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RESUMO

Melo FM. Analise da heterogeneidade do status mutacional no cédon
600 do gene BRAF em carcinomas colorretais primarios e metastéticos.
Séo Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Antbnio Prudente].

Introducdo: A via de sinalizacdo do Receptor do Fator Epidermal do
Crescimento (EGFR) desempenha um importante papel na carcinogénese
utilizadas com sucesso no tratamento de alguns pacientes com CCR
metastatico. Tumores que apresentam mutacdo no codon 600 do gene
BRAF frequentemente ndo apresentam resposta a essa inibicdo, pois essa
mutacao leva a uma ativacdo da proteina BRAF, levando a via MAPK/ERK a
ficar ativada constantemente. Assim, a analise de mutacdo do gene BRAF
se faz necessaria, porém, ndo ha indicacédo sobre a amostra mais adequada
a ser testadas: tumor primario ou metastases. Objetivo: Avaliar o status e
frequéncia de mutacdo no codon 600 do gene BRAF em CCR primarios e
suas metastases, bem como avaliar a existéncia de heterogeneidade
mutacional entre eles. Material e Métodos: Um total de 58 casos de CCR
primarios e metastaticos, selvagens para os codosn 12, 13 e 61 do gene
KRAS, tiveram seus tumores testados, por pirosequenciamento, para
mutagbes no cédon 600 do gene BRAF. Resultados: 2 dos 58 casos
testados (3,45%) apresentaram mutacdo c.1799A>T; p.(V600E) do gene
BRAF, ambos casos detectados tanto no tumor primario, quanto em suas
metastases. Os dois casos mutados foram tumores de pacientes do sexo
feminino, diagnosticados na sexta década de vida e com metastases
linfonodais e hepaticas, uma com tumor primario no célon direito e a outra
no reto. Concluséo: A mutacdo do gene BRAF foi encontrada em apenas 2
casos (3,4%) dentre 58 carcinomas colorretais sabidamente selvagens para
0s cbédons 12, 13 e 61 do gene KRAS, avaliados neste estudo. O status
mutacional do cédon 600 do gene BRAF se mostrou concordante em tumor
primario e suas respectivas metastases nos casos estudados.



SUMMARY

Melo FM. [Analysis of BRAF codon 600 mutation heterogeneity in
primary and metastatic colorectal cancer]. Sdo Paulo; 2016. [Dissertacao
de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: The Epidermal Growth Factor Pathway (EGFR) plays an
important role in colorectal cancer carcinogenesis. Therapies that target its
inhibition have been successfully used for some patients with metastatic
colorectal cancer. Tumors with BRAF codon 600 mutation often show not
response to this inhibition, as this mutation leads to an activation of BRAF
protein, leading the MAPK/ERK pathway to be active constantly. Thus, the
analysis of this mutation in BRAF gene is required, however, there is none
recommendation about the most appropriate sample to be tested: primary
tumor or metastasis. Objective: To evaluate the mutation status and
frequency of BRAF gene codon 600 in primary CCR and their matched
metastases and to assess the presence of disagreement between the
results. Methods: A total of 58 primary and metastatic CCR tumors, wild-type
to codons 12, 13 and 61 of KRAS gene, have been tested by
pyrosequencing, to evaluate mutations in codon 600 of BRAF gene. Results:
Two of the 58 tested patients (3,45%), showed the ¢.1799T>A; p.(V600E)
mutation in BRAF gene, both detected in the primary tumors and in its
matched metastasis. The two cases were mutated tumor removed from
female patients diagnosed in the sixth decade of life and with committed
lymph node and liver metastases. One of the patients had a primary tumor in
the right colon and the other in the rectum. Conclusion: The mutation V600E
in BRAF gene was found in only 2 cases (3,4%) among 58 colorectal
carcinomas with wid-type KRAS gene (codons 12, 13 and 61) evaluated in
this study. The mutational status in codon 600 of BRAF gene showed to be
concordant in the primary tumor and its matched metastases for the two

cases studied.
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) foi considerado em 2012, pelo projeto
GLOBOCAN do International Agency for Research on Cancer (IARC), o
terceiro tipo de cancer mais frequente mundialmente (excluindo o cancer de
pele ndo-melanoma) estando a sua frente somente o cancer de pulmao, em
primeiro lugar, e o céncer de mama, em segundo. No sexo feminino foi
estimado como segundo tipo mais comum, depois do cancer de mama, e no
sexo masculino como terceiro, depois dos canceres de pulméo e préstata,
respectivamente (FERLAY et al. 2014). Dados desse estudo foram
analisados por TORRE et al. (2015), onde observou-se que as taxas de
incidéncia dessa neoplasia sdo mais evidentes em paises bem
desenvolvidos quando comparados a paises com menor desenvolvimento.
De acordo com a World Health Organization-WHO, o CCR é a quarta causa
mais comum de morte por cancer no mundo (BOSMAN 2014).

No Brasil, o céncer colorretal esta entre as quatro localidades
topograficas mais frequentes de neoplasia, em ambos os sexos, sendo
superado somente pelos canceres de pele ndo-melanoma, de préstata e de
mama feminina. Em uma andlise individual de géneros, as taxas nacionais
seguem a mesma colocacao mundial de terceiro lugar para homens, depois

do cancer de préstata e pulméo, e segundo lugar para mulheres, depois do



cancer de mama. Essa elevada incidéncia da doenca, faz com que ela seja
considerada um problema de saude publica. (GUIMARAES et al. 2012;
Ministério da Saude 2013; Ministério da Saude 2016).

Segundo dados do Instituto Nacional de Céancer (INCA), no Brasil,
foram estimados para 2016, aproximadamente, 34.280 novos casos de
CCR, sendo 16.660 em homens e 17.620 em mulheres. (Ministério da
Saude 2016).

A sobrevida dos portadores de CCR esta diretamente ligada ao
estagio da doenca no momento do diagndstico. Quando detectado
precocemente, ainda em estadio inicial, a sobrevivéncia em 5 anos é de
aproximadamente 90%, porém, somente 39% dos CCR sé&o diagnosticados
nesta fase. Vinte e cinco por cento dos casos ja apresentam a forma
metastatica da doenca no momento do diagndstico, caindo para 10% a taxa
de sobrevida em 5 anos nesses pacientes. Em resumo, quanto mais precoce
for detectada a doenca, maiores sdo as chances de sobrevivéncia.

(GOLDBERG et al. 2007; HAGGAR e BOUSHEY 2009).

1.2 CANCER COLORRETAL HEREDITARIO E ESPORADICO

O cancer colorretal pode ocorrer em trés padrbes distintos:
hereditario, familial ou esporadico (CALVERT e FRUCHT 2002).

Estima-se que 30% de todos os casos de CCR sejam causados por
alteracdes genéticas de linhagem germinativa. Aproximadamente 5% desses

casos representam o padrao hereditario, ou seja, sao sindromes associadas



a mutacdes hereditarias de alta penetrancia e apresentacdes clinicas que ja
estdo bem caracterizadas. O restante dos CCR com heranca germinativa
pertence ao padrdo familial. Nas familias afetadas esses tumores se
desenvolvem em wuma frequéncia relativamente alta para serem
considerados esporadicos, mas ndo em um padrdo consistente como de
uma sindrome hereditaria. O diagnostico € feito com base na histéria da
familia estudada (CALVERT e FRUCHT 2002; JASPERSON et al. 2010).

Dentre os 5% dos casos que representam as sindromes hereditarias
de predisposicdo relacionadas ao CCR, destacam-se como principais o
Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose Hereditary NonPolyposis
Colorectal Cancer (HNPCC) e a Polipose Adenomatosa Familial (FAP -
Familial Adenomatous Polyposis) (RUSTGI 2007; HAGGAR e BOUSHEY
2009).

Cerca de 3 a 5% de todos os casos de canceres colorretais
correspondem a HNPCC, também conhecida como Sindrome de Lynch (SL).
Portadores desta sindrome apresentam predisposicdo ao desenvolvimento
precoce de cancer de colon e reto, bem como de outros tumores pélvicos
como de endométrio, ovario, intestino delgado, estbmago e trato urinario
(DOMINGUEZ et al. 2008). A SL é caracterizada por um alto nivel de
Instabilidade de Microsatélites (MSI-H) e por mutacbes germinativas
deletérias em um dos cinco genes de reparo (MMR — Mismatch Repair),
sendo a maioria nos genes MLH1 (MutL homologl) e MSH2 (MutS homolog
2), mas também nos genes MSH6 (MutS homolog 6), PMS1 (Post-meiotic

segregation increased 1) ou PMS2 (Post-meiotic segregation increased 2)



(JASPERSON et al. 2010; SILVA et al. 2015).

A Polipose Adenomatosa Familial € caracterizada pela presenca de
centenas e até milhares de polipos adenomatosos no colon e no reto que
normalmente aparecem durante a adolescéncia ou na terceira década de
vida (FEARNHEAD et al. 2002). Outra variante desta doenca é a FAP
atenuada, que se apresenta de forma menos severa e € caracterizada pela
presenca de até cem polipos colorretais (JASPERSON et al. 2010). Ambas
as doencas sdo causadas por mutacdes no gene APC (Adenomatous
polyposis coli) que tem um importante papel como gene supressor de tumor
(TORREZAN et al. 2013).

Além da FAP e da HNPCC, existem outras sindromes hereditarias
menos frequentes. Uma dela é a Polipose associada ao MUTYH (mutY DNA
glycosylase). Causada por mutacdes bialélicas no gene MUTYH, é
caracterizada pela presenca de polipos adenomatosos, porém, a presenca
de pdlipos hiperplasicos também é comum nesses casos (JASPERSON et
al. 2010).

Outras sindromes hereditarias tém como caracteristica a presenca de
polipos hamartomatosos na regido colorretal. Elas podem ser raras e
conferir pouco ou até nenhum risco ao desenvolvimento de cancer de colon,
como é o caso da sindrome de Cowden, causada por mutacdes no gene
PTEN (Phosphatase and tensin homolog). Ja outras sindromes associadas a
presenca deste tipo de polipos, estdo associadas ao risco elevado de

desenvolver cancer colorretal e outras doencas. E o caso da Sindrome de



Peutz Jegher's e da Sindrome de Polipose Juvenil (JASPERSON et al.
2010).

A Sindrome de Peutz Jegher’s é uma doenca autossdomica dominante
caracterizada peca presenca de pélipos hamartomatosos no intestino
delgado, onde pode ocorrer obstrucdo e sangramentos. Pode ser facilmente
reconhecida pela pigmentacdo da regido peri-oral, maos, pés e Orbita
periocular, que acomete seus portadores. As mutacdes germinativas
associadas ocorrem no gene STK11 (Serine/threonine kinase 11)
(FEARNHEAD et al. 2002; JASPERSON et al. 2010).

A Sindrome de Polipose Juvenil também é uma doenca autossémica
dominante e os genes envolvidos sdo o0 SMAD family member 4 (SMAD4) e
o Bone morphogenetic protein receptor type 12 (BMPR1A). Seus portadores
apresentam predisposicado de presenca de polipos hamartomatosos juvenis,
gue se manifestam na infancia ou na adolescéncia, com acometimento do
estdbmago e intestino delgado. A auséncia de caracteristica extra-colonicas
pode dificultar o diagndstico (FEARNHEAD et al. 2002; RUSTGI 2007,
JASPERSON et al. 2010).

Embora existam diversas sindromes hereditarias para esse tipo de
cancer, a forma esporadica da doenca ainda representa a grande maioria
dos casos de cancer colorretal, ocorrendo em aproximadamente 70% dos
CCR na populacédo. O CCR esporadico € comum em pessoas com mais de
50 anos de idade (CALVERT e FRUCHT 2002). A exposicdo a fatores
ambientais associados com o0 risco para esta doenca, particularmente a

dieta, sdo as principais razfes para a disparada incidéncia mundial da



doenca, especialmente na regido ocidental, pois estdo fortemente
relacionadas ao alto consumo de carne vermelha e gorduras, bem como o
baixo consumo de frutas, vegetais e fibras. Estd associada também com a
falta de atividade fisica, obesidade e tabagismo. Nos casos esporadicos
ocorrem multiplas mutacées em células normais que se acumulam e as
levam a um estado de hiperplasia, adenoma, carcinoma e até metastases
(WICKHAM e LASSERE 2007).

Para esse acumulo de mutacdes, foi caracterizada uma ordem
denominada Sequéncia Adenoma-Carcinoma, onde constam 0S genes
envolvidos e a qual estagio eles induzem o tumor, quando encontram-se
mutados (FEARON e VOLGESTEIN 1990; PINHO e ROSSI 1999). Essa
sequencia esta presente na maior parte dos casos de CCR, porém,
aproximadamente 20% dos casos, se desenvolvem a partir de lesdes de
padréo serrilhado, onde a via de carcinogénese envolvida é chamada de Via

Serrilhada (PATAI et al. 2013; SZYLBERG et al. 2015).

1.3 VIAS DE CARCINOGENESE DO CANCER COLORRETAL

ESPORADICO

O modelo genético de tumorigénese colorretal, conhecido como
sequéncia Adenoma-Carcinoma, foi estudado e proposto por FEARON e
VOLGESTEIN (1990).

Resumidamente, o estudo citado postulou que a Sequéncia

Adenoma-Carcinoma (Figura 1), que ocorre nos casos de tumor esporadico,



pode ser dividida em etapas. No primeiro estagio ocorre a mutacédo do gene
APC, responsavel por regular a proliferacdo celular que, quando mutado,
perde sua funcdo e entdo surge um estado hiperproliferativo e como
consequéncia a formacédo de um pequeno adenoma. Seguindo esta etapa,
ha a hipometilacdo do DNA. A presenca de um radical metila nas regides
promotoras, com ilhas Citosina- phosphato — Guanina (CpG), de um
determinado gene, impede a leitura deste, porém, quando este radical é
ausente (hipometilacdo), servirhA como estimulo a proliferacdo celular,
contribuindo para o desenvolvimento do adenoma inicial originado pela
mutacdo do gene APC. O segundo estagio se da pela ativacdo da proteina
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), que € responsavel pela
ativacdo do crescimento e diferenciacdo celular a partir de estimulos
extracelulares. Quando essa proteina esta alterada por decorréncia de uma
mutacéo, funciona como oncogene que estimula ainda mais a proliferacao,
fazendo com que ocorra uma evolugdo do adenoma inicial para um
adenoma intermediario. O terceiro estagio consiste na mutacdo da proteina
Deleted in Colorectal Cancer (DCC), que apresenta uma importante funcao
de adesado celular. Uma vez mutada, a DCC perde a capacidade de
aglutinacdo celular. Essa alteracdo € frequentemente encontrada em
adenomas tardios. E finalmente, no quarto estagio € onde ocorre a mutacéo
da proteina p53 (Tumor protein p53), etapa que é considerada a alteracao
decisiva no processo de malignizacdo de uma lesdo adenomatosa benigna.
A p53 funciona como um fator de seguranca contra a reproducéo de células

contendo alteracbes no DNA. Havendo perda dessa funcdo em um tecido



com estado hiperproliferativo, had entdo o acumulo de mutagbes
cromossomais, sendo esta, uma caracteristica bésica nos carcinomas
invasivos. Vale ressaltar que, embora essa sequéncia Adenoma-Carcinoma
ocorra na maioria dos casos, o acumulo dessas mutacdes € mais importante
do que a ordem que elas ocorrem. (FEARON e VOLGESTEIN 1990; PINHO

e ROSSI 1999; LESLIE et al. 2002).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da sequéncia adenoma-carcinoma.
Modificagéo do epitélio coldnico, desde o estado normal até o carcinoma, e as alteragdes

genéticas envolvidas em cada estagio.




Embora a maioria dos casos de CCR se desenvolva seguindo o
padrdo de carcinogénese ja citado, aproximadamente 20% dos casos de
CCR se desenvolve a partir de les6es de padréo serrilhado, com a ativacao
de uma via de carcinogénese conhecida como Via Serrilhada, que esta
associada com uma sequencia de alteracbes genéticas e epigenéticas que
representa um mecanismo alternativo de carcinogénese colorretal (PATAI et
al. 2013; KEDRIN e GALA 2015; SZYLBERG et al. 2015).

O mecanismo dos carcinomas mais comuns da Via Serrilhada
comeca com uma mutacdo ativadora do gene BRAF. LesGes portadoras de
mutacfes nesse gene podem se desenvolver em lesbes de padrao
serrilhado. Estas lesbes sé@o propensas a hipermetilacdo das chamadas ilhas
CpGs nas regides promotoras de genes supressores de tumor, com
consequente silenciamento epigenético dos genes envolvidos. O gene
silenciado € um evento aleatdrio e determina o que acontecera com a leséo
posteriormente. O silenciamento epigenético mais bem caracterizado nessas
lesbes € o do gene MLH1, um dos genes de reparo. Quando esse
silenciamento ocorre, a lesdo passa apresentar uma instabilidade de
microssatélite (MSI) e ficando propensa ao desenvolvimento de mutacdes
adicionais em um curto espaco de tempo (SNOVER 2011; KEDRIN e GALA
2015).

Embora na maioria das leses pareca que a metilacdo do promotor do
gene MLH1 seja um evento tardio, ocorrendo provavelmente depois de
muitos anos depois do desenvolvimento da leséo inicial, uma vez que o

gene MLH1 é inativado, hd um rapido desenvolvimento de displasia
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citolégica, seguido pelo desenvolvimento potencialmente rapido de uma

transformacgdo maligna (SNOVER 2011).

1.4 A VIA DA MAPK/ERK E O RECEPTOR DO FATOR

EPIDERMAL DO CRESCIMENTO (EGFR)

A via MAPK/ERK (também conhecida como via Ras-Raf-MEK-ERK) &
caracterizada por uma série de proteinas que se comunicam de uma forma
complexa a partir de um sinal extracelular culminando na regulacdo
transcricional de genes importantes. Entre as diversas proteinas
importantes, o Receptor do Fator Epidermal do Crescimento-EGFR, proteina
transmembrana com atividade de tirosina quinase, desempenha um papel
importante nesta via. Esta proteina é responsavel pela transducdo de sinal
para o nucleo celular, regulando processos como proliferacdo, migracéo,
invasdo, angiogenese e resisténcia a apoptose (STINTZING et al. 2009).

A proteina EGFR encontra-se superexpressa em 82% dos
carcinomas de coOlon e reto, 0 que esta associado ao crescimento,
progressao e ao maior risco de desenvolvimento de metastases (SPANO et
al. 2005; VAN KRIEKEN et al. 2008).

A proteina EGFR faz a ligacdo entre o espaco extracelular e o interior
da célula. Sua estrutura consiste em um receptor extracelular, um dominio
lipofilico transmenbrana e um dominio intracelular com atividade de tirosina
quinase. O EGFR é ativado extracelularmente por um ligante, como o

Epidermal Growth Factor-EGF ou Transforming Growth Factor-alpha-TGF-
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alpha, levando a sua homodimerizacdo. Como resultado temos a
fosforilacdo deste receptor que ativa a cascata de sinais intracelulares
responsavel pelo crescimento, proliferacdo, migracdo e angiogenese. A
cascata de sinalizacdo se inicia com a ativacao da proteina Rat Sarcoma
(RAS), que envia um sinal adicional de transducdo ao Root Abundant Factor
(RAF), MAP kinase / ERK kinase MEK) e Extracellular Regulated MAP-
kinase (ERK), respectivamente e, por ultimo, conduz a transcricdo dos
genes no nudcleo das células levando a uma maligna progressao do tumor

(Figura 2) (JORISSEN et al. 2003; STINTZING et al. 2009).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da via MAPK/ERK.
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Mutacbes nos genes RAS ou no gene BRAF, resultam em uma
ativacdo constitutiva independente da sinalizacdo do EGFR, levando a via a
uma ativacao permanente e independente desta proteina (VAN KRIEKEN et

al. 2008; SCLAFANI et al. 2013).

1.5 GENES DA FAMILIA RAS

A familia dos oncogenes RAS (Rat sarcoma) é representada pelos
genes Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog (HRAS), Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) e Neuroblastoma rat sarcoma viral
oncogene homolog (NRAS). Sdo pequenas proteinas transdutoras de sinais
recebidos da proteina EGFR (ARMAGHANY et al. 2012) controlando
diversas respostas celulares, como proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia (SCHUBBERT et al. 2007).

As proteinas RAS sado pequenas GTPases que ciclam entre a forma
inativa e ativa. Elas encontram-se na forma inativa quando ligadas ao GDP
(Guanosina difosfato), formando RAS-GDP e na forma ativa, quando ligadas
ao GTP (Guanosina trifosfato), formando RAS-GTP (SCHUBBERT et al.
2007).

As proteinas RAS séo ligadas a superficie interna da membrana
plasmatica (GARNETT e MARAIS 2004). Em células quiescentes normais
essas proteinas encontram-se originalmente em sua forma inativa, ou seja,
ligadas ao GDP. Estimulos extracelulares causam a transi¢cdo para a forma

ativa ligada ao GTP. O fator de crescimento (EGF), ligado aos receptores de
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superficie celular (EGFR), cria sitios de acoplamento na por¢ao intracelular
por moléculas adaptadoras e as proteinas de retransmissao de sinais que
recrutam e ativam Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEFs). RasGEFs,
por exemplo os membros da familia Son of Sevenless (SOS), promovem a
transformacdo do RAS-GDP para RAS-GTP ativo, ao passo que as
(GTPase-activating protein (GAPs), por exemplo Neurofioromin 1 (NF1),
estimula a hidrolise do GTP passando para forma inativa RAS-GDP. Quando
em sua forma ativa, a proteina RAS pode interagir produtivamente,
estimulando mais de 20 vias efetoras. Dentre essas vias, destaca-se a via
efetora subsequente RAF/MEK/ERK, que leva a regulacdo de respostas
celulares (SCHUBBERT et al. 2007; DADRAS 2011; ROBERTS e
STINCHCOMBE 2013).

Mutacbes ativadoras dos genes RAS ocorrem em aproximadamente
20% de todos os céanceres humanos. As mutacbes em KRAS ocorrem
frequentemente em célon, pancreas e pulméao, enquanto as de NRAS séao
mais encontradas em leucemias mieloides, e melanomas cutaneos
(IRAHARA et al. 2010). As mutacbes pontuais se dao por meio de
substituicdo de uma determinada base, podendo acarretar em mutacoes
com perda de sentido, ocasionando na troca de um aminodacido critico na
configuracéo da proteina (VAN KRIEKEN et al. 2008).

Mutacbes nos coédons 12, 13, 61, 117 ou 146 dos genes KRAS e
NRAS levam a um ganho de funcdo fazendo com que a ativacdo da
sinalizacdo intracelular seja independente da ativacdo pelo EGFR,

resultando em proliferacdo de células tumorais, protecao contra apoptoses,
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aumento da invasdo e metastases e ativacdo da inducdo de angiogénese
(VAN KRIEKEN et al. 2008). As proteinas RAS mutantes sao
constitutivamente ativas, devido a reducdo da atividade GTPase e
insensibilidade as GAPs (IRAHARA et al. 2010).

No cancer colorretal, 0 gene KRAS € o membro mais frequentemente
mutado e se apresenta nessa condicdo em, aproximadamente, 40% dos
casos esporadicos (DI NICOLANTONIO et al. 2008; REBERSEK et al. 2011;
ARMAGHANY et al. 2012). Mutacbes no gene KRAS estdo bem
estabelecidas como preditores negativos de resposta a terapias anti-EGFR
no tratamento de CCR metastatico (MACEDO et al. 2015).

Estudos recentes tém demonstrado que pacientes com tumores com
mutacbes no gene NRAS também apresentam baixa resposta aos
tratamentos com inibidores de EGFR, quando comparados a tumores com
NRAS selvagem. As mutacbes em NRAS estdo presentes em
aproximadamente 5% dos tumores colorretais, sendo menos frequente que
as mutacdes no gene KRAS. Mutacdes concomitantes nos genes KRAS e

NRAS raramente sao encontradas (MACEDO et al. 2015)

1.6 GENE BRAF

A familia de genes Root Abundant Factor (RAF) é composta por trés
membros: A-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase (ARAF), B-Raf
proto-oncogene, serine/threonine kinase (BRAF) e C-Raf proto-oncogene,

serine/threonine kinase (CRAF) - também conhecido como RAF1). As
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proteinas originadas desses genes possuem atividade de serinal/treonina
quinases e sdo componentes da via de sinalizacdo que regula respostas a
sinais extracelulares (via do EGFR). As proteinas RAF sdo os primeiros
elementos desta cascata que estdo localizadas no citoplasma. Elas
encontram-se logo apés as proteinas RAS, que estdo ligadas a superficie
interna da membrana plasmatica. Quando a proteina RAS encontra-se em
sua forma ativada (RAS-GTP), ela se liga a proteina RAF e a recruta do
citosol para se ligar a membrana plasmatica, que é onde RAF é ativada.
Uma vez ativada, a proteina RAF fosforila e ativa uma proteina quinase
chamada MEK, que por sua vez fosforila e ativa uma outra proteina quinase
denominada ERK. A ERK fosforila proteinas no citosol e também se
transloca para o nudcleo, onde fosforila proteinas como os fatores de
transcricdo. Assim, a ERK regula a expressdo génica, rearranjos do
citoesqueleto e o metabolismo para coordenar respostas aos sinais
extracelulares e regular a proliferacdo, diferenciacdo, senescéncia e
apoptose da célula (GARNETT e MARAIS 2004; HOUBEN et al. 2004).

Aproximadamente 8% dos canceres humanos possuem mutacdo do
gene BRAF. Contudo, a prevaléncia desta alteracdo em diferentes tipos de
tumor é altamente variavel. Melanoma, carcinoma papilifero de tireéide e
cancer colorretal, demonstram a maior incidéncia desta mutacédo (SCLAFANI
et al. 2013).

O gene BRAF esta localizado no braco longo do cromossomo 7
(7q34) e € composto por 18 éxons. Embora haja descricdo de diversos tipos

de mutacdes, a mutacdo ativa mais comum ocorre em 90% dos casos
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mutados e € encontrada no éxon 15, onde acontece a troca da base timina
por adenina no nucleotideo 1799 (c.1799T>A), resultando na traducédo de
um glutamato no lugar de uma valina no cédon 600 (V60OE) (SHARMA e
GULLEY 2010; CANTWELL-DORRIS et al. 2011). A proteina codificada por
este gene mutado é 10 vezes mais ativa do que em sua forma selvagem,
portanto, 0 BRAF pode ser considerado como um oncogene (DAVIES et al.
2002; SHARMA e GULLEY 2010).

Aproximadamente 5 a 15% dos tumores colorretais apresentam
mutac&o no gene BRAF (PALOMBA et al. 2012; THIEL e RISTIMAKI 2013),
e a mutacdo desse gene esta relacionada ao pior progndéstico em casos de

CCR (PHIPPS et al. 2012; VAN CUTSEM et al. 2014).

1.7 TRATAMENTO COM DROGAS ANTI-EGFR

A via de sinalizacdo do EGFR é reconhecida por desempenhar um
importante papel na carcinogénese do cancer colorretal. A inibicdo desta via
tem sido utilizada como tratamento potencial para diversos tipos de tumores
sélidos. Para os casos de CCR metastatico, dois tipos de inibidores da via
do EGFR foram aprovados pelo US Food and Drug Administration (FDA).
Séo eles os anticorpos monoclonais Cetuximabe, produzido pela Merck S.A.,
com nome comercial Erbitux®, e Panitumumabe, produzido pela Amgen
Ltda., com nome comercial Vectibix® O cetuximabe é um anticorpo
monoclonal quimérico IgG1, enquanto o panitumumabe € um anticorpo IgG2

totalmente humanizado. Esses dois tipos de anticorpos se ligam
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especificamente ao dominio de ligacdo extracelular da proteina EGFR
evitando sua dimerizacao e fosforilacédo, bloqueando assim a via de ativacao
subsequente, impedindo a proliferacdo celular e crescimento tumoral (SIENA
et al. 2009; CHEN et al. 2010; RUZZO et al. 2010). As drogas anti-EGFR
como cetuximabe e panitumumabe, podem ser usadas sozinhas, ou
combinadas com outros farmacos como fluorouracil, irinotecan ou oxaliplatin
(LAURENT-PUIG et al. 2009).

Apesar dos beneficios para alguns pacientes, estas drogas possuem
custo elevado e sdo altamente téxicas, portanto, se o uso for feito de forma
nao seletiva, pode ndo apresentar beneficio algum ao usuario (RICHMAN et
al. 2011). Infelizmente, somente uma baixa porcentagem (10-20%) dos
pacientes ndo testados para nenhum gene, respondem ao tratamento com
este tipo de terapia alvo (BARDELLI e SIENA 2010; MOSTERT et al. 2013;
MAO et al. 2015).

Pacientes com alteracdes nos genes RAS ou BRAF, ndo apresentam
resposta ao tratamento com cetuximabe ou panitumumabe, sendo essas
mutacfes consideradas como preditores negativos de resposta a este tipo
de terapia individualizada (BARDELLI e SIENA 2010). Tal resisténcia deve-
se ao ganho de funcdo da proteina, RAS ou RAF, modificada
estruturalmente em decorréncia de uma mutacéo, que leva a uma ativacao
da via proliferativa constante e independente da sinalizacdo pela proteina

EGFR (Figura 3) (VAN KRIEKEN et al. 2008).
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Figura 3 - Demonstracédo da acdo do anti-EGFR em casos de auséncia ou

de presenca de mutacdo nos genes KRAS ou BRAF. A) Estado normal da
proteina EGFR ativando a via de proliferacdo RAS-RAF-MEK-ERK MAPkinase; B) Anti-
EGFR ligado ao receptor de membrana, bloqueando o envio de sinais para poliferacéo,
angiogenese, migracdo e sobrevivéncia; C) Gene KRAS mutado ativando, de forma
independente e permanente, a via proliferativa; D) Gene BRAF mutado ativando, de forma

independente e permanente, a via proliferativa.

As mutacdes do gene KRAS séo encontradas em aproximadamente
30 a 40% dos pacientes com cancer colorretal (DI NICOLANTONIO et al.
2008; REBERSEK et al. 2011; ARMAGHANY et al. 2012), mas somente 40
a 60% dos pacientes com KRAS selvagem, respondem ao tratamento com
anti-EGFR, o que sugere a existéncia de outras alteracbes moleculares que
também determinam resposta (LAURENT-PUIG et al. 2009; REBERSEK et
al. 2011). Dentre os tumores com auséncia de mutacdo do KRAS, em média
5 a 15% possuem mutacdo para 0 gene BRAF (PALOMBA et al. 2012;
THIEL e RISTIMAKI 2013).

Em janeiro ALLEGRA et al. (2016) publicaram uma nova atualizac&o
das diretrizes de tratamento, baseadas em estudos da American Society of

Clinical Oncology (ASCO), onde indica que adicionalmente & analise das
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mutacfes dos codons 12 e 13 do gene KRAS (éxon 2), como era
recomendado previamente, 0s pacientes com cancer colorretal metastatico
devem ter seus tumores testados também para mutacdes em:

o KRAS éxon 3 (c6dons 59 e 61) e éxon 4 (codons 117 e 146);

o NRAS éxon 2 (codons 12 e 13), éxon 3 (cédons 59 e 61) e éxon 4

(cédons 117 e 146).

Enquanto as mutagBes no éxon 2 do gene KRAS ocorrem em
aproximadamente 40% dos casos de CCR, as outas mutagfes éxons 3 e 4
do mesmo gene e as mutagbes citadas em NRAS, quando somadas,
acometem cerca de 10 a 15% dos pacientes com CCR (VAN CUTSEM et al.
2014).

Da mesma forma, a analise de mutacdo do gene BRAF se faz
necessaria e poderia ser utilizada como ferramenta adicional para selecionar
0S pacientes que podem ser beneficiados com as terapias anti-EGFR,
tornando a ideia de tratamento individualizado mais completa (DI

NICOLANTONIO et al. 2008; REBERSEK et al. 2011).

1.8 HETEROGENEIDADE TUMORAL

O cancer colorretal € uma doenca heterogénea que apresenta
diferentes aspectos em sua apresentacdo clinica, em suas caracteristicas
moleculares, bem como no prognéstico do paciente (LINNEKAMP et al.

2015).
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A existéncia de um fendtipo heterogéneo, representado pela variacao
morfologica entre diferentes regides de um mesmo tumor, € comumente
observada na rotina dos médicos patologistas (FISHER et al. 2013;
BARRANHA et al. 2015).

Teorias apontam que o0s canceres sao originados por subclones
celulares distintos, que acumulam mutacdes somaticas que Ihes conferem
um aumento de carga mutacional, tornando-os mais aptos para enfrentar o
processo de selecdo natural que sao submetidos. A progressdo dos
canceres humanos é classicamente entendida como o desenvolvimento de
uma unica célula mutada que passa por uma expansao clonal maligna
seguida de alteragcbes genéticas e gendmicas adicionais. A aquisicdo
continua dessas mutacbes pode levar ao surgimento dos subclones
tumorais, com diversas vantagens proliferativas, capazes de desenvolver
estratégias para aumentar a sua aptiddo para sobreviver num ambiente
potencialmente adverso (BARRANHA et al. 2015).

A heterogeneidade tumoral tem sido identificada em diversos tipos de
canceres e refere-se a existéncia de subpopulacdes celulares com gendtipos
e fendtipos distintos que podem apresentar comportamentos bioldgicos
diferentes. Pode ocorrer dentro de um mesmo tumor, conhecida como
heterogeneidade intratumoral, ou entre um tumor primario e suas
metastases, conhecida como heterogeneidade intertumoral (YANCOVITZ et
al. 2012; FISHER et al. 2013; NORMANNO et al. 2015).

Alguns subclones celulares menores, ndo detectados em amostra de

bidpsias dos tumores primarios, podem ter uma maior capacidade de



21

metastase do que a maioria das outras células, o que pode levar a um
determinado grau de heterogeneidade entre o tumor precursor e o tumor a
distancia, por isso, tumores originados de um mesmo orgao podem ter perfis
moleculares completamente diferentes e, portanto, podem ser sensiveis ou
resistentes a diferentes drogas alvo. (BARRANHA et al. 2015; NORMANNO
et al. 2015).

Tal heterogeneidade € potencialmente importante, uma vez que tem
sido demonstrada como responsavel por afetar significantemente a eficacia
das drogas baseadas em terapia alvo, portanto, € preciso utilizar estratégias
para deteccdo de mutacdes destinadas a esses oncogenes a fim de avaliar
a heterogeneidade intra e intertumoral nessas amostras (YANCOVITZ et al.
2012; FISHER et al. 2013; NORMANNO et al. 2015).

Até o momento, ndo ha indicacao formal a respeito de quais amostras
sdo mais representativas do tumor como um todo e, portanto, mais
adequadas para serem testadas: tumor primario, linfonodo ou metastases a
distancia. (BARRANHA et al. 2015).

Neste sentido, nos casos de céncer colorretal, avaliar a
heterogeneidade genética de mutacbes em oncogenes com valor
prognéstico e/ou preditivo de resposta a terapia alvo nos tumores primarios

e suas metastases é fundamental para o correto planejamento terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o status mutacional do cédon 600 do gene BRAF em
carcinomas colorretais, que possuem metastases hepaticas, pulmonares
e/ou linfonodais, sabidamente selvagens para os cédons 12, 13 e 61 do

gene KRAS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a frequéncia de mutacdes do cédon 600 do gene BRAF em
carcinomas colorretais e suas respectivas metastases, com status
selvagem para o gene KRAS (codons 12, 13 e 61);

b) Avaliar a existéncia de heterogeneidade, quanto a presenca ou
auséncia de mutacao do cédon 600 do gene BRAF, entre neoplasias

primarias e suas metastases originadas de carcinomas colorretais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Delineamento do Estudo
Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, contendo 58 casos de
carcinomas colorretais primarios e metastaticos, com status selvagem para

os codons 12, 13 e 61 do gene KRAS.

3.1.2 Casuistica

Os casos estudados neste trabalho foram avaliados e selecionados a
partir de um estudo prévio denominado “ANALISE DA HETEROGENEIDADE DO
STATUS MUTACIONAL DO GENE KRAS EM CARCINOMAS COLORRETAIS PRIMARIOS E
METASTATICOS” da doutora MACEDO (2014).

No estudo acima citado foram selecionados pacientes com
diagndstico anatomo-patoldgico comprovado de adenocarcinoma colorretal,
que possuiam materiais disponiveis em bloco de parafina no arquivo do
Departamento de Anatomia Patoldgica, de tumor primario e suas respectivas
metéstases, podendo essa metdstase ser hepdética, e/ou pulmonar e/ou
linfonodal.

Foram considerados elegiveis pacientes de ambos os sexos; de todas
as idades; com pecas cirargicas provenientes do A.C.Camargo Cancer

Center ou de outros hospitais, com acompanhamento posterior no
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A.C.Camargo Cancer Center; com neoplasias em qualquer regido do cdlon
e/ou reto; e independente da etapa ou tipo de tratamento em que se
encontravam.

Neste estudo prévio foram analisados tumores primarios e
metastaticos de adenocarcinomas colorretais de 102 pacientes. Destes, 58
casos apresentaram status selvagem para os codons 12, 13 e 61 do gene

KRAS e, portanto, foram os casos selecionados para o presente estudo.

3.1.3 Critérios de Excluséao

Pacientes cujos blocos de parafina ndo continham quantidade minima
de 10% de area neoplasica, necessaria para avaliacdo de mutacdo pontual
por pirosequenciamento, e amostras com massa total de DNA inferior a
300ng (concentracdo de 10ng/uL de DNA eluido em 30 pL de agua), foram

excluidos do estudo.

3.2 METODOS

3.2.1 Levantamento das Amostras e Selec&o da Area Neoplasica

A partir da andlise de prontuarios eletrdnicos de pacientes do
A.C.Camargo Cancer Center, foram selecionados casos de
adenocarcinomas colorretais com histérico de metastase em figado, e/ou

pulmao e/ou linfonodo(s).
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As laminas histolégicas, coradas por Hematoxilina-Eosina (H&E),
foram retiradas do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica do
A.C.Camargo Cancer Center.

As avaliacbes microscopicas foram realizadas pela médica
patologista, da instituicdo, Dra. Mariana Petaccia de Macédo, a fim de
confirmar o diagnostico de adenocarcinoma colorretal e de selecionar as
areas representativas de neoplasia. Nas laminas contendo o0s cortes
histoldgicos foram marcadas as areas com maior concentracdo de células
tumorais e menor quantidade de estroma, muco e infiltrado inflamatério entre
as células, com representatividade neoplasica de, pelo menos, 10%.

Em seguida, os blocos de parafina, correspondentes aos espécimes
selecionados, foram retirados no setor responsavel pelo arquivo de blocos e
laminas, do Departamento de Anatomia Patologica, e encaminhados ao
setor de histologia, onde foram confeccionados, em média, cinco cortes
histologicos, com uma espessura padrdo de 5um, sem coloragcdo, para
posterior extracdo de DNA destes tecidos.

Em todos os 58 casos escolhidos para avaliacdo do status de
mutacdo do codon 600 do gene BRAF, foi selecionada uma regido do tumor

primario e as regides de metastases disponiveis.

3.2.2 Extracdo de DNA
A metodologia utilizada para disseccdo da area tumoral varia de
acordo com a concentracdo e quantidade de células neoplasicas presentes

no material. Para os casos com maior incidéncia neoplasica, superior a 30%,
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a técnica utilizada foi a de microdisseccdo manual (scrape). Nos casos de
escassez tumoral, com 10 a 30% de células representativas de neoplasia, foi
realizada a microdisseccao a laser (Laser Capture Microdissection (LCM) no
equipamento PixCell lle® da marca Arcturus®.

Para ser possivel a extracdo do DNA gendmico destes tecidos, antes
de iniciar a microdissec¢cdo manual, é necessario realizar a desparafinacéo
dos cortes presentes nas laminas. A desparafinacdo foi feita com 3 banhos
de xilol, de 5 minutos cada, seguidos de 2 banhos de alcool 100%, de 2
minutos cada.

A técnica do scrape consiste na raspagem da area selecionada do
tecido, fixado em lamina de vidro, com auxilio de uma lamina de bisturi e
introducédo desse raspado em um microtubo, como demonstrado na Figura

4.

Fonte: HTG Molecular (2016)
Figura 4 - Representacdo esquematica da metodologia de microdisseccao
manual (scrape). A) Bloco de parafina contendo o tumor e lamina com o corte

histoldgico corado por H&E; B) Selecdo da area de maior concentracdo tumoral; C)

Raspagem do tecido desparafinado; D) Introducdo do raspado em um micrutubo.
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A técnica de LCM, utilizada para enriquecer amostras com pouca
representatividade tumoral, consiste na captura de células neoplasicas de
tecidos com tumores escassos, através da utilizacdo de uma capsula
contendo um polimero termoplastico. Esta capsula é sobreposta a lamina e,
ao receber um feixe de laser, o polimero é derretido fixando-se ao tecido e,
ao retrair, captura a regiao de interesse (Figuras 5 e 6).

Para a realizacdo da microdisseccao a laser, € necessario efetuar a
desparafinacdo dos tecidos seguida de coloracdo, conforme o protocolo do

Anexo 1.
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Fonte: ESPINA et al. (2006)
Figura 5 - Representacdo esquematica da metodologia de microdissecc¢ao a

laser (LCM).
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Figura 6 — Imagens do resultado da técnica de microdisseccdo a laser. A)

Tecido com &rea de células neoplasicas antes da captura; B) Tecido com area vazia onde
foram microdissecadas as células neoplésicas; C) Cépsula contendo as células capturadas

do tecido.

Apbs disseccdo dos tecidos tumorais, por scrape ou LCM, seguiu-se a
extracdo do DNA utilizando o kit comercial, apropriado para uso em tecidos
que sofreram processo de inclusdo em parafina, denominado “QlAamp®
DNA FFPE Tissue Kit” da Qiagen®. Algumas adaptacdes do protocolo foram
necessarias, pois, apés alguns testes, viu-se a necessidade da alteracao do
tempo de digestdo com o Buffer ATL e a Proteinase K, de 1 hora, como
descrito no protocolo original do fabricante, para um periodo de 12 a 16
horas (overnight), tendo assim, um melhor rendimento de moléculas
extraidas. O restante do protocolo foi rigorosamente realizado conforme
orientacao do referido kit.

Posteriormente a extragcdo, o eluato obtido (30 uL) foi quantificado,
pelo principio de espectrofotometria, no Nanodrop™ 1000. Para as etapas
seguintes, foram consideradas validas somente as amostras que
apresentaram quantidade igual ou superior a 10ng/pL, equivalente & 300 ng
de massa total, valor minimo para que houvesse quantidade suficiente para

realizar a amplificacdo de todas as regides de interesse nos estudos.
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3.2.3 Reagéo de Pirosequenciamento

A técnica de pirosequenciamento foi escolhida neste projeto por
fornecer resultados qualitativos e quantitativos, além de ter alta sensibilidade
para deteccdo de mutacdes pontuais.

Previamente a reacdo de pirosequenciamento € necessaria a
realizacdo de uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para que haja
quantidade de molde de DNA suficiente para ser sequenciada. Um dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) dessa reacdo de PCR (senso ou
antisenso) deve conter uma marcagao com biotina, que permite o isolamento
da fita de DNA sintetizada a partir desse oligonucleotideo. Esse isolamento
se da por meio da ligacdo da molécula de biotona com particulas de
estreptavidinas. Para isolar a estrutura biotina-estreptavidina dos demais
residuos presentes no produto de PCR, as reacfes sdo submetidas a uma
pressdo negativa, gerada por um vacuo, na plataforma de preparacao de
amostras denominada PyroMark Vacuum WorkStation. Ao serem aspiradas,
as amostras passam por um filtro, onde as estreptavidinas ficam retidas
juntamente com os moldes, e o restante das impurezas vao para um
descarte. Nessa mesma plataforma, as amostras sao lavadas com alcool
70%, removendo os residuos provenientes da PCR. Em seguida, as
amostras passam por uma solucdo denaturante de NaOH que faz com que
as pontes de hidrogénio sejam rompidas, deixando ligadas as
estreptavidinas somente as hemi-fitas de DNA presas a biotina. Por fim, as

amostras passam por uma solucao de lavagem para garantir que na proxima
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etapa estardo presentes somente as hemi-fitas moldes de DNA, sem
qualquer tipo de interferente.

Posteriormente, essas moléculas de fita simples sdo incubadas em
uma solucdo de anelamento contendo um primer de sequenciamento
complementar a elas. A temperatura dessa reacao € elevada a 80°C, o que
garante o anelamento das duas estruturas.

Finalmente, apds esse preparo das amostras, estas vao para o
pirosequenciador PyroMark Q24 (Qiagen®), onde acontece o
sequenciamento por sintese de uma fita complementar a fita inserida no
equipamento.

O pirosequenciamento é um tipo de sequenciamento de DNA
baseado na deteccado da liberacdo de Pirofosfato (PPi) durante a sintese da
molécula de DNA (RONAGHI 2001). No processo sao utilizadas quatro
enzimas: DNA Polimerase, ATP Sulfurilase, Luciferase e Apirase; e 2
substratos: APS (adenosina 5’ fosfosulfato) e Luciferina (AHMADIAN et al.
2006).

A cascata se inicia com a reacdo de polimerizacdo, onde a enzima
polimerase utiliza os dNTPs (desoxi-ribonucleotideo trifosfatado) para
sintetizar uma nova fita de DNA a partir da fita molde. Os dNTPs sé&o
dispensados na reacdo um a um, conforme a ordem de dispensacéo
informada pelo software, realizando um sequenciamento ciclico. Quando o
dNTP dispensado € complementar ao nucleotideo do DNA molde, essa base

€ incorporada a nova fita de DNA que esta sendo sintetizada. A0 mesmo
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tempo, um PPi é liberado como resultado dessa incorporacdo (COUDRY
2008; SHEN e QIN 2012).

Na presenca de APS este PPi é convertido em uma molécula de
Adenosina trifosfato (ATP) pela enzima ATP Sulfurilase, e a enzima
Luciferase utiliza essa molécula de ATP para oxidar a Luciferina e produzir
fétons de luz que sdo detectados por uma camara de Charge Coupled
Device (CCD), presente no interior do equipamento. Se nenhum foton de luz
for produzido, significa que a base liberada ndo corresponde a base
complementar da fita de DNA molde a ser sequenciada, mas quando o foton
€ produzido, sabe-se qual base foi adicionada na reacdo e a quantidade de
luz emitida €& proporcional ao numero de nucleotideos incorporados
(RONAGHI 2001; ARMOUGOM e RAOULT 2009; SOUZA e
BRUSAMARELLO 2009). A Apirase € a enzima responsavel pela
degradacdo dos nucleotideos ndo incorporados e do excesso de ATP
produzido pela adicdo das bases (AHMADIAN et al. 2006).

Os dados do pirosequenciamento sdo reportados como grafico
denominado pirograma. O pirograma consiste em uma série de picos com
diferentes alturas que traduzem a sequéncia de nucleotideos do segmento
de DNA testado. A altura do pico € proporcional ao numero de bases
complementares ao molde, em cada ponto de dispensacédo (YEO et al. 2011;
SHEN e QIN 2012)

A reacao quimica do pirosequenciamento esta ilustrada na Figura 7.
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Fonte: ENGLAND e PETTERSSON (2005).
Figura 7 - llustracdo da reacéo quimica da técnica de pirosequenciamento.

3.2.4 Padronizacéo de primers

Para realizar o pirosequenciamento do cédon 600 do gene BRAF, foi
necessario realizar o desenho dos primers a serem utilizados tanto na
reacao de PCR, quanto na reacdo de sequenciamento.

Na primeira tentativa, os primers foram desenhados com o auxilio de
programas como CLC Genenomics Workbench e OligoTech, tendo como
base a sequéncia de referéncia do gene BRAF obtida no NCBI
(NG_007873). Os resultados obtidos mostraram-se insatisfatorios e nao
esclarecedores, pois ndo apresentaram resultado na reacdo de
pirosequenciamento, mesmo apos repeticdes, diferentes combinacbes de

primers e condi¢cdes de PCR.
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Foi realizada a sintese de novos primers que, desta vez, foram
desenhados com auxilio de um programa proprio para pirosequenciamento,
0 Assay Design Software, da Qiagen®.

Foram testadas as reacbes de PCR com 0s novos primers
sintetizados. A sequéncia do primer senso (Foward) é 5 TGC TTG CTC
TGA TAG GAA AAT GA 3’ e do primer anti-senso (Reverse) biotinilado
(purificado pela plataforma HPLC) € 5° CAT CTC AGG GCC AAA AAT TTA
A 3'. A PCR realizada com esses primers gera um amplicon de 226 pares de
bases (pb). A sequéncia do primer de sequenciamento utilizada na reacao
de pirosequenciamento € 5° GGT GAT TTT GGT CTA GCT 3.

O kit utilizado para execucdo da reacdo de PCR foi o HotStarTaq
Master Mix, da Qiagen®. Cada reacdo de PCR teve um volume final de
25uL, sendo compostos por 12,5 pL de HotStarTaq Master Mix 2x; 8,5 pL de
agua livre de DNAse e RNAse; 1uL do mix de primers (0,5uL senso + 0,5uL
antisenso), com quantidade de 0,5 pmoles; e DNA de interesse, diluido em
agua, em uma quantidade de 80 a 120 ng.

Essas reacdes foram submetidas a amplificacdo em termociclador,
respeitando as seguintes condi¢cbes de ciclagem: ativacdo da HotStarTaq
DNA polymerase a 95°C por 15 minutos; amplificacdo da regido de
interesse, composta por 42 ciclos de denaturacédo a 95°C por 20 segundos,
anelamento a 53°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 20 segundos;
extensao final a 72°C por 5 minutos; e armazenamento a 4°C.

Para todos os testes de validacdo dos novos primers foram

analisados:
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v amostras com resultados de presenca ou auséncia de mutacao
conhecidos previamente;

4 um controle de DNA comercial de linhagem celular (WiDr) com
presenca da mutacdo c.1799 T>A; p.(V600E) no gene BRAF com

uma frequéncia de 50%;

4 um controle de DNA selvagem (controle WT));
4 uma reacdo sem DNA (No Template Control-NTC).

A confirmacéo do funcionamento da reacédo de PCR foi realizada por
meio de testes em gel de agarose a 1%, observando a presenca de produto
de amplificacéo e a auséncia de contaminagcéo no NTC.

Com a utilizacdo desses primers de PCR, foi possivel observar
sucesso na amplificacdo com a ciclagem indicada, conforme demonstrado

no gel de agarose representado na Figura 8.
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Figura 8 - Demonstracao do resultado de amplificacdo em gel de agarose.
Gel de agarose a 1%, demonstrando o marcador de peso molecular de 100 pb, amplificacéo
de um fragmento de 226 pb nas cinco amostras testadas (B139, B153, B161, B168 e B169),
nos dois controles (Controle WT e Controle WiDr) e sem qualquer amplificacdo no NTC.

Foi realizada a corrida de pirosequenciamento utilizando os produtos
da reacdo da PCR anterior. Nos resultados obtidos, observou-se picos

inespecificos em algumas amostras, ndo sendo possivel realizar a analise,

como pode-se observar na Figura 9.
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Resultado Esperado X Resultado Obtido

A4 ACAGWGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCC

A1 ACAGWGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCC

0

.................... mi 1

L1
ACATCGCATICAGATTC CIGTC
3 10 15 3 10

Figura 9 - Demonstracdo da diferenca entre o resultado esperado e o

resultado obtido no pirosequenciamento. A) Pirograma mostrando picos nas

posicdes e quantidades esperadas, quando comparadas com o histograma de referéncia
(C); B) Pirograma com presenga de picos inespecificos em posi¢cdes em que ndo deveria
haver incorporacdo de bases, apontados pelas setas vermelhas; C) Histograma de
referéncia com representacdo dos picos esperados, as bases que ndo devem ser

incorporadas e a regido variavel da alteracao pesquisada.

A fim de otimizar o funcionamento da reacdo de PCR e,
consequentemente, da reacdo de pirosequenciamento, para obtencédo de
resultados satisfatérios, novos testes foram realizados esperando a
obtencdo de amplicons mais especificos e, com isso, menos ruidos nos
pirogramas, tornado possivel a anélise de seus resultados.

Trés varidveis de PCR foram testadas e ajustadas: quantidade dos
primers de PCR, temperatura de anelamento e numero de ciclos de
amplificagéo.

Foram testadas 4 quantidades diferentes de primers de PCR, entre

0,35 pmoles e 0,50 pmoles, com uma variagéo de 0,05 picomoles entre elas.
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O melhor resultado obtido foi com o uso de primers a uma quantidade
de 0,50 pmoles, onde todas as amostras foram amplificadas com bandas

mais especificas, conforme é possivel verificar na Figura 10.

0,45 pmoles i 0,50 pmoles

Figura 10 - Gel de agarose demonstrando a condicdo de PCR que

apresentou melhor amplificacdo. Gel de agarose a 1%, com os produtos de PCR de

226 pb, obtidos através de diferentes quantidades de primers, demonstrando que a reagéo
com 0,50 pmoles apresentou melhor amplificagdo. As amostras aplicadas no gel,
representadas pelos numeros de 1 a 6 sdo: B161, B168, B169, Controle WT, Controle Widr
e NTC, respectivamente. O marcador de peso molecular utilizado foi de 100 pb.

Com o conhecimento da melhor quantidade de primers a ser utilizada,
foram realizados novos testes com diferentes temperaturas de anelamento
(60°C ou 62°C) e diferentes numeros de ciclos de amplificacédo (38 ou 42),
com combinacdes entre as variaveis.

Quatro reacbes de PCR foram realizadas, com combinacfes

diferentes entre as variaveis testadas, respeitando as seguintes condicfes
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de ciclagem: ativacdo da HotStarTaqg DNA polymerase a 95°C por 15
minutos; amplificacdo da regido de interesse composta por 38 ou 42 ciclos
de denaturacédo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 60 ou 62°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 20 segundos; extensao final a 72°C por 5
minutos; e armazenamento a 4°C.

As combinacbes e seus resultados de amplificacdo podem ser

observados a seguir na Figura 11.
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Figura 11 - Gel de agarose demonstrando quatro combinagbes entre

diferentes temperaturas e niumero de ciclos e o resultado das amplificagées.
Gel de agarose a 1%, com os produtos de PCR de 226 pb, obtidos por meio de diferentes
combinacdes entre as varidveis testadas (temperaturas de anelamento de 60°C ou 62°, e
amplificacdo de 38 ou 42 ciclos). Indicagdo de combinacdo que apresentou melhores
bandas de amplificagdo (60°C de anelamento e 42 ciclos de amplificagdo). As amostras
aplicadas no gel, representadas pelos nimeros de 1 a 6 sdao: B161, B168, B169, Controle
WT, Controle Widr e NTC, respectivamente. O marcador de peso molecular utilizado foi de
100 pb.

A combinacdo que apresentou melhores bandas de amplificacao foi
quando utilizada temperatura de anelamento de 60°C e 42 ciclos de

amplificacao.
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Para observar se essa qualidade na reacdo de PCR também estaria
presente na reacdo de pirosequenciamento e verificar se o problema de
picos inespecificos havia sido solucionado, as amostras foram
pirosequenciadas e os resultados obtidos corroboram com os obtidos no gel.
Na Figura 12 estdo representados os resultados das 4 combinacdes, em
uma mesma amostra, confirmando que o melhor resultado aparece quando
se combina a temperatura de anelamento de 60°C e 42 ciclos de

amplificacao.
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Figura 12 - Pirogramas demonstrando resultados distintos, de uma mesma

amostra, para as diferentes combinacdes de condi¢des de PCR testadas.

A) Pirograma da amostra amplificada a 60°C de anelamento e 38 ciclos de amplificagédo;

B) Pirograma da amostra amplificada a 60°C de anelamento e 42 ciclos de amplificacéo;

C) Pirograma da amostra amplificada a 62°C de anelamento e 38 ciclos de amplificacao;

D) Pirograma da amostra amplificada a 62°C de anelamento e 42 ciclos de amplificacéo.
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Com a analise dos pirogramas acima, € possivel notar que a reacao
de pirosequenciamento que apresentou melhor qualidade em relacdo ao
resultado reportado foi feita nas mesmas condicdbes em que obtivemos
melhor resultado na reacdo de PCR, indicado no gel de agarose. E
importante observar também, que a mutacdo encontrada nesta reacao
(V600E), ja era conhecida nesta amostra por andlises anteriores e foi
detectada com sucesso.

Portanto, as condicbes para amplificacdo por PCR foram validadas.
Todas as amostras do estudo, foram realizadas com 12,5 yL de HotStarTaq
Master Mix 2x; 8,5 uL de agua livre de DNAse e RNAse; 1uL do mix de
primers (0,5uL senso + 0,5uL antisenso), com quantidade de 0,50 pmoles; e
3uL do DNA de interesse, diluido em agua, em uma quantidade de 80 a 120
ng.

A cilclagem padrdo estabelecida foi: ativacdo da HotStarTaq DNA
polymerase a 95°C por 15 minutos; amplificacdo da regido de interesse
composta por 42 ciclos de denaturacdo a 95°C por 20 segundos,
anelamento a 60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 20 segundos;

extensao final a 72°C por 5 minutos; e armazenamento a 4°C.

3.2.5 Interpretacdo dos Dados

Com o auxilio do software PyroMark 2.0.6, os pirogramas obtidos por
meio da reacao de pirosequenciamento foram analisados para verificacao de
auséncia ou presenca de mutac¢des no codon 600 do gene BRAF, bem como

a porcentagem da mutacéo, quando encontrada.
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Os resultados obtidos foram tabulados em planilhas no programa
Microsoft Excel, analisados e interpretados em conjunto entre a aluna e as

orientadoras.

3.2.6 Consideracdes Eticas

Termo de consentimento livre e esclarecido: N&o foi necesséario o
termo de consentimento informado, pois o estudo foi realizado a partir de
casos selecionados obtidos dos arquivos de Anatomia Patologica, néo
envolvendo experimentacdo ou entrevista com o0s pacientes. Os
pesquisadores garantiram o sigilo de todos os pacientes, ndo divulgando
publicamente o nome ou qualquer outra informacdo que pudessem
identificar os pacientes envolvidos neste estudo.

Este Estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-VEC em Seres
Humanos da Fundacdo Anténio Prudente e registrado sob nimero 1783/13
em 13.06.2013 (Anexo 2). O Projeto foi também submetido na Plataforma
Brasil e teve sua aprovacdo sob Parecer Niumero 302.980 em 13.06.2013

(Anexo 3).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 58 casos eleitos a partir do estudo anteriormente citado, 40
(68,96%) eram provenientes de pacientes do sexo masculino e 18 (31,04%)
representantes do sexo feminino.

A meédia de idade entre os avaliados foi de 55,5 anos, tendo o
representante mais jovem 26 anos e o mais velho 80.

Em relacdo a localizacdo do tumor primério, foram selecionadas
amostras de diferentes regibes de origem, sendo 35 casos originados do
cllon esquerdo (60,34%), 18 casos originados do reto (31,04%) e 5 casos
do célon direito (8,62%).

Entre os casos selecionados para compor essa casuistica, 23
apresentaram somente a metastase hepatica; 7 casos apresentaram
metastase pulmonar apenas; 1 caso apresentou somente metastase
linfonodal; 25 casos apresentaram tanto metastases hepéticas quanto
linfonodais e 2 casos apresentaram metastases hepaticas, linfonodais e
pulmonares concomitantemente, como esquematizado na Figura 13. Assim,
um total de 145 amostras de DNA de diferentes regides tumorais foram

analisadas pela metodologia de pirosequenciamento.
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Figura 13 - Representacdo da distribuicdo da casuistica em relagdo aos

sitios de metastases.

4.2 RESULTADOS OBTIDOS PELO PIROSEQUENCIAMENTO

Dos 58 casos analisados, apenas 2 (3,45%) apresentaram mutagao
no cédon 600 do gene BRAF, ¢c.1799T>A; p.(V600E), ambos de maneira
homogénea, ou seja, detectada tanto no tumor primario quanto em suas
respectivas metastases.

As reacdes que apresentaram resultado mutado, foram repetidas com
o kit fabricado e comercializado pela Qiagen® (BRAF Pyro Kit) para
confirmacdo dos resultados obtidos. Selecionamos também mais 2 areas
distintas do tumor primario, para avaliacdo de presenca ou auséncia de
heterogeneidade intratumoral.

Tanto as repeticdes quanto as novas areas selecionadas confirmaram
a presenca da mutacdo V600E, conforme demonstrado nas Figuras 14 e 15.

Todos os resultados se apresentaram de forma homogénea entre o

tumor primario e suas metastases, tanto em relacdo ao status mutacional
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(selvagem ou mutado), quanto em relacdo ao tipo de mutacdo encontrada

(V60OE).
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4.3 CARACTERISTICAS DOS CASOS MUTADOS

E interessante notar que ambos os casos mutados para o codon 600
do gene BRAF, séo representados por pacientes do sexo feminino, na sexta
década de vida e com metéstases linfonodais e hepaticas. As caracteristicas
de ambas as pacientes podem ser encontradas no Quadro 1 e as imagens

de seus tumores primarios na Figura 16.

Quadro 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes mutados e de seus
tumores.

CASO 21 CASO 76
SEXO Feminino Feminino
IDADE NO DIAGNOSTICO 53 anos 58 anos
LOCAL DO TUMOR PRIMARIO Reto Cdlon direito
pT PRIMARIO 3 3
LINFONODO POSITIVO Sim (6/8) Sim (4/14)
ORGAO DE METASTASE Figado Figado

Figura 16 - Laminas histolégicas com coloracdo H&E, demonstrando

adenocarcinomas moderadamente diferenciados. A) Tumor priméario de reto

referente ao caso 21; B) Tumor primario de coélon referente ao caso 76.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo retrospectivo foi formado por uma casuistica de 58
pacientes com canceres colorretais primarios que continham uma ou mais
metastases, com status mutacional sabidamente selvagem para os codons
12, 13 e 61 do gene KRAS.

Nesses 58 casos, a idade dos pacientes variou entre 26 a 80 anos,
com uma meédia de 55,5 anos. Essa meédia na faixa etaria mostrou-se bem
parecida com o estudo de RUSSO et al. (2014) que analisou 222 pacientes,
com tumores metastaticos de colon ou reto, com uma média de idade de 56
anos.

Mais de 90% dos casos de cancer colorretal ocorrem em pessoas a
partir de 50 anos (CALVERT e FRUCHT 2002; HAGGAR e BOUSHEY
2009), sendo que a idade avancada € um importante fator de risco, pois, a
partir desta faixa etaria, a incidéncia da doenca pode aumentar
exponencialmente (GUIMARAES et al. 2012).

Analisando o grupo amostral em relacdo ao género, é possivel notar
que a maioria dos casos (68,96%, referente a 40 pacientes) era do sexo
masculino, enquanto a minoria (31,04%, referente a 18 pacientes) do sexo
feminino. Embora o INCA estime para 2016 uma porcentagem muito
aproximada de novos casos de CCR para homens e mulheres - 48,6% e
51,4%, respectivamente - (Ministério da Saude 2016), o estudo de TORRE

et al. (2015), feito com base no projeto GLOBOCAN 2012, mostra que as
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taxas de incidéncia desta neoplasia sdo maiores em homens do que em
mulheres na maioria das partes do mundo (IARC 2012). Especificamente na
América do Sul, o sexo masculino aparece em maior prevaléncia, assim
como em 90% das 20 areas por eles estudadas. Esse dado esta de acordo
com o estudo de RUSSO et al. (2014), em que 58% dos 222 pacientes
testados eram homens.

No presente estudo, o sexo feminino representou pouco menos de 1/3
dos casos avaliados para a mutacdo no codon 600 do gene BRAF, ainda
assim, os dois casos em que foram encontradas as mutacdes pertenciam a
mulheres. Diversos estudos identificaram algumas caracteristicas clinicas
fortemente associadas a presenca dessa alteracdo genética nos tumores de
CCR, uma delas é o paciente pertencer ao sexo feminino (SCHIRRIPA et al.
2015; SORBYE et al. 2015).

Dos 1941 casos de CCR metastaticos avaliados por YAEGER et al.
(2014), 92 apresentaram mutacdes no gene BRAF (5%), sendo que 59%
dos pacientes alterados eram mulheres. Anteriormente, o estudo de TRAN
et al. (2011) avaliou 524 pacientes e afirmou que 76% casos mutados,
pertenciam ao género feminino.

Outra caracteristica clinica bastante citada como associada a
presenca de mutacdo do gene BRAF em CCR é a localizacdo do tumor
primario, sendo os casos originados no coélon direito, os que apresentam
maior incidéncia da mutacédo (SCHIRRIPA et al. 2015; SORBYE et al. 2015).

TIE et al. (2011) concluiram que 22% (41/147) dos seus pacientes

com tumor primario originado em colon direito encontravam-se mutados pra
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BRAF V600E, enquanto somente 4% (7/153) dos originados no cdlon
esquerdo e 2% (4/173) dos iniciados no reto, demonstraram a mutacédo. O
estudo de SCHIRRIPA et al. (2015) analisou tumores de 786 pacientes,
encontrando mutacdo em BRAF em 72 deles (9%), e também concluiram
que os tumores mutados eram mais frequentemente oriundos do célon
direito, uma vez que encontraram 64% no colon direito, 13% no célon
esquerdo, 23% no reto, sendo que neste ultimo (reto) a frequéncia foi maior
do que a relatada em outros estudos (SARIDAKI et al. 2013; SCHIRRIPA et
al. 2015).

Finalmente, a terceira caracteristica clinica associada a essas
mutacbes € a idade elevada dos pacientes (SCHIRRIPA et al. 2015;
SORBYE et al. 2015). RUSSO et al. (2014), constataram que as mutacdes
ocorreram em mais frequéncia no grupo de pacientes com idade maior ou
igual a 56 anos (13,3%), quando comparados com pacientes abaixo dessa
faixa etaria (4,6%).

Ja TIE et al. (2011) dividiram seus pacientes em dois grupos,
considerando a faixa etaria. Pacientes com idade acima de 80 anos
apresentaram taxa de mutacdo de 17% (16/96), enquanto no grupo com
idade inferior a 80 anos, somente 8% (36/429) dos testes eram mutados. O
grupo chegou a sugerir que a proporcao de pacientes com a mutacdo BRAF
V600E poderia ser enriquecida, passando de 10% no total de pacientes (52
mutados em 525 testados), para 37% (19 mutados em 52 dos agrupados),
guando consideradas somente mulheres, com idade superior a 70 anos com

tumores primarios originados no célon direito. Ao contrario, mutacdes no
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cédon 600 do gene BRAF néo foi encontrado no agrupamento com um total
de 80 homens com tumores primarios de colon esquerdo ou reto, com idade
inferior a 70 anos.

Dos 58 casos analisados, apenas 2 (3,45%) apresentaram mutacao
no codon 600 do gene BRAF. Esta porcentagem esta abaixo da descrita na
literatura, que diz que aproximadamente 5 a 15% dos tumores colorretais
apresentam-se mutados para o gene BRAF (PALOMBA et al. 2012; THIEL e
RISTIMAKI 2013). SARIDAKI et al. (2013) encontraram 41 (8,2%) casos
mutados em um total de 504 analisados. TIE et al. (2011), detectaram a
mutacdo em 52 (10%) de 525 pacientes com CCR. YAEGER et al. (2014)
identificaram 92 (5%), pacientes mutados no gene BRAF em um total de
1941 estudados.

Essa baixa frequéncia de pacientes portadores de mutacéo no cédon
600 do gene BRAF neste trabalho, pode estar ligada ao grupo amostral
estudado.

Conforme citado, a grande maioria dos casos com a mutacao
pertence ao sexo feminino, porém, somente 31,04% da amostra estudada
pertencem a esse género.

Em relacdo a localizagdo do tumor primario, a maioria dos casos foi
originada no colon esquerdo (60,34%, referente a 35 casos); 18 casos foram
originados do reto (31,04%) e somente 5 casos (8,62%) foram iniciados no
colon direito. Esse pode ser outro fator que levou a baixa frequéncia de
alteracdo encontrada, pois, dos 5 casos com lesbes precursoras no coélon

direito, 1 apresentou a mutacao (20%).
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A respeito da idade, as duas pacientes que apresentaram a mutacao
rastreada, ndo se encaixam nos valores de idade mais avancada, segundo
os critérios dos trabalhos citados.

Vale observar que dos outros 4 casos restantes de pacientes com
lesdo precursoras em colon direito, 1 pertence ao sexo masculino e as
idades das outas 3 mulheres séo 59, 67 e 72 anos.

Mesmo sendo rara a presenca da mutacdo em tumores originados no
reto, nenhum trabalho afirma sua inexisténcia, mas afirmam aparecer em
frequéncia mais baixa que os demais.

Essas evidéncias demonstram que, muito provavelmente, a taxa de
deteccdo de mutacdo encontrada foi mais baixa do que a observada na
literatura devido as caracteristicas do grupo testado e nédo pela metodologia
de sequenciamento escolhida.

A técnica de sequenciamento utilizada para obtencdo do status
mutacional do codon 600 do gene BRAF foi 0 pirosequenciamento.

Por muitos anos o sequenciamento de Sanger foi considerado método
de referéncia para mutacdes adquiridas em tumores. Porém, devido a baixa
sensibilidade desta metodologia, a deteccdo de mutacbes em materiais
tumorais requer uma alta porcentagem de células neoplasicas na amostra, 0
que nem sempre € possivel na rotina diagndstica de amostras humanas
(COLOMBA et al. 2013).

Quando comparadas as técnicas de sequenciamento de Sanger e de
pirosequenciamento, a segunda apresenta mais vantagens que

desvantagens. Primeiramente € um método mais sensivel. O método de
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Sanger precisa de, pelo menos, 20% de células tumorais para reportar um
resultado confiavel, enquanto o pirosequenciamento necessita de somente
5%. Outras vantagens importantes sédo rapidez e facilidade da técnica de
pirosequenciamento, que é menos laboriosa em relagdo ao Sanger; seu
custo inferior ao sequenciamento tradicional; e o fato de ser uma técnica
quantitativa. Como desvantagens € possivel destacar a incapacidade de
detectar mutacdes complexas e o fato de analisar somente uma sequéncia
curta de nucleotideos (SHEN e QIN 2012; VERMA et al. 2012).

COLOMBA et al. (2013) compararam quatro diferentes técnicas para
sequenciamento da mutacdo pontual no codon 600 do gene BRAF, sendo
elas: sequenciamento de Sanger, PCR em tempo real, imunohistoquimica e
pirosequenciamento. O grupo concluiu que o pirosequenciamento foi 0 Unico
método, entre os quatro, com 100% de sensibilidade e especificidade para
deteccdo de alteracbes nesse ponto do gene, pois identificou com sucesso
todos os casos mutados, incluindo agqueles com baixa proporcdo de alelos
alterados e com mutacfes mais raras.

A sensibilidade analitica do pirosequenciamento é de 5%. Por ser um
método sensivel e quantitativo, apresenta um resultado de facil analise, o
que ndo gera ambiguidade nos resultados, eliminado a possibilidade de
resultados falso-positivos ou negativos (YEO et al. 2011).

A técnica de pirosequenciamento, aliada a técnica de LCM, nos
permitiu analisar as amostras com menos de 30% de tumor (com no minimo

10%) pelo fato do LCM ser uma técnica que permite o enriqguecimento da
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amostra. Se nao houvesse a disponibilidade dessa técnica, as amostras com
menos de 30% de células tumorais precisariam ser excluidas do estudo.

Os resultados do pirosequenciamento revelaram a mutacao
c.1799T>A; p.(V600E), nos dois casos que se apresentaram alterados. Essa
substituicdo com perda de sentido € a mutacdo oncogénica mais comum e
representa mais de 95% da mutacdes encontradas no gene BRAF, em CCR.
Mutacbes em outros codons do gene BRAF sdo extremamente raras,
somando menos de 5% de todas as mutacdes nesse gene (SARIDAKI et al.
2013; SORBYE et al. 2015).

Os casos que apresentaram mutacdo foram testados também em
mais 2 areas distintas do tumor primario, para avaliacdo de presenca ou
auséncia de heterogeneidade intratumoral. Todos os resultados se
apresentaram de forma homogénea entre o tumor primario e suas
metastases, tanto em relacdo ao status mutacional (selvagem ou mutado),
quanto em relacdo ao tipo de mutacao encontrada (BRAF V600E).

Embora o numero de casos mutados encontrados tenha sido
pequeno, a homogeneidade intra e intertumoral relacionada a mutagdes em
BRAF nos tumores colorretais, parece corroborar com os dados recentes da
literatura.

BALDUS et al. (2010) estudaram 100 amostras de CCR e néo
observou heterogeneidade entre o tumor primario e suas metastases a
distancia para o gene BRAF.

Em outro estudo, BRANNON et al. (2014), sequenciaram 69 tumores

colorretais primarios e suas metastases pela técnica de Next-Generation
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Sequencing (NGS) com alta cobertura e profundidade e encontrou 100% de
concordancia nos genes KRAS, NRAS e BRAF.

Um grande levantamento feito por (MAO et al. 2015), demonstrou que
dados atuais sobre a concordéncia do status mutacional de KRAS, BRAF,
PIK3CA entre os tumores primarios e metastaticos em CCR séo conflitantes.
Eles conduziram uma revisao sistematica e uma meta analise de 44 artigos
para examinar a concordancia e a discordancia do status mutacional entre o
tumor primario e a metastase correspondente de pacientes com CCR. Os
resultados referentes aos genes KRAS e PIK3CA apresentaram
inconsisténcias, que foi por eles entendido como provavel reflexo da
diferenca entre métodos, tamanho da amostra e técnicas utilizadas. A taxa
de concordancia agrupada foi de 96,8% para o gene BRAF.

No estudo de VAKIANI et al. (2012), foi sugerido que na maioria dos
cenarios clinicos, a analise do tumor colorretal primario é suficiente para
determinar o status mutacional dos genes RAS, BRAF, PIK3CA e TP53.
Entretanto, em pacientes com uma histéria de mais de um tumor colorretal
primario, uma biopsia do sitio metastatico deve ser considerada e a decisao
do tratamento deve ser feita com base na caracterizagdo mutacional do
resultado obtido.

Um estudo publicado por nosso grupo, analisou 8 casos de tumores
primarios de CCR sincrénicos e encontrou resultados diferentes, entre duas
regides analisadas, em 6 deles (75%). As diferencas encontradas foram
entre o status mutacional ou o tipo de mutacéo. Cinco casos apresentaram

mutacdo do gene KRAS em um dos tumores e status selvagem no outro,
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enquanto um caso apresentou duas mutacfes distintas neste gene
(MACEDO et al. 2015), confirmando que em casos de tumores sincrénicos
de CCR, é necessario realizar o teste de mutacdo em nova biopsia da

metastase.
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CONCLUSOES

A mutacdo do gene BRAF foi encontrada em apenas 2 casos (3,4%)
dentre 58 carcinomas colorretais e suas metastases sabidamente
selvagens para os codons 12, 13 e 61 do gene KRAS.

O status mutacional do cédon 600 do gene BRAF se mostrou
concordante entre o tumor primario e metastase dos dois casos

estudados.
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Anexo 1 — Protocolo de desparafinacéo e coloracdo para LCM
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Xilol — 2 minutos;

Xilol — 2 minutos;

Etanol 100% - 2 minutos;

Etanol 95% - 1 minuto;

Etanol 75% - 30 segundos;

Agua deionizada autoclavada - 30 segundos;
Hematoxilina — 1 minuto;

Blue Reagent (~1mL de Amoniaco em Solucdo 25% P.A. diluido em
agua deionizada autoclavada) — 30 segundos;
Eosina - 30 segundos;

Etanol 75% - 30 segundos;

Etanol 95% - 30 segundos;

Etanol 100% - 1 minuto;

Xilol - 5 minutos;

Secar a temperatura ambiente - 5 minutos.



Anexo 2 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A.C.Camargo Comité de Etica em
3 : Pesquisa - CEP
Cancer Center

Sao Paulo, 13 de Junhe de 2013,

A : "
Dra. Isabela Werneck da Cunha.

Aluna: Fernanda Machado de Melo (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1783/13
“Andlise da hetérogencidade do status mulacmnal do gene BRAF em carcinomas
colorretais primairios e metastaticos™.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do’ Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunido de
21/05/2013, aprovaram a realizagio do projeto do estudo em referéncia e tomaram
conhecimento dos seguintés documentos:

~ Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Séres Humanos;
- Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de.
¥ Sande; - y
~  Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;
_ = Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publ]cagao dos Dados e Propriedade das

Informacdes Geradas;

»  Declaragio Sobre o Uso e Destino do Material Biolégico, Publn.agén dos Dados ¢
Propriedade das Informagdes Geradas;

# Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Dcpartamcnto de Anatomla
Patologica do AC Camargo Cancer Center;

# Declaragio de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de Anatomla
Patologica do AC Camargo Cancer Centcr

#  Cronograma do Estudo;

~  Orcamento Financeiro Detalhado.

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto dev erio ser encammhadas 40
CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

Prof. Df. Luiz Paulo Kowalski
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 3 - Parecer Relatorio de Acompanhamento CEP/ Plataforma Brasil

A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE-HOSPITAL DO
CANCER A C CAMARGO

Platafor
@\3 s

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA HETEROGENEIDADE DO STATUS MUTACIONAL DO GENE BRAF EM
CARCINOMAS COLORRETAIS PRIMARIOS E METASTATICOS

Pesquisador: Isabela Wemeck da Cunha

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 16684713.1.0000.5432

Instituigdo Proponente: Fundacdo Antdnio Prudente-Hospital do Cancer-A C Camargo
Patrocinador Principal: Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Sdo Paulo ((FAPESP))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 302.980
Data da Relatoria: 21/05/2013

Apresentagio do Projeto:

O Cancer Colorretal & a terceira neoplasia maligna mais comum. Segundo o INCA, estimam-se 940 mil
novos casos por ano. O EGFR (Receptor do Fator Epidermal do Crescimento) &€ uma proteina
transmembrana, responsavel por processos como proliferagdo, migracdo, invasdo, angiogénese e apoptose.
Em pacientes com CCR metastatico, ha a possibilidade de tratamento com anticorpos monoclonais que
inibem o EGFR e, consequentemente minimizam o crescimento tumoral. Pacientes com mutacdo no gene
KRAS ou BRAF, ndo apresentam beneficio algum com este tratamento. Tal resisténcia deve-se ao ganho de
funcdo da proteina modificada, decorrente de mutagdes nestes genes, que levam a uma ativacdo da via
proliferativa independente da sinalizacdo pela proteina EGFR. As mutacdes do gene KRAS sao encontradas
em aproximadamente 30 a 40% dos pacientes com CCR, sendo, portanto, avaliado rotineiramente nestes
tumores, no intuito de se excluir candidatos ao tratamento com anti-EGFR. Dentre aqueles pacientes sem a
mutacdo no gene KRAS, somente cerca de 40-60%, respondem a esta terapia. Tal fato se deve, entre
outras causas, a mutacdo do gene BRAF, que esta presente em aproximadamente 15% destes casos,
sendo a mais frequente a mutacdo VE00E. A hipotese do trabalho baseia-se em estudar se existe uma
heterogeneidade tumoral em carcinomas colorretais em relacdo a mutacdo do gene BRAF e avaliar se um

teste de mutacdo no gene BRAF em sitio primario tem validade para ser aplicado
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UF: 3P Municipio: SAQ PAULO
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A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO "
Cancer Center  PRUDENTE-HOSPITAL DO 4G B1ovgy orme
CANCER A C CAMARGO

Continuagdo do Parecer: 302.980
tambem em sitio metastatico.

Objetivo da Pesquisa:

- Awvaliar a frequéncia de mutacdo do gene BRAF em Carcinomas Colorretais, sabidamente selvagens para
o gene KRAS;

- Verificar se existe heterogeneidade quanto a presenca ou auséncia da mutacdo de BRAF entre neoplasias
primarias e metastaticas de Carcinomas Colorretais;

- Estabelecer qual o melhor sitio (primario ou metastatico) para realizagdo do teste de deteccdo da mutacdo
do BRAF, além de capacitar melhor a compreensdo do comportamento celular em casos de metastase.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos, pois a inclusdo de membros sera de forma retrospectiva e as amostras ja estdo no banco de
tumores.

O beneficio do projeto diz respeito a validar melhor qual o melhor sitio (primario ou metastatico) para
realizacdo do teste de deteccdo da mutacdo do BRAF, além de capacitar melhor a compreensao do
comportamento celular em casos de metastase.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto envolve a avaliacdo de amostras previamente testadas em outro estudando, considerando novas

descobertas envolvendo mutagdes nesses tipos tumorias.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
De acordo com a Resolugdo CNS 196/96 e complementares. Foram apresentadas cartas de ciéncia dos
departamentos envolvidos.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao ha pendéncias do ponto de vista ético para a realizagdo desta pesquisa. Projeto considerado aprovado
por este Comité de Etica.

Situagao do Parecer:
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