// tcga-data.nci.nih.gov/tcga/, Oct 20, 2015) e utilizaram um
numero diferente de casos em relagdo ao nosso estudo. Os autores ainda
descreveram as vias alteradas identificadas a partir dos 50 genes (KEGG),
incluindo: cAMP signaling pathway, circadian entrainment, glutamatergic
synapse, nicotine addiction, amphetamine addiction, morphine addiction,
melanogenesis, retrograde endocannabinoid signaling e cholinergic synapse.
A via de sinalizacdo de cAMP também foi identificada em nosso estudo.

A analise funcional in silico dos genes identificados a partir da
integracdo dos dados de metilagdo e expressédo génica dos dois grupos de
casos aqui analisados (dados internos e TCGA) revelou 11 vias candnicas
desreguladas. Quatro dessas vias (GPCR-Mediated Nutrient Sensing in
Enteroendocrine Cells, Phospholipase C Signaling, Role of NFAT in Cardiac
Hypertrophy e Synaptic Long Term Depression) ja haviam sido identificadas
na analise de expressao global de transcritos (CaRe vs. TN), confirmando
sua relevancia em CaRe assim como o mecanismo de regulagdo desses
genes por meio da metilagdo. Além disso, também foram identificadas vias
especificas ligadas diretamente (GBy Signaling, Gaq Signaling, a-Adrenergic
Signaling) ou indiretamente (GNRH Signaling e Androgen Signaling) a

sinalizagao dos GPCRs e das PLCs.
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Receptores adrenérgicos também sao GPCRs e estdo envolvidos na
resposta ao estresse (LOHSE 2015). Estudos reportaram a relagcdo da
ativagdo dessa via com o desenvolvimento do cancer de mama (OBEID e
CONZEN 2013), enquanto o bloqueio por metilagédo da regidao promotora de
alpha-1B-adrenergic receptor foi identificado em cancer gastrico (NODA et
al. 2007). Os receptores GPCRs atuam na regulagdo de enzimas e canais
de calcio pela ativacio das proteinas-G. Essas proteinas sdo compostas das
subunidades a, B e y, sendo G B e y altamente ligadas e consideradas uma
unidade. Quando ativada por GPCRs, ha separag¢ao das duas subunidades
(o dimero GBy e Ga - Gaq, representa uma familia de Ga), ambas
funcionais, as quais participam de diversas vias de sinalizacio intracelular,
incluindo divisdo celular e reorganizagao do citoesqueleto promovido pela
ativagcao de quinases (SYROVATKINA et al. 2016).

A via relacionada a liberagdo do horménio gonadotrofina (GNRH) é
mediada pela ativagao de proteinas G com ativacdo de PLC e subsequente
ativacao dos canais de calcio. Além disso, a via cAMP-PKA pode ser ativada
pela proteina G apds estimulo de GNRH, culminando em ativacdo da
expressdo de mais receptores de GNRH (PERRETT e MCARDLE 2013).
Androgénios também apresentam uma cascata de sinalizagédo a jusante
dependente de cAMP-PKA (MERKLE e HOFFMANN 2011). As duas vias
também estdo relacionadas a mobilidade e migragdo celular e ja foram
associadas ao desenvolvimento de cancer (PERRETT e MCARDLE 2013;

MERKLE e HOFFMANN 2011).
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52 MODULO 2 - AVALIAGAO DAS ALTERAGOES
ENCONTRADAS EM CANCER DE RETO DE ACORDO COM

RESPOSTA AO TRATAMENTO NEOADJUVANTE

A radioquimioterapia neoadjuvante a cirurgia é o tratamento padrao
para pacientes com cancer de reto localmente avangado, sendo a principal
responsavel pela diminuigdo de recidivas loco-regionais e de cirurgias com
amputacdo do esfincter (ABDUL-JALIL et al. 2014). A resposta desses
pacientes ao tratamento varia substancialmente entre aqueles resistentes a
terapia e os que apresentam resposta completa, os quais poderiam ser
poupados da ressecgao cirurgica. No entanto, os mecanismos de resisténcia
desses tumores ainda ndo estdo bem estabelecidos e a predicdo de
resposta por exames clinicos ndo sao suficientemente precisos para
predizer resposta patolégica completa (HABR-GAMA et al. 2015). Dessa
forma, a busca por marcadores preditivos é fundamental para proporcionar
um tratamento personalizado, diminuindo o numero de pacientes que nao
necessitariam ser submetidos a este tratamento e revelando outras
potenciais estratégias terapéuticas.

Estudos mostram que assinaturas de metiloma sao capazes de
subclassificar tumores (HERNANDEZ-VARGAS et al. 2010), serem
utilizados como marcadores prognésticos (CARVALHO et al. 2012) e de
identificar marcadores de resisténcia inerente ou adquirida a quimioterapia
(BORLEY e BROWN 2015). A metilacdo diferencial do DNA em sitios

especificos também contribuiu para o entendimento da resposta a
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radioterapia com ou sem quimioterapia, em diversos tipos tumorais,
incluindo glioblastoma, cancer de mama, gastrico e CCR (LV et al. 2016).

A comparagao das sondas DM exclusivas de cada grupo de acordo
com a resposta a nCRT em CaRe revelou maior proporcdo de sondas
hipermetiladas em pCR (44%) que em pIR (18%). Enquanto as sondas
hipometiladas estavam distribuidas proporcionalmente nas mesmas regides
nos dois grupos, as sondas hipermetiladas estavam, em sua maioria, em
ilhas CpG (66%) em pCR e em Open Sea (40%) em plIR. Para o nosso
conhecimento, ha apenas um estudo de analise de metilagdo global em
CaRe com foco na resposta a nCRT, o qual ndo fez comparagao entre as
amostras tumorais com o TN (HA et al. 2015). Portanto, ndo foi possivel
comparar 0s nossos achados com os descritos pelos autores para avaliar se
essas proporcdes se equivalem.

A analise global de metilagdo por imunoistoquimica foi realizada por
TSANG et al. (2014) com o intuito de verificar diferengas entre
respondedores e nao respondedores. Essa técnica € baseada na ligagao de
um anticorpo monoclonal contra 5-metilcitidina a regides ricas em metil nos
nucleos interfasicos. A captura e quantificagcdo do sinal foi realizada com
auxilio do programa Aperio (Vista, CA, USA). Utilizando o index de metilagéo
baseado na intensidade da marcacado das células tumorais, os autores
reportaram correlagdo negativa entre TRG e os valores de metilagao.
Tumores com pCR apresentaram uma média de metilagdo menor quando
comparado aos pacientes com resposta parcial (TSANG et al. 2014). Como

nao ha comparagcdo com o tecido normal no estudo, a interpretacdo dos
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resultados e comparagdao com o presente trabalho fica prejudicada. Ainda
que os autores tenham observado menor intensidade de metilacdo em pCR,
nao foi descrito como esse perfil compara-se ao TN. Além disso, ndo é
possivel observar a localizagdo das regides metiladas e se essas se
encontram em regides regulatérias ou se sdo consequéncia de alteragdes
pré-existentes no tumor.

A alteragao epigenética mais estudada em CCR é o perfil metilador
de ilhas CpG (CIMP), que é baseado no status de metilagdo de regides
promotoras de genes supressores tumorais e de reparo a danos no DNA.
Entretanto, ndo ha um consenso sobre quais genes especificamente
constituem o painel de CIMP (OGINO et al. 2006; GOEL e SHIN 2008;
KURKUJIAN et al. 2008; KIM et al. 2010; LEONG et al. 2011). Uma avaliagao
do status de metilacdo da regido promotora dos genes mais comumente
descritos como indicadores de CIMP (CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3
e SOCS17) em cada grupo (pCR e pIR) comparado ao TN revelou duas
sondas alteradas em IGF2 (uma na regidao 5UTR com AR = 0,19 e outra no
primeiro éxon: AR = -0,27) e uma sonda em RUNX3 (TSS1500, AR = 0,16)
apenas em plIR. Nao foram encontradas alteracbes em pCR e nos genes
CACNA1G, NEUROG1 e SOCS1 nas comparagdes dos dois grupos. Com
base apenas nesses genes, concluimos que nosso grupo de casos nao
possui CIMP. Poucos grupos avaliaram o papel do CIMP em carcinomas de
reto (DE MAAT et al. 2010; LEONG et al. 2011; JO et al. 2012; MOLINARI et
al. 2013). Nesses tumores, CIMP-high (presenga de metilagdo em ilhas CpG

mapeadas na regido promotora de seis ou mais genes, incluindo CACNA1G,
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CDKNZ2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 e SOCST1) foi descrito
em 2 a 10% dos casos (YAMAUCHI et al. 2012).

Em uma analise global do perfil de metilagdo (450K, lllumina) de 45
tumores de reto localmente avancados, foram selecionadas 24 CpGs
localizadas em ilhas e regides promotoras entre 331 CpGs relacionadas a
resposta a nCRT (P < 0,005 e |AB| > 0,15) (HA et al. 2015). Dentre essas,
sete CpGs localizadas em seis genes diferencialmente expressos em CCR
(avaliados no banco de dados: http://medicalgenome.kribb.re.kr/GENT)
foram avaliadas por pirossequenciamento em 67 casos (24 no grupo teste e
43 novos casos). A hipermetilagdo em KLHL34 cg14281612 foi relacionada
com melhor resposta a nCRT, com um valor de corte de 39,7%
(sensibilidade e especificidade 0,625 e 0,727 respectivamente) (HA et al.
2015). A associagao entre a hipermetilacdo e expressdo diminuida foi
demonstrada em linhagens celulares, mas ndo em amostras clinicas. Em
nosso estudo, ndo foram encontradas sondas DM nesse gene nos dois
grupos de pacientes, pCR e pIR comparados ao TN, pois esse gene
localiza-se no cromossomo X, cujas sondas nao foram avaliadas. Além de
nao compararem os achados com TN, HA et al. (2015) agruparam pacientes
com TRG1-3 (de acordo com MANDARD et al. 1994) como bons
respondedores, tornando questionavel o valor preditivo desses achados.
Outro fato curioso nesse estudo é a descricdo de trés diferentes sondas no
gene KLHL34. A informagdo quanto a sonda diverge na tabela, figura e
discussdo, ndo sendo possivel identificar quais das trés sondas

(cg14281612, cg14232291 e cg01828474) tem relevancia.
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A avaliagao do status de metilagdo de genes especificos tem sido
mais explorada em literatura na busca de marcadores de resposta a nCRT
em CaRe. A hipermetilagdo dos genes ATM, CRBP1, MGMT, TFAPZ2E e
TIMP3 foi associada a resposta a radioterapia e/ ou quimioterapia baseada
em 5-FU em CaRe (KIM et al. 2002; EBERT et al. 2012; MOLINARI et al.
2013; SUN et al. 2014; YOKOI et al. 2017). No presente estudo, ndo foram
encontradas sondas DM nos genes ATM e CRBP1 nas comparagdes
realizadas. Hipermetilagdo da regidao promotora de ATM foi relacionada a
perda da expressado desse gene e aumento da sensibilidade a radioterapia
em linhagens celulares de CCR, mas esse achado n&o foi reportado em
amostras de pacientes (KIM et al. 2002). No nosso estudo, foi identificada
expressao aumentada em ATM nos casos com plR, essa alteracdo pode ser
decorrente de outros mecanismos, incluindo a mutagdo no gene, a qual foi
observada em dois casos com pIR (RET7 e RET30). Hipermetilagdo do gene
CRBP1 foi relatada em linhagens celulares de CCR resistentes a radiagao
(YOKOI et al. 2017). Os autores também avaliaram 33 bidopsias de CaRe,
das quais 14 apresentaram hipermetilacao; 13 deles eram de pacientes nao
respondedores (YOKOI et al. 2017). SUN et al. (2014) descreveram a
hipermetilagdo na regidao promotora de MGMT no DNA tumoral circulante de
pacientes com CaRe coletado antes da neoadjuvancia com radio e
quimioterapia, como associada a melhor resposta ao tratamento. Embora
nao tenham sido identificadas em nosso estudo sondas DM na regiao
promotora de MGMT, pacientes com pIR apresentaram cinco sondas

hipometiladas e trés hipermetiladas na regido do corpo do gene. Alteracdes
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nos niveis de expressdo génica devido a metilagdo em corpo de genes
foram descritas previamente (YANG et al. 2014; BELTRAMI et al. 2017). No
entanto, a ndo concordancia do perfil encontrado e o fato desse gene nao ter
sido identificado como diferencialmente expresso no presente estudo
sugerem que essas sondas nao possuem papel regulatério nesse gene.
Cinco sondas com AB+ e uma sonda com AB- foram identificadas no corpo
dos genes TFAPZ2E e TIMP3, respectivamente, nos dois grupos comparados
ao TN. EBERT et al. (2012) descreveram associagao entre a hipermetilagéo
de TFAPZE e pior resposta a nCRT. Os autores relataram que apenas 10%
dos casos com hipermetilagdo nesse gene apresentaram resposta a nCRT,
em contraste com 82% dos casos com hipometilagdo. As sondas localizadas
na regiao promotora do gene ndo estavam DM em nenhum dos grupos do
presente estudo.

Um classificador baseado em Diagonal Linear Discriminating Analysis
(DLDA) foi treinado usando as sondas diferencialmente metiladas nos dois
grupos em relagéo ao TN e na comparacgao entre pCR e pIR (p<0,05) apds a
aplicagao dos filtros (AUC > 0,75 e regressao linear < 0,05). As trés sondas
resultantes permitiram classificar corretamente os tumores com 100% de
sensibilidade e 90% de especificidade apds validagdo cruzada usando o
modelo leave-one-out cross validation (LOOCV). Os dois casos classificados
erroneamente (RET19 e RET 31) apresentaram, respectivamente, TRG 1 e
2, diagnosticados aos 26 e 67 anos de idade, submetidos a cirurgia apés 9,7
e 35,7 semanas, respectivamente. Ambos do sexo masculino, com

estadiamento clinico Ill, sem comorbidades, vivos e livres de doenca até a
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data do ultimo seguimento em setembro e junho de 2016, respectivamente.
Somente uma das sondas estava presente na plataforma 450K (lllumina), de
forma que o classificador ndo pode ser aplicado aos dados do TCGA ou aos
achados de HA et al (2015). A andlise em um grupo independente de
amostras tem potencial para esclarecer o papel destes genes/sondas como
marcadores de resposta a terapia neoadjuvante.

GAEDCKE et al. (2014) propuseram um painel de 10 regides
diferencialmente metiladas (DMR) para discriminar pacientes com CaRe
com melhor e pior prognéstico. Os autores utilizaram espectrometria de
massa baseada em MALDI-TOF (MassArray® - Sequenom) e identificaram
20 DMRs associadas ao prognostico. Dez (ADAP1, BARHL2, CABLES?,
DOTI1L, ERAS, ESRRG, RNF220, ST6GALNACS, TAF4 e SLC20A2) das 20
DMR foram correlacionadas com sobrevida livre de doenga em um grupo de
validacdo. O teste Log rank revelou associagao de melhor prognéstico nos
casos que apresentaram altos niveis de metilagdo. Embora em nosso estudo
ndo tenham sido analisadas DMR, foram identificadas sondas
diferencialmente metiladas em oito destes 10 genes (com excecédo de
CABLES e ERAS) descritos pelos autores. No grupo com pCR, BARHL2,
ESRRG, DOT1L e TAF4 estavam hipermetilados na regido promotora e em
corpo de gene, respectivamente. ADAP1 apresentou sondas hipometiladas
em regiao promotora e de corpo de gene, enquanto ST6GALNACS teve
sondas hipo e hipermetiladas tanto em regiao promotora quanto de corpo de
gene. SLC20A2 possuia sondas hipermetiladas na regido 5’UTR, assim

como RNF220, que também apresentou sondas hipermetiladas em corpo de
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gene. Nos casos com pIR, foram identificadas sondas com hiper e
hipometilagdo em regido promotora e de corpo dos genes ESRRG,
ST6GALNACS5 e SLC20A2. TAF4 exibiu sondas hipo e hipermetiladas em
corpo de gene. ADAP1 apresentou hipometilagdo em regido promotora e em
corpo de gene; DOT1L, na regiao promotora, e hipermetilagdo em regido de
corpo de gene. RNF220 possuia sondas hipermetiladas na regidao 5UTR e
em corpo de gene e BARHLZ2 continha somente uma CpG hipermetilada.
Aparentemente, ndo foi detectada associacido entre a hipermetilacido nesses
genes e resposta a nCRT, como observada no nosso estudo.

Marcadores de resposta a nCRT baseados em dados de expressao
génica tem sido extensivamente avaliados, com diversas listas de genes
publicadas nos ultimos anos (Tabela 2). Vérios autores que tentaram
reproduzir os achados publicados, ndo tiveram sucesso, seja porque as
listas ndao coincidiam (AGOSTINI et al. 2015a) ou porque a sensibilidade e
especificidade dos marcadores descritos ndo eram satisfatérias quando
aplicadas em outro grupo de casos (LOPES-RAMOS et al. 2015). Alguns
fatores podem influenciar a reprodutibilidade dos resultados, por exemplo,
alguns estudos compararam pCR e pIR, enquanto outros agrupam bons e
maus respondedores (de acordo com o TRG). Em adi¢do, as diferentes
plataformas e métodos de analise utilizados em cada estudo, ndo permitiram
até o momento que os achados fossem traduzidos para pratica clinica
(PEREZ e HABR-GAMA 2016).

Ainda assim, o perfil de expressdo génica desses tumores pode ser

utilizado como uma valiosa ferramenta para identificar mecanismos
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regulatorios especificos alterados em cada grupo de pacientes. As diferentes
vias desreguladas em tumores de pacientes com pCR ou pIR podem
elucidar se mecanismos alternativos podem ser explorados como potenciais
novos alvos terapéuticos e auxiliar na compreensdo da biologia dos
carcinomas de reto. A partir do enriquecimento dos 378 e 678 genes
diferencialmente expressos em pCR e pIR em relagdo ao TN foram
identificadas 84 e 88 vias candnicas (IPA), respectivamente. Para avaliar as
diferencas entre os dois grupos, as vias desreguladas identificadas somente
em um grupo ou no outro foram avaliadas mais detalhadamente.

Os tumores de pacientes com pCR apresentaram 27 vias exclusivas
(Figura 11). Verificou-se alteragdo em vias relacionadas a resposta imune
inata (Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells) e
adaptativa (Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis). As
células dendriticas (DC) e as células natural killer (NK) sdo componentes do
sistema imune inato que regulam respostas adaptativas na vigilancia
imunoldgica de reconhecimento do céncer e infecgdes. As DC sao
apresentadoras de antigenos que também podem modular a atividade de
outras células do sistema imune inato e adaptativo por meio da liberagao de
citocinas e quimiocinas, podendo ativar ou bloquear a agao dessas células.
Algumas dessas moléculas secretadas podem, por exemplo, ativar as
células NK, que sdo células efetoras citotoxicas. As NKs também podem ser
ativadas ao encontrar antigenos, pois expressam uma grande quantidade de
receptores, inibidores e ativadores, cujo balango desencadeia a resposta da

célula. A interacdo entre DC e NKs é bidirecional, NKs podem induzir a
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maturacao das DC, que por sua vez, podem estimular a proliferacao,
sobrevivéncia e citotoxicidade das NKs, preparando uma resposta imune
anti-tumoral eficiente (MAHMOOQOD et al. 2015). Estudos mostram que a
interacdo de DC CXCL16™* e células NK CXCR6+, resultam em ativacéo
das NKs com alta producao de INFy, o qual possui atividade pro- apoptodtica,
anti-proliferativa e anti-angiogénica em cancer (VEINOTTE et al. 2016). O
papel das NKs no auxilio a resposta ao tratamento com vacinas de DC
também foi descrito por diversos autores e revisado em detalhes por
PAMPENA e LEVY (2015). As células NKs também apresentam direta
associagao com a regulagado das células T. A infiltragcdo das células NK e T
foram associadas com bom progndstico em tumores colorretais
(SCONOCCHIA et al. 2014).

A via de sinalizagao alterada de células T e B em artrite reumatoéide
(Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis) inclui alteragao
de moléculas envolvidas na apresentacdo de antigenos (HLAs) e na
regulagao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF e LTB (RAO et al. 2017).
Células tumorais expressam antigenos que as diferem das células normais
tornando-as identificaveis pelo sistema imunoldgico, o qual normalmente
leva a morte das células tumorais. Entretanto, as células tumorais
conseguem evadir a resposta imune por meio de diversos mecanismos,
sendo esse um dos novos Hallmarks do cancer (HANAHAN e WEINBERG
2011). Nossos resultados mostraram diminui¢gao de expressdo de moléculas
classe Il (HLA-DRB1) e aumento de expressao de TNF nos tumores de

pacientes com pCR. Esses resultados evidenciam potenciais mecanismos
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de evasao do sistema imune e promog¢ao da tumorigénese pela ativagao de
vias relacionadas ao TNF, como, por exemplo, a Wnt/B-catenina. A relacao
entre essas vias foi reportada previamente em CCR (BALKWILL 2009; LIU
et al. 2012).

Alteracdes na via Wnt promovendo o acumulo de B-catenina (Wnt/3-
catenin Signaling) sado considerados eventos iniciais na transicdo adenoma-
carcinoma na maioria dos tumores colorretais por meio da inativagao de
APC, gene supressor tumoral responsavel pela degradagdo da B-catenina
citoplasmatica (FEARON 2011). O excesso da proteina no citoplasma, leva
a migragao da mesma para o nucleo, onde ha a formacao de um complexo
de transcrigao, resultando na expressao dos genes-alvo de Wnt. Essa via de
sinalizagdo canbnica de Wnt, modula diversos processos celulares, como
proliferacdo, sobrevivéncia, apoptose, diferenciacdo e adesdo celular
(NOVELLASDEMUNT et al. 2015). No presente estudo, 25 casos
apresentaram mutagao no gene APC (8 pCR, 32%) o que pode contribuir
para a desregulagao da via Wnt/ B-catenina. No entanto, nao foi identificada
expressao diferencial desse gene nos casos analisados, possivelmente pelo
tamanho amostral ou estratégia de analise dos dados usada na comparagao
entre os grupos. Em adicao, foi identificada alteragées na via ndo-canbnica
de Wnt (PCP pathway), a qual esta relacionada a reorganizagdo do
citoesqueleto durante a mobilidade celular. A ativagao dessa via por meio da
expressdo aumentada da proteina Collagen triple helix repeat containing 1
(CTHRC1) foi associada ao aumento da proliferagdo, migragao e invasao de

linhagens de cancer colorretal em ensaios in vitro (YANG et al. 2015). Esse
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gene estava com expressdao aumentada nos nossos casos com pCR e néo
estava diferencialmente expresso nos casos com pIR. A via de sinalizagao
de Wnt também esta associada a adipogénese (Adipogenesis pathway) em
adultos, reprimindo-a pelo bloqueio da indugao de Peroxisome proliferator -
activated receptor g (PPARG) e CCAAT/enhancer-binding protein-a
(CEBPA) (CHRISTODOULIDES et al. 2009). A desregulagao de adipécitos
associada a inflamagao cronica pode levar a tumorigénese induzida por
adipocitos. PPARG é um receptor nuclear que participa da inibicao da
sinalizacdo de Wnt, assim como diversas outras vias de sinalizacdo anti-
tumorais, por meio de agdes nao-gendmicas (como interacao e ativagao de
proteinas por meio de contato) e gendmicas (quando esta associado a
outras proteinas no nucleo da célula formando um complexo de modulagao
de transcricdo génica). Agonistas de PPARG foram descritos como nova
estratégia terapéutica, sendo demonstrada sua eficacia antineoplasica em
diversos estudos in vitro e in vivo (VELLA et al. 2017). Os genes PPARG e
CEBPA nao estavam diferencialmente expressos nos casos analisados
nesse estudo, o que poderia ser explicado que tamanho da casuistica ou
estratégias de analise dos dados. Outros genes da via de adipogénese,
como RB1 foram identificados com expressdo aumentada em pCR. A
inibicdo de PPARy por RB1 foi demonstrada em linhagens celulares de
fibroblastos embrionarios, fibroblastos-like de camundongos e de
osteosarcoma (FAJAS et al. 2002) podendo ser um dos mecanismos

regulatorios de PPARG em ReCa.
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As vias exclusivas desreguladas em tumores de pacientes com plIR
(31 vias, Figura 11) incluiram a desregulacéo dos pontos de checagem do
ciclo celular, tanto em G1/S (Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation) como
em G2/M (Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation). Além
disso, foi identificada alteragcdes nas vias de reparo de quebras de dupla fita
de DNA que seriam ativadas durante esses pontos de checagem na
presenca de lesbes no material genético (DNA Double-Strand Break Repair
by Non-Homologous End Joining e DNA Double-Strand Break Repair by
Homologous Recombination, respectivamente). Lesdes no DNA sao eventos
frequentes decorrentes da exposicdo a agentes genotoxicos, como
radiacbes e espécies reativas de oxigénio e, sdo usualmente reparadas sem
gerar consequéncias drasticas para as células. As quebras de dupla fita
(DSB - double strand break) sao as lesdes mais nocivas as células, pois
podem resultar em grandes rearranjos cromossOmicos e erros de
segregacao cromossdmicas quando incorretamente reparadas. Os dois
principais mecanismos de reparo de DSB sao o reparo por recombinagao
homodloga (HR - homologous recombination) e a jungdo de extremidades
nao-homolégas (NHEJ - non-homologous end joining) (APARICIO et al.
2014).

O processo de reparo ao dano no DNA (DDR - DNA damage repair)
abrange o reconhecimento das lesbes, recrutamento das proteinas de
reparo e, nas células em processo de divisdo, bloqueio do ciclo celular.
Lesbes muito grandes ou continuas podem levar a morte celular ou

senescéncia. Durante o ciclo celular, diversos pontos de checagem avaliam
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as condigdes necessarias para continuar o processo de divisdo e a
maquinaria de reparo esta diretamente ligada a esse mecanismo de controle
(SHALTIEL et al. 2015). Primeiramente, o reconhecimento das DSBs ¢ feito
pelo complexo MRN (Mre11, Rad50 e Nbs1), que recruta ATM (ataxia
telangiectasia mutated). Durante a fase G1, ndo ha participacdo da via de
HR, visto que os cromossomos ainda n&o foram duplicados e nao existe a
cromatide irma como referéncia para o pareamento homaologo. Dessa forma,
durante essa fase do ciclo celular, o principal mecanismo de reparo as DSBs
é NHEJ.

Apods recrutamento de ATM, ha ativacao de CHK2, estabilizando p53
e desencadeando a transcricdo de diversos genes, incluindo o gene da
proteina p21, inibidor de proteinas quinases dependentes de ciclinas (Cdks)
e p38 que estabiliza 0 mMRNA de p21. A agcdo de ATM, CHK2 e p38 impede a
continuacao do ciclo celular para a fase S, bloqueando a acdo de CDK2,
iniciadora da replicacdo do DNA durante a fase S. Durante G2, Wee1, CHK1
e ATR sao os principais moduladores do ponto de checagem, o qual nao
depende de p53, p21 e ATM. A manutencgao na fase G2, durante reparo, por
exemplo, sdo dependentes de BRCA2 e PALB2 (SHALTIEL et al. 2015).
Alteragdes na via de reparo a danos no DNA por HR também foram
identificadas por analise de mutagdes em um numero significativo de casos
no presente estudo (23%) e nos dados do TCGA (25%). Escores indicativos
de defeitos em HR por meio de andlises de alteragdes gendmicas foram
identificados em 61% dos casos, dos quais, 70% eram plIR. Esses

resultados estio discutidos em detalhes no Anexo 5.
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A via do processo de ubiquitinacao (Protein Ubiquitination Pathway)
também desregulada em casos pIR, pode contribuir para as alteragbes no
ciclo celular, uma vez que agem diretamente na coordenacgao rigida dos
niveis das proteinas envolvidas nos pontos de checagem do ciclo. As
ubiquitinas atuam na degradacgao proteica pela formagado do proteassomo,
regulando os niveis de ciclinas e de p21 e p53, por exemplo, sendo que
perda ou degradacdo de p21 ou p53 leva a inativagcdo do ponto de
checagem G1/S (BASSERMANN et al. 2014). Além disso, histonas
deacetilases, como a sirtuina SIRT1 (Sirtuin Signaling Pathway) também
podem sofrer ubiquitinagdo estimulada por sinais decorrentes da via de
reparo a danos no DNA (PENG et al. 2015).

Mecanismos epigenéticos parecem exercer um papel crucial nos
tumores de pacientes com pIR, pois tanto a via de sinalizacdo das sirtuinas
quanto da metilacgo de DNA (DNA Methylation and Transcriptional
Repression Signaling) encontravam-se alteradas. As sirtuinas representam
um conjunto de enzimas deacetilases envolvidas na resposta a estresses
metabdlicos e genotdxicos, atuando na modificagdo da cromatina pelo
controle da acetilagao de histonas e consequente regulagdo da expressao
génica (BOSCH-PRESEGUE e VAQUERO 2013; OLIVEIRA et al. 2013).
Assim como as sirtuinas, a metilagdo do DNA é um dos mecanismos de
regulagdo da expressao génica, o qual ocorre pela agdao de DNA
metiltransferases, que adicionam um grupo metil (CH3) a quinta posi¢ao do
carbono de uma CpG, formando a 5-metilcitosina (5mC) (EGGER et al.

2004; HOQUE et al. 2005). No presente estudo, foi encontrado um maior
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nuamero de genes diferencialmente expressos em pIR (678) que em pCR
(378), podendo ser consequéncia de alteragdes nas vias de regulagdo da
expressao génica nesse grupo.

A rede regulatéria transcricional em células-tronco embrionarias
(Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells) estava
alterada nos casos com plIR. Nessa rede esta incluido o proto-oncogene
nuclear SET que se apresentou com expressdo aumentada. Este gene inibe
a acao de histonas acetilases, ligando-se a regides especificas de histonas,
regulando também a transcrigao génica (ALMEIDA et al. 2017). A expressao
aumentada de SET ja foi descrita em CCR e associada a pior progndstico
(CRISTOBAL et al. 2015). Assim, o gene SET poderia ter um papel
relevante também em CaRe nos pacientes que apresentaram pIR.

Os genes diferencialmente expressos em cada grupo comparado com
o TN também foram utilizados para identificar proteinas potencialmente
secretada por carcinomas de reto, de acordo com a resposta a nCRT. As
moléculas secretadas/excretadas pelas células tumorais tem sido descritas
como potenciais novos biomarcadores de avaliagdo em plasma/soro ou até
mesmo nas fezes (SCHAAIJ-VISSER et al. 2013). A analise de predigao in
silico resultou em 40 proteinas de 106 genes com expressdo aumentada em
pCR e 104 proteinas de 353 genes em plIR potencialmente secretadas por
esses tumores. Dessas, 17 do primeiro grupo e 56 do segundo ja haviam
sido descritas, ou seus mMRNAs, em bancos de dados de vesiculas
extracelulares provenientes de amostras de CCR. Como o intuito do

presente estudo foi avaliar as diferencas entre os tumores de pacientes com
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pCR e pIR, as 12 proteinas identificadas em ambos os grupos n&o foram
consideradas nas analises subsequentes, restando 5 proteinas de interesse
em pCR e 24 em plR. O banco de dados Cancer Secretome

(http://www.cancersecretome.org/) foi utilizado para filtrar esta lista nos

casos pIR, sendo encontradas 14 proteinas em CaRe (Tabela 6). Essa
estratégia foi aplicada no intuito de pré-selecionar candidatos para posterior
validacao.

A investigagdo do secretoma em CCR foi descrita em estudos
utilizando meios condicionados (MCs) provenientes de linhagens celulares,
liquido peritoneal, urina, fezes e soro/plasma (IMPERLINI et al. 2013;
SCHAAIJ-VISSER et al. 2013; ZENG et al. 2013; SHIN et al. 2014; TATO-
COSTA et al. 2016; BHARDWAJ et al. 2017). A maioria desses estudos teve
como objetivo identificar marcadores diagnésticos de CCR. TATO-COSTA et
al. (2016) avaliaram o papel do secretoma de linhagens celulares de cdlon
associado a indugdo de senescéncia (SAS - senescense-associated
secretome) devido ao tratamento com 5-FU ou doxorubicina. Os autores
identificaram diferentes citocinas no MC das células senescentes (IL-8, TGF-
a, VEGF, cistatina C, lipocalina 2 (LCN2 ou NGAL), fator de inibicdo da
migracdo de macréfagos (MIF), indutor de metaloproteinases de matriz
(EMMPRIN) e receptor do ativador de plasminogénio tipo uroquinase), em
comparagao com o MC da mesma linhagem nao induzida. O cultivo de
linhagens nao tratadas de cdélon e de reto com o MC das células
senescentes levou ao aumento de proliferacdo nessas células e ativagao da

transicéo epitélio-mesénquima (EMT - epithelial to mesenchymal transition)
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sendo observado um aumento da capacidade de invasdo. Os tumores de
pacientes com CaRe (avaliados apés intervencao terapéutica) submetidos
ao tratamento com 5-FU neoadjuvante em comparagao com os tumores de
pacientes nao tratados, apresentaram maior expressdao de marcadores de
células senescentes (IL-18, p21 e p16) e de proteinas envolvidas na EMT
(Snail, Slug e vimentina). Com base nesses achados, os autores sugeriram
que a terapia com 5-FU induz senescéncia em algumas células tumorais e
que o secretoma dessas células modifica 0 microambiente por meio da
liberacdo de citocinas ativadoras da EMT, podendo estar relacionado com
recorréncia e pior prognostico (os quais ndo foram avaliados) (TATO-
COSTA et al. 2016).

A citocina IL-8 também foi identificada em nossa andlise, no entanto,
tanto tumores de paciente com pCR como os daqueles com pIR
apresentaram aumento de expressao dessa citocina. Ainda que os niveis de
expressao (baseados em FC) nos casos com pIR tenha sido maior que nos
casos com pCR (FC = 4,5 e 2,4 respectivamente), essa diferenga nao foi
considerada significativa em nossa casuistica (p>0,05). A IL-8 € uma citocina
pré-inflamatoéria que foi descrita como associada a pior progndstico em CCR
devido ao aumento de proliferagdo, migracao, invasdo e resisténcia ao
tratamento com oxaliplatina associados ao seu aumento de expressao
(NING e LENZ 2012).

Uma das vias de sinalizacao intracelular ativada pela IL-8 se da por
meio das proteinas G e PLCs, identificadas como alteradas em nossos

casos de CaRe (na analise individual de expressdo e na analise integrada
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com os dados de metilacdo). A jusante das proteinas G, IL-8 pode ativar a
via de VEGF e FAK (alteradas em pIR e pCR, respectivamente, Figura 11),
as quais estdo relacionadas a angiogénese e remodelamento do
citoesqueleto, respectivamente (LIU et al. 2016). A associacédo da expressao
aumentada de IL-8 com diferentes vias de sinalizacdo, que também podem
estar alteradas, pode explicar os diferentes desfechos observados (pCR e
pIR) em pacientes com elevada expressao dessa citocina. Desta forma,
esses achados indicam cautela ao considerar a proteina IL-8 como
biomarcador em CaRe.

As interleucinas 3 (CXCL3) e 5 (CXCL5) foram identificadas em nosso
estudo como potenciais biomarcadores em pacientes com pIR. O aumento
de expressdo de CXCL5 foi descrito em soro de pacientes com CCR e
associado a pior prognéstico e metastases no figado (KAWAMURA et al.
2012). A expressao do gene CXCL3 também foi identificada em tumores de
pacientes com CCR, os quais apresentaram sobrevida global menor que
aqueles com niveis normais de expressao (XIONG et al. 2017). No entanto,
nao foram encontrados estudos descrevendo o papel dessas citocinas em
CaRe especificamente, ou em relagao a resposta a radio ou quimioterapia.

Para identificar quais das proteinas secretadas poderiam estar
relacionadas a resposta ao tratamento neodjuvante baseado em 5-FU, foi
realizada uma busca no banco de dados EVpedia (KIM et al. 2015). Este
banco de dados possui informacdées de VE provenientes de diversas
linhagens de células expostas ou ndo a condigdes variaveis. Para uma

analise mais detalhada, selecionamos duas linhagens celulares (HCC2998 e
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SW620) de CCR descritas como sensivel e resistente a 5-FU
respectivamente, e realizada a comparacdo com as proteinas descritas nas
VEs dessas células. Além disso, as proteinas identificadas em VE no
sangue de um grupo de individuos saudaveis e no soro de pacientes com
CCR também foram utilizadas na comparagao. Para identificar potencial
marcadores de sensibilidade a terapia, foram selecionadas proteinas que
estivessem presentes tanto em pCR quanto na linhagem sensivel a 5-FU. A
unica proteina identificada em ambos foi a ASPH (Aspartate beta-
hydroxylase), que também foi identificada nas VEs do sangue de individuos
saudaveis. A ASPH foi descrita como potencial alvo terapéutico em gliomas
(STURLA et al. 2016) e como ativador de resposta imune anti-tumoral em
carcinomas hepatocelulares (TOMIMARU et al. 2015), mas n&o foram
encontrados estudos sobre seu papel em CCR e na resposta a 5-FU.

Para a identificacdo dos potenciais marcadores de resisténcia a
NnCRT, foram observadas as proteinas identificadas em pIR que também
estivessem nas VEs da linhagem resistente a 5-FU, e ndo na linhagem
sensivel ou em pCR. As proteinas UBE2C (Ubiquitin-conjugating enzyme E2
C) e CEMIP (Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein) foram
as unicas que preenchiam esses critérios, sendo que CEMIP também foi
identificada no soro dos pacientes com CCR. A enzima UBE2C faz parte do
complexo proteassomo envolvido na via de ubiquitinagdo de proteinas (via
também identificada como alterada em pIR), cuja elevada expressédo tem
sido descrita em diversos tipos de cancer e associada a caracteristicas

clinicas de pior prognéstico (XIE et al. 2014). BAJAJ et al. (2016) utilizando
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linhagens celulares relataram que a expressdo de UBE2C estava
intimamente associada a p53 durante tratamento com 5-FU, sendo reprimida
por p53 selvagem (wt) e induzida por p53 mutada (BAJAJ et al. 2016). A
frequéncia de CaRe com mutacdo em TP53 foi elevada no presente estudo
(84%, Anexo 3), a alta expressao de UBE2C em pacientes com mutagdo em
TP53 pode representar um dos mecanismos de resisténcia a nCRT e seu
uso como biomarcador deve ser explorado nesses pacientes.

A proteina CEMIP (Cell migration inducing protein), esta associada ao
desenvolvimento e prognéstico desfavoravel de diversos tipos tumorais,
incluindo CCR. O aumento de expressao desse gene e da proteina foram
identificados em cancer de cdlon estando associado a menores taxas de
sobrevida em 5 anos (FINK et al. 2015). O silenciamento de CEMIP diminuiu
o potencial de invasao tumoral e metastase em CCR (FINK et al. 2015).
Segundo os autores, como esta proteina é secretada, foi sugerido seu papel
como potencial marcador em CCR. Interessantemente, GOMBODORJ et al.
(2017) avaliando resisténcia a radiagao em condigdes de hipdxia em células
de CCR, identificaram CEMIP como modulador da via de HIF (Hypoxia-
inducible factor). Usando o inibidor de UBE2 (NSC697923) em combinacgao
com radioterapia, os autores demonstraram maior citotoxicidade na
linhagem SW480 (resistentes a radioterapia) e inibicdo do crescimento
tumoral em modelo animal em comparagcdo com tratamento Unico com
radioterapia (GOMBODORJ et al. 2017). Esses resultados corroboram os
achados do potencial uso de UBE2C e CEMIP como marcadores de

resposta em bidpsia liquida de pacientes com CaRe.
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Por fim, foi realizada uma analise integrada dos genes
diferencialmente expressos com os dados de metilagao diferencial nos dois
grupos de CaRe. Os tumores de pacientes com plR apresentaram um
numero muito maior de genes desregulados que os pCR. Essa diferencga
pode ser decorrente do maior numero de casos presentes neste grupo de
tumores (17 pIR vs. 5 TN e 11 pCR vs. 5 TN) ou pode ser resultado das
alteragdes envolvidas no controle de expressdo génica nesse grupo (néo
identificada no grupo com pCR), evidenciado pela analise funcional in silico
realizada no presente estudo (Figura 11). Enquanto a maioria das sondas
DM, resultantes da analise integrada, apresentaram correlagao negativa em
pCR (66%), somente 28% tinham r- no grupo de casos com pIR. Além disso,
foi evidenciada uma maior propor¢ao de sondas em regides regulatorias
(regidao promotora e em ilhas CpG) nos casos com pCR e uma distribuicao
mais homogénea das sondas com r- nos casos com pIR (Figura 14).

Entre os genes regulados por metilacdo em pCR, diversos estédo
envolvidos em modulagao de transcricao (cinco genes membros da familia
Zinc Finger e o miR1197) e de modificagbes pods-traducionais, como
ST3GAL4 (glicosiltranferase). Os zinc fingers podem atuar como oncogenes
ou supressores de tumor. Ainda que nao tenha sido encontrado nenhum
estudo descrevendo a relagdo da metilagdo dos genes identificados no
presente estudo, a metilagdo da regido promotora de outros genes da familia
zinc finger foi descrita como associada a diminuicdo da expressdo dos
mesmos e consequente inibicdo de apoptose (ZNF545) e angiogénese

(ZNF24), entre outros mecanismos pro-tumorais (JEN e WANG 2016). O
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aumento da expressao de ST3Gal4 foi associado aos tumores gastricos e
renais, induzindo invasao e metastase pela ligagcdo a selectinas, que sao
expressas por células vasculares endoteliais inflamadas (RODRIGUES e
MACAULEY 2018).

A expressao do gene ITIH5 foi identificada como inibida por metilagao
nos casos com pCR. A expressao diminuida dos genes da familia ITIH foi
descrita em diversos tumores, incluindo célon, mama e pulmao (HAMM et al.
2008). ITIH5 possui um papel na manutengcdo da estabilidade da matriz
extracelular. A associagdo da metilagdo da regido promotora desse gene
com a diminuicdo da sua expressdao em cancer de célon foi reportada,
especialmente em tumores positivos para CIMP (KLOTEN et al. 2014). O
miR1197 foi identificado com hipometilagdo na regido promotora nos

tumores com plIR. Esse miRNA tem 317 alvos preditos (http://mirdb.org). O

enriquecimento de processos biolégicos dos genes-alvo usando o Gene

Ontology (http://geneontology.org) indicou a participagdo dos genes em

processos biossintéticos de glicosaminoglicanos (Fold Enrichment = + 5,29;

FDR = 0,04), regulacdo de processos metabdlicos (FE = + 1,47; FDR =

0,0003), via de sinalizagado do receptor intracelular (FE = + 4,59; FDR =
0,01), entre outros (dados ndo mostrados). Nao foi encontrado nenhum
estudo descrevendo o papel desse microRNA em cancer, sendo, portanto,
um bom candidato para futuras investigacgoes.

Os genes regulados por metilagdo em pIR incluiram o SMAD9, um

membro de uma familia de fatores de transcrigao, cuja inibicao por metilagao

foi descrita em carcinoma gastrico associada a infecgdo por Helicobacter
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pylori (KANG et al. 2008). Em uma avaliagao de expressao génica global em
amostras de adenoma folicular e variante folicular de carcinoma papilar de
tireoide (VFCPT), foi identificado, entre outros, a diminuigdo da expresséao de
SMADY9 somente em VFCPT, enquanto o mesmo estava com expressao
aumentada em adenomas com relacdo ao TN (SCHULTEN et al. 2015).
Mutacbes em genes da familia SMAD foram associados com a sindrome de
polipose juvenil e cancer colorretal esporadico, sendo também associadas
com a desregulagdo da via TGF-B, frequentemente alterada em CCR
(FLEMING et al. 2013).

O gene TRIM29 foi detectado com aumento de expressdo e
hipometilagdo nos casos com plIR. Ao contrario, em cancer de mama a
inibicdo da expressao de TRIMZ29 pela metilagao de sua regido promotora foi
associada a EMT mediada por TWIST (Al et al. 2014). Os autores relataram
uma associagao entre a hipermetilacao/expressdo diminuida de TRIM29
com menor sobrevida livre de doenga, maior tamanho tumoral, alto grau e
caracteristicas metastaticas. A participacdo de TRIM29 na indugado da
transicao epitélio-mesénquima mediada por TWIST foi confirmada em
ensaios funcionais (CHOI et al. 2017). SNAI1 (Snail), SNAI2 (Slug) e TWIST
sdo importantes reguladores da transcricdo de genes que codificam
proteinas envolvidas na adesao celular e na manutencao das caracteristicas
das células epiteliais e, quando desregulados, induzem as células epiteliais
a transformarem-se em células com caracteristicas mesenquimais (EMT).
Esse processo foi associado a formagao de metastases e caracteristicas

mais agressivas em tumores (TIWARI et al. 2012). Foram reportadas a
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associacao de marcadores da EMT e resisténcia a nCRT em CaRe, assim
como a associagcdo desses marcadores e aumento da capacidade de
invasdo em linhagens celulares de CCR (BHANGU et al. 2014; TATO-
COSTA et al. 2016). No entanto, sao necessarios estudos adicionais para
melhor compreender o papel de TRIM29 em CaRe.

Os resultados apresentados nesse estudo confirmaram achados
importantes descritos previamente em literatura e revelaram novos genes e
vias associados ao cancer de reto. Em especial, foram identificadas
alteragdes na via de reparo a danos no DNA por recombinagdo homodloga
(por meio de mutacdes, assinaturas gendmicas e expressao diferencial de
transcritos) e vias de sinalizagdo intracelulares relacionadas a diviséo,
migragdo e reorganizagao do citoesqueleto. Além disso, foram descritas
diferencas moleculares entre tumores provenientes de pacientes com
resposta patolégica completa ou incompleta. Interessantemente, foi
desenvolvido um classificador baseado em sondas diferencialmente
metiladas que foi capaz de discriminar os pacientes quanto a resposta a
terapia. A analise do transcriptoma também permitiu a identificacdo de
proteinas potencialmente secretadas pelos carcinomas de reto, os quais

podem servir de marcadores de resposta a terapia neoadjuvante.
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CONCLUSOES

Foram identificadas alteragbes genbmicas, transcriptbmicas e
epigenéticas em cancer de reto ainda n&o descritas em literatura e
que contribuem para o melhor entendimento da biologia do tumor;
Alteragbes gendmicas ja descritas em CaRe foram identificadas, com
prevaléncia de ganhos em 7p, 8q, 13q e 20q e perdas em 8p, 14, 17p
e 18. Foi demonstrada uma alta instabilidade cromossémica
quantificada pelo Genomic Instability Index (Gll). Pela primeira vez,
escores de deficiéncia da via de reparo de DNA por recombinagao
homdloga (HRD) foram calculados para CaRe, resultando em um
namero significativo de casos com escores altos.

Foram identificadas variantes em oito genes relacionados a vias de
reparo de lesbes no DNA. A analise dos dados do TCGA confirmou
uma associagao entre mutacdo em genes da via de HR e Gll em
casos nao-hipermutados;

Foi identificada hipometilagdo acentuada nos CaRe, com a maioria de
sondas localizadas em regides intergénicas e open sea, enquanto as
sondas hipermetiladas encontraram-se principalmente em regides
promotoras e de ilhas CpG;

Os genes diferencialmente expressos em CaRe comparados ao TN e
validados com dados externos revelaram alteracbes em vias
biolégicas. Entre essas vias estdo a de a inibicdo do ponto de

checagem G2/M de lesdes no DNA e ativagao de ciclinas e do ciclo
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celular , as quais podem estar relacionadas a alta instabilidade
gendmica observada nesses tumores. Também estavam alteradas as
vias de sinalizacdo relacionadas aos receptores associados a
proteina G, PLCs e cascatas de sinalizagdo intracelulares com
alteragées no equilibrio de Ca*%;

A andlise integrada dos dados de metilacdo e expressao diferencial
dos CaRe comparados ao TN (validada com dados externos, TCGA),
revelou que uma parcela das vias alteradas ja identificadas com os
dados de expressdo génica global estavam reguladas por metilagao.
As demais vias alteradas por metilagdo estavam associadas a
proteina G e PLCs, previamente relacionadas ao desenvolvimento do
cancer,

Observou-se maior GIl em casos respondedores, nao havendo
diferenga de escores de HRD entre os grupos plR e pCR. Entretanto,
seis de sete casos com mutagdo em genes dessa via tinham pIR,
indicando que diferentes mecanismos levam a instabilidade genémica
nestes tumores.

Foi observada maior propor¢ao de sondas hipermetiladas localizadas
em ilhas em pCR que em pIR. A falta de estudos de metilagéo global
em CaRe e resposta a nCRT nao permitiu uma comparagcdo mais
detalhada com os achados deste estudo.

Com base nos dados de trés sondas diferencialmente metiladas, foi
possivel desenvolver um classificador capaz de predizer resposta a
NCRT com 100% de sensibilidade e 90% de especificidade apos

ensaios de validagao cruzada. A confirmacao desses resultados em
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uma casuistica independente e maior pode contribuir para o uso
destes marcadores na pratica clinica;

Os resultados da expressao génica comparada ao TN permitiram
identificar 84 e 88 vias canbnicas desreguladas em pCR e pIR,
respectivamente. Os tumores de pacientes com pCR apresentaram
alteragbes em vias relacionadas a modulagdo do sistema imune com
ativagcdo de vias de sinalizagdo, incluindo as canénicas (Wnt/B-
catenina) e ndo-canénicas (PCP) de Wnt;

Os tumores de pacientes com plR apresentaram vias alteradas
relacionadas ao descontrole do ciclo celular e dos mecanismos de
reparo das quebras de dupla fita de DNA. Foram também
identificados alteracbes de vias envolvidas nos mecanismos
epigenéticos incluindo a metilacdo do DNA e a acetilagao de histonas,
sendo caracteristicas descritas em tumores de pior prognostico;
Foram identificadas proteinas alteradas potencialmente secretadas
por CaRe, que podem servir como marcadores avaliados por bidpsia
liquida. ASPH foi revelada como potencial marcador de sensibilidade
a nCRT, apresentando expressao elevada em pCR; enquanto UBE2C
e CEMIP foram selecionados como potenciais marcadores de

resisténcia ao tratamento.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificagdo de marcadores moleculares de resposta ao tratamento neoadjuvante em
pacientes com adenocarcinoma de reto

Pesquisador: Cristovam Scapulatempo Neto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envalvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 2
CAAE: 30387414.4.2001.5437
Instituicdo Proponente: Fundagao Pio Xl

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.368.303

Apresentacgao do Projeto:

O projeto apresenta-se bem escrito. E trata-se de um estudo de tumores de colon e de reto que diferem nao
sO quanto a localizagdo, mas também quanto ao tipo e a frequéncia de alteragbes gendmicas e
epigendmicas, assim como genes e vias moleculares envolvidos no seu desenvolvimento. Para pacientes
com tumores em estagio inicial, nos dois tipos de cancer, é recomendada a exérese tumoral por cirurgia,
podendo ser indicada quimioterapia pos-cirurgica. Entretanto, em estagios mais avangados a conduta de
tratamento dessas neoplasias diverge, sendo a radioterapia ou radioquimioterapia neoadjuvante
recomendada apenas para pacientes com tumores de reto em estagio Il ou Ill. A resposta clinica ao
tratamento é avaliada pela presenca de tumor residual. Porém, apenas 25% a 50% dos pacientes que
apresentam resposta clinica completa também apresentario resposta patoldgica completa, sendo essa
detectada apenas por cirurgia. Estudos moleculares tem sido realizados em carcinomas de reto para a
busca de marcadores com o intuito de identificar pacientes respondedores ao tratamento neoadjuvante. Até
o presente momento, o antigeno carcinoembridnico (CEA) € o Unico marcador utilizado na pratica clinica
como fator prognéstico de acompanhamento pés-cirlirgico nesses pacientes. Este projeto tem
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como objetivo avaliar os padrées de metilacdo e de alteragdes gendmicas, assim como a expressdo de
transcritos em bidpsias de pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de reto submetidos a terapia
neoadjuvante. Todas as bidpsias foram coletadas previamente ao tratamento quimio- e ou radioterapico. A
andlise integrada dos dados gendmicos, transcriptomicos e de metilagdo tem potencial para evidenciar
drivers candidatos a marcadores de resposta a terapia e para revelar alvos terapéuticos mais eficazes para
o tratamento de pacientes com céancer de reto.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario do projeto informado nas Informagdes Basicas da Plataforma Brasil:

Identificar alteragdes genéticas e epigenéticas que corroborem para a elucidagao dos mecanismos de
resisténcia ao tratamento de radio e quimioterapia em pacientes com adenocarcinoma de reto esporadicos,
atendidos no AC Camargo Cancer Center.

Objetivos informados no corpo do projeto anexada a Plataforma

Objetivo Primario

Identificar alteracdes genéticas e epigenéticas que corroborem para a elucidacdo dos mecanismos de
resisténcia ao tratamento de radio e quimioterapia em pacientes com adenocarcinoma de reto
esporadicos,atendidos no AC Camargo Cancer Center, SP e no Hospital de Cancer de Barretos, Barretos,
SP.

Obijetivos especificos

« |dentificar alteragfes no numero de copias (ganhos e perdas) gendmicas em tumores de reto de pacientes
com resposta completa e com resisténcia ao tratamento radio e quimioterapico;

« [dentificar transcritos diferencialmente expressos entre tumores de reto de pacientes segundo a resposta a
radio e quimioterapia neoadjuvante;

+ Identificar perfis de metilagdo em tumores de reto de pacientes segundo a resposta ao tratamento radio e
quimioterapico;

+ Integrar os dados de expressao de transcritos com o perfil de metilagao e com o de alteragoes no nimero
de copias de DNA para identificar candidatos a drivers moleculares;

+ Analisar a fungédo dos genes identificados como alterados, avaliando sua participagdo nas vias biolégicas e
possivel contribuigao para resisténcia ao tratamento radio e quimioterapico.

+ Selecionar candidatos e confirmar os achados em um grupo independente de casos.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos e Beneficios especificados pelo pesquisador na Plataforma Brasil

Riscos:

As amostras que ja foram coletadas fazem parte do banco de amostras do Hospital AC Camargo, assim
como aquelas que serdo coletadas no servigo de endoscopia, nao apresentando riscos adicionais aos
pacientes.

Beneficios:
As amostras que ja foram coletadas fazem parte do banco de amostras do Hospital AC Camargo, assim
como aquelas que serao coletadas no servico de endoscopia, ndo apresentando beneficios adicionais aos
pacientes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios e consideragdes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Todos os documentos foram apresentados de forma adequada.

Recomendacgoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

1. O estudo prevé a utilizagao de 22 amostras de tecido congelado e 22 blocos de parafina de pacientes do
HCB. Para as extragoes de RNA serdo utilizados os blocos de parafina mas ndo esta claro na metodologia
do projeto quantos cortes serao utilizados, espessura e se sobrara material remanescente do paciente em
Biobanco, bem como se seguira as normas do pré-estabelecidas pelo CRAMMB do HCB. Solicita-se
especificar o mencionado acima.

RESPOSTA: SERAO REALIZADOS 11 CORTES DE 10 MICRA DE ESPESSURA DE CADA BLOCO DE
PARAFINA PARA EXTRAGCAO. DURANTE A REALIZACAO DOS CORTES SERA TOMADO O CUIDADO
DE NAO SE ESGOTAR O BLOCO DE PARAFINA. O POP DO CRAMMB AUTORIZA A REALIZAGAO DE
10 CORTES.

ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Solicita-se esclarecer se as amostras do HCB serao utilizadas a partir de Julho de 2014 contendo
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o novo TCLE do Biobanco.
RESPOSTA: Nao serao utilizadas amostras colhidas a partir de Julho de 2014.
ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao Pio XIl — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolugao CNS 466/2012 e na Norma Operacional N® 001/2013 do CNS, e apés a
analise das respostas as pendéncias emitidas, manifesta-se pela APROVACAO do projeto de pesquisa
proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatdrios semestrais, sendo o primeiro previsto para 14/06/2016.

2. Comunicar toda e qualquer alteragdo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovacgao do
Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ac Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorride durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
processamento.

5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apds conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos orgéaos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o nimero 1030/2015.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagodes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 30/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 612037.pdf 15:43:43
Qutros Carta_de_resposta.pdf 30/11/2015 | Cristovam Aceito

15:25:25 | Scapulatempo Neto
Outros Carta_de resposta.docx 30/11/2015 |Cristovam Aceito
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QOutros Carta_de_resposta.docx 15:24:48 |Scapulatempo Neto Aceito
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 09/11/2015 |CRISTOVAM Aceito
08:18:11 |SCAPULATEMPO
NETO
Projeto Detalhado/ |PROJETO_CA_DE RETO.docx 06/11/2015 [CRISTOVAM Aceito
Brochura 22:47118 | SCAPULATEMPO
Investigador NETO
Qutros Ciencia_e_autorizacao_departamentos. | 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
pdf 15:25:27 |SCAPULATEMPO
NETO
Qutros Levantamento_de_amostras_criopresery] 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
adas_BIOBANCO.pdf 09:36:140 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros Fonte_financiamento.pdf 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
09:35:52 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros Corresponsabilidade_pesquisador_exter| 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
no.pdf 09:35:09 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros Cadastro_projeto.pdf 23/10/2015 [CRISTOVAM Aceito
09:33:59 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros Responsabilidade_pesquisador.pdf 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
09:30:59 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros MABIN.pdf 23/10/2015 |CRISTOVAM Aceito
09:30:07 |SCAPULATEMPO
NETO
Outros Formulario para submissao do 31/03/2014 Aceito
projeto.pdf 18:18:40
QOutros Declaragao sobre uso e destino do 31/03/2014 Aceito
material biologico.pdf 18:12:30
Qutros Declaragao sobre os dados 31/03/2014 Aceito
coletados.pdf 18:12:01
Outros Orgamento financeiro detalhado.pdf 28/03/2014 Aceito
15:01:40
Outros Cronograma de estudo.pdf 28/03/2014 Aceito
15:01:23
Outros Identificagéo dos curriculos na 28/03/2014 Aceito
Plataforma Lattes.pdf 15:00:26
Outros Declaragao de Ciéncia e 28/03/2014 Aceito
Comprometimento  Samuel.pdf 14:59:58
QOutros Declaragao de Ciéncia e 28/03/2014 Aceito
comprometimento  Endoscopia.pdf 14:59:48
QOutros Declaragao de Ciéncia e 28/03/2014 Aceito
Comprometimento _Biobanco.pdf 14:59:39
Qutros Declaragao de Infraestrutura e 28/03/2014 Aceito
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Outros Instalagoes.pdf 14:59:09 Aceito

Qutros Termo de compromisso do pesquisador | 28/03/2014 Aceito
com resolugdes do conselho nacional de|  14:58:26
saude. pdf

TCLE / Termos de | Termo de dispensa do consentimento 28/03/2014 Aceito

Assentimento / livre e esclarecido.pdf 14:57:19

Justificativa de

Auséncia

Outros Declaragao sobre a publicacao dos 19/03/2014 Aceito
dados de pesquisa utilizando amostras 10:01:37
fornecidas e processadas pelo biobanco
do ac camargo cancer center.pdf

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BARRETOS, 15 de Dezembro de 2015

Assinado por:
Thiago Buosi Silva

(Coordenador)
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Anexo 2 - Cobertura média, numero total de reads, porcentagem de reads
alinhados e a fragao das sequéncias com cobertura de pelo menos 20, 30 e
100 vezes obtidas com o sequenciador NextSeq para as 31 amostras de

adenocarcinomas de reto.

Caso Cobertura  # Total de % Reads % de regides cobertas
Média Reads alinhados x20 x30 x100
RET2 139,18 1580974 99,75351 93,9 92,0 70,1
RET3 187,43 2275089 99,71979 95,3 94,1 81,7
RET4 165,01 2015777 99,72373 94,6 93,0 75,5
RET5 171,29 1969516 99,73821 95,1 93,8 78,8
RET6 156,61 2000552 99,72783 94,8 93,5 77,1
RET7 167,68 2159331 99,74057 94,8 93,3 76,6
RET8 203,50 3092943 99,72227 95,1 94,0 83,0
RET9 169,58 2216756 99,73660 95,0 93,6 77,8
RET10 149,17 1851027 99,74414 94,6 92,8 73,3
RET11 178,31 2244858 99,73914 95,1 93,7 79,2
RET12 196,08 2429632 99,71675 95,8 94,8 83,7
RET13 163,42 2554653 99,77797 94,5 93,2 77,1
RET15 192,04 2874946 99,78274 94,6 93,3 80,4
RET17 152,54 2299094 99,78109 94,3 92,9 74,1
RET18 187,31 2749994 99,74185 95,0 93,9 80,2
RET19 172,71 3126395 99,76529 94,5 93,2 78,2
RET20 171,64 2623036 99,78231 94,7 93,5 78,8
RET24 109,15 1689621 99,68182 92,5 89,6 56,6
RET25 284,42 7327494 99,70383 96,1 95,3 88,8
RET26 163,35 1967094 99,73077 94,9 93,6 77,5
RET27 163,66 2065246 99,74236 94,7 93,3 77,9
RET28 162,27 1908455 99,74812 94,3 92,5 75,4
RET29 164,86 1852606 99,73011 94,7 93,3 76,0
RET30 168,09 1892555 99,68429 95,0 93,8 78,1
RET31 165,79 1979443 99,75230 94,9 93,3 77,2
RET32 191,96 2262387 99,75261 95,1 93,9 81,0
RET33 178,83 2112018 99,75123 94,8 93,4 79,0
RET34 159,84 1812336 99,74955 94,4 92,9 74,6
RET41 153,07 1911588 99,74728 95,0 93,4 74,8
RET43 184,80 2400005 99,74158 954 94,2 79,3

RET44 171,82 1968201 99,7111 94,5 93,1 77,3
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Anexo 4 - Proteinas potencialmente secretadas em céncer de reto com e sem resposta patolégica completa (pCR e pIR,
respectivamente) identificadas por analise in silico usando as ferramentas de predigdo dos CBS servers (SecretomeP 2.0,

SignalP 4.1 e TargetP 1.1: http://www.cbs.dtu.dk/services/).

Resposta Patolégica Completa (IDs.)

Resposta Patoldgica Incompleta (IDs.)

UniProt
P36896
Q9Y4X0
Q9NXR5
Q12797
P61769
P16442
P56880
Q5RI15
Q96CG8
P19875
P80162
P21860
Q14534
P43268
Q9CO009
P78334
Qo6P67
P09341
Q9NPF7
P10145
095868

Gene
ACV1B
AMMR1
ANR10
ASPH
B2MG
BGAT
CLD20
COX20
CTHR1
CXCL2
CXCL6
ERBB3
ERG1
ETV4
FOXQ1
GBRE
GPR82
GROA
IL23A
IL8
LY66D

UniProt
P03956
P39900
Q8TAD7
Q8WYS50
Q8N131
P10114
P15880
Q8NFV5
A6NIY4
015269
P01375
Q06643
014562
Q9NYU1
P00749
P41221
Q9UPY5
014980
Q14592

Gene
MMP1
MMP12
OCC1
PLAC4
PORIM
RAP2A
RS2
SPDE1
SPDE5
SPTC1
TNFA
TNFC
UBFD1
UGGG2
UROK
WNT5A
XCT
XPO1
ZN460

UniProt
P19876
Q68DV7
P15692
P15018
P15514
P08476
P78556
P56880
Q9Y520
P25063
P80162
Q08722
P17301
P19875
P21860
P40199
014944
P09341
Q9NPF7
P10145
P42830

Gene
CXCL3
RNF43
VEGFA
LIF
AREG
INHBA
CCL20
CLD20
BACE2
CD24
CXCL6
CcD47
ITA2
CXCL2
ERBB3
CEAM®6
EREG
GROA
IL23A
IL8
CXCL5

UniProt
P03956
P39900
P78334
Q15582
Q8N131
P16070
Q8WUJ3
P15529
P08581
Q96HE7
P08174
Q99988
Q13217
P16444
P00749
P20382
Q96DZ1
P23229
A6NM11
Qo6P67
015269

Gene
MMP1
MMP12
GBRE
BGH3
PORIM
CD44
CEMIP
MCP
MET
ERO1A
DAF
GDF15
DNJC3
DPEP1
UROK
MCH
ERLEC
ITAG
L37A2
GPR82
SPTC1

UniProt
Q06643
Q9Y4X0
QI9NXR5
Q5RI15
P43268
Q9C009
Q8TAD7
Q8WYS50
P10114
P15880
P01375
014562
Q9UPY5
014980
Q14592
P08254
Q9HDA45
P34910
Q9Y5L2
Q8TBQ9
000453

Gene
TNFC
AMMR1
ANR10
COX20
ETV4
FOXQ1
OCC1
PLAC4
RAP2A
RS2
TNFA
UBFD1
XCT
XPO1
ZN460
MMP3
TM9S3
EVI2B
HLPDA
KISHA
LST1

UniProt
Q86XA0
Q9P1F3
Q53H80
P98196
Q9HT7FO
Q8IU99
Q9BWT1
P13569
Q5VvZT2
P78545
P32189
P68431
Q71DI3
P09067
P17482
P41134
P01584
Q9BYG3
Q06416
014737
P53611

Gene
MET23
ABRAL
AKIR2
AT11A
AT133
CAHM1
CDCA7
CFTR
CJ113
ELF3
GLPK
H31
H32
HXB5
HXB9
ID1
IL1B
MK67I
P5F1B
PDCD5
PGTB2

UniProt
Q8IWS0
P24666
P46778
P61927
Q9Y508
P62277
P62841
P62701
P08579
P55011
Q5TGl4
Q8TCJ2
Q15185
Q92664
P02786
Q15785
000762
076080
Q9NS37
P17029

Gene
PHF6
PPAC
RL21
RL37
RN114
RS13
RS15
RS4X
RU2B
S12A2
SAMD5
STT3B
TEBP
TF3A
TFR1
TOM34
UBE2C
ZFAN5
ZHANG
ZKSC1

IDs.: Numero de identificagdo das proteinas e nome dos genes dados pelo UniProtKB (http://www.uniprot.org)




Anexo 5 - Proteinas potencialmente secretadas por tumores de reto de
pacientes com resposta patolégica completa (17) e incompleta (56) que ja
foram descritas em vesiculas extracelulares (VE) provenientes de amostras
de carcinomas colorretais.

Simbolo Nome da Proteina

Resposta Patoléogica Completa

AMMR1* AMME syndrome candidate gene 1 protein

ANR10*  Ankyrin repeat domain-containing protein 10

ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase (Aspartate beta-hydroxylase)
B2MG Beta-2-microglobulin

C-X-C motif chemokine 6 (Chemokine alpha 3) (CKA-3) (Small-inducible

CXCL6* X
cytokine B6)
« Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 (Proto-oncogene-like protein c-ErbB-
ERBB3 3)
ERG1 Squalene monooxygenase
. ETS translocation variant 4 (Adenovirus E1A enhancer-binding protein) (E1A-
ETVv4 F)
FOXQ1* Forkhead box protein Q1 (HNF-3/forkhead-like protein 1)
IL8* Interleukin-8 (C-X-C motif chemokine 8)
Interstitial collagenase (Fibroblast collagenase) (Matrix metalloproteinase-1)
MMP1* (MMP-1)

RS2* 408 ribosomal protein S2

SPTC1* Serine palmitoyltransferase 1

UGGG2 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 2

WNT5A  Protein Wnt-5a

XCT* Cystine/glutamate transporter

XPO1* Exportin-1

Resposta Patolégica Incompleta

ABRAL  Costars family protein ABRACL (ABRA C-terminal-like protein)
AMMR1* AMME syndrome candidate gene 1 protein

ANR10*  Ankyrin repeat domain-containing protein 10

AREG Amphiregulin (AR) (Colorectum cell-derived growth factor) (CRDGF)
AT11A Probable phospholipid-transporting ATPase IH

Probable cation-transporting ATPase 13A3 (ATPase family homolog up-
AT133 ;
regulated in senescence cells 1)

BACE2 Beta-secretase 2 (Membrane-associated aspartic protease 1)
BGH3 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3
C-C motif chemokine 20 (Beta-chemokine exodus-1) (Macrophage
CCL20 . .
inflammatory protein 3 alpha)
CD44 CDA44 antigen (Extracellular matrix receptor Ill) (ECMR-III)
cDa7 Leukocyte surface antigen CD47 (Antigenic surface determinant protein OA3)
(Integrin-associated protein)
CEAMG6  Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6
CEMIP Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein
CXCL3  C-X-C motif chemokine 3 (Growth-regulated protein gamma) (GRO-gamma)
CXCL5 C-X-C motif chemokine 5 (Small-inducible cytokine B5)

« C-X-C motif chemokine 6 (Chemokine alpha 3) (CKA-3) (Small-inducible
CXCL6 :
cytokine B6)

DAF Complement decay-accelerating factor (CD antigen CD55)



Dipeptidase 1 (Dehydropeptidase-l) (Microsomal dipeptidase) (Renal

DPEPL  jipeptidase) (hRDP)
« Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 (Proto-oncogene-like protein c-ErbB-
ERBB3 3)
ERO1-like protein alpha (ERO1-L) (Endoplasmic reticulum oxidoreductase
ERO1A alpha)
. ETS translocation variant 4 (Adenovirus E1A enhancer-binding protein) (E1A-
ETV4 F)

EVI2B Protein EVI2B (Ecotropic viral integration site 2B protein homolog)

FOXQ1* Forkhead box protein Q1 (HNF-3/forkhead-like protein 1)

GDF15  Growth/differentiation factor 15 (GDF-15) (Macrophage inhibitory cytokine 1)
GLPK Glycerol kinase (GK) (Glycerokinase) (ATP:glycerol 3-phosphotransferase)
HXB9 Homeobox protein Hox-B9

ID1 DNA-binding protein inhibitor 1D-1
IL8* Interleukin-8 (C-X-C motif chemokine 8)
INHBA Inhibin beta A chain (Activin beta-A chain)
ITA2 Integrin alpha-2 (CD49 antigen-like family member B)
ITA6 Integrin alpha-6 (CD49 antigen-like family member F)
LIF Leukemia inhibitory factor
MCP Membrane cofactor protein (TLX) (Trophoblast leukocyte common antigen)
Hepatocyte growth factor receptor (Proto-oncogene c-Met) (Tyrosine-protein
MET :
kinase Met)
. Interstitial collagenase (Fibroblast collagenase) (Matrix metalloproteinase-1)
MMP1 (MMP-1)

PDCD5 Programmed cell death protein 5

PGTB2  Geranylgeranyl transferase type-2 subunit beta

PHF6 PHD finger protein 6

PPAC Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase
RN114 E3 ubiquitin-protein ligase RNF114

RS13 40S ribosomal protein S13

RS2* 40S ribosomal protein S2

RS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform

RU2B U2 small nuclear ribonucleoprotein B

S12A2 Solute carrier family 12 member 2 (Basolateral Na-K-Cl symporter)
SPTC1* Serine palmitoyltransferase 1

TEBP Prostaglandin E synthase 3 (Telomerase-binding protein p23)
TF3A Transcription factor IIIA

TFR1 Transferrin receptor protein 1

TM9S3  Transmembrane 9 superfamily member 3

TOM34  Translocase of outer membrane 34 kDa subunit

UBE2C  Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C

XCT* Cystine/glutamate transporter

XPO1* Exportin-1

ZFAN5 AN1-type zinc finger protein 5

ZKSC1 Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains 1

* Proteinas potencialmente secretadas encontradas nos dois grupos (pCR e pIR). Em
negrito, proteinas descritas no banco de dados Cancer Secretome
(http://www.cancersecretome.org/), usado como filtro adicional para pacientes com pIR.




