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RESUMO

Influéncia do status mutacional dos genes KRAS e NRAS na resposta
terapéutica a anticorpos monoclonais observada em pacientes com cancro
colo-retal, seguidos no Hospital de Evora

O cancro colo-retal € uma importante causa de morbilidade e mortalidade. A fase
metastatica desta patologia atinge aproximadamente 40% dos pacientes e o seu
tratamento € um desafio. A adicdo de cetuximab e de bevacizumab a terapéutica
contribuiu para uma significativa melhoria da sobrevivéncia. Contudo, a eficacia do
cetuximab parece estar limitada a tumores sem mutagdes nos genes KRAS e NRAS. A
escolha do tratamento mais apropriado para obtencdo do maximo beneficio terapéutico
€ complexa e suscita muitas questoes.

O objetivo deste estudo é descrever as mutagdes RAS em tumores colo-retais e
avaliar a resposta terapéutica em pacientes com doenga metastatica e tratados com
cetuximab e bevacizumab, a fim de avaliar a terapéutica mais eficaz.

Dos tumores testados, 42% apresentaram mutagéo no exao 2 do gene KRAS. Os
tempos de sobrevivéncia global foram, de uma forma geral, superiores a 24 meses,

destacando-se positivamente o esquema cetuximab/FOLFIRI com 33,8 meses.

Palavras-chave: cancro colo-retal, cancro colo-retal metastatico, gene KRAS; gene
NRAS; analise RAS, anticorpos monoclonais, cetuximab, bevacizumab, esquema

terapéutico, sobrevivéncia global, sobrevivéncia livre de progresséo



ABSTRACT

Influence of the mutational status of KRAS and NRAS genes on the
therapeutic response of colorectal cancer — evaluation in patients treated

with monoclonal antibodies in Hospital Espirito Santo de Evora

Colorectal cancer is one of the most important causes of morbidity and mortality
worldwide. The metastatic stage of this disease will affect around 40% of patients and
its treatment is a challenge. Addition of cetuximab and bevacizumab to therapeutic has
significantly improved survival. However, cetuximab efficacy seems to be limited to
tumours with no mutation in KRAS and NRAS genes. Choosing the most appropriated
treatment to obtain the maximum therapeutic benefit is a complex issue, with numerous
questions.

This study aim is to describe RAS mutations in colorectal tumours and to assess the
therapeutic response in patients with metastatic disease and treated with cetuximab and
bevacizumab in order to identify the most efficient therapy.

From all the tumours tested, 42% had mutations in exon 2 of KRAS. Generally, the
overall survival was superior to 24 months, with special attention to the therapeutic

scheme cetuximab/FOLFIRI, which achieved 33,8 months.
Keywords: colorectal cancer, metastatic colorectal cancer, KRAS gene, NRAS gene,

RAS analysis, monoclonal antibodies, cetuximab, bevacizumab, therapeutic scheme,

overall survival, progression-free survival
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1.1. Intestino grosso: anatomia e histologia

O intestino grosso constitui a porgéo terminal do sistema digestivo, mede cerca de 1
a 1,5 metros e podem nele identificar-se diferentes zonas: cego, célon ascendente ou
direito, colon transverso, colon descendente ou esquerdo, célon sigmoide e reto. O
angulo hepatico é a juncao entre o colon ascendente e o célon transverso e o angulo
esplénico localiza-se na jungao do célon transverso e descendente. A por¢ao mais distal
do cdlon é o reto que mede cerca de 8 a 15 centimetros e esta localizado na pélvis,
terminando no canal anal (Rosai, 2004) (Figura 1). A principal fungao do intestino grosso
é transformar o quimo, produzido nas fases anteriores da digestdo, em fezes que séo
armazenadas até a sua eliminag&o. Durante este processo ocorre reabsor¢ao de agua
e sais soluveis, secregdo de muco e grande atividade bacteriana (Seeley, Stephens &
Tate, 2001). O intestino grosso é irrigado por ramificacdes da artéria mesentérica
superior (do cego até ao angulo esplénico) e da artéria mesentérica inferior (do angulo
esplénico até ao reto) (Rosai, 2004). A drenagem linfatica acompanha a irrigagéo arterial
e envolve uma rede de ganglios linfaticos divididos em intrinsecos e extrinsecos (Figura
1). Os intrinsecos localizam-se na parede do célon e do reto e a rede extrinseca
acompanha os principais vasos vasculares (Rosai, 2004).

Célon
Transverso

Ganglios
Anglulo Ilnfat’llc-os
Hepatico epicélicos
Anglulo
Esplénico
Ganglios
linfaticos
, paracélicos
Célon Ganglios
Ascendente linfaticos
principais
Ganglios Célon
linfaticos Descendente
intermédios
Cegd N ) .
§ - Sigmaéide
R ‘T/ ‘t \'{" e Ganglios
tn [ 00 /‘ linféticos ilfacos
______ e L

Figura 1 - Anatomia do intestino grosso. Representacdo esquematica da totalidade do
intestino grosso e da sua divisdo anatdmica. Na imagem pode ainda observar-se 0s principais
vasos arteriais, os ganglios linfaticos e a rede de vasos linfaticos. Adaptado de: Santos, 2012.
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A parede do intestino grosso é constituida por quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular externa e serosa ou camada de tecido perimuscular, no reto. A mucosa é
constituida por trés camadas: epitélio, lamina prépria e muscular mucosa. A superficie
da mucosa nao apresenta vilosidades e é constituida por uma camada simples de
epitélio de aspeto colunar a cuboidal contendo criptas de LieberKihn que apresentam
um aspeto tubular (Figura 2) (Rosai, 2004, Stevens &Lowe, 2001).

Figura 2 - Secc¢ao histologica representativa da parede do célon. Seccgio histologica de
célon, corada com Hematoxilina e Eosina e observada ao microscépio 6tico na amplificacédo de
20x. Podem observar-se as principais camadas constituintes da parede do célon, sendo a mais
externa a dupla camada muscular e a mais interna a mucosa. Na mucosa podem observar-se
estruturas tubulares, as criptas de LieberKihn que se localizam na regido interior do 6rgéo
(limen) e contém as células de componente epitelial. Adaptado de: Histology World, n.d.

A componente epitelial &€ composta por células absortivas que contém
microvilosidades curtas e irregulares, células caliciformes responsaveis pela secrecao
de mucinas, células estaminais e células enddcrinas. As células absortivas e
caliciformes distribuem-se mais a superficie das criptas, enquanto as células estaminais
e enddcrinas se localizam predominantemente na sua base. Durante o processo de
maturagdo as células migram da base da cripta para a superficie do epitélio, onde
sofrem apoptose. A lamina propria € uma camada localizada abaixo da membrana basal
do epitélio e predominantemente constituida por colagénio, reticulina e fibroblastos,
vasos sanguineos capilares, vasos linfaticos e algumas células do sistema imunitario. A
muscular mucosa é constituida por uma fina camada de fibras musculares lisas. A
submucosa é composta por tecido conjuntivo pouco denso com constituintes celulares
semelhantes aos da lamina prépria, contendo ainda o plexo nervoso de Meissner. A
muscular externa tem duas camadas de musculo liso, uma circular e interna e outra
longitudinal e externa, contendo entre as duas o plexo nervoso de Auerbach,
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responsavel pelas contragcdes da parede muscular. A serosa é constituida por uma
camada unica de células mesoteliais sobre uma fina camada de tecido conjuntivo
(Rosai, 2004, Stevens & Lowe, 2001).

1.2. Carcinoma colo-retal

1.21. Epidemiologia e fatores de risco

O carcinoma colo-retal ou cancro colo-retal (CCR) € o terceiro mais prevalente em
todo o mundo, tendo sido diagnosticados mais de 1,3 novos milhdes de casos em 2012.
A maioria dos casos de CCR (cerca de 55%) ocorre nas regides mais desenvolvidas e
a sua incidéncia varia com a area geografica (Ferlay et al., 2015). Em 2012, a incidéncia
total estimada na Europa era de 471.000 casos com uma previsdo a 5 anos de
aproximadamente 1,3 milhées de novos casos (Ferlay et al., 2013), sendo o segundo
cancro mais frequente nesta regido. Em Portugal, a evolugéo das taxas de incidéncia
revela um aumento progressivo e gradual do CCR. Em 2009, este foi o terceiro tumor
maligno mais diagnosticado com uma incidéncia de 47,94 e de 23,73 por cada 100.000
habitantes no cdélon e no reto, respetivamente (Dire¢do Geral da Saude, 2014). Segundo
o relatério do Projeto GLOBOCAN, no ano de 2012, previa-se uma incidéncia estimada
de 7127 novos casos, com uma prevaléncia estimada a 5 anos de 19613 casos (Ferlay
et al., 2013).

E o terceiro cancro com maior incidéncia no género masculino, representando 10%
do total de cancros diagnosticados e o segundo mais frequente no género feminino num
total de 9,2%. Apesar de variarem com a idade as taxas de incidéncia sdo superiores
em individuos do género masculino, cerca de 20% e 50% para carcinoma do célon e
reto, respetivamente, quando comparadas com a taxa de incidéncia nas mulheres
(Bosman, Carneiro, Hruban & Theise, 2010). A incidéncia desta patologia aumenta com
a idade e ocorre, sobretudo, apds os 40 anos com aumento significativo da incidéncia
até aos 50 anos, exceto em individuos com predisposi¢cao genética ou familiar para a
doenga, que podem ser diagnosticados em idades mais jovens (Bosman et al., 2010;
Cabal, 2011). A idade estandardizada na Europa é de 59 anos para o género masculino
e 36,1 anos para o género feminino. Em Portugal a idade estandardizada é 61,4 anos
no género masculino e 33,9 anos no feminino (Ferlay et al., 2013).

O carcinoma do célon é o primeiro mais diagnosticado na Regido Alentejo e o do reto
o quinto mais frequente (Plano Regional de Oncologia do Alentejo, 2013). No distrito de
Evora registou-se, em 2009, uma taxa de incidéncia anual por cada 100.000 habitantes
de 96 tumores no coldn e de 51 no reto (Registo Oncolégico Nacional Sul, 2014). Cerca
de 20 a 25% dos doentes diagnosticados necessitam de intervengéo cirurgica de
urgéncia e 25% dos doentes apresentam doenca metastatica a data do diagndstico
(Plano Regional de Oncologia do Alentejo, 2013).

A mortalidade global atribuida ao CCR é cerca de metade da sua taxa de incidéncia
tendo ocorrido, mundialmente, 694.000 mortes no ano de 2012. Nas ultimas duas
décadas tem-se verificado uma tendéncia de diminuigdo da mortalidade (menos 2,8%
entre os anos 2003-2012) o que, provavelmente, se deve ao aumento da detecéo da
doenga em estadios mais precoces (Bosman et al., 2010; Cabal, 2011; National Cancer
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Institute, 2016a). A distribuicdo geografica da mortalidade é heterogénea e esta
relacionada com os tratamentos disponiveis, pelo que as maiores taxas de mortalidade
séo registadas nos paises menos desenvolvidos (Bosman et al., 2010).

Na Europa, o CCR é a segunda causa de morte em ambos os géneros (Ferlay et al.,
2013). Em Portugal, no ano de 2012, registou-se uma taxa de mortalidade de 26,1 em
tumores malignos do célon e de 8,8 em tumores malignos do reto, por cada 100.000
habitantes. Em 2012, na regido do Alentejo, a taxa de mortalidade padronizada por
100.000 habitantes foi 20,8 para os tumores malignos do cdlon e de 7,7 para os do reto,
em individuos do género masculino e 11,4 e 5,5 no género feminino, respetivamente
(Direcao Geral da Saude, 2014).

De acordo com Ouakrim et al. (2015), em Portugal, entre os anos 1989 e 2001 a
média de mortalidade aumentou 1,3% para os individuos do género masculino (média
de mortalidade estandardizada de 23,8 por cada 100.000 individuos no periodo de 1989
a 1991 e de 30,4 no periodo de 2009 a 2011) e manteve-se estavel nos individuos do
género feminino (média de mortalidade estandardizada de 15,6 por cada 100.000
individuos no periodo de 1989 a 1991 e de 15,3 no periodo de 2009 a 2011).

A taxa de sobrevivéncia global (OS, do inglés “Overall Survival’) a cinco anos nao
varia significativamente entre os géneros e é superior a 90% quando esta patologia é
detetada num estadio precoce (Cabal, 2011; Siegel, Desantis & Jemal, 2014). A ultima
analise estatistica efetuada pelo National Cancer Institute nos Estados Unidos (2016a)
indica que 64,9% dos individuos sobrevivem cinco ou mais anos apés terem sido
diagnosticados com CCR. No entanto, o estadio da doenca influencia as opc¢des de
tratamento e o tempo de sobrevivéncia. Numa analise detalhada este programa concluiu
que a taxa de sobrevivéncia relativa a 5 anos aumenta até 90,1% quando, a data do
diagndstico, a doencga esta limitada ao local primario, diminuindo para 70,8% quando
existe envolvimento dos ganglios regionais e sendo apenas 13,1% nos doentes com
metastases a distancia (National Cancer Institute, 2016).

O CCR ¢é uma doenga muito heterogénea e complexa e no seu aparecimento estao
envolvidos muitos fatores etioldgicos. O risco de desenvolvimento de CCR aumenta com
aidade e a presenca de lesbes como os polipos adenomatosos e a doenga inflamatéria
do intestino (doenga de Crohn e colite ulcerosa). O risco genético familiar associado a
sindromes hereditarios (como a polipose adenomatosa familiar (PAF) e o sindrome de
Lynch) e a histéria familiar de CCR constituem também fatores de risco elevado para o
desenvolvimento desta patologia (Amersi et al., 2005; Sack & Rothman, 2000; Thélin &
Sikka, 2015). Existem ainda fatores ambientais que parecem também contribuir para o
aumento do risco do seu desenvolvimento. Entre estes incluem-se a dieta alimentar,
nomeadamente uma alimentagcdo rica em gordura, carnes vermelhas, alimentos
processados e pobre em fibra, um estilo de vida sedentario, obesidade e sindrome
metabdlico, consumo excessivo alcool e tabagismo (Boyle & Leon, 2002; Haggar &
Boushey, 2009; Potter, 1999; Thélin & Sikka, 2015).
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1.2.2. Diagnéstico e estadiamento

O CCR pode ser diagnosticado apds o aparecimento de sintomatologia associada a
doenca (hemorragia retal, sangue nas fezes, alteragdes nos habitos intestinais, etc.), no
entanto, a maioria dos sintomas nao sdo especificos e muitos individuos sao
assintomaticos (Sack & Rothman, 2000). As técnicas de rastreio mais comuns sao a
pesquisa de sangue oculto nas fezes e a endoscopia (Ayoola, Abdulla, Brady, Sherid &
Sifuentes, 2015). A maioria dos CCRs surgem no célon sigmoéide e no reto, havendo
uma tendéncia para aumento de carcinomas localizados na porgédo proximal (cego,
colon ascendente e transverso) com o aumento de idade dos individuos (Bosman et al.,
2010).

De todas as neoplasias malignas, o adenocarcinoma € a mais frequente (90%).
Dentro destes, histologicamente, 90 a 95% dos casos sao adenocarcinomas mas
existem outras variantes histopatologicas. A segunda variante mais frequente é o
adenocarcinoma mucinoso (Bosman et al., 2010; Fleming, Ravula, Tatishchev & Wang,
2012). Os adenocarcinomas derivam das células epiteliais da mucosa colo-retal e
caraterizam-se por formagdes glandulares que sdo a base para o estabelecimento do
grau histologico da doenga (Fleming et al., 2012). A gradagédo histolégica aplica-se
apenas aos adenocarcinomas convencionais, baseia-se em critérios morfolégicos e os
critérios atualmente utilizados sao (Bosman et al., 2010):

— Adenocarcinoma bem diferenciado: mais de 95% do tumor apresenta formagéo
glandular (baixo grau).

— Adenocarcinoma moderadamente diferenciado: o tumor apresenta formacéao
glandular em 50 a 95% das células (baixo grau).

— Adenocarcinoma mal diferenciado: o tumor apresenta formacao glandular em 0
a 49% das células (alto grau).

Na altura do diagnédstico aproximadamente 70% dos adenocarcinomas sao
classificados como moderadamente diferenciados, 10% bem diferenciados e 20% mal
diferenciados (Fleming et al., 2012). N&o existem evidéncias consistentes de que o grau
histolégico possa ser um fator progndstico em doentes com CCR, uma vez que nos
estudos estatisticos de analise multivariada a associacdo nao foi provada (Coget,
Borrini, Susman & Sabourin, 2014; De Leon & Di Gregorio, 2001).

O estadiamento € um procedimento importante para estabelecer o prognostico dos
pacientes com CCR. O método de estadiamento mais utilizado € o sistema de gradagao
internacional da American Joint Committee on Cancer, o sistema Tumour-Node-
Metastasis - TNM, onde: T - representa o tamanho e/ou extensdo do tumor, N -
disseminacao para os ganglios linfaticos regionais e M - presenca de metastases a
distancia (Tabela 1) (American Joint Committee on Cancer, 2010).
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Tabela 1 - Sistema de estadiamento para carcinomas do célon e do reto. De acordo com a
classificagdo do American Joint Committee on Cancer. Adaptado de American Joint Committee
on Cancer, 2010.

Tumor primario (T)

TX Nao pode ser avaliado

TO Nao existe evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T Tumor invade submucosa

T2 Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor invade a muscular prépria até aos tecidos peri-coloretais

T4a Tumor penetra na superficie do peritoneu visceral

T4b Tumor invade diretamente ou esta aderente a outros érgaos ou
estruturas

Ganglios linfaticos regionais (N)

NX Nao pode ser avaliado
NO Sem metastases em ganglios linfaticos regionais
N1 Metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos regionais
N1a Metastases em 1 ganglio linfatico regional
N1b Metastases em 2 a 3 ganglios linfaticos regionais
N1c Depésitos de tumor na serosa, mesentério, tecidos peri-colicos ou peri-
rectais sem metastases nos ganglios linfaticos regionais
N2 Metastases em 4 ou mais ganglios linfaticos regionais
N2a Metastases em 4 a 6 ganglios linfaticos regionais
N2b Metastases em 7 ou mais ganglios linfaticos regionais
Metastases a distancia (M)
MO0 N&o existem metastases a distancia
M1 Existem metastases a distancia
M1a Existem metastases a distancia num 6érgao ou estrutura
M1b Existem metastases a distancia em mais do que um 6rgéo ou estrutura

ou no peritoneu




INTRODUGAO

Com base nas categorias TNM os casos com prognosticos semelhantes séo
agrupados em grupos de estadiamento (Tabela 2) que variam entre 0 e IV (Figura 3),
onde o estadio IV representa a doenga metastatica e tem pior progndstico (American
Joint Committee on Cancer, 2010):

Tabela 2 - Grupos de estadiamento para CCR. De acordo com a classificagdo do American
Joint Committee on Cancer. Adaptado de American Joint Committee on Cancer, 2010. Legenda:
T- Tumor primario; N- ganglios linfaticos regionais e M- metastases a distancia.

T N M

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
T2 NO MO

Estadio IIA T3 NO MO
Estadio I1IB T4a NO MO
Estadio IIC T4b NO MO
Estadio IlIIA T1-T2 N1/N1c MO
T1 N2a MO

Estadio 1lIB T3-T4a N1/N1c MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

Estadio IlIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO
Estadio IVA Qualquer Qualquer M1a
Estadio IVB Qualquer Qualquer M1b

Invasao para
QYtros orgaos

Figura 3 - Representagao ilustrativa dos diferentes estadios do CCR. Para cada um dos
estadios pode observar-se a extensao da lesao ao nivel da parede do célon, do envolvimento
dos ganglios linfaticos regionais e da existéncia de metastases a distancia. Adaptado de: Bowel
Cancer Australia, 2014.
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No momento do diagnodstico, a metastizagdo para os ganglios linfaticos regionais
pode ser detetada em cerca de 30 a 50% dos pacientes (De Leon & Di Gregorio, 2001).
Durante o seu crescimento estes tumores malignos crescem lateralmente e em
profundidade. A nivel de extensao local os tumores podem invadir outros segmentos do
colon ou do intestino delgado, bem como infiltrar para locais adjacentes como o
peritoneu, bexiga, prostata, vagina, utero, musculos e ossos pélvicos. Apesar dos
carcinomas do célon e do reto poderem metastizar para qualquer érgao, o figado e o
pulmao séo os locais de metastizagdo mais frequentes (De Leon & Di Gregorio, 2001;
American Joint Committee on Cancer, 2010).

1.2.3. Desenvolvimento e progressao do CCR

Cerca de 90 a 95% dos novos casos de adenocarcinoma desenvolvem-se a partir
lesbes precursoras e apenas cerca de 5% se desenvolvem diretamente a partir do
epitélio da mucosa colo-retal (Bosman et al., 2010; Manne, Shanmugam, Katkoori,
Bumpers & Grizzle, 2010). As lesdes precursoras incluem os focos de criptas aberrantes
(FCA), os pdlipos e algumas sindromes.

Os FCA consistem em grupos de criptas anormais que podem ser identificadas na
superficie da mucosa colo-retal apds a sua coloragédo com azul-de-metileno (Figura 4).
Microscopicamente estas criptas apresentam carateristicas que as distinguem das
criptas normais, como hiperplasia, aumento de tamanho e displasia. A displasia € um
termo histolégico utilizado para descrever alteragdes estruturais e morfolégicas em
células epiteliais e € um marcador de risco aumentado para a progresséo para cancro
(Bosman et al., 2010; De Leon & Di Gregorio, 2001).

Figura 4 - Focos de criptas aberrantes. Na imagem estdo representadas imagens
endoscopicas de mucosa de colon corada com azul-de-metileno onde se observam alteragdes
denominadas por focos de criptas aberrantes (indicadas pelas setas). Adaptado de: Anderson et
al., 2010.

Existe evidéncia de que os FCA displasicos representam as lesées mais precoces no
desenvolvimento do CCR, havendo varios estudos que relatam uma tendéncia de
aumento progressivo do numero de FCA da mucosa normal (Figura 5A) para a mucosa
colo-retal com lesbes adenomatosas ou cancro e a existéncia de correlagao entre o
numero de FCA e o numero de adenomas desenvolvidos (Ledn & Saenz, 2010; Perse
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& Cerar, 2014; Rosai, 2004; Takayama et al., 1998). No entanto, a importancia clinica
destas alteragbes ainda ndo esta totalmente esclarecida e a sua utilizagdo como
potencial biomarcador de risco para CCR encontra-se em estudo (Ledn & Saenz, 2010;
Bosman et al., 2010; PerSe & Cerar, 2014).

Um podlipo pode ser também uma lesao precursora e consiste numa massa em
protusao no limen de um 6rgéo oco (Figura 5B e 5C). Os pdlipos coloretais podem ser
histologicamente classificados como nao neoplasicos ou neoplasicos (Shussman &
Wexner, 2014). Os polipos neoplasicos sao denominados de poélipos adenomatosos ou
adenomas e sdo tumores benignos de tamanho variavel originados a partir das células
epiteliais da mucosa do colon e do reto e com presencga de displasia, cujo grau pode
variar entre o baixo e o alto grau (De Leon & Di Gregorio, 2001; Bosman et al., 2010). A
displasia de alto grau é a mais severa e esta relacionada com um risco aumentado para
o desenvolvimento de cancro (Bosman et al., 2010; De Leon & Di Gregorio, 2001;
Shussman & Wexner, 2014). Apesar de macroscopicamente a maioria dos adenomas
serem polipos, ha uma minoria que pode apresentar forma achatada ou em depressao
(Figura 5C) (Bosman et al., 2010; Shussman & Wexner, 2014).

Histologicamente os adenomas sao classificados em subtipos de acordo com a sua
arquitetura: tubulares (contém 0 a 25% de componente viloso) (Figura 5D), tubulo-
vilosos (contém 25 a 75% de componente viloso) e vilosos (contém 75 a 100% de
componente viloso) (Fleming et al., 2012).

Figura 5 - Imagens endoscépicas de mucosa normal do célon e pdlipos e imagem
histolégica de pélipo. A, B e C: Imagens endoscépicas de: A - mucosa normal do célon; B -
podlipo com pediculo; C - pélipo achatado. D: Imagem histologica a baixa ampliagdo de adenoma
tubular. Adaptado de: A, B e C: Saca, 2015; D: University of Utah, 2016.



INTRODUGAO

Os adenomas sdo muito comuns nos paises ocidentalizados e, nos Estados Unidos,
ocorrem em cerca de 20 a 40% dos individuos com idade superior a 50 anos com uma
taxa de incidéncia maior nos homens do que nas mulheres (Diamond et al., 2011).
Atualmente considera-se que o potencial maligno de um adenoma esta correlacionado
com o subtipo histolégico, com o tamanho e com o grau de displasia. Assim, a presenca
de displasia de alto grau, uma maior percentagem de componente viloso e tamanho
superior a um centimetro estdo relacionados com um risco aumentado de
desenvolvimento de cancro (Bosman et al., 2010; Colussi, Brandi, Bazzoli, &
Ricciardiello, 2013; De Leon & Di Gregorio, 2001; Shussman & Wexner, 2014).

Contrariamente aos adenomatosos, os polipos hiperplasicos ndo tém potencial
maligno, no entanto, alguns podem conter focos de displasia epitelial e constituir um
risco para o desenvolvimento de CCR (Manne et al., 2010; Rosai, 2004).

Os polipos serrados sao um grupo heterogéneo de lesbes caraterizadas
morfologicamente pela presencga de criptas com carateristicas semelhantes a dentes de
serra (Bosman et al., 2010). Apresentam um grande potencial maligno e tém maior
tendéncia a desenvolver-se no colon direito e com maior frequéncia no género feminino
(De Leon & Di Gregorio, 2001; Shussman & Wexner, 2014).

Os polipos hamartrosos sao lesdes polipoides pouco comuns e estao sobretudo
presentes em varios sindromes, dos quais de destacam a polipose intestinal juvenil e a
sindrome de Peutz-Jeghers. Estas sindromes s&o raras e estao relacionadas com um
risco aumentado de desenvolvimento de CCR (Bosman et al., 2010; De Leon & Di
Gregorio, 2001; Kheirelseid, Miller, & Kerin, 2013).

Alguns CCRs desenvolvem-se a partir de sindromes pré-existentes. A PAF é
caraterizada pelo aparecimento de numerosos polipos (mais de 100, normalmente)
adenomatosos no célon e no reto (Kheirelseid et al., 2013; Sack & Rothman, 2000). Os
adenomas aparecem na segunda ou terceira década de vida e, quando a doenga n&o é
tratada, o CCR desenvolve-se entre a terceira e a quinta década de vida do individuo
(De Leon & Di Gregorio, 2001). Esta sindrome é herdada de forma autossémica
dominante e é causada por uma mutagdo germinativa no gene APC (do inglés
“Adenomatous poliposis coli”). Contribui para cerca de 0,5 a 1% de todos os CCRs
(Fearnhead, Wilding, & Bodmer, 2002; Kheirelseid et al., 2013).

O cancro colo-retal hereditario ndo polipoide ou Sindrome de Lynch é a forma mais
comum de CCR hereditario. E transmitido de forma autossémica dominante e resulta de
mutacdes nos genes do sistema de reparagdo de bases de acido desoxirribonucleico
(ADN) (Fearnhead et al., 2002; Kheirelseid et al., 2013). Caracteriza-se pelo
aparecimento de CCR em idade jovem (frequentemente antes dos 40 anos), com
tumores localizados preferencialmente no coélon direito, pela elevada frequéncia de
CCRs muiltiplos e ainda pelo desenvolvimento de tumores noutros 6rgaos. Apesar do
nome sugerir que ndo ha o envolvimento de adenomas nesta doenga, eles ocorrem,
com tendéncia a surgir numa idade jovem, com maior componente viloso e maior grau
de displasia do que os adenomas que ocorrem na populagido normal (Bosman et al.,
2010; De Leon & Di Gregorio, 2001). Esta sindrome contribui para cerca de 5 a 10% de
todos os CCRs (Sack & Rothman, 2000).

A doenga intestinal inflamatéria € também um fator de risco para o desenvolvimento
de displasia e carcinoma. O risco aumenta com a duragéo da patologia e com a extenséo
de intestino afetada (Fleming et al., 2012; Ledn & Saenz, 2010).
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1.3. Patogénese molecular do CCR

O CCR resulta dos efeitos cumulativos de multiplas alteragbes genéticas
sequenciais. Estas alteragcdes podem ser adquiridas, no caso do CCR esporadico ou
herdadas como, por exemplo, nas sindromes de PAF e de Lynch. Cerca de 70 a 80%
dos tumores coloretais tém origem esporadica (Arnold, Goel, Blum, & Boland, 2005;
Moran et al., 2010). O CCR desenvolve-se, geralmente, a partir da mucosa normal,
comecgando por um processo benigno, os pdlipos que por sua vez podem progredir para
doencga invasiva. Em 1990, Fearon & Vogelstein, propuseram o primeiro modelo
genético para a tumorigénese colo-retal, denominado por sequéncia adenoma-
carcinoma. Este modelo postula: 1) o aparecimento da neoplasia depende da ativagéo
de oncogenes juntamente com a inativagao de genes supressores de tumores; 2) para
que a transformagédo seja maligna é necessaria a presenga de mutagbes em, pelo
menos, quatro a cinco genes e 3) o numero total de alteragdes € mais importante do
que a sua ordem de aparecimento (Fearon & Vogelstein, 1990).

Nas ultimas décadas o conhecimento sobre a tumorigénese do CCR aumentou
substancialmente e veio suportar o conceito da sequéncia adenoma-carcinoma. No
entanto, é também reconhecido que apenas uma pequena por¢ao de adenomas
progridem para carcinoma invasivo e que a histéria natural dos adenomas, polipos
hiperplasicos e carcinomas é extremamente variavel (Leslie, Carey, Pratt & Steele,
2002; Moran et al., 2010).

Atualmente sao aceites trés principais vias que levam ao desenvolvimento do CCR:
a via tradicional (sequéncia adenoma-carcinoma) ou supressora que envolve
instabilidade cromossomica, a via mutadora ou da instabilidade de microssatélites (MSI,
do inglés “Microsatellite Instability”) e a via metiladora que envolve eventos epigenéticos
(Bosman & Yan, 2014; Leslie et al., 2002; Worthley & Leggett, 2010).

1.3.1. A via tradicional ou supressora

Esta via esta envolvida no desenvolvimento de cerca de 80% dos CCRs e foi a
primeira a ser elucidada a partir do conceito da sequéncia adenoma-carcinoma, tendo
como base a ocorréncia de alteracbes que levam ao aparecimento de instabilidade
cromossomica. Os carcinomas originados por esta via sao geralmente aneupldides e
apresentam variagdes ao nivel do numero de copias dos genes (Bosman & Yan, 2014).
A lesao precursora mais precoce identificada neste modelo sao os FCA (Orlando et al.,
2008). Neste modelo (Figura 6), o processo de carcinogénese ocorre devido a
mutagdes ou perda de fungéo do gene APC, mutagdes no gene KRAS (do inglés “Kirsten
rat sarcoma-2 viral oncogene”), perda do 18q (genes DCC e SMAD4, do inglés “Deleted
in colorectal cancer’ e “SMAD family member 4”, respetivamente) e delegbes no 17p
(gene p53). Apenas uma pequena minoria de CCRs derivados por esta via apresentam
todas estas alteragdes, 0 que sugere que existem outros fatores e moléculas envolvidas
no processo de carcinogénese (Worthley & Leggett, 2010).

O gene APC é um gene extremamente importante nesta via. Codifica uma proteina
supressora de tumores com multiplos dominios funcionais que tem um papel
fundamental na via de sinalizagdo Wnt onde é parte de um complexo multiproteico que
se liga a B-catenina. A via de sinalizacdo Wnt intervém ao nivel da regulagdo do
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crescimento e da diferenciagdo celular, da apoptose e da manutencdo das células
estaminais dos tecidos. Mutac¢des do gene APC nas células germinativas resultam em
PAF e em 100% de risco de desenvolvimento de CCR. Cerca de 60% dos casos de
CCR esporadico também apresentam mutacdes somaticas neste gene (Bosman & Yan,
2014; Jass, Whitehall, Young & Leggett, 2002). A via de sinalizacdo Apc/ Wnt/ 3-
catenina tem um papel importante na carcinogénese dos CCRs hereditarios e familiares.
As mutacgdes no gene APC surgem em fases precoces da tumorigénese e interferem
com a normal degradagéo da B-catenina, resultando na ativagao constitutiva da via de
sinalizagdo Wnt e, consequentemente, no aumento de fatores de transcricdo que
promovem a proliferacdo celular (Aoki & Taketo, 2007; Bosman & Yan, 2014;
Fearnhead, Britton & Bodmer, 2001; Moran et al., 2010; Worthley, Whitehall, Spring &
Leggett, 2007). A taxa de mutagdes no gene APC em adenomas pode atingir os 80%,
dependendo do tipo histopatoldgico e cerca de 40% a 80% nos casos de CCR (Jass et
al., 2002; Leslie et al., 2002). Outras alteragbes genéticas envolvidas na regulagao da
B-catenina incluem mutagdes que provocam ganho de fun¢do do gene que a codifica
(gene catenina beta 1). Esta alteragao ocorre em cerca de 50% dos tumores que néo
apresentam mutagdes no gene APC (Colussi et al., 2013; Worthley et al., 2007).

Adenoma Adenoma Adenoma
ﬁp'te"? ‘ AdMlcro [ Fase — [ Fase Fase
orma enoma Inicial Intermédla Flnal
Mutagoes Perda de Mutagoes Perda de Mutagoes Outras
no gene APC heterozigotia no gene KRAS heterozigotia no gene p53 alteragoes
5q 18q Perda de
Mutagoes no heterozigotia
gene DCC 17p

Figura 6 - Sequéncia adenoma-carcinoma. Neste modelo o desenvolvimento de CCR inicia-
se, geralmente, a partir da mucosa normal comegando por um processo benigno, os pdlipos que
por sua vez podem progredir para doenga invasiva. Na origem da transi¢cdo para as diferentes
lesbes estdo a mutagao e/ou inativagdo de genes, sendo os principais envolvidos os genes APC,
KRAS e p53. Adaptado de Moran et al., 2010.

O KRAS ¢é um oncogene, também importante na via tradicional e pensa-se que a sua
mutagao seja um evento que ocorre cedo na sequéncia adenoma-carcinoma (Leslie et
al., 2002). Codifica uma proteina GTPase que, quando mutada, ativa constitutivamente
a cascata Ras-Raf-Mek-Erk e que esta envolvida na proliferagéo e diferenciagéo celular
(Leslie et al., 2002; Worthley & Leggett, 2010). As mutag¢des no gene KRAS ocorrem em
cerca de 35 a 42% dos CCRs e sdo também observadas em adenomas de maiores
dimensdes (Leslie et al., 2002; Worthley et al., 2007). Mutagbes neste gene foram ainda
descritas em FCA (Ledn & Saenz, 2010; Orlando et al., 2008).

Na via tradicional ocorre ainda a inativagdo do gene supressor tumoral p53,
fendmeno que é considerado o marco na transicdo de uma lesdo pré-invasiva para
invasiva, ou seja, na fase final da transicdo de adenoma para carcinoma. A proteina
funcional do gene p53 é um fator de transcricdo que responde a diversas fontes de
stress celular, regulando a expressao de outros genes e induzindo a regulagéo do ciclo
celular, apoptose, senescéncia, reparacdo de danos de ADN ou alteragbes no
metabolismo celular (NCBI, 2016a). A inativagdo do gene costuma ocorrer por
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combinacdo de uma mutacdo que inativa a atividade de transcricdo e por perda de
heterozigotia (Bosman & Yan, 2014; Worthley et al., 2007). Foram descritas mutagdes
no gene p53 em cerca de 4 a 26% dos adenomas, 50% dos adenomas com focos
invasivos e em 50 a 75% dos CCRs (Leslie et al., 2002).

Em cerca de 60% dos CCRs observa-se, ainda, perda de heterozigotia da regido
18921 (Vogelsein et al., citado por Worthley et al., 2007). Os genes DCC, SMAD2 (do
inglés “SMAD family member 2’) e SMAD4 estdo localizados nesta regido do
cromossoma 18 e estdo envolvidos na via de sinalizacao do fator de transformacao do
crescimento beta (Tgf-B, do inglés “Transforming Growth Factor ”) que tem um papel
importante na regulagao da proliferacdo e crescimento celular e da apoptose
(Armaghany, Wilson, Chu, & Mills, 2012; Moran et al., 2010; Worthley & Leggett, 2010).
A perda de heterozigotia nesta regiao € observada em cerca de 10 a 60% dos adenomas
(Leslie et al., 2002).

1.3.2. Via da instabilidade de microssatélites

Os microssatélites sao sequéncias repetitivas de nucleétidos espalhadas por todo o
genoma e sdo especialmente suscetiveis a acumulacao de mutagdes relacionadas com
a atividade intrinseca da ADN polimerase. A aquisicao de mutagdes nestas sequéncias
requer a inativagao dos genes do sistema de reparagdo de ADN (hMLH1, hAMLH3,
hAMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1, hPMS2, do inglés “human mutL homolog” 1 e 3,
“human mutS homolog” 2, 3 e 6 e “human postmeiotic segregation increased” 1 e 2,
respetivamente), que € o responsavel pela corregao dos erros ndo detetados pela ADN
polimerase durante a sintese do ADN (Boland & Goel, 2010; Vilar & Gruber, 2010). Em
mais de 90% dos casos o0s genes mutados sdo o hMSH2 e o hMLH1 (Colussi et al.,
2013; Moran et al., 2010). A carcinogénese pela via da instabilidade de microssatélites
esta presente em mais de 95% dos portadores de Sindrome de Lynch e em
aproximadamente 15 a 20% dos casos de CCR esporadicos (Armaghany et al., 2012;
Moran et al.,, 2010). No CCR esporadico a MSI ocorre devido ao silenciamento
epigenético do promotor do gene hMLH1, enquanto no CCR hereditario esta relacionada
com mutagdes dos genes de reparacado de ADN nas células germinativas (Colussi et al.,
2013; Worthley & Leggett, 2010). Quando comparados com os que nao apresentam
instabilidade, os carcinomas com instabilidade tendem a localizar-se no lado direito do
célon e a apresentar alto grau histoldgico e fenétipo mucinoso (Vilar & Gruber, 2010).

A instabilidade de microssatélites divide-se em alto e baixo grau, sendo este grau
determinado laboratorialmente através do estudo de tecido normal e tumoral do paciente
utilizando um painel de 5 marcadores que incluem mono- e di-nucleétidos. Quando dois
ou mais marcadores sdo instaveis o carcinoma apresenta instabilidade de alto grau,
tratando-se de instabilidade de baixo grau quando apenas um dos marcadores
apresenta alteragdes (Jass et al., 2002; Worthley & Leggett, 2010).

A presenca de MSI aumenta o numero de erros genéticos nos microssatélites dos
genes relacionados com a carcinogénese colo-retal. De facto, muito dos genes que
possuem microssatélites encontram-se mutados em CCR com MSI. O gene mais
frequentemente afetado por esta via € o gene do recetor de tipo Il do Tgf-B. Mutacoes
neste gene sdo encontradas nos adenomas com displasia de alto grau e em
adenocarcinomas em progressao. Existem outros genes que podem ser afetados pela

13



INTRODUGAO

presenga de MSI, entre eles, genes reguladores da proliferagao celular, do ciclo celular
e da apoptose (Boland & Goel, 2010; Colussi et al., 2013; Kheirelseid et al., 2013). Os
tumores com MSI apresentam baixa frequéncia de anomalias citogenéticas e de
alteragdes nos genes tipicamente afetados na via tradicional (Jass et al., 2002; Moran
et al., 2010).

O fendtipo de instabilidade tem ainda aplicagao no ambito clinico, sendo de utilidade
progndstica e de predicdo da resposta ao tratamento com alguns agentes
quimioterapéuticos (Armaghany et al., 2012; Vilar & Gruber, 2010).

1.3.3. Via metiladora

A expressdo do ADN é regulada por multiplos mecanismos que nado alteram a sua
sequéncia, conhecidos por mecanismos epigenéticos. Embora existam outros
mecanismos epigenéticos envolvidos, um dos principais responsaveis pela inativagao
de genes supressores de tumores durante o desenvolvimento do CCR é a metilagao
inadequada de regides promotoras destes genes. Este mecanismo representa a
segunda via mais comum na carcinogénese dos CCRs esporadicos, num total de cerca
de 20 a 30% de todos os casos (Armaghany et al., 2012; Worthley & Leggett, 2010).

A hipermetilacdo envolve a ligagao covalente de grupos metilo na posi¢cdo C5 de
citosinas quando na sequéncia nucleotidica surge uma guanina, na dire¢do 5' — 3'. Esta
sequéncia linear é designada por CpG, uma vez que linearmente na cadeia nucleotidica
a citosina e a guanina estdo unidas por um grupo fosfato (5'—C—fosfato—G—3').
Quando estas sequéncias surgem em grande numero, designa-se essa zona do
genoma por ilha CpG. Nas células normais, as ilhas CpG dos promotores dos genes
sdo geralmente mantidas num estado ndo metilado, condigdo na qual o gene pode ser
transcrito normalmente. A hipermetilagdo contribui para a inativacdo de genes e
instabilidade gendmica afetando a reparagao do ADN e o controlo do ciclo celular
(Bardhan & Liu, 2013; Handy, Castro & Loscalzo, 2011). Os CCRs com hipermetilagéo
estdo associados a uma idade mais avangada, ao género feminino, histéria familiar da
patologia, localizagéo proximal no célon e fenétipo mucinoso. Com base no niumero de
marcadores metilados, o grau de metilagao pode ser baixo ou elevado (Bardhan & Liu,
2013; Worthley et al., 2007).

Como anteriormente referido, os eventos moleculares nesta via incluem a metilagao
dos promotores de varios genes, especialmente do promotor do gene hMLH1, tendo
como resultado a sua inativagdo. Esta inativagdo € responsavel por deficiéncias no
funcionamento do sistema de reparagdo do ADN e consequentemente, pela presenca
de MSI. Existem outros eventos relacionados, como mutacgdes no gene B-RAF (do inglés
“V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog”), caracteristicamente a mutagao V600E
e no gene KRAS (Bosman & Yan, 2014; Colucci, 2003; Worthley et al., 2007). As
mutacgdes destes dois genes sdo mutuamente exclusivas e os tumores com um elevado
grau de metilacao estao relacionados com a mutagédo V600E, metilagdo do gene hMLH1
e MSI, enquanto na metilacdo de baixo grau as mutagdes apenas tendem a ocorrer no
gene KRAS (Worthley & Leggett, 2010; Yamagishi, Kuroda, Imai & Hiraishi, 2016). Ao
contrario do que acontece nas outras vias, nas quais o CCR se desenvolve a partir de
polipos adenomatosos, na via metiladora as lesdes precursoras sao os polipos serrados
(Colussi et al., 2013; Worthley & Leggett, 2010).
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1.4. Tratamento do CCR

Atualmente sdo utilizados quatro tipos de intervencao terapéutica para o CCR:
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e agentes quimioterapéuticos dirigidos. O
tratamento cirdrgico, com excisédo total do tumor, € o principal utilizado na doenga
localizada (estadios 0 a lll). Adicionalmente a cirurgia, as guidelines recomendam a
utilizacdo de terapéutica adjuvante para doentes em estadio Il com critérios de alto risco
e para todos os doentes com tumores em estadio lll. A radioterapia pode ser aplicada
para complementar alguns tratamentos (Aran, Victorino, Thuler, & Ferreira, 2015;
Hagan, Orr, & Doyle, 2013; Schmoll et al., 2012).

Aproximadamente 25% dos doentes apresentam-se em estadio IV a data do
diagndstico e cerca de 50% dos novos doentes diagnosticados desenvolverdo
metastases, fator que contribui para as elevadas taxas de mortalidade do cancro colo-
retal metastatico (CCRm) (Van Cutsem, Cervantes, Nordlinger, & Arnold, 2014). Embora
a maioria das metastases ndo sejam operaveis, em alguns doentes é possivel efetuar
tratamento cirdrgico com potencial curativo, administrando previamente terapéuticas
sistémicas para diminuir o tamanho das metastases tornando, assim, possivel a sua
ressecao cirurgica. Nos doentes em que as metastases ndo sao operaveis, o principal
objetivo é efetuar uma terapéutica paliativa de forma a prolongar a sobrevivéncia, aliviar
ou eliminar sintomas relacionados com o tumor e impedir ou atrasar a progresséo da
doenca, mantendo a qualidade de vida (Edwards, Chadda, Zhao, Barber, & Sykes, 2012;
Sotelo, Garcia-Paredes, Aguado, Sastre, & Diaz-Rubio, 2014; Van Cutsem et al., 2014).

Os tratamentos oncologicos a base de farmacos sao aplicados em linhas
terapéuticas. Por linha terapéutica compreende-se um regime terapéutico administrado
durante um determinado periodo de tempo, sendo a 12 linha o primeiro regime aplicado
a um carcinoma num determinado estadio. A descontinuagdo seguida da alteragéo de
um regime terapéutico da inicio a uma nova linha terapéutica (National Cancer Institute,
2016b).

Durante cerca de 40 anos, o 5-fluorouracilo (5-FU), um anti-metabolito, antagonista
da pirimidina que impossibilita a replicagdo e a reparacdo do ADN, inibindo a divisao
celular foi a terapéutica standard para o tratamento do CCRm (Infarmed, 2010;
Zuckerman & Clark, 2008). O 5-FU é normalmente administrado em combinagdo com
acido folinico (FOL) ou leucovirina, que atua como um agente sinérgico. O tempo
mediano de sobrevivéncia global para os doentes tratados com este medicamento é
cercade 10 a 14 meses e a qualidade de vida é geralmente baixa (Douillard et al., 2000).

Atualmente, para além do 5-FU estao disponiveis outros agentes quimioterapéuticos:
a oxaliplatina, o irinotecano e fluoropirimidinas orais (a capecitabina e a combinagao
tegafur-uracilo (UFT), que s&o pro-farmacos do 5-FU). Varios ensaios clinicos de fase
[l demonstraram que a utilizagdo de regimes que combinem estes agentes s&o mais
ativos do que regimes em monoterapia. A associagdo terapéutica consiste na
combinagdo de fluoropirimidinas orais (capecitabina e UFT) ou endovenosas
(5FU+FOL) combinadas com os outros agentes quimioterapéuticos, sendo de especial
importancia para este trabalho as associagbes 5FU+FOL em combinagdo com
oxaliplatina, denominada por FOLFOX e 5FU+FOL em associagdo com irinotecano,
denominada por FOLFIRI (Sotelo et al., 2014; Stintzing, 2014; Van Cutsem et al., 2014).

Os avangos recentes na compreensao da patologia molecular do cancro tém
permitido o desenvolvimento de novas classes de agentes terapéuticos, nomeadamente
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agentes biologicos cujos mecanismos de agao se baseiam na interferéncia com
moléculas biolégicas especificas que intervém na carcinogénese.

Para o tratamento do CCRm estdo disponiveis o bevacizumab e o aflibercept que
tém como alvo terapéutico o fator de crescimento vascular endotelial (Vegf, do inglés
“Vascular endothelial growth factor”) e o cetuximab e o panitumumab que atuam sobre
o recetor do fator de crescimento epidérmico (Egfr, do inglés “Epidermal growth factor”)
(Hagan et al., 2013; Sotelo et al., 2014; Zuckerman & Clark, 2008). O bevacizumab, o
cetuximab e o panitumumab sdo anticorpos monoclonais (AcMs) e o aflibercept uma
proteina de fus&do. A administracdo destes medicamentos é, regra geral, realizada em
combinagdo com as associagdes quimioterapéuticas anteriormente referidas (Van
Cutsem et al., 2014). Neste trabalho, a associacdo de um AcM com outros agentes
quimioterapéuticos € denominada de esquema terapéutico. A terapéutica de associagao
aumentou substancialmente o tempo de sobrevivéncia global que, de acordo com os
principais ensaios clinicos, ultrapassa os 24 meses (Sotelo et al., 2014; Van Cutsem et
al., 2014).

Nesta revisdo serdo abordados os agentes bioldgicos pertencentes a classe dos
anticorpos monoclonais (AcMs), mais especificamente o cetuximab e o bevacizumab.

1.5. Anticorpos monoclonais anti-Egfr

1.5.1. A importancia do Egfr no CCR

A sobre-expressdo da proteina Egfr, a presenga de mutacdes constitutivas e a
amplificagéo do gene EGFR, bem como a estimulagéo autécrina sdo mecanismos que
levam a sobre-fungcédo e que estao presentes em varios carcinomas humanos. Estas
alteragdes induzem a proliferacdo de células tumorais, o crescimento, a invasdo, a
capacidade metastatica, a formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese)
tumorais e inibem a apoptose. Assim, as vias de sinalizacao ativadas pelo Egfr (Figura
7) sdao um dos mecanismos de maior importancia na oncogénese colo-retal e a sua
antagonizacdo é atualmente considerada uma via para o tratamento e controlo da
doencga (Brand, Lida, & Wheeler, 2011; Marshall, 2006). No CCR, as alteragbes neste
recetor incluem a sobre-expressao da proteina que ocorre em cerca de 80% dos
carcinomas e o aumento do numero de copias do gene que, dependendo dos estudos
e da metodologia utilizada, podera estar presente em cerca de 6,9 a 50% dos casos
(Krasinskas, 2011; Yang et al.,, 2012). As mutagdes no gene EGFR parecem ser
bastante raras, encontrando-se descritas numa taxa inferior a 1% (Barber, Vogelstein,
Kinzler, & Velculescu, 2004; Krasinskas, 2011).

O Egfr (Erb B1/Her1) pertence a familia de recetores de membrana de tipo | de ErbB
que é constituida por quatro membros relacionados entre si: Erb B1/Her1, Her2/neu/Erb
B2, Her-3/Erb B3 e Her-4/Erb B4. E uma glicoproteina transmembranar de 170 kDa
constituida por um dominio extracelular para ligagdo dos ligandos, num dominio
transmembranar e num dominio citoplasmatico com o local catalitico tirosina-cinase e
um terminal carboxilico com residuos de tirosina e elementos reguladores do recetor
(Marshall, 2006; Scaltriti & Baselga, 2006; Brand, Lida, & Wheeler, 2011).
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Figura 7 - O papel do Egfr na apoptose e na proliferagao celular. A ativagdo do Egfr induz o
aumento da proliferacédo celular através da via de sinalizagdo Ras/Raf/Mek/Erk e a diminui¢do
da apoptose através da ativagao da via Pi3k/Akt/mTor. A ativagao destes mecanismos celulares
permite a proliferagéo e sobrevivéncia das células tumorais. Adaptado de Brand, Lida, & Wheeler,
2011.

Os ligandos especificos do Egfr sdo o fator de crescimento epidérmico e outros
péptidos incluindo o fator de crescimento tumoral a, que estimulam os eventos
moleculares necessarios para o desencadeamento da divisdo celular. A ligacao dos
ligandos ao dominio extracelular do recetor Egfr produz a sua dimerizagdo com outro
recetor da familia ErbB (homo ou heterodimerizagao) e induz a fosforilagéo de tirosinas
especificas da porgao citoplasmatica do recetor com a consequente ativagdo da sua
atividade intrinseca tirosina-cinase. As tirosinas fosforiladas recrutam moléculas
efetoras especificas que, por seu lado, recrutam e induzem varias vias de sinalizacao
celular. A primeira é a via Ras/Raf/Mek/Erk responsavel pela ativagao da transcricao
génica, iniciagdo do ciclo celular e aumento da proliferagao celular. A segunda via
ativada é a via Pi3k/Akt/mTor (Figura 7) implicada na sobrevivéncia celular mediante a
inibicdo da apoptose (Marshall, 2006; Scaltriti & Baselga, 2006). Neste estudo, salienta-
se a via Ras/Raf/Mek/Erk, pelo seu papel no tratamento desta patologia com AcMs anti-
Egfr.
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1.5.2. A via Ras/Raf/Mek/Erk

A via de sinalizagdo Ras/Raf/Mek/Erk integra sinais desde recetores extracelulares
até recetores de transcricdo que regulam a expressao genética. Dependendo do
estimulo e do tipo de célula esta via transmite sinais que regulam a apoptose, a
progressao do ciclo celular e a diferenciagao celular. Uma ampla variedade de estimulos
como hormonas, fatores de crescimento e de diferenciacdo e substancias promotoras
da carcinogénese ativam esta via através da interagao com os recetores tirosina cinase
existentes na superficie da célula, como o Egfr (Kolch, 2000; Mccubrey et al., 2007).

A ativacao do Egfr, por dimerizagao e autofosforilagdo induz a ativagao das proteinas
Ras (do inglés “Rat sarcoma”) que sao GTPases de baixa massa molecular localizadas
na superficie membranar celular interna (Figura 7). Estas proteinas fazem a mediacao
entre o sinal induzido pelos fatores de crescimento ligados ao Egfr e a restante via de
sinalizag&do apresentando-se no seu estado inativo quando est&do unidas a moléculas de
guanosina difosfato (GDP) e ativas quando ligadas a moléculas de guanosina trifosfato
(GTP) (Boguski & McCormick, 1993; Rajalingam, Schreck, Rapp, & Albert, 2007). Sao
codificadas por trés genes humanos RAS que dao origem a quatro proteinas homologas
de 21kDa: Ha-Ras (Hras, do inglés “Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog”), Ki-
Ras 4A e 4B (esta ultima é a variante mais frequente e sera referida como Kras) e Nras
(do inglés “neuroblastoma RAS viral”) (Chang, Gonda, Ellis, Scolnick, & Lowy, 1982).
Estas proteinas diferem na capacidade de ativacao da via Ras/Raf/Mek/Erk, sendo as
Kras as suas indutoras mais fortes (Mccubrey et al., 2007; Mitin, Rossman, & Der, 2005).

Apds a estimulagdo do recetor tirosina cinase da-se a ativacdo do complexo
Shc/Grb2/Sos que converte as proteinas Ras no estado ativo (ligadas a GTP). A
ativacao de proteinas Ras desencadeia uma cascata de eventos de fosforilagado, que se
iniciam na familia de proteinas cinases Raf (do inglés “Rapidly accelerated
fibrosarcoma”) mobilizando-as para a membrana celular, onde s&o ativadas. A
fosforilagdo da cinase Raf (A-Raf, B-Raf ou C-Raf) leva a ativagcao das proteinas Mek1
e 2 (do inglés “Mitogen-activated protein kinase” 1 e 2) que, por sua vez, fosforilam e
ativam outras proteinas cinases ativadas por mitogéneos (Erk1 e Erk2, do inglés “Elk
related tyrosine kinase”). A ativagado destas ultimas provoca a sua translocagéo para o
interior do nucleo, onde regulam a produgao de fatores de transcricdo que induzem o
aumento da transcricdo de genes envolvidos na proliferagcao celular, como a ciclina D1
(Figura 7) (Brand et al., 2011; Mccubrey et al., 2007; Roberts & Der, 2007; Zenonos &
Kyprianou, 2013).

A desregulacédo desta via de sinalizagdao é frequentemente descrita nos tumores
humanos tendo, por isso, um papel importante na carcinogénese e é o resultado de
alteragdes no recetor Egfr ou no gene que o codifica ou de mutagdes pontuais nos genes
da familia RAS e B-RAF. As mutacdes RAS tém um papel essencial na terapéutica do
CCRm com AcMs anti-Egfr, sendo marcadores preditivos de resposta terapéutica
(Roberts & Der, 2007; Santarpia, Lippman, & EI-Naggar, 2012).
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1.5.3. Biomarcadores preditivos de resposta a
terapéutica anti-Egfr

Um marcador preditivo de resposta terapéutica indica a probabilidade de resposta ou
de resisténcia a um determinado tratamento (Asghar, Hawkes, & Cunningham, 2010).
Existindo doentes resistentes as terapéuticas anti-Egfr, nomeadamente ao cetuximab,
um dos maiores desafios tem sido perceber quais as caracteristicas moleculares dos
tumores que estao relacionadas com a auséncia de resposta terapéutica (Van Krieken
et al., 2008). Os primeiros estudos focaram-se nos tumores com expressao de Egfr,
determinada por meios imunohistoquimicos, que nao se veio a confirmar como um
marcador preditivo (Van Cutsem et al., 2014).

Mais tarde, varios estudos demonstraram que o status mutacional do exao 2 (coddes
12 e 13) do gene KRAS confere resisténcia ao tratamento com agentes anti-Egfr
(Bokemeyer et al., 2009; Van Cutsem et al., 2009; Karapetis et al., 2008; Liévre et al.,
2006; Van Cutsem et al., 2011). Um destes estudos foi o ensaio clinico de fase Il
CRYSTAL em que os doentes foram aleatoriamente selecionados para tratamento com
FOLFIRI e FOLFIRI/cetuximab e onde se demonstrou que, contrariamente ao
observado em doentes com tumores sem mutacdo no exdo 2 do gene KRAS, nos
doentes com tumores mutados para este exdo a adicao de cetuximab a FOLFIRI em
tratamento de primeira linha ndo conferia beneficios significativos em termos de
sobrevivéncia livre de progressao (PFS, do inglés “Progression Free-Survival”) - PFS
mediana de 7,4 vs 7,7 meses; Hazard Ratio (HR): 1,171, valor p=0,260 e de
sobrevivéncia global - OS mediana de 16,2 vs 16,7 meses, HR:1,035 e valor p=0,75
(Van Cutsem et al., 2011). Em 2009 a Food and Drugs Administration (FDA) restringiu
a administragdo de AcMs anti-Egfr a pacientes com tumores negativos para mutagdes
no exao 2 do gene KRAS (Atreya, Diller, Corcoran, & Kopetz, 2015).

Mais recentemente foi ainda demonstrado que, para além das mutagdes no exao 2
(coddes 12 e 13) do gene KRAS, também as mutagdes nos exdes 3 (coddes 59 e 61) e
4 (coddes 117 e 146) deste gene, bem como as dos exdes 2 (coddes 12 e 13), 3 (coddes
59 e 61) e 4 (coddes 117 e 146) do gene NRAS, sdao marcadores de auséncia de
resposta a terapéutica anti-Egfr (Bokemeyer et al., 2015; De Roock et al., 2010; Douillard
et al., 2013; Stinzing, 2013; Van Cutsem et al., 2014). Numa analise mutacional alargada
do ensaio clinico PRIME, nos quais pacientes com CCRm foram selecionados
aleatoriamente em dois grupos para terapéutica com FOLFOX-4 com ou sem a
associacdo do AcM panitumumab (anti-Egfr), as amostras classificadas como nao
mutadas para o exao 2 do gene KRAS (coddes 12 e 13) foram retestadas para os exdes
3 (coddes 59 e 61) e 4 (codbes 117 e 146) deste gene e 2 (coddes 12 e 13), 3 (coddes
59 e 61) e 4 (codbes 117 e 146) do gene NRAS. Neste novo teste, foram identificadas
mutag¢des nos outros locais de interesse em 17,4% dos pacientes com tumores néo
mutados para o exao 2 do gene KRAS. Os pacientes sem mutag¢des RAS (genes KRAS
e NRAS) apresentaram maior PFS (tempo mediano: 10,1 vs 7,9 meses, HR:0,72, IC
95%: 0,58-0,9, valor p=0,004) e maior OS (tempo mediano: 25,8 vs 20,2 meses,
HR:0,77, 1C 95%: 0.64-0.94, valor p=0,009) quando o panitumumab foi adicionado ao
tratamento. Para os doentes deste grupo terapéutico, a presenga de mutagdées RAS foi
ainda relacionada com tempos de PFS e de OS inferiores (Douillard et al., 2013).

De forma semelhante, foi efetuada a reanalise do ensaio clinico CRYSTAL e os

19



INTRODUGAO

tumores que nao apresentavam mutagdes no exao 2 do gene KRAS foram testados
para os restantes exdes deste gene e para os exdes 2, 3 e 4 do gene NRAS. Neste
estudo foram encontradas mutagdes em 14,7% dos tumores nao mutados para o exao
2 do gene KRAS. Verificou-se que os pacientes com mutagées RAS nao beneficiavam
da terapéutica com cetuximab em termos de PFS nem de OS. Por outro lado, verificou-
se um beneficio significativo para doentes com tumores ndo mutados para RAS e
tratados com FOLFIRI/cetuximab em termos de sobrevivéncia livre de progressao
(tempo mediano: 11,4 vs 8,4 meses; valor p<0,05) e em termos de sobrevivéncia global
(tempo mediano de 28,4 vs 20,2 meses; valor p<0,05) (Van Cutsem et al., 2015).

Atualmente, e com base nos dados dos estudos, a Sociedade Europeia de Oncologia
Médica considera que a pesquisa de mutagdes nos exdes 2 (coddes 12 e 13), 3 (coddes
59 e 61) e 4 (codbes 117 e 146) dos genes KRAS e NRAS é um pré-requisito para a
utilizagao de AcMs anti-Egfr e a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, do inglés
“European Medicines Agency”) contra-indica a utilizacdo do medicamento em doentes
com mutacdes RAS (exdes 2, 3 e 4 dos genes KRAS e NRAS) ou com status mutacional
desconhecido (Allegra et al., 2016; Schmoll et al., 2012).

Para além de mutagcdes RAS (exdes 2, 3 e 4 dos genes KRAS e NRAS), os estudos
indicam ainda como potenciais biomarcadores de alteragdo da via de sinalizagdo do
Egfr as mutacdes nos genes B-RAF e PIK3CA (do inglés “Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha’), bem como a perda de expressao da
proteina Pten (do inglés “Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and
dual-specificity protein phosphatase™) (Van Cutsem et al., 2014).

1.5.4. Mutagoes dos genes KRAS e NRAS

Tipicamente, as mutagdes dos genes KRAS e NRAS sao mutuamente exclusivas
(Atreya et al., 2015; Irahara et al., 2010). Numa andlise a base de dados Catologue of
Somatic Mutations in Cancer (COSMIC), Prior, Lewis, & Mattos (2012) descrevem que
em varios tipos de cancro humano, a isoforma Kras € a mais frequentemente mutada
(22%) e que apenas 8% das mutagdes ocorrem na Nras.

A maioria das proteinas Ras mutantes apresentam substituicdes de aminoacidos que
alteram a sua atividade intrinseca e as torna insensiveis a agao das proteinas ativadoras
de GTPases. Consequentemente, as proteinas Ras mutantes permanecem na sua
forma ativa, havendo ativacao persistente da via Ras/Raf/Mek/Erk o que faz com que a
inibigdo do recetor Egfr pelo anticorpo monoclonal seja ineficaz (Roberts & Der, 2007;
Santarpia et al., 2012; Vakiani & Solit, 2011). De todas as mutag¢des detetadas no exao
2, cerca de 97% ocorrem nos coddes 12 ou 13, sendo as mutagdes pontuais no codao
12 as mais frequentes (Andreyev et al., 1998; Arrington et al., 2012; Prior et al., 2012;
Roberts & Der, 2007). A alteragdo mais comum no codao 12 é a transicdo de uma
guanina para adenina (GGT—GAT), o que leva a mudanga do aminoacido glicina para
aspartato, sendo a segunda mais frequente a transicdo de uma glicina para valina
(GGT—GTT). A transicado de uma glicina para aspartato (GGC—GAC), ocorre no codao
13 e é aterceira mutagdo mais detetada. Transigcdes que ocorrem com menor frequéncia
incluem as transigdes guanina para citosina e alteragdes na primeira base dos coddes
12 e 13 (Andreyev et al., 1998; Arrington et al., 2012; Capella, Cronauer-Mitra, Peinado,
& Perucho, 1991; Prior et al., 2012).
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Contrariamente ao gene KRAS, no NRAS a maioria das mutagdes (aproximadamente
60%) ocorrem no codao 61 do exao 3, onde a mutagdo mais comum ¢é a transicao de
uma citosina para uma adenina (CAA—AAA). Cerca de 35% ocorrem no codao 12 do
exao 2, caraterizando-se por transicbes de guanina para adenina (GGT—GAT). A
transicdo GGT—GAT é também a mutacao mais frequente que ocorre no codao 13 do
exao 2 deste gene (Irahara et al., 2010; Prior et al., 2012).

Na Tabela 3 e na Figura 8 estao representadas as mutagées RAS mais frequentes
que ocorrem no CCR (COSMIC, 2016a, 2016b; Douillard et al., 2013).

Tabela 3 - Frequéncias estimadas da ocorréncia de mutagdoes nos genes KRAS e NRAS,
por exao e codao, em CCR. De acordo com a base de dados COSMIC (2016a,2016b).

Mutacao Somatica Frequéncia Estimada (%)
Gene KRAS Gene NRAS

Exéao 2
¢.35G>A: p.Gly12Asp (p.G12D) 34,8 17,3
¢.35G>T: p.Gly12Val (p.G12V) 221 3,2
c.38G>A: p.Gly13Asp (p.G13D) 18,9 3,2
¢.34G>T: p.Gly12Cys (p.G12C) 7,9 10,4
c.34G>A: p.Gly12Ser (p.G12S) 5,8 1,45
¢.35G>C: p.Gly12Ala (p.G12A) 6,0 <1
¢.34G>C: p.Gly12Arg (p.G12R) 1,2 <1
Outras G12 e G13 <1 1,7
Exéao 3
Codao 59 <1 0
c.181C>A: p.GIn61Lys (p.Q61K) <1 29,5
c.182A>T:p.GIn61Leu (p.Q61L) <1 8,38
¢.182A>C: p.GIn61Pro (p.Q61P) <1 0
¢.182A>G:p.GIn61Arg (p.Q61R) <1 14,2
c.183A>C p.GIn61His (p.Q61H) <1 1,5
¢.183A>T:p.GIn61His (p.Q61H) <1 0
Outras Q61 <1 1,5
Exao 4
c.351A>C: p.Lys117Asn (p.K117N) <1 0
¢.351A>T p.Lys117Asn (p. K117N) <1 0
c.436G>C p.Ala146Pro (p.A146P) <1 0
c.436G>A: p.Ala146Thr (p.A146T) <1 0
c.437C>T:p.Ala146Val (p.A146V) <1 0

No CCR estima-se que as mutagbes RAS ocorram em cerca de 50% de todos os
casos (Douillard et al., 2013; Roberts & Der, 2007). As mutagdes no exao 2 (coddes 12
e 13) do gene KRAS ocorrem em cerca de 40% de todos os carcinomas colo-retais
estimando-se que as mutagdes nos restantes exdes do gene KRAS (coddes 3 e 4) € no
gene NRAS (coddes 2, 3 e 4) ocorram em cerca de 10 a 15% (Andreyev et al., 1998;
Bokemeyer et al., 2011; Capella et al., 1991; Van Cutsem et al., 2009).
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Figura 8 - Percentagem de mutagoes que ocorrem nos diferentes exées dos genes KRAS
e NRAS, em CCR. Adaptado de Douillard et al., 2013.

De todas as mutagdes que ocorrem no exao 2 do gene KRAS a mais frequentemente
descrita é a alteragao A>T na posi¢cao 35 do codao 12 (p.Gly12Asp). No estudo PRIME
as segundas mutagdes mais detetadas localizam-se no ex&do 4 deste gene. De uma
forma geral, as mutagdes no gene NRAS sé&o pouco frequentes, sendo as do codao 61
do exdo 3 as mais detetadas, particularmente a transicdo C)>A na posicdo 181
(p-GIn61Lys). Até a data, nao foram descritas mutagdes no exao 4 deste gene (Douillard
et al., 2013).

1.5.5. Metodologias para pesquisa de mutacées RAS

Em qualquer das metodologias, o estudo da presenca de mutagdes RAS é efetuado
a partir de uma amostra de tecido tumoral que, regra geral, deve ser constituida por um
minimo de 70% de células tumorais (Bronte et al., 2015; Van Krieken et al., 2008). Se a
percentagem de tecido tumoral for inferior deve proceder-se ao enriquecimento tumoral
da amostra através de macro ou microdisseccédo, descartando o tecido normal ou
necrotico que possa interferir na analise (Domagal et al., 2012).

Na Tabela 4 sdo apresentadas as técnicas mais frequentemente utilizadas no estudo
de mutagdes. Todas as técnicas se baseiam na extragdo e na amplificagdo de ADN
mediante técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés “Polymerase
Chain Reaction”. A detecdo de mutagdes mediante sequenciagdao direta (ou
sequenciacao de Sanger) é considerada a técnica gold-standard e baseia-se na
incorporagao de dideoxinucleétidos marcados com fluorocromos, na regiao a analisar,
que foi previamente amplificada por PCR (EGAPP Working Group, 2013). A principal
vantagem desta técnica é que deteta todas as mutagbes possiveis nas regioes
analisadas, mas apresenta algumas limitagdbes como a baixa sensibilidade (requer a
presenca minima de 20% de populacao tumoral mutada) e o elevado tempo necessario
para completar a analise (Bronte et al., 2015; Domagal et al., 2012). Outro tipo de
sequenciagcado é a pirosequenciacdo que se baseia na incorporagdo sequencial de
nucleodtidos, detetando-se os grupos pirofosfato que se libertam de cada vez que um
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nucledtido é incorporado na sequéncia. Permite, também, detetar qualquer tipo de
mutacdo que ocorra na zona analisada e tem uma sensibilidade de 5%, bastante
superior a da sequenciagao de Sanger (Bronte et al., 2015).

Tabela 4 - Técnicas mais frequentemente utilizadas no estudo de mutagodes.

Legenda: ARMS: Sistema de amplificagcdo refratario a mutagdo, do inglés “Amplification
Refractory Mutation System”; PNA-LNA: Acido nucleico peptidico — &cido nucleico bloqueado,
do inglés “Peptidic Nucleic Acid-Locked Nucleic Acid”; COLD-PCR: PCR com coamplificagéo a
baixa temperatura de desnaturacgéao, do inglés “Coamplifiation at Lower Denaturation Polymerase
Chain Reaction”; CAST-PCR: ensaio de PCR alelo especifico Tagman®, do inglés “Competitive
Allele-Specific TagMan® Polymerase Chain Reaction”; d-HPLC: cromatografia liquida de alta
pressao desnaturante, do inglés “denaturing High Pressure Liquid Chromatography”; PCR-RFLP:
analise de polimorfismos dos fragmentos de restrigdo por PCR, do inglés “ Polymerase Chain
Reaction-restriction Fragment Length Polymorphism”.

Técnica Sensibilidade (%) Mutacoes detetadas
Sequenciagido
Sequenciagao de Sanger 20 Conhecidas + Novas
Pirosequenciagéao 5 Conhecidas + Novas

PCR em tempo real alelo-especifica

ARMS 3 Conhecidas
TagMan® 0,01 Conhecidas
Técnicas de enriquecimento de alelo mutado

PNA-LNA 1 Conhecidas
Digestdo por enzimas de 02 Conhecidas
restrigao

COLD-PCR 1-10 Conhecidas + Novas
CAST-PCR 0,01 Conhecidas
d-HPLC 0,1-1 Conhecidas + Novas
PCR-RFLP 5-10 Conhecidas

As técnicas de PCR em tempo real sdo também utilizadas devido a sua elevada
sensibilidade e rapidez na resposta. A PCR alelo-especifica utiliza sequéncias de
oligonucledtidos especificos (primers) para pesquisa de mutagdes concretas podendo
alcangar uma sensibilidade de 1%, quando realizada num equipamento de PCR em
tempo real utilizando sondas fluorescentes (TagMan®). Outras técnicas de PCR em
tempo real utilizam a estratégia de amplificar com maior eficiéncia a sequéncia mutada
do que a ndo mutada e designam-se por técnicas de enriquecimento de alelo mutado.
Baseiam-se na utilizacdo de sequéncias de oligonucleétidos especificas que se unem
ao alelo nao mutado impedindo a sua amplificagéo pela enzima ADN polimerase (CAST-
PCR) ou na realizacdo da PCR a temperaturas mais baixas do que o habitual, o que
favorece a desnaturagcdo das cadeias que contém nucledtidos mutados e,
consequentemente, aumenta a sua amplificagdo (COLD-PCR) (Bolton, Reiman, Lucas,
Timms, & Cree, 2015; Bronte et al., 2015; Milbury, Li, Liu, & Makrigiorgos, 2011).
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1.5.6. O papel do cetuximab no tratamento do CCRm

A eficacia do AcM cetuximab no tratamento de CCRm foi demonstrada em diversos
estudos, tanto em regime de monoterapia como em associagdo com varios agentes
quimioterapéuticos, tendo sido verificado que os seus beneficios terapéuticos estao
limitados a pacientes cujos tumores ndo possuem mutagdes RAS. E, por isso, de
salientar que embora muitos dos ensaios clinicos que vao ser citados, se baseiem em
pacientes com tumores ndo mutados para o exdo 2 do gene KRAS, as recomendagdes
atuais aprovam a utilizagdo do cetuximab apenas em tumores ndo mutados para os
exodes 2, 3 e 4 dos genes KRAS e NRAS (Van Cutsem et al., 2015).

A maioria dos ensaios clinicos de fase Il e lll demonstraram a relevancia da utilizagéo
deste agente em 12 linha terapéutica em combinagdo com outros agentes
quimioterapéuticos. Os dados dos primeiros estudos sugeriram que a adigdo de
cetuximab ao irinotecano tem a capacidade de reverter a resisténcia do tumor ao
irinotecano e de obter resposta terapéutica em doentes que progrediram durante o
tratamento com este agente (Tabela 5) (Cunningham et al., 2004; Folprecht et al., 2006;
Raoul et al., 2009; Saltz et al., 2004; Sobrero et al., 2008; Van Cutsem et al., 2011).

Tabela 5 - Principais ensaios clinicos efetuados com cetuximab em combinagdo com
quimioterapia a base de irinotecano, em 12 linha terapéutica.
Legenda: FOLFIRI: regime terapéutico de associagcédo de 5-FU/FOL/IRINOTECANO.

Ensaio Fase  Analise Tratamento Taxa de Ressecédo PFS os
Clinico KRAS resposta RO (meses) (meses)
(%) (%)
Folprecht I Nao Cetuximab/FOLFIRI 67 19 9,9 33
et al.
Raoul et I Néo Cetuximab/FOLFIRI 48 19,2 8,6 22,4

al.

57,3 vs 39,7 51vs 2,1 99vs84 235vs20

CRYSTAL ] Sim Cetuximab/FOLFIRIvs  (OR=2,069 (OR=2,650, (HR=0,69 (HR=0,796
FOLFIRI valor valor valor valor
p<0,01) p=0,0265) p=0,0012) p=0,0093)

Com base nestes estudos, o primeiro grande e robusto ensaio clinico de fase Il
efetuado foi o CRYSTAL (Tabela 5), que avaliou a eficacia da combinacao terapéutica
de cetuximab com FOLFIRI em comparagcao com apenas FOLFIRI, em tratamento de
12 linha terapéutica. Um total de 1198 pacientes com CCRm com expressao
imunohistoquimica de Egfr foram aleatoriamente divididos entre os dois grupos (599
individuos em cada grupo). Posteriormente, e com base na analise retrospetiva do
status mutacional do exdao 2 do gene KRAS, este estudo concluiu que a adigéo de
cetuximab a FOLFIRI aumenta significativamente a taxa de resposta (57,3% vs 39,7%),
a PFS (tempo mediano de 9,9 vs 8,4 meses) e a OS (tempo mediano de 23,5 vs 20
meses) no grupo de pacientes com tumores ndo mutados para o exao 2 do gene KRAS.
Neste grupo verificou-se também um aumento significativo da taxa de ressecao
completa de metastases (R0O) em pacientes tratados com a associagao
cetuximab/FOLFIRI (5,1% vs 2,1%) (Tabela 5) (Van Cutsem et al., 2011). Com base
nos resultados deste estudo, a EMA aprovou a utilizacdo de cetuximab para tratamento
de CCRm em 12 linha terapéutica (Feng et al., 2014).

Nos doentes em que o tumor progrediu, durante ou apdés o tratamento com
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quimioterapia a base de irinotecano, a combinac&o de cetuximab com irinotecano é mais
ativa do que a utilizagao de cetuximab em monoterapia (Cunningham et al., 2004).

O cetuximab também pode ser utilizado em associagdo com regimes de
quimioterapia a base de oxaliplatina. Embora os estudos que comparam estes regimes
com os de irinotecano, em tratamento de 12 linha, indiquem que ambas as combinagdes
séo equivalentes em termos de eficacia, ha dados que sugerem que os regimes a base
de oxaliplatina sdo mais eficazes na reducao das lesdes metastaticas, aumentando as
hipéteses de cirurgia curativa (Tabela 6) (Sotelo et al., 2014).

Tabela 6 - Principais ensaios clinicos efetuados com cetuximab em combinag¢dao com
quimioterapia a base de oxaliplatina, em 12 linha terapéutica.

Legenda: FOLFOX e NORDIC FLOX: regimes terapéuticos de associagdo de 5-
FU/FOL/OXALIPLATINA,; XELOX: regime terapéutico de associagao de
CAPECITABINA/OXALIPLATINA. Os esquemas FOLFOX/FOLFOX4/FOLFOX6 e NORDIC
FLOX diferem entre si na forma de administragao.

Ensaio Fase Anadlise Tratamento Taxa de Resegao PFS os
Clinico KRAS resposta RO (meses) (meses)
(%) (%)
Arnold et Ib/1l Nao Cetuximab/FOLFOX 57 4 8,1 28,2
al.
Tabernero 1] Nao Cetuximab/FOLFOX4 72 21 12,3 30
et al.
Cetuximab/FOLFOX4 57 vs 34 12vs 3 8,3vs 7,2 22,8 vs
OPUS Il Sim vs FOLFOX4 (OR=2,55 (valor (HR=0,567 18,5
valor p=0,0242) valor p= (HR= 0,855
p=0,0027) 0,0064) valor
p=0,39)
Cetuximab/mFOLFOX6 64 vs 57 15vs 13 8,6 vs 8,6 17 vs 17,9
Cetuximab/XELOX vs (OR=1,35, (valor p= (HR=0,96 (HR= 1,04
COIN 11 Sim mFOLFOX6 valor 0,74) valor p=0,6) valor
XELOX p=0,049) p=0,67)
Cetuximab/NORDIC 46 vs 47 13,4vs 144 79vs 87 20,1 vs 22
NORDIC- i Sim FLOX vs (OR=0,96 (HR=1,07 (HR=1,14
VIl NORDIC FLOX valor valor valor p=
p=0,89) p=0,66) 0,48)

De entre os varios ensaios clinicos realizados (Tabela 6), salienta-se o OPUS que
avaliou a eficacia do cetuximab em associagcdo com FOLFOX4 como tratamento de 12
linha terapéutica em CCRm (Bokemeyer et al., 2009, 2011). Este estudo incluiu 337
pacientes que foram aleatoriamente divididos para terapéutica com FOLFOX4 e
FOLFOX4 em associagao com cetuximab. Os pacientes com tumores nao mutados para
0 exao 2 do gene KRAS e tratados com FOLFOX4/cetuximab, quando comparados com
os pacientes com tumores ndo mutados para o exdo 2 do gene KRAS tratados com
FOLFOX4, apresentaram um aumento significativo na taxa de resposta terapéutica
(57% vs 34%), no tempo mediano de PFS (8,3 vs 7,2 meses) e na taxa de ressegcéo
completa de metastases (RO) (12% vs 3%). A OS foi maior no ramo
FOLFOX4/cetuximab, mas esta diferenca ndo se revelou estatisticamente significativa
(tempo mediano de 22,8 vs 18, 5 meses) (Tabela 6) ( (Bokemeyer et al., 2011).

A eficacia do cetuximab em associagao com regimes de oxaliplatina foi colocada em
questao por dois estudos clinicos mais recentes. No ensaio COIN (Tabela 6), a adicao
de cetuximab a mFOLFOX6 e XELOX (capecitabina + oxaliplatina) ndo resultou em
beneficios significativos em termos de OS ou de PFS, tendo-se verificado 0 mesmo no
ensaio clinico NORDIC-VII (Tabela 6) para o regime de quimioterapia FLOX (5-
fluorouracilo, acido folinico e oxaliplatina) (Maughan et al., 2011; Tveit et al., 2012).
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Para terapéutica em 22 linha foi realizado o ensaio EPIC, onde foi investigada a
eficacia da terapéutica de cetuximab em combinagcdo com irinotecano em comparagao
com terapéutica com apenas irinotecano, em pacientes cujos tumores progrediram ou
foram intolerantes a tratamento de 12 linha com regimes a base de oxaliplatina. Foi
demonstrado um aumento da taxa de resposta e de PFS para a combinacao
cetuximabl/irinotecano (16,36% vs 4,15% e 3,98 vs 2,56 meses, respetivamente; valor
p< 0,0001). No entanto, n&o se verificaram diferengas significativas em termos de OS,
em parte, devido a grande quantidade de doentes do grupo controlo que receberam
cetuximab apds progresséao (Sobrero et al., 2008).

O uso de cetuximab em monoterapia em 32 linha terapéutica foi também considerado
apropriado por um ensaio clinico que avaliou a utilizacdo de cetuximab em doentes
resistentes a todos os outros esquemas terapéuticos (Karapetis et al., 2008).

Conclui-se que o cetuximab € um agente terapéutico ativo e eficaz em diferentes
linhas terapéuticas, sobretudo quando administrado em combinagdo com outros
agentes, tendo a capacidade de induzir resposta em doentes com resisténcia aos
esquemas habitualmente utilizados. A combinacido terapéutica de cetuximab com
irinotecano ou com o regime FOLFOX demonstrou beneficios significativos em termos
de taxa de resposta terapéutica, de PFS, de taxa de resse¢ao completa de metastases
e de tempo de OS, esta ultima com tempos consistentemente acima dos 20 meses. No
entanto, isto nao foi verificado na combinagao de cetuximab com outros regimes a base
de oxaliplatina, como o FLOX ou XELOX.

1.5.7. Propriedades farmacolégicas do cetuximab

1.5.7.1. Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas

O cetuximab & um AcM recombinante quimérico (humano/ratinho). E constituido por
duas cadeias pesadas de Imunoglobulina (Ig) G1 humana (de is6topo lambda) idénticas,
cada uma com 449 aminoacidos e duas cadeias leves (de is6topo kappa) também
idénticas e constituidas por 214 aminoacidos. A regido variavel € composta pelas
sequéncias da regiao variavel do clone 225 de anticorpo monoclonal de ratinho (isétopo
IgG1), especifico contra a porcao terminal N do recetor Egfr. As quatro cadeias mantém-
se ligadas entre si por uma combinacao de ligagdes covalentes e n&o covalentes. As
subunidades das cadeias leves e pesadas contém, respetivamente, um e dois locais de
N-glicolisagcdo. O seu peso molecular é de aproximadamente 152 kDa, incluindo os
residuos glucidicos (Galizia et al., 2007; Lobo, Hansen, & Balthasar, 2004; Nolting, Fox,
& Kovar, 2006).
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1.5.7.2. Mecanismo de agao

O mecanismo de acgao direta do cetuximab é através do bloqueio da ligacao dos
ligandos do Egfr, provocando a inibicdo deste recetor. O anticorpo liga-se ao recetor
com uma afinidade 5 a 10 vezes superior a dos ligandos endégenos (Figura 9A)
podendo ainda ligar-se a outros membros da familia Her (Figura 9B). A sua ligagao
promove a internalizagdo e a degradacao do recetor Egfr (Figura 9C) (Brand et al.,
2011; EMA, 2010a; Zhuang et al., 2011).

Sao ainda reconhecidos outros mecanismos de acao deste agente anti-neoplasico.
O cetuximab bloqueia o ciclo celular na fase G1 devido ao aumento de expressao da
proteina p27, o que leva a formagcao de complexos p27/Cdk2 (do inglés “Cyclin-
dependent kinase 2) e impede as células de sairem da fase G1 (Figura 9D). Os tumores
que expressam Egfr apresentam um aumento nos fatores pré-angiogénicos, cuja
expressao € diminuida pelo tratamento com cetuximab. O cetuximab diminui ainda a
capacidade de invasao das células tumorais (Figura 9E). Atua também ao nivel da
apoptose e sobrevivéncia celular através do aumento da expressao das proteinas Bax
e Bcl2, respetivamente (Figura 9F).
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Figura 9 - Mecanismos de agcao do cetuximab. A - o cetuximab liga-se especificamente ao
recetor Egfr, impedindo a ligagao dos seus ligandos naturais; B — Para além do Egfr, o cetuximab
pode ligar-se a outros recetores da familia Her; C — A ligagdo do cetuximab ao recetor Egfr
promove a sua internalizagao, com posterior degradagéo; D — A agédo do cetuximab inclui a inibigdo
da divisao celular, através do bloqueio do ciclo celular na fase G1; E — O cetuximab diminui a
producéo de fatores pro-angiogénicos nos tumores e F — diminui a taxa de sobrevivéncia celular
ao mesmo tempo que induz a apoptose; G — A morte de células tumorais, através da estimulagao
de citotoxicidade celular é outro mecanismo estimulado pela agdo do cetuximab. Adaptado de
Brand et al., 2011.
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Este farmaco apresenta ainda um outro mecanismo de agao, caracteristico dos
AcMs. As Igs, sobretudo a IgG1 tém a capacidade de despoletar um processo imunitario
celular designado por citotoxicidade celular mediada por anticorpos (Figura 9G). Nesta
resposta imunitaria ocorre a ativagdo de macréfagos, neutrdéfilos, e de células natural
killer e a secrecao de interferao, opsoninas, fator de necrose tumoral-a e citocinas que
recrutam e estimulam a resposta inflamatodria. A ativagéo da resposta imunitaria auxilia
na diminuigado da proliferagao celular e na inibicdo da angiogénese e induz a morte das
células tumorais mediada pelos linfécitos (Brand et al., 2011; EMA, 2010a; Zhuang et
al., 2011). Foi ainda demonstrado que o cetuximab inibe a expressao de varias
metaloproteinases responsaveis pela adesao celular, diminuindo a capacidade de
invasao das células (Brand et al., 2011).

1.5.7.3. Reacgoes adversas e toxicidade

As reagdes adversas mais frequentes decorrentes da terapéutica com cetuximab
consistem em reagdes cutaneas. O bloqueio do recetor Egfr na pele e anexos leva ao
aparecimento de variadas reagbes em mais de 50% dos pacientes (Giovannini et al.,
2009). Na pele, o Egfr tem um papel importante estimulando o crescimento epidérmico,
inibindo a diferenciacao e a inflamagado e aumentando a capacidade de cicatrizagédo. O
Egfr é expresso pelos queratindcitos que estao localizados nas camadas basal e supra-
basal da epiderme e nos foliculos dos pélos. A sua inibigao resulta na desregulagao do
crescimento, diferenciagdo e migragdo dos queratindcitos, despoletando uma reagao
inflamatdria. Estas alteragdes manifestam-se através de sintomas que incluem:
erupcoes papulopustulares (efeito adverso conhecido por rash cutaneo — Figura 10A),
lesdes nas unhas e nos tecidos periféricos da unha (paroniquia — Figura 10B),
alteragdes no crescimento normal dos pélos (alopécia, tricomegalia — Figura 10C e
hipertricose), pele seca (xerose), dilatagdo dos vasos sanguineos capilares e
hiperpigmentacao (telangiectasia). Outros efeitos adversos cutaneos menos frequentes
incluem prurido, fissuras, rash na palma das maos e na sola dos pés, espessamento da
camada superficial da epiderme (hiperqueratose) e mucosite (inflamagéo das mucosas
internas da boca e garganta) (EMA, 2010a; Fakih & Vincent, 2010; Giovannini et al.,

2009; Melosky et al., 2009).
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Figura 10 - Efeitos adversos relacionados com a terapéutica com cetuximab. A: erupgéo
papulopustular (rash cutaneo); B: Paroniquia; C: Tricomegalia. Adaptado de Lilly USA, 2016.
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O efeito adverso cutdneo mais comum em doentes com CCRm é o aparecimento de
rash cutaneo, que costuma afetar as areas da pele mais expostas ao sol. O seu
desenvolvimento tende a ocorrer cedo, geralmente no periodo de seis semanas de
tratamento (Fakih & Vincent, 2010). De acordo com a sua severidade o rash é
classificado em 4 graus: grau 1: corresponde ao grau menos severo e esta limitado a
uma superficie corporal pequena (<10%), apresentando poucos ou nenhuns sintomas;
grau 2 ou moderado: cobre 10 a 30% da superficie corporal e esta associado a sintomas
também moderados; e graus 3 (>30%) e 4 (qualquer superficie corporal e associado a
infegbes cutaneas extensas que colocam a vida do paciente em risco) que
correspondem a rash severo (National Cancer Institute, 2010).

Os dados de alguns dos ensaios clinicos efetuados com AcMs anti-Egfr sugerem
uma correlagao positiva entre o aparecimento de rash e a OS de pacientes com CCRm.
Nesta correlagdo, uma maior severidade do grau de rash esta relacionada com uma
maior eficacia do cetuximab. No entanto, até a data, as guidelines nédo incluem a
utilizagdo do rash como um marcador da eficacia da terapéutica com cetuximab (Fakih
& Vincent, 2010; Giovannini et al., 2009; Horie et al., 2015; Melosky et al., 2009; Orditura
et al., 2009).

Outras reagoes frequentes incluem toxicidade ocular como conjuntivite e blefarite
(processo inflamatorio das palpebras) e, ainda, perturbagdes eletroliticas. Podem
ocorrer ainda, frequentemente, reagdes graves relacionadas com a perfusao, incluindo
reagdes anafilaticas graves, cuja ocorréncia requer a suspensao imediata e permanente
da terapéutica. Reagbes descritas como pouco frequentes incluem doengas
respiratorias e cardiovasculares, neutropenia e diarreia, mas podem ocorrer com maior
frequéncia quando o cetuximab é combinado com outros agentes quimioterapéuticos
(EMA, 2010a; Fakih & Vincent, 2010).

1.6. Anticorpos monoclonais anti-Vegf

1.6.1. A importancia do Vegf no CCR

Os capilares sanguineos sdo necessarios em todos os 6rgaos e estruturas para a
difusdo de nutrientes e metabolitos. O processo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, conhecido por angiogénese, é essencial
para o crescimento e invasado tumoral constituindo um ponto importante no controlo da
progressao tumoral (Adair & Montani, 2010; Folkman, 2002). Os tumores podem
absorver oxigénio e nutrientes suficientes por difusao até atingirem cerca de 3 a 4
milimetros, tamanho a partir do qual necessitam de uma rede vascular para continuar o
crescimento e ndo entrarem em processos de apoptose e necrose (Folkman, Merler,
Abernathy, & Williams, 1971).

A angiogénese é um processo complexo que requer a atividade coordenada de uma
variedade de componentes vasculares: a divisdo das células endoteliais, a degradacgao
da membrana basal vascular e da matriz extracelular e a migracdo de células
endoteliais. O controlo do complexo e dindmico processo de angiogénese envolve a
interagéo entre multiplos sinais pré-angiogénicos e anti-angiogénicos, incluindo fatores
de crescimento, angiopoietinas, moléculas juncionais, moléculas sensoras de oxigénio
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e da acao endotelial, entre outras (Adair & Montani, 2010; Hoff & Machado, 2012). De
entre estes, os fatores de crescimento do endotélio vascular sdo reconhecidos como
fatores chave na angiogénese tumoral. Desta familia fazem parte os fatores de
crescimento Vegf-A, Vegf-B, Vegf-C, Vegf-D e o fator de crescimento placentario que
apresentam graus variados de homologia e diferem na especificidade de ligagdo aos
recetores, nas suas fungdes especificas ou na poténcia da sua agéo (Ferrara, 2004a;
Takahashi & Shibuya, 2005).

A acao destes fatores de crescimento € mediada pela sua ligagdo a recetores
tirosina-cinase, os recetores dos fatores de crescimento do endotélio vascular (VegfR,
doinglés “Vascular endothelial growth factor receptor”), o VegfR-1, o VegfR-2 e o VegfR-
3 que sdo componentes essenciais de vias de sinalizagdo responsaveis pela
proliferagéo, diferenciagdo, migragdo e metabolismo celular (Figura 11). A ativagao
destes recetores da-se pela ligagao dos Vegfs, o que provoca a sua dimerizagao e a
autofosforilagdo dos residuos de tirosina na porgao citoplasmatica, seguindo-se a
fosforilagdo de proteinas envolvidas na regulagdo das vias de sinalizacao (Adair &
Montani, 2010; Ferrara, 2004a; Hoff & Machado, 2012; McMahon, 2000; Takahashi &
Shibuya, 2005).
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Figura 11 - A familia Vegdf: fatores de crescimento e respetivos recetores. A ligagao do fator
de crescimento ao recetor induz a sua ativagéo e a iniciagdo dos processos de angiogénese e
de formagéao de vasos linfaticos. Adaptado de: Ellis & Hicklin, 2008.

O Vegf-A é uma glicoproteina homodimérica e € o principal iniciador da angiogénese,
sendo um mitogéneo potente para as células endoteliais e um fator estimulador de todos
0s eventos que sao necessarios a angiogénese. Tem como principais atividades
biolégicas a capacidade de estimular a proliferagéo das células endoteliais, aumentar a
permeabilidade vascular e promover a sobrevivéncia e a migracdo das células
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endoteliais (Adair & Montani, 2010; Conn et al., 1990; Takahashi & Shibuya, 2005). O
Vegf-A humano tem, pelo menos, nove isémeros, gerados por splicing alternativo do
gene que o codifica, sendo a isoforma constituida por 165 aminoacidos a mais
predominante. E produzido em células endoteliais, macréfagos, linfocitos T ativos e
noutras células e encontra-se sobre-expresso na maioria dos tumores malignos
humanos, incluindo nos adenocarcinomas do trato gastrointestinal e a sua expressao
esta relacionada com a progresséao e invasao tumoral (Brown et al., 1993; Ellis, 2000;
Takahashi & Shibuya, 2005).

Contrariamente a angiogénese fisioldgica normal, a tumoral n&o é controlada e a
vasculatura formada é distinta havendo, principalmente, formacdo de micro vasos
dilatados, tortuosos e hiper-permeaveis, constituidos por células endoteliais
desorganizadas que nao sado capazes de manter a fungdo de barreira do endotélio
(Gerber & Ferrara, 2005; Thornton, Ravn, Winslet, & Chester, 2006). Estas anomalias
provocam alteragdes no fluxo sanguineo, aumento da presséao dos fluidos intra-tumorais
e diminuicdo da oxigenagdo, o que aumenta a capacidade de crescimento e de
metastizacdo do tumor, ao mesmo tempo que diminui a sua sensibilidade aos agentes
quimioterapéuticos (Goel, Wong, & Jain, 2012).

A regulacéo da expressao de Vegf-A é regulada por varios estimulos como hipdxia,
fatores de crescimento, mutagdes no gene p53, hormonas, promotores tumorais e 6xido
nitrico (Ferrara, 2004a; Neufeld, Cohen, Gengrinovitch, & Poltorak, 1999; Takahashi &
Shibuya, 2005). De entre estes, no microambiente tumoral, a hipéxia € de particular
interesse. A medida que o tumor cresce, as células dentro da massa tumoral ficam
frequentemente privadas de oxigénio, o que resulta na geracdo de zonas de hipodxia.
Em condigbes de baixas concentragbes de oxigénio, a expressao do fator indutor de
hipéxia 1a aumenta e liga-se a regidao promotora do gene Vegf, induzindo assim a
transcricdo e a expressao de Vegf-A (Ziello, Jovin, & Huang, 2007). Para além da
indugao da transcri¢ao, a hipdxia promove a estabilidade de Vegf-A através da ligagao
de proteinas ao acido ribonucleico mensageiro (Neufeld et al.,, 1999; Takahashi &
Shibuya, 2005).

A acao do Vegf-A é mediada pelos recetores tirosina-cinase VegfR-1 e VegfR-2 que
se localizam, predominantemente, na superficie das células endoteliais. Apesar da
afinidade de ligagdo com o VegfR-1 ser aproximadamente dez vezes superior a do
VegfR-2, a sua atividade cinase é muito fraca, contrariamente a atividade do VegfR-2,
que é considerado o maior mediador dos efeitos do Vegf-A (Goel & Mercurio, 2013;
Koch & Claesson-Welsh, 2012). A ligacdo do Vegf-A ao Vegf-2 conduz a ativacao de
proteinas de adesao (integrinas) pela via de sinalizagdo Pi3k/Akt e a estimulacido do
crescimento endotelial através da via Raf/Mek/Erk (Figura 12).

A atividade do Vegf-A induz também a expressao de proteinas apoptoticas como a
Bcl-2 e a A1 (Ferrara, 2004b; Koch & Claesson-Welsh, 2012).

Na angiogénese fisioldgica normal, a atividade do Vegf-A € inibida pelo ligando Delta-
Like 4 que, através da via de sinalizagdo Notch diminui a atividade da via Vegf/VegfR
(Hoff & Machado, 2012).
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Figura 12 - Via de sinalizagao do Vegf-A. A ligacdo do Vegf-A ao recetor VegfR-2 ativa varias
vias de sinalizagao, incluindo a via Raf/Mek/Erk, responsavel pela indugao da proliferacao celular
e a via Pi3k/Akt que estimula os mecanismos de sobrevivéncia celular e apoptose, vasodilatagdo
e migracgao celular. O Vegf-A tem ainda capacidade de aumentar a permeabilidade vascular.
Adaptado de: Taimeh, Loughran, Birks & Bolli, 2013.

Com base na sobre-expressdo de Vegf-A nos tumores humanos e no papel da
angiogénese na progressao e na invasao tumoral, foram desenvolvidas terapéuticas
dirigidas que bloqueiam a via de sinalizagdo Vegf/VegfR. Uma das terapéuticas dirigidas
anti-Vegf aprovada para uso em CCRm é o bevacizumab, um AcM que se liga
especificamente ao fator Vegf-A (Vasudev & Reynolds, 2014).
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1.6.2. Biomarcadores preditivos de resposta as
terapéuticas anti-Vegf

Atualmente ndo existem biomarcadores que permitam prever a resposta terapéutica
ao bevacizumab (Duda, 2012; Jain, Duda, Clark, & Loeffler, 2006; Lambrechts, Lenz,
De Haas, Carmeliet, & Scherer, 2013). A identificagdo de biomarcadores preditivos de
resposta a este AcM é pertinente uma vez que: 1) existem doentes que néo respondem
a terapéutica; 2) em alguns doentes o tumor adquire resisténcia a terapéutica; 3) os
efeitos adversos destas terapéuticas sao significativos e 4) o custo do tratamento com
estes agentes é elevado (Duda, 2012).

Foram efetuados numerosos estudos em varios tipos de tumores, na tentativa de
identificar uma molécula biolégica capaz de avaliar a resposta ao bevacizumab, no
entanto, os resultados nao foram consistentes. A procura de um biomarcador para esta
terapéutica € um desafio dificil devido a complexidade do processo de angiogénese.
Apesar do papel predominante do Vegf-A, existem muitos outros fatores que podem
assumir fungbes essenciais durante a angiogénese como o fator de crescimento
placentario, fatores de crescimento fibroblasticos, fatores de crescimento derivados das
plaguetas, angiopoietinas e varias citocinas (Lambrechts et al., 2013). Os estudos
clinicos focaram-se em estudar diversas moléculas bioldgicas, entre elas marcadores
angiogénicos circulantes presentes no plasma, como o Vegf-A e os seus recetores e
biomarcadores presentes no tecido tumoral, como o Cd31 e polimorfismos de um unico
nucledtido (Duda, 2012; Jain et al., 2006; Lambrechts et al., 2013; Maru, Venook, & Ellis,
2013).

No CCRm as mutagbes nos genes B-RAF, p53 e KRAS nao parecem estar
relacionadas com a resposta terapéutica a associagdo de bevacizumab com
quimioterapia (Bencsikova et al., 2015; Ince et al., 2005).

Relativamente a expressao de Vegf-A, os resultados obtidos pelos diferentes estudos
tém sido inconsistentes. Varios chegaram a conclusdo de que o aumento de Vegf-A
plasmatico ou tumoral é um indicativo de mau prognéstico, mas nao existe consenso
quanto ao seu valor preditivo (Duda, 2012; Lambrechts et al., 2013; Maru et al., 2013).
As razdes para esta inconsisténcia poderdo estar relacionadas com o desenho dos
estudos, com as isoformas de Vegf-A avaliadas e com as técnicas de quantificagéo
utilizadas.

Num dos estudos mais impactantes foi efetuada uma analise retrospetiva de um
ensaio clinico efetuado em cancro gastrico avangado, com o objetivo de identificar um
marcador preditivo a resposta terapéutica do AcM bevacizumab. Os marcadores
avaliados incluiram todas as isoformas plasmaticas de Vegf-A e a expressao tumoral de
Vegf-A, VegfR-1 e 2 e neuropilina-1 (um coreceptor do Vegf-A). O estudo concluiu que
os niveis plasmaticos basais de Vegf-A e tumorais basais de neuropilina-1 poderao ser
biomarcadores preditivos em doentes com carcinoma gastrico avangado, sendo que os
doentes tratados com bevacizumab e com elevados niveis plasmaticos de Vegf-A e
baixos niveis de expressao tumoral de neuropilina-1 tinham mais beneficios em termos
de sobrevivéncia global, quando comparados com o grupo de controlo (Van Cutsem et
al., 2012a). No entanto, este estudo ndo permitiu a validagdo do uso destas moléculas
como preditivas de tratamento, uma vez que o seu desenho e objetivo principais ndo
foram orientados para a avaliagdo de biomarcadores, mas sim da eficacia terapéutica.
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Em resumo, a identificagdo de biomarcadores preditivos de resposta ao bevacizumab
tem grande relevancia cientifica, sendo os principais potenciais biomarcadores os niveis
plasmaticos de Vegf-A e os seus recetores e/ou coreceptores. No entanto, o uso destas
moléculas como marcadores de resposta terapéutica esta dependente de estudos
prospetivos de validagao.

1.6.3. O papel do bevacizumab no tratamento do
CCRm

Varios ensaios clinicos demonstraram a eficacia do bevacizumab no tratamento de
CCRm quando este € combinado com quimioterapia.

A adicado de bevacizumab a quimioterapia de 12 linha terapéutica demonstrou uma
melhoria em varios parametros. O ensaio clinico de fase Ill AVF2107g, que levou a
aprovagao inicial do farmaco pela FDA, comparou o regime de quimioterapia IFL
(irinotecano, bolus de 5-FU e acido folinico) com e sem a adicdo de bevacizumab em
doentes com CCRm. No grupo tratado com o bevacizumab/IFL, foi observado um
beneficio estatisticamente significativo em termos de OS (20,3 vs 15,6 meses) e de PFS
(10,6 vs 6,2 meses). A taxa de resposta também foi superior no grupo tratado com
bevacizumab/IFL (44,8% vs 34,8) (Hurwitz et al., 2004) (Tabela 7).

O ensaio de fase lll BICC-C comparou o regime IFL-bevacizumab com o regime
FOLFIRI-bevacizumab (Tabela 7). Os pacientes que foram tratados com FOLFIRI-
bevacizumab apresentaram maior tempo mediano de OS (28 vs 19,2 meses) e de PFS
(7,6 vs 5,9 meses) (Fuchs et al., 2007, 2008).

No tratamento em 12 linha terapéutica, a associagao de bevacizumab a quimioterapia
a base de oxaliplatina é controversa. No ensaio clinico NO16966 (Tabela 7), 1401
doentes foram aleatoriamente selecionados para receber capecitabina e oxaliplatina
(XELOX) ou oxaliplatina e 5-FU (FOLFOX4) associados a bevacizumab ou a placebo.
A adicao de bevacizumab a quimioterapia resultou num maior tempo mediano de OS,
no entanto a diferenga ndo foi estatisticamente significativa (21,3 vs 19,9 meses).
Relativamente a PFS verificou-se um ligeiro aumento que se revelou estatisticamente
significativo (9,4 vs 8,0 meses). A taxa de resposta nao foi influenciada pela adicao de
bevacizumab aos regimes de oxaliplatina. Na analise de subgrupos verificou-se, ainda,
que o ligeiro beneficio em termos de PFS sé é significativo para o subgrupo de doentes
tratados com XELOX (Saltz et al., 2008).
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Tabela 7 - Principais ensaios clinicos efetuados com bevacizumab em combinag¢dao com
quimioterapia, em 12 linha terapéutica.

Legenda: IFL e FOLFIRI: regimes terapéuticos de associacdo de 5-FU/FOL/IRINOTECANO;
FOLFOX: regime terapéutico de associagcdo de 5-FU/FOL/OXALIPLATINA; XELOX: regime
terapéutico de associacdo de CAPECITABINA/OXALIPLATINA. Os esquemas IFL, FOLFIRI e
mlFL diferem entre si na forma de administracao.

Ensaio Fase Tratamento Taxa de PFS OS mediana
Clinico resposta (%) mediana (meses)
(meses)
AVF2107g 1 IFL/bevacizumab vs IFL 45 vs 35 10,6 vs 6,2 20,3 vs 15,6
(valor p=0,001) (HR:0,54 (HR:0,66
valor p<0,001) valor p<0,001)
BICC-C ] FOLFIRI/bevacizumab vs 58 vs 53 76vs 5,9 28 meses vs 19,2
mlFL/bevacizumab (valor p=0,04) (HR=1,79
valor p=0,037)
NO16966 I FOLFOX4/XELOX4/ 38 vs 38 9,4 vs 8,0 21,3vs 19,9
bevacizumab vs valor p=0,99 (HR:0,83 (HR:0,89
FOLFOX4/XELOX valor p=0,0023) valor p=0,077)

Numa meta analise que incluiu seis ensaios clinicos num total de 3060 pacientes
verificou-se que, em 12 linha terapéutica, a adicao de bevacizumab a quimioterapia
resulta em beneficios significativos em termos de OS e de PFS, no entanto, este
beneficio esta limitado a regimes a base de irinotecano (Loupakis et al., 2015; Macedo,
da Costa Lima, & Sasse, 2012).

Avancos recentes na terapia oncolégica incluem a utilizacdo de regimes de
tratamentos compostos por trés agentes quimioterapéuticos diferentes. No ensaio
clinico TRIBE, a combinagdo de FOLFOXIRI (5-FU/acido folinico, oxaliplatina e
irinotecano) com bevacizumab, em terapia de 12 linha, reportou a maior OS estimada
para estes doentes. O grupo de doentes tratado com a combinagdo FOLFOXIRI mais
bevacizumab apresentou uma OS de 29,8 meses, tendo-se registado um tempo
mediano de 25,8 meses (IC 95%: 22,5 — 29,1) no grupo de doentes tratados com a
combinagdo FOLFIRI/bevacizumab. Esta diferenga revelou-se estatisticamente
significativa (valor p=0,03) (Cremoli et al., 2013). Apesar de parecer que ha beneficios
em utilizar quimioterapia tripla, espera-se que o resultado de ensaios clinicos que estao
a decorrer venham esclarecer melhor a sua aplicabilidade, beneficios e toxicidade
(Loupakis et al., 2015).

Em 22 linha terapéutica, sdo dois os principais ensaios clinicos que suportam a
utilizacdo deste agente anti-angiogénico. O ensaio clinico E3200 de fase Il foi o
responsavel pela aprovagao do bevacizumab pela FDA nesta linha terapéutica. Neste
ensaio, pacientes com CCRm cujos tumores progrediram em 12 linha terapéutica com
regimes terapéuticos a base de fluoropirimidinas/irinotecano e sem exposi¢ao prévia ao
bevacizumab foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos para receber
bevacizumab associado a FOLFOX4, bevacizumab em monoterapia ou apenas
FOLFOX4. As diferencas significativas foram encontradas entre os grupos tratados com
bevacizumab/FOLFOX4 e FOLFOX4. No grupo bevacizumab/FOLFOX4 verificou-se
uma melhoria significativa em termos de OS (12,9 vs 10,8 meses, HR: 0,75; valor
p=0,011), de PFS (7,3 vs 4,7 meses, HR: 0,61, valor p<0,0001) e de taxa de resposta
(22,7% vs 8,6, valor p<0,0001) (Giantonio et al., 2007). No entanto, na pratica clinica, a
maioria dos doentes iniciam o tratamento com bevacizumab na 1?2 linha terapéutica.
Neste sentido, o ensaio clinico ML18147, estudou a continuacio da terapéutica com o
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AcM bevacizumab. Pacientes com CCRm que progrediram nos 3 meses seguintes apos
terem descontinuado o tratamento de 12 linha em regime de quimioterapia associado a
bevacizumab foram aleatoriamente divididos para receber a 22 linha terapéutica em dois
grupos: terapéutica com apenas quimioterapia (411 pacientes) e terapéutica com
quimioterapia em associagao com bevacizumab (409 pacientes). A escolha de regimes
a base de oxaliplatina ou de irinotecano dependeu do tratamento recebido em 12 linha.
Este estudo concluiu que a continuagao da terapéutica com bevacizumab na 22 linha
terapéutica melhora significativamente o tempo mediano de OS (11,2 vs 9,8 meses,
HR:0,81, IC 95%: 0,69-0,94, teste de log rank nao estratificado, valor p=0,0062) e de
PFS (5,7 vs 4,1 meses, HR:0,68, valor p<0,0001), mas nao detetou diferencas
estatisticamente significativas a nivel da taxa de resposta terapéutica (Grothey et al.,
2008).

Atualmente ndo existem dados relativamente a continuagao de bevacizumab em 32
linha terapéutica em doentes com CCRm. Nos pacientes que progrediram em todos os
regimes quimioterapéuticos anteriores, o tratamento mais apropriado € a combinacao
de anticorpos monoclonais anti-EGFR em monoterapia ou em combinagdo com
irinotecano (Fakih, 2015).

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de 12 linha para o indicador taxa de
resposta, alguns investigadores consideram ainda que o bevacizumab n&o € indicado
para diminuicdo do tamanho de metastases hepaticas com o objetivo de efetuar a sua
ressecgao cirurgica (Feng et al., 2014).

1.6.4. Propriedades farmacolégicas do bevacizumab

1.6.4.1. Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas

O bevacizumab € um AcM recombinante humanizado, cujas sequéncias sao 93% de
origem humana e 7% de ratinho. E constituido pelo isétopo kappa da IgG1 humana e
consiste em duas cadeias cadeia leves idénticas, cada uma com 214 aminoacidos e
duas cadeias pesadas, também idénticas constituidas por 453 aminoacidos, com um
peso molecular total de 149 kDa. As quatro cadeias mantém-se ligadas entre si por uma
combinagédo de ligagbes covalentes e ndo covalentes e as cadeias pesadas contém um
local de N-glicolisacdo (no aminoacido 303). A regiao determinante de
complementaridade, na regido variavel, é constituida por sequéncias do clone A4.6.1 de
anticorpo monoclonal de ratinho (is6topo 1IgG1) que se ligam especificamente ao Vegf,
sendo o aminoacido glicina da posi¢cao 88 da sequéncia proteica deste fator essencial
para o estabelecimento da ligagdo (EMEA, 2005; Ferrara, Hillan, Gerber, & Novotny,
2004; Gerber & Ferrara, 2005; Newton, 2009). A ligagao do bevacizumab ao Vegf ndo
induz alteracdes estruturais no ligando, o que sugere que o AcM exerce um efeito
estéreo incapacitando-o de interagir com os seus recetores (Wiesmann et al., 1997).
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1.6.4.2. Mecanismo de agao

Os mecanismos através dos quais o bevacizumab exerce os seus beneficios clinicos
ainda n&o estdo completamente entendidos.

O bevacizumab liga-se ao Vegf-A e impede a sua ligagéo aos recetores na superficie
das células endoteliais causando reducdo do crescimento vascular e inibindo a
progressao tumoral metastatica (Genentech, 2015). A inibigao de crescimento do tumor
por falta de nutrientes e oxigénio através da redugao da microvasculatura € o principal
mecanismo de agao atribuido a este AcM (Figura 13) (Folkman, citado por Von
Baumgarten et al., 2011). No entanto, os ensaios clinicos em tumores soélidos efetuados
com bevacizumab em monoterapia obtiveram resultados desapontantes, com a terapia
anti-angiogénica a falhar na melhoria da taxa de resposta ou do tempo de sobrevivéncia,
tendo-se verificado que estes beneficios sdo obtidos apenas quando o bevacizumab é
aplicado em combinagdao com quimioterapia (Goel et al., 2012; Jain, Duda, Clark, &
Loeffler, 2006). Apesar de se esperar que este anti-angiogénico fosse antagonista da
acao dos agentes de quimioterapia devido a diminuicdo do nimero de vasos sanguineos
e a consequente diminuigdo da entrega de farmacos no tumor, estes resultados
sugeriram que o bevacizumab poderia ter a capacidade de aumentar a sua eficacia. Em
2001, Jain et al. propuseram que a terapéutica anti-Vegf pode normalizar a vasculatura
sanguinea dos tumores, diminuindo o desequilibrio entre os fatores pr6 e anti-
angiogénicos (Jain et. al citado por Jain et al., 2006). Como resultado, a estrutura e
funcao dos vasos sanguineos tende a normalizar (Figura 13A).

Normal N&o normal Normalizado

Figura 13 - Mecanismo de a¢ao do bevacizumab. A: Contrariamente a vasculatura normal, a
tumoral é estruturalmente e funcionalmente anormal, ndo sendo eficiente para a distribuicdo dos
citotoxicos. A terapéutica com bevacizumab parece normalizar a estrutura dos vasos sanguineos
tumoral, aumentando a eficacia dos agentes quimioterapéuticos. B: a esquerda imagem de
vasculatura normal em tecido esquelético; no meio imagem de vasculatura de tumor do célon em
rato e a direita imagem do mesmo tumor, 3 dias apds administracdo de bevacizumab, onde se
pode verificar diminuigdo do numero de vasos sanguineos. Adaptado de: Jain et al, 2005.
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Embora esta normalizagdo possa conduzir a um aumento da proliferagao tumoral,
estas alteragdes provocam também a diminuicdo da pressao do fluido intersticial do
tumor e da hipoxia, a melhoria da perfusdo sanguinea e da velocidade do fluxo
sanguineo, permitindo que a entrega da quimioterapia no tumor aconteca de forma mais
eficaz e que as células tumorais sejam mais sensiveis aos seus efeitos (Jain et al., 2006;
Von Baumgarten et al., 2011; Willett et al., 2004).

O bevacizumab podera, ainda, exercer efeitos citotoxicos sobre células que
expressem os recetores de Vegf e dependam do Vegf-A para sobreviver. Num estudo
de fase | em carcinoma retal, a taxa de apoptose em células tumorais aumentou
significativamente apds o tratamento com o bevacizumab, no entanto, ndo se sabe se
este efeito resulta de uma acao direta do farmaco ou indireta devido a reducéo dos
vasos sanguineos (Willett et al., 2004).

1.6.4.3. Reacoes adversas e toxicidade

De acordo com os estudos efetuados para o perfil global de segurangca do
bevacizumab as reagbes adversas mais graves foram: perfuragdo gastrointestinal,
hemorragias e tromboembolismo arterial (EMA, 2010b). Dentro das reacdes adversas
muito frequentes encontram-se: doengas do sangue e do sistema linfatico como a
leucopenia e neutropenia; neuropatia periférica sensorial, hipertensio, diarreia,
nauseas, vomitos, dor abdominal, astenia e fadiga. As reagbes frequentes sdo muito
variadas e incluem, entre outras, infegdes diversas, anemia, linfopenia, acidente
vascular cerebral, cardiopatias, vasculopatias (tromboembolismos arterial e venoso,
hemorragias), doencas respiratérias e toracicas (embolia pulmonar, epistaxe), doencas
gastrointestinais (perfuragao intestinal, obstrugao intestinal, fistulas, proctalgia); afe¢cdes
dos tecidos cutdneos e subcutidneos (dificuldade de cicatrizagcdo) e musculo-
esqueléticos (mialgia, artralgia, fraqueza muscular); proteinaria e dor pélvica. Algumas
reagdes adversas como hemorragia retal, perfuragéo gastrointestinal, perfuragdo do
septo nasal e reagbes de hipersensibilidade a perfusdao ocorrem com frequéncia
desconhecida (EMA, 2010b; Genentech, 2015).

Nos ensaios de fase Ill/IV, em CCRm, as reagcbes adversas mais frequentemente
descritas s&o hipertenséo (18%), proteinuria (2%), dificuldade na cicatrizagéo de feridas
(1%), perfuragao gastrointestinal (2%), tromboembolismo arterial (1 a 2%) e
hemorragias (1 a 6%). Uma vez que o bevacizumab é utilizado em associagdo com
outros agentes pode ser dificil distinguir as suas reagdes adversas especificas (Saif,
2015).

Os mecanismos que justificam a ocorréncia das reagbes adversas sao diversos e
alguns s&o ainda desconhecidos. A ocorréncia de hipertens&o parece estar relacionada
com a diminuicao dos niveis de um agente vasodilatador dos vasos sanguineos (o 6xido
nitrico), que acontece aquando da inibigdo do Vegf-A. Outros efeitos adversos como
dificuldade de cicatrizagdo, hemorragias e tromboses estdo relacionados com a
importancia do Vegf-A na manutencdo da homeostasia do sistema vascular,
nomeadamente ao nivel da neovascularizagdo, da reparagdao de tecidos e da
manutencao da integridade dos vasos sanguineos (Kamba & McDonald, 2007).
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1.7. Comparacao da eficacia do cetuximab e do
bevacizumab

Como ja é conhecido, a existéncia de mutagdes RAS é um biomarcador preditivo de
resisténcia a terapéutica com cetuximab pelo que, dos dois AcMs abordados nesta
revisdo, apenas o bevacizumab pode ser utilizado para o tratamento de tumores RAS
mutados. No entanto, quando os tumores nao apresentam mutacées RAS ambos os
agentes podem ser utilizados, o que tem levantado importantes questdes a nivel da
comparacgao da sua eficacia. Até a data sdo conhecidos os resultados de dois ensaios
clinicos (Tabela 8), efetuados em terapéutica de 12 linha. Os resultados foram
reportados com base nos pacientes com tumores ndo mutados para RAS. Os ensaios
clinicos FIRE-3 (Heinemann et al., 2014) e CALGB 80405 (Lenz, 2014) confirmaram a
existéncia de uma melhor taxa de resposta nos pacientes tratados com o cetuximab.
Em ambos os ensaios nado foi encontrada diferenga significativa entre os dois
medicamentos a nivel da PFS.

Tabela 8 - Resultados dos ensaios clinicos comparativos da eficacia dos AcMs cetuximab
e bevacizumab. Os resultados apresentados dizem respeito a populagdo com CCRm nao
mutado para os genes KRAS e NRAS.

Legenda: FOLFIRI: regime terapéutico de associacdo de 5-FU/FOL/IRINOTECANO; FOLFOX:
regime terapéutico de associagao de 5-FU/FOL/OXALIPLATINA.

Ensaio Fase Tratamento Taxa de PFS oS
Clinico resposta (%) (meses) (meses)
FIRE-3 1 FOLFIRI/cetuximab vs 72 vs 56 (valor 10,3 vs 10,2 33,1vs 25

FOLFIRI/bevacizumab p=0,003) (HR:0,97; (HR:0,7;
valor p=0,77) valor
p=0,0059)
CALGB i FOLFOX ou FOLFIRI/ 68,6 vs 53,6% 10,9 vs 11,4 31,2 vs 32
80405 bevacizumab vs FOLFOX ou (valor p<0,001)  (HR:1,1; valor (HR:0,9;
FOLFIRI / cetuximab p=0,31) valor p=0,4)

Em termos de tempo de tempo mediano de OS, o ensaio CALGB 80405 n&o mostrou
diferengas significativas entre o bevacizumab e o cetuximab (em combinagao com
FOLFIRI ou FOLFOX), mas no estudo FIRE-3 o grupo dos doentes tratados com
cetuximab apresentou um tempo mediano de OS de 33,1 meses, bastante superior ao
verificado no ramo dos doentes tratados com bevacizumab, que foi de 25 meses (Tabela
8) (Lenz, 2014; Heinemann et al., 2014). A razao para a diferenga verificada em termos
de sobrevivéncia global ndo esta esclarecida mas podera dever-se a variagdes no
desenho experimental (Fakih, 2015).

Pese embora os numerosos ensaios clinicos efetuados continuam a persistir
algumas duvidas na utilizacdo destes AcMs nomeadamente, sobre qual o que traz mais
beneficios terapéuticos, qual o melhor agente quimioterapéutico de associagao de forma
a maximizar os beneficios terapéuticos e a diminuir os efeitos adversos, qual a melhor
janela temporal e qual a melhor sequéncia de utilizacao ao longo das diversas linhas
terapéuticas.
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1. Gerais

— Caraterizar o status mutacional dos exdes 2, 3 e 4 dos genes KRAS e NRAS,
em amostras de CCR, de pacientes provenientes do Hospital Espirito Santo de
Evora E.P.E, analisadas entre os anos 2009 e 2014.

— Estudar a resposta terapéutica de pacientes com CCRm, com status mutacional
do exao 2 do gene KRAS conhecido e que iniciaram tratamento com AcMs anti-
Egfr e anti-Vegf entre os anos 2009 e 2012.

2.2. Especificos

— Caraterizar a amostra de pacientes que efetuou pesquisa de mutagdes nos
exodes 2, 3 e 4 dos genes KRAS e NRAS no periodo de tempo definido;

— Determinar a prevaléncia das mutagdes nos oncogenes KRAS e NRAS no
periodo de tempo definido;

— Dos pacientes que iniciaram tratamento com os AcMs cetuximab e bevacizumab
no periodo de tempo estipulado:

Caraterizar a amostra;

Estimar o tempo de sobrevivéncia global,

Estimar a sobrevivéncia livre de progressao da doenga;

Estimar a taxa de ressecado de metastases;

Descrever os efeitos adversos das terapéuticas;

Estabelecer a associagcado entre o aparecimento de rash cutdneo e o
tempo de sobrevivéncia global em doentes tratados com o anticorpo
monoclonal cetuximab.

~0 a0 oTw
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3. METODOLOGIA

3.1. Desenho do estudo e critérios de inclusao

Este € um estudo retrospetivo, baseado na recolha da informacao, a partir dos
processos clinicos de pacientes diagnosticados com CCR e seguidos no Hospital
Espirito Santo de Evora E.P.E.

O trabalho integra uma componente de analise laboratorial, que correspondeu a
avaliagdo mutacional dos genes KRAS e NRAS nos tumores dos pacientes constituintes
da amostra e uma componente de analise de informacgao relativa a terapéutica com
cetuximab e bevacizumab, nomeadamente ao nivel do tempo de sobrevivéncia global e
de sobrevivéncia livre de progressao, rash cutaneo, ressec¢ao cirurgica de metastases e
efeitos adversos.

A amostra foi selecionada de acordo com os seguintes critérios de inclusao:

i. Pacientes com diagndstico anatomo-patolégico de CCR e com tumores onde
foi efetuada a pesquisa mutacional RAS entre 01 de Janeiro de 2009 e 31 de
Dezembro de 2014.

i. Pacientes em estadio IV e com status mutacional do exdo 2 do gene KRAS
conhecido e que efetuaram terapéutica com os AcMs bevacizumab e
cetuximab, no periodo de tempo compreendido entre 01 de Janeiro de 2008
a 31 de Dezembro de 2012.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital Espirito Santo de Evora
E.P.E. e a confidencialidade dos dados recolhidos foi assegurada, de acordo com o
estabelecido no Decreto-lei n°® 67/98- Lei da Protegcao de Dados Pessoais.

3.2. Analise mutacional RAS

Foi efetuada a pesquisa mutacional em tumores colo-retais de 325 pacientes, num
total de 331 tumores. Destes, a analise mutacional RAS completa foi apenas efetuada
em 30 amostras. Esta diferenca deve-se a modificacdo das recomendacgbes para a
terapéutica anti-Egfr. Durante algum tempo apenas a analise do exdo 2 do gene KRAS
era necessaria para a sua administragcao, sendo que a partir de 21/11/2013 a analise foi
alargada aos exdes 3 e 4 do gene KRAS e 2, 3 e 4 do gene NRAS.

Uma vez que as mutagdes RAS sao mutuamente exclusivas a analise foi efetuada
em duas fases: numa primeira fase efetuou-se sequenciagao do exdo 2 do gene KRAS
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€, numa segunda fase, apenas as amostras ndo mutadas para este exao foram testadas
para os exdes 3 e 4 do gene KRAS e 2, 3 e 4 do gene NRAS.

Neste estudo, o ADN para a analise mutacional foi extraido a partir de blocos de
parafina com amostras de tecido tumoral arquivados no Servigo de Anatomia Patoldgica
da instituicdo em estudo. Uma vez que a parafina € um agente inibidor da PCR
(McPherson, 2006), foi necessario efetuar a desparafinagdo das amostras e aplicar um
protocolo de extracdo e de purificagcdo com procedimentos apropriados a manutengao
da integridade do ADN. Descreve-se, em seguida, o protocolo detalhado.

3.2.1. Extracao de ADN

As amostras de tecido de CCR para extragcdo de ADN foram obtidas a partir de
bidpsias ou de pegas cirurgicas de pacientes e os tecidos foram fixados em formaldeido
a 10% tamponado, submetidos a processamento histolégico e impregnados em
parafina. As preparagdes histologicas das amostras foram revistas por um patologista
que delimitou a area do tecido relevante para a analise (tumor) e, dos blocos de parafina,
foram retirados 2 a 8 cortes seriados de 10um (Figura 14). As amostras passiveis de
efetuar enriqguecimento tumoral por macrodissegéo foram recolhidas para laminas de
vidro e as restantes para microtubos de 1,7mL.

Figura 14 - Selegdo de amostras para analise RAS. E selecionado um bloco de parafina
representante do tumor e a respetiva preparagéao histologica, corada com Hematoxilina e Eosina,
é revista por um anatomo-patologista que delimita a area de tecido relevante para analise.
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A desparafinagcao das amostras foi efetuada com lavagens sucessivas em xilol (2
lavagens durante 5 minutos) e etanol absoluto (2 lavagens durante 5 minutos), por
imersao das laminas nos solventes ou por adigdo de 1mL de solvente e centrifugagéo a
5000g, para as amostras em microtubos. Procedeu-se a secagem das amostras a
temperatura ambiente e, de seguida, as amostras recolhidas em laminas de vidro foram
hidratadas com solugdo de tampéao fosfato salino pH 7,4 (referéncia 7011-036, Life
Technologies, EUA). Para efetuar o enriquecimento tumoral, a area de tecido relevante
para a analise foi raspada com uma lamina de bisturi e o tecido foi transferido para um
microtubo de 1,7mL.

Procedeu-se, seguidamente, a extragdo do ADN. Para isso, adicionou-se tampao de
lise celular (Buffer ATL, referéncia 1063369, Qiagen, Alemanha) e proteinase K (Qiagen
Proteinase Stock Solution, referéncia 1014023, Qiagen, Alemanha) as amostras que,
seguidamente, foram incubadas overnight a 56°C. Este passo tem o objetivo efetuar a
lise e a digestdo dos componentes celulares. Os passos subsequentes (lise adicional,
purificagéo e eluigdo) foram efetuados de acordo com as indicagbes do manual de
instrugbes do QIAamp® DNA FFPE Tissue (referéncia 56404, Qiagen, Alemanha) que
utiliza a técnica de cromatografia de afinidade em coluna. Este método permite a
obtengdo de ADN com um elevado grau de pureza. O ADN, com carga negativa, liga-
se com elevada afinidade as particulas de silica da fase estacionaria que tém carga
positiva e, de seguida, efetuam-se lavagens consecutivas com eluentes que removem
os contaminantes. No final as moléculas de ADN ligadas a membrana de silica séo
removidas com uma solugcdo de pH superior a 7 (Tan & Yap, 2009). Obtiveram-se
eluidos de 50 a 100uL de ADN gendmico que foram armazenados a 4°C, até a sua
utilizacao.

3.2.2. Quantificagcdo e avaliacao da pureza do ADN
genoémico

A pureza e a quantidade do ADN extraido foram avaliados por espetrofotometria. O
principio desta técnica baseia-se nas diferentes absorvancias dos compostos. Os anéis
heterociclicos dos acidos nucleicos absorvem luz ultravioleta, com absor¢cdo maxima a
cerca de 260nm, sendo possivel calcular a concentragdo de acidos nucleicos através
da lei de Lambert-Beer. As proteinas apresentam absorcdo maxima a 280nm e a maioria
dos compostos quimicos entre os 220 e os 230nm. O grau de contaminag¢ao do ADN é
dado pela razéo entre as absorvancias 260/280 e 260/230. Um valor 260/280 de 1,8 e
um valor de 260/230 entre 2,0 a 2,2 séo a referéncia para ADN “puro” (Thermo Fisher
Scientific, 2011).

Foi utilizado o equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA).
As absorvancias foram mediadas a 260nm, 230 e 280nm. Foram verificados os valores
relativos a concentragédo do ADN e as razbes A260/280 e A260/230 foram utilizadas
para determinar o seu grau de pureza.
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3.2.3. Amplificagcao de ADN

Os exoes alvo dos genes a estudar foram amplificados por PCR. Este método permite
a amplificagéo a partir de pequenas amostras de ADN de forma a obter quantidades que
permitam a sua analise. A sintese das cadeias de ADN a partir de uma amostra alvo
ocorre no sentido 5°—3’, através da adi¢ao de desoxiribonucledtidos trifosfato (ANTPs),
que é efetuada pela enzima ADN polimerase. Uma vez que esta enzima apenas tem a
capacidade de adicionar nucleétidos a grupos OH da extremidade 3'da cadeia de ADN,
para que a reagao ocorra, € necessario utilizar pequenas cadeias de oligonucledtidos
complementares a cadeia alvo, denominados por primers.

A reacao ocorre em ciclos térmicos de 3 passos: desnaturagdo, emparelhamento e
extensdo. Na desnaturacdo, através do recurso a altas temperaturas as cadeias duplas
de ADN alvo s&o separadas em cadeias simples; no passo seguinte, os primers ligam-
se de forma complementar as cadeias simples do ADN alvo e, por ultimo, na fase de
extensdo ocorre a sintese do ADN pela ADN polimerase através da adicdo de
desoxirribonucledtidos trifosfato a cadeia de primer anteriormente emparelhada com o
ADN alvo (McPherson, 2006).

Na Tabela 9 estdo representados os reagentes e as respetivas quantidades
utilizadas para a preparacao da mistura de reagao.

Tabela 9 - Componentes da reagédo de mistura de PCR.

Componente da Reagao Quantidade
H,O ultra-pura Até 15 uL
*Tampao de reacao 10x 1,5 uL
*MgCl225 mM 1,5 uL
Primer Forward 20mM 0,5 uL
Primer Reverse 20mM 0,5 uL
**dNTP 10mM 1,2 uL
***Soro de Albumina Bovina 1x 1 ul
*Taq ADN polimerase 5U/ul 0,3 uL
ADN 20-100ng

*Amplitaq Gold® ADN Polymerase with gold Buffer & MgCl», referéncia 4311814, Applied Biosystems,
EUA; ** referéncia 362275, Applied Biosystems, EUA; ***referéncia A2153, Sigma-Aldrich, EUA

Foram utilizados pares de primers especificos para as regides alvo, cujas sequéncias
forward (F) e reverse (R) estao representadas na Tabela 10.
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Tabela 10 - Pares de primers especificos utilizados para amplificagdo dos exdes 2, 3 e 4
dos genes KRAS e NRAS.

Exao Primers Tamanho do ADN
amplificado
(pares de bases)
KRAS -exao 2 F:5 -GGT GGA GTATTT GAT AGT GTA-3° 220
R: 5 - GGT CCT GCA CCA GTAATATGC A- 3
KRAS -exao 3 F:5-TTC CTA CAG GAA GCA AGT AG -3’ 221
R: 5- AAT TAC TCC TTAATG TCAGC -3’
KRAS -exao 4 F:5-GAC AAAAGT TGT GGA CAG GT -3 380
R: 5°- TAG CAT AAT TGA GAG AAA AAC TG -3’
NRAS -exao 2 F:53-CTT GCA CAAATG CTG AAAGC -3’ 183
R:5-CAC TGG GCC TCACCTCTATG-3
NRAS -exao 3 F:5-CAC CCC CAG GATTCT TAC AG -3’ 247
R: 5- TGG CAA ATA CAC AGA GGAAGC -3
NRAS -exao4 F:5- CCCGTT TTT AGG GAG CAG AT -3’ 286

R:5- CTT GCA CAAATG CTG AAAGC - 3’

A amplificagdo do ADN extraido foi efetuada em termociclador (MyCycler™ Thermal
Cycler System, Bio-Rad Laboratories Inc., EUA) com as seguintes condigbes: 12
minutos a 95°C; 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 56°C e 1 minuto a
72°C, seguidos de 10 minutos a 72°C. No final as amostras foram mantidas a 4°C.

3.2.4. Eletroforese de acidos nucleicos

A eletroforese é frequentemente utilizada para verificar a pureza e a integridade do
ADN e baseia-se na separagao de moléculas numa matriz durante a aplicagdo de um
campo elétrico. O ADN possui carga negativa em valores de pH neutro ou alcalino e,
quando aplicado na matriz de gel submetida a um campo elétrico, migra em direcédo ao
anodo. A velocidade de migragdo da molécula de ADN é condicionada pelo seu tamanho
€ a sua velocidade eletroforética diminui com o aumento de tamanho. A matriz utilizada
neste estudo foi o gel de agarose (Figura 15) que é indicado para a separagédo de
fragmentos de ADN com tamanho compreendido entre os 100 pares de base (pb) e 25
quilobases (Wilson & Walker, 2010).
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500 pb v

Figura 15 - Visualizagdo dos produtos de PCR em gel de agarose a 2%. Legenda: K2, K3 e
K4: exdes 2, 3 e 4 do gene KRAS; N2, N3 e N4: exdes 2, 3 e 4 o gene NRAS; C-: controlo
negativo.

Foi efetuada eletroforese em gel de agarose a 2% (referéncia MB05202, Nzytech,
Portugal) que foi corado com brometo de etidio (referéncia 15585-011, Invitrogen, EUA),
em tampao Tris/Borato/EDTA (referéncia 15581-044, Life Technologies, EUA). Em cada
poco do gel foi aplicado uma mistura de 2,5 uL. de amostra de ADN amplificado e de 2,5
UL de tampéao de carga (referéncia 10816-015, /Invitrogen, EUA). A migracéao foi efetuada
durante 30 minutos a 130 V. O gel foi visualizado (Figura 15) no sistema de imagem
Gel Doc™ XR+ System and Quantity One® 1-D Analysis Software (Bio-Rad Laboratories
Inc., EUA) e os tamanhos dos fragmentos foram calculados, tendo como referéncia o
marcador de peso molecular puc19/ Hpall (referéncia MAD-00398914, Master
Diagnostica, Espanha).

3.2.5. Purificagao dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com um método enzimatico (/llustra™
ExoProStar™ 1-step, referéncia US77705, GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido).
A purificacdo de produtos PCR permite eliminar os primers e os dNTPs que ndo foram
utilizados na reagéo de PCR. Esta metodologia é rapida e consiste na utilizagdo de uma
mistura das enzimas exonuclease |, que digere as cadeias simples de nucleétidos no
sentido 5°—3, libertando desoxirribonucledtidos 5 'monofostato (ANMPs) e fosfatase
alcalina que catalisa a desfosforilagao dos nucleétidos nao incorporados e dos dNMPs
libertados. A reacao da-se a 37°C e no final a temperatura é elevada para os 80°C de
modo a desnaturar as enzimas (GE Healthcare Life Sciences, 2013).
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Foram adicionados 5 uL de reagente de purificagdo a 12,5 uL de produto PCR. As
amostras foram purificadas no termociclador (MyCycler™ Thermal Cycler System, Bio-
Rad Laboratories Inc., EUA), com as seguintes condigbes: 15 minutos a 37°C e 15
minutos a 80°C. Até a sua utilizagao, os produtos foram mantidos a 4°C.

3.2.6. Sequenciag¢ao do ADN

Para efetuar a reacao de sequenciagao do ADN previamente amplificado foi utilizado
o kit GenomeLab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit (referéncia
608120, Beckman Coulter, EUA), desenvolvido para aplicagdo do método de Sanger
por eletroforese capilar. Esta técnica inicia-se com uma reagao de sequenciagcao que se
baseia no principio da PCR tradicional, com algumas diferengas. Para além dos
reagentes necessarios para a PCR tradicional sido ainda utilizados di-
desoxirribonucleotidos (ddNTPs) marcados com fluorocromos distintos. Durante o
processo de sintese, a ADN polimerase adiciona os dNTPs ou os ddNTPS, dependendo
da concentracao relativa de cada molécula. No entanto, por cada vez que um ddNTP é
adicionado a extensao da cadeia termina e no final da reacado sao obtidas cadeias de
ADN completas ndo marcadas com fluorocromos e inUmeros fragmentos de tamanho
distinto, marcados com fluorocromos (Thermo Fisher Scientific, 2009).

Os componentes da mistura de reagao apresentam-se na Tabela 11. A amplificagcao
dos produtos foi efetuada em termociclador (MyCycler™ Thermal Cycler System, Bio-
Rad Laboratories Inc., EUA), durante 30 ciclos: 20 segundos a 96°C; 20 segundos a
50°C e 4 minutos a 60°C. Até a sua utilizagao, os produtos foram mantidos a 4°C.

Tabela 11 - Componentes da mistura da reagdo de sequenciagao

Componente da Reagao Quantidade (uL)
H>O ultra-pura 7.6
**Tampéao de reagao 10x 0,4
**DTCS mix 4
Primer F ou R 3mM 2

ADN (produto de PCR) 6

**DTCS Quick Start KIT, Beckman Coulter, EUA

De seguida efetuou-se a precipitacdo etanodlica dos produtos da reacdo de
sequenciacdo. A precipitagdo etandlica permite purificar e concentrar os acidos
nucleicos e é efetuada através da adicdo de sais catidnicos e etanol. Na presenca de
sais, o etanol induz uma transicdo estrutural nas moléculas do ADN, originando um
precipitado que pode ser posteriormente utilizado em aplicagdes diversas (Thermo
Fisher Scientific, 2009).

Para o efeito, as amostras foram incubadas a -20°C com 65 uL de solugédo de
precipitacéo (acetato de sodio a 3M, EDTA a 125mM, glicogénio a 20mg/mL e etanol
absoluto) durante 20 min. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 4149g a
temperatura de 4°C durante 30 minutos. No final da centrifugagdo o excesso de
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sobrenadante foi removido e os pellets foram lavados com 200 uL de etanol a 70% em
duas centrifugacdes sucessivas, com a duragao de 10 minutos, a 4149g e a temperatura
de 4°C. Os pellets de ADN secaram a temperatura ambiente e protegidos da exposigao
a luz e no final foram diluidos em 30 uL de formamida pura (referéncia 608022, Beckman
Coulter, EUA).

Por ultimo as amostras foram colocadas no sequenciador GenomeLab™ GeXP
(Beckman Coulter, EUA) onde se efetuou eletroforese capilar. Na eletroforese capilar,
os fragmentos, marcados com fluorocromos séo separados por tamanho e, durante este
processo, passam pelo feixe de um laser emitindo fluorescéncia que é detetada por um
sistema 6tico do sequenciador. Este sinal é posteriormente convertido em dados digitais,
conhecidos por eletroforetogramas (Figura 16) (Thermo Fisher Scientific, 2009).
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Figura 16 — Exemplo de eletroforetogramas onde se pode observar a mutagido c.35G>A:
p-Gly12Asp no exédo 2 do gene KRAS. Na imagem, pode observar-se as sequéncias forward
(em cima) e reverse (em baixo) do exao 2 do gene KRAS. A alteragdo na base de ADN que leva
a mutacao encontra-se assinalada entre riscas verticais.

Os eletroforetogramas obtidos (Figura 16) foram analisados com o programa
GenomelLab™ Sequence Analysis Software (Beckman Coulter, EUA) versao 10.0,
tendo como referéncia as sequéncias NG_007524.1 (KRAS) (NCBI, 2016b) e
NG_007572.1 (NRAS) (NCBI, 2016c).
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3.3. Analise Estatistica

Para o estudo da OS e da PFS recorreu-se a analise de sobrevivéncia. A andlise de
sobrevivéncia permite estimar o risco de ocorréncia de um evento (o 6bito e a
progressao da doencga, no caso deste estudo em concreto) ao longo do tempo sendo,
assim, possivel estimar a fungcdo de sobrevivéncia que é dada pela probabilidade de
que o evento ocorra depois de um determinado instante. Esta ferramenta
estatistica também permite comparar estatisticamente curvas de sobrevivéncia de
grupos de individuos ou avaliar o efeito que determinados fatores tém no tempo até
ocorréncia do evento. A aplicagao da analise de sobrevivéncia justifica-se porque uma
das carateristicas deste tipo de estudos é a presenga de censura, que se refere a perda
de informagao decorrente de ndo se ter observado o evento até ao final do estudo
(Carvalho et al., 2011).

Foram incluidos no estudo 325 individuos diagnosticados com CCR e, dos quais, 89
com CCRm foram tratados com AcMs.

A anadlise estatistica foi efetuada através do R Project (R Foundation for Statistical
Computing, EUA), versao 3.3.0.3. Foi utilizado como nivel de significancia de referéncia
alfa=5% e as estimativas intervalares foram obtidas para um nivel de confianca de 95%
(IC 95%).

Na pratica clinica, os pacientes sao tratados em linhas terapéuticas. Neste estudo,
define-se linha terapéutica como o tempo decorrido entre o tratamento com esquemas
terapéuticos diferentes. Considerou-se o inicio da 12 linha terapéutica na data da
primeira administragdo do primeiro esquema terapéutico, imediatamente apds a
identificagdo da doenga em estadio 1V, iniciando-se a 22 linha terapéutica na data em
que, para o mesmo individuo, foi iniciado um esquema terapéutico distinto do anterior e
assim consecutivamente. Foi efetuado o levantamento da informagao relativa as
variaveis em estudo para todas as linhas terapéuticas aplicadas a cada paciente da
amostra tratado com AcMs. A distribuicdo dos pacientes ao longo das linhas
terapéuticas é heterogénea e, portanto, as amostras relativas a cada linha terapéutica
apresentam dimensdes muito diferentes.

Dada a complexidade e heterogeneidade do numero de linhas terapéuticas,
assumindo a 12 linha terapéutica como determinante na terapéutica e comum a toda a
amostra, em algumas analises foram consideradas duas categorias para esta variavel:
12 linha terapéutica e outra linha terapéutica (que inclui todas as restantes linhas
terapéuticas).

O critério utilizado para contabilizacdo do tempo OS foi o tempo decorrido entre a
data de identificacdo da doenca em estadio IV e a data de obito, uma vez que os
tratamentos em estudo apenas podem ser administrados neste estadio patolégico. A
terapéutica efetuada em 12 linha foi utilizada como referéncia na analise do tempo de
OS em funcao dos esquemas terapéuticos. Considerou-se a ocorréncia do evento
apenas nos pacientes com data de 6bito confirmada no sistema, censurando-se os
restantes individuos.
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Para a PFS considerou-se o tempo decorrido entre a data de inicio do esquema
terapéutico e a data do controlo imagioldgico onde se registou a primeira progressao da
doenga ou a data de obito (o0 que tiver ocorrido primeiro), em cada linha terapéutica.
Todos os doentes em que nao se verificou progressao imagioldgica ou 6bito (o que tiver
ocorrido primeiro) foram censurados. A influéncia dos esquemas terapéuticos utilizados
na PFS foi estudada apenas para a 12 e 22 linhas terapéuticas.

A amostra de pacientes que efetuou terapéutica com AcMs foi dividida em 3 grupos
de tratamento, de acordo com a terapéutica administrada:

— Grupo cetuximab: pacientes que efetuaram terapéutica apenas com o AcM
cetuximab, em pelo menos uma das linhas terapéuticas;

— Grupo bevacizumab: pacientes que efetuaram terapéutica apenas com o
AcM bevacizumab, em pelo menos uma das linhas terapéuticas;

— Grupo cetuximab e bevacizumab: pacientes que efetuaram terapéutica com
ambos os anticorpos monoclonais, administrados em linhas terapéuticas
distintas.

Foram consideradas as seguintes categorias para a variavel “esquemas
terapéuticos”: AcM em associagdao com FOLFIRI; AcM em associagao com FOLFOX
e AcM em associagcao com outros que nao FOLFOX e FOLFIRI ou AcM em
monoterapia.

Dos 89 pacientes que efetuaram terapéutica com AcMs e para todas analises
relativas as variaveis OS, PFS e rash cutaneo foram excluidos 4 pacientes devido a:

— Em 2008 e 2009, 3 pacientes foram tratados com cetuximab, mas de acordo
com as indicagdes atuais ndo eram elegiveis para este tratamento por
apresentarem uma mutacgao do exao 2 do gene KRAS;

— 1 paciente do grupo cetuximab suspendeu o tratamento imediatamente a
seguir a primeira administragao, por desenvolvimento de reac&o alérgica.

Para a analise da variavel rash, foram ainda excluidos os pacientes do grupo
bevacizumab e o grau de rash utilizado foi o registado no processo clinico do paciente,
de acordo com o Common Terminology Criteria for Adverse Events (National Cancer
Institute U.S., 2010). Devido a multiplicidade de linhas terapéuticas nao foi possivel
relacionar o rash com o tempo de OS, tendo-se optado por avaliar o seu efeito na PFS
da linha terapéutica correspondente. Para o efeito, efetuaram-se duas abordagens, que
diferem na forma como os doentes foram categorizados:

— Abordagem 1: os individuos foram divididos em dois grupos: com aparecimento
de rash e sem aparecimento de rash.

— Abordagem 2: os individuos foram divididos em dois grupos: pacientes sem
aparecimento de rash ou com rash de grau 1 e pacientes com rash de grau =2.
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As curvas de sobrevivéncia foram estimadas por Kaplan-Meier e os grupos foram
comparados pelo teste Log-Rank ou pelo teste de Peto & Peto, conforme o mais
adequado para cada caso (Carvalho et. al, 2011). Para testes de comparag¢des multiplas
de curvas de sobrevivéncia considerou-se o valor p ajustado por Bonferroni. Sempre
que foi necessario avaliar o efeito de uma variavel ajustando para outras sem haver
independéncia entre as observagbes da amostra optou-se por ajustar modelos de Cox
com componente de fragilidade Gaussiana, reduzindo-se estes aos modelos de Cox
usuais caso a fragilidade ndo se mostrasse significativa (Carvalho et. al, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1. Caraterizacao da amostra

A amostra foi constituida por 325 individuos diagnosticados com CCR. Destes, 65,5%
(213 pacientes) pertenciam ao género masculino e 34,5% (112 pacientes) ao género
feminino. Os individuos da amostra tinham idade compreendida entre os 20 e os 92
anos. A idade média dos individuos do género masculino foi de 66,1 anos (+11,8) com
uma mediana de 67 anos, para um intervalo de idade compreendido entre os 20 e os 93
anos. Relativamente aos individuos do género feminino a idade média situou-se nos 66
anos (x13,3) e a mediana foi de 66 anos para um intervalo de idades compreendido
entre os 21 e os 93 anos. A distribuigdo da idade em fungéo do género esta representada
na Figura 17.

Feminino- e

Masculino- e o

20 40 60 80
Idade no momento do diagnostico
Figura 17- Distribuicido da idade no momento do diagnéstico em fungdo do género, da
amostra de pacientes com CCR.

No momento do diagndstico, alguns dos pacientes apresentavam mais do que um
tumor, num total de 331 tumores. A localizagdo dos tumores (Figura 18) mais frequente
foi: reto (29,9%), colon sigmoide (25,4%) e colon ascendente (10,6%). No total, a
incidéncia de tumores no célon (66,5%) foi muito superior a de tumores no reto (29,9%).
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Colon (desconhece-se origem especifica) ﬁ 17 (5,1%)
Reto [ 99 (29,9%)
Jungzo Reto-Sigmoideia [ 12 (3,6%)
Colon Sigmoide [ 84 (25,4%)
Célon Descendente [ 25 (7,6%)

Angulo esplénico [ 11 (3,3%)

Localizagao

Célon Transverso [ 13 (3,9%)
Angulo Hepatico [N 12 (3,6%)
Célon Ascendente [ 35 (10,6%)
Cego [ 23(6,9%)

0 20 40 60 80 100 120
N° de Tumores

Figura 18 - Distribuicdo dos tumores colo-retais da amostra, de acordo com a sua
localizagdo anatémica.

Histologicamente, 89,7% dos tumores foram classificados como adenocarcinoma e
5,4% como adenocarcinomas mucinosos. Outras classificagdes foram atribuidas com
menor frequéncia (Tabela 12).

Tabela 12 - Diagnéstico anatomo-patolégico dos carcinomas colo-retais.

Diagnostico Anatomo-Patologico N° de % de tumores
tumores
Adenocarcinoma 297 89,7
Adenocarcinoma not otherwise specified 13 3,9
Adenocarcinoma mucinoso 18 54
Carcinoma mucinoso em pdélipo 1 0,3
Adenocarcinoma de células em anel de sinete 2 0,6

Relativamente ao grau histolégico das amostras, a maioria (60,4%) foi atribuido o
grau moderadamente diferenciado, a 29% o grau bem diferenciado, sendo os restantes,
em menor numero, de grau desconhecido, mal diferenciado, indiferenciado ou nao
avaliavel (Tabela 13).
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Tabela 13 - Grau histologico dos carcinomas colo-retais.

Grau Histolégico N° de tumores % de tumores
Desconhecido 9 2,7
Bem diferenciado 96 29,0
Moderadamente Diferenciado 200 60,4
Mal diferenciado 13 3,9
Indiferenciado 2 0,6
Nao avaliavel 11 3,3

A data do diagndstico, para a maioria dos pacientes (45,5%) a patologia foi
classificada em estadio IV. Dos restantes pacientes, em 40,9% a patologia foi
classificada no estadio lll, sendo que a maioria dos tumores foram diagnosticados no
estadio 1B (28,3%). Apenas em 12,3% dos pacientes a patologia foi diagnosticada em
estadios mais precoces, mais concretamente nos estadios | (0,9%), lIA (11,4%) e IIB

(1,2%) (Figura 19).

100
92 (28,3%)
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Figura 19 - Estadio patolégico a data do diagnostico.
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Na Figura 20 encontram-se representados os locais de metastizagdo a distancia, a data

do diagndstico.
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Osso || 3(2,0%)
Parede abdominal (exclui peritoneu) I 5 (3,4%)
Ganglios linfaticos nao regionais I 5 (3,4%)

Orgaos da cavidade abdominal (exclui figado) . 8 (5,4%)

Orgéos da cavidade pélvica - 13 (8,8%)

Puimao [ 19 (12,8%)
Peritoneu - 28 (18,9%)
Figaco | 102 (63.9%)

0 20 40 60 80 100 120
N° de pacientes

Local de metastizacao a distancia

Figura 20 - Locais de metastizag¢ao a distancia, a data do diagnéstico.

Os locais de metastizagdo a distancia mais frequentes foram: figado (68,9%),
peritoneu (18,9%) e pulmao (12,8%). Verificou-se localizagdo menos frequente para
outras localizagdes como 0sso (2%), parede abdominal (3,4%) e ganglios linfaticos néo
regionais (3,4%) (Figura 20).

4.2. Tipo e distribuicao das mutagcoées nos genes
KRAS e NRAS

Os 331 tumores foram testados para o exdo 2 do gene KRAS. Em 42% (139
amostras) foram detetadas mutagdes no exéo 2 deste gene.

O codao 12 foi o local onde foram identificadas mais mutacdes neste gene (82,7%).
As mutagdes mais frequentemente detetadas foram a p.Gly12Asp (36,7%), a p.Gly12Val
(23,7%) e a p.Gly13Asp (17,3%). As restantes mutacgdes detetadas foram a p.Gly12Cys,
a p.Gly12Ser e a p.Gly12Ala, com frequéncia de ocorréncia muito semelhante (Figura
21).
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p.Gly12Cys p-Gly12Ser p-Gly12Vval p-Gly12Asp p-Gly13Asp p.Gly12Ala

Mutagéo - exdo 2 gene KRAS

Figura 21 - Distribuigdao das mutagdes detetadas no exdo 2 do gene KRAS, nos CCRs em

estudo.

Das 192 amostras nao mutadas para o exao 2 do gene KRAS (58%), o status
mutacional dos exdes 3 e 4 deste gene e dos exdes 2, 3 e 4 do gene NRAS é conhecido
em, apenas, 30 amostras (15,7%). Destas, apenas em 6 amostras (20%) foram
identificadas mutagdes. Na Figura 22 sdo apresentados os resultados referentes as

amostras mutadas, por exao e gene.

N° de amosrtras de CCR

Exdo 3 - KRAS Exdo 4 - KRAS Exdo 2 - NRAS
Exao/mutagao
mc.183A>C p.GIn61His  mc.182A>T:p.GIn61Leu

c.436G>A: p.Ala146Thr  ¢.38G>A: p.Gly13Asp

Exdo 3 - NRAS Exdo 4 -NRAS

mc.351A>T p.Lys117Asn
= c.183A>C p.GIn61His

Figura 22 - Distribuicdo das mutacdes detetadas nos exdes 3 e 4 do gene KRAS e dos

exodes 2, 3 e 4 do gene NRAS, nos CCRs testados.
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Das 6 amostras mutadas, 4 apresentaram mutagdes no codao 61 do exao 3 (2
amostras) e nos coddes 117 (1 amostra) e 146 do exao 4 (1 amostra) do gene KRAS.
Foram ainda detetadas 1 mutac&o no codao 13 do exao 2 e 1 mutagao no codéo 61 do
exao 3 do gene NRAS. Nao se observou a existéncia de mutagdes no exao 4 do gene
NRAS.

4.3. Resposta terapéutica aos AcMs cetuximab e
bevacizumab

4.3.1. Caraterizagao da amostra tratada com AcMs

No periodo de tempo decorrido entre 2008 e 2012 e, dos 325 individuos
diagnosticados com CCR, 89 com CCR em estadio |V foram tratados com AcMs.

Dos individuos tratados com AcMs 70,8% (63 individuos) pertenciam ao género
masculino e 29,2% (26 individuos) ao feminino.

No total, 39 (43,8%) pacientes efetuaram terapéutica com apenas cetuximab, 32
(40,0%) com apenas bevacizumab e 18 (20,2%) com ambos os AcMs (em linhas
terapéuticas distintas).

Foram 55 (61,8%) os pacientes que ndo apresentaram tumores com mutagdes no
exao 2 do gene KRAS e destes, o status mutacional dos restantes exdes deste gene e
dos exdes 2, 3 e 4 do gene NRAS era apenas conhecido em 2 deles. A excegédo de 1
paciente, que foi tratado com bevacizumab, todos os restantes (54 pacientes) com
tumores ndo mutados no exao 2 do gene KRAS foram tratados com cetuximab ou com
cetuximab e bevacizumab. Dos 34 pacientes com tumores mutados, a 3 deles foi
administrado o AcM cetuximab. Os restantes (31 pacientes), cujos tumores
apresentaram mutacdes, foram tratados com bevacizumab.

Relativamente a outros tratamentos, 21 (23,6%) pacientes efetuaram tratamento
neoadjuvante, 43,8% (39 pacientes) efetuaram tratamento adjuvante e em 74,2% (66
pacientes) o tumor primario foi cirurgicamente removido.

A partir do momento do diagnéstico da patologia em estadio IV, os pacientes foram
tratados em varias linhas terapéuticas, num maximo de 7 linhas terapéuticas para um
pequeno numero de individuos (2 pacientes). Cerca de metade (50,6%) dos pacientes
efetuaram tratamentos até a 32 linha terapéutica e 23,6 % foram, ainda, tratados em 42
linha terapéutica.

Em 12 linha terapéutica, 63 (70,8%) pacientes efetuaram tratamento com AcMs. Os
esquemas terapéuticos (Figura 23) mais utilizados foram cetuximab em associagdo com
FOLFIRI (28,1%) e bevacizumab em associagdo com FOLFIRI (22,5%). Outros
esquemas utilizados incluiram a combinacdo dos AcMs com oxaliplatina e ainda
cetuximab ou bevacizumab em associa¢gdo com outros ou em monoterapia.
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Bevacizumab/outros e monoterapia I 1(1,1%)

Bevacizumab/FOLFOX _ 8 (9,0%)

Cetuximab/outro e monoterapia - 5(5,6%)

Esquema Terapéutico

Cetuximab/FOLFOX - 4(4,5%)

0 5 10 15 20 25 30
N° de pacientes

Figura 23 — Distribuicdo dos pacientes tratados em 12 linha terapéutica, por esquema
terapéutico.

Em 22 linha terapéutica (Figura 24), foram tratados 74 pacientes, dos quais 57 (77%)
com AcMs. Foram mais utilizadas as associacbes terapéuticas cetuximab/FOLFIRI
(20,3%) e bevacizumab/FOLFOX (16,2%). As associagdes cetuximab/FOLFOX e
bevacizumab/FOLFIRI foram, também, bastante utilizadas.

s
Bevacizumab/outros e monoterapia _ 4 (5,4%)
BevacizumabFoLFox [ 12(16,2%)
Bevacizumab/FOLFIRI [ 10 (13,5%)
Cetuximab/outro e monoterapia _ 7 (9,5%)
cetwximabFoLFox [ o (12,1%)
cetuxmabFOLFIRI [ 15(20,3%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
N° de pacientes

Esquema Terapéutico

Figura 24 — Distribuicdo dos pacientes tratados em 22 linha terapéutica, por esquema
terapéutico.
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4.3.2.Tempo de sobrevivéncia global

Na amostra, o tempo mediano de OS estimado é de 28,2 meses (IC 95%: 24,9 — 36,4
meses). Na Figura 25 pode observar-se que o periodo de maior risco de ébito ocorre
até cerca dos 50 meses (4 anos). A taxa de sobrevivéncia global estimada a 3 e 5 anos
é 38,1% e 13,8%, respetivamente.

s(t)

Tempo (meses)

Figura 25 - Sobrevivéncia global estimada na amostra de pacientes tratados com AcMs.
Estimativa de Kaplan-Meier e respetivas bandas de confianga a 95% para o periodo de tempo
decorrido entre as datas de diagnéstico do estadio IV e de ébito.

O tempo mediano de OS estimado, por grupo de tratamento, é de 31,6 meses para
o grupo cetuximab (IC 95%: 22,1 - 47,8 meses); 26,8 meses para o grupo bevacizumab
(IC 95%: 19,3 - 38,8 meses) e 30,7 meses para individuos que receberam cetuximab e
bevacizumab (IC 95%: 24,9 — 57,3 meses). Ocorreram 36 Obitos no grupo cetuximab,
30 no grupo bevacizumab e 17 no grupo cetuximab e bevacizumab.

Na Figura 26 podem observar-se comportamentos semelhantes das curvas de
sobrevivéncia global para os trés grupos de tratamento.
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Figura 26 - Sobrevivéncia global estimada na amostra de pacientes tratados com AcMs,
por grupo de tratamento. Estimativa de Kaplan-Meier para o periodo de tempo decorrido entre
as datas de diagndstico do estadio 1V e de ébito, por grupo de tratamento.

Pode notar-se que, no periodo até aos 2 anos, a sobrevivéncia & ligeiramente
superior no grupo dos individuos tratados com cetuximab e bevacizumab. Observa-se
ainda, na Figura 26, que a partir dos 2 anos, a OS dos pacientes tratados com
bevacizumab parece ser inferior as restantes. Foi efetuado o teste de Peto para
determinar se existem diferencas na OS entre os grupos terapéuticos. As diferengas
observadas nao se revelaram estatisticamente significativas (Teste de Peto: qui-
quadrado (x?) =1,7; 2 graus de liberdade (gl); valor p=0,429).

4.3.3. Efeito da linha terapéutica de inicio de tratamento com AcMs
na OS

O tempo mediano de OS estimado em pacientes que iniciam AcMs em 12 linha
terapéutica é igual a 28,9 meses (IC 95%: 22,1 — 38,8 meses). Para os pacientes que
iniciam noutra linha terapéutica estima-se um tempo mediano de OS igual a 27,4 meses
(IC 95%: 23,7 — 47,7 meses). As curvas de OS estimadas (Figura 27) apresentam um
comportamento muito semelhante nao se tendo registado diferencas estatisticamente
significativas (Teste de Peto: x?=0,03; 1 gL; valor p=0,903).
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Figura 27 - Sobrevivéncia global estimada de acordo com a linha terapéutica de inicio do
tratamento com AcMs. Estimativas de Kaplan-Meier para o tempo decorrido entre as datas de
diagnéstico do estadio IV e de ébito, com inicio do tratamento com AcM em 12 linha terapéutica
ou noutra.

Foi também avaliado o efeito da linha onde se iniciou a terapéutica (em 12 linha ou
outra) com AcMs ajustando para o grupo de tratamento, através do modelo de Cox,
tendo-se verificado que também aqui ndo existem diferengcas estatisticamente
significativas (valor p=0,867), a nivel de OS.

4.3.4. Efeito dos esquemas terapéuticos com AcMs na OS

Para analisar o efeito do esquema terapéutico na OS, truncou-se a amostra, tendo
sido apenas considerada a 12 linha terapéutica e nao foi incluido o esquema terapéutico
bevacizumab em associagdo com outros ou bevacizumab em monoterapia, por existir
apenas um unico evento para esta terapéutica.

O tempo mediano de OS estimado é de 33,8 meses (IC 95% 25,3 — 47,8 meses) para
individuos tratados com cetuximab em associacdo com FOLFIRI e de 17,6 meses para
a associacao cetuximab/FOLFOX, sendo o seu valor minimo igual a 6,5 meses, com
uma confianca de 95%.

Para individuos tratados com cetuximab em associagdo com outros ou com
cetuximab em monoterapia, estima-se um tempo mediano de 53,5 meses, com um valor
minimo igual a 10,6 meses e uma confianga de 95%.

No caso dos esquemas terapéuticos com bevacizumab em 12 linha terapéutica, o
tempo mediano de OS estimado € de 27,2 meses (IC 95%: 18,8-41,0 meses) para a
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associacado de bevacizumab com FOLFIRI e de 45,2 meses para a associagdo com
FOLFOX, sendo o seu valor minimo igual a 28,9 meses, com uma confianga de 95%.
Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 14.

Tabela 14 - Tempos medianos de OS estimados para os diferentes esquemas terapéuticos,
tendo como referéncia a 12 linha terapéutica. Legenda:**Nao foi possivel estimar o limite do
IC a 95%.

Esquema terapéutico N? de OS (meses) IC 95% (meses)
pacientes

Cetuximab/FOLFIRI 25 33,8 25,3-47,8
Cetuximab/FOLFOX 4 17,6 6,5 - **
Cetuximab/outro ou cetuximab 5
em monoterapia 53,5 10,6 —**
Bevacizumab/FOLFIRI 20 27,2 18,8 —41,0
Bevacizumab/FOLFOLX 8 452 28,9 —**

Na Figura 28 podem observar-se comportamentos muito semelhantes das curvas de
OS associadas aos esquemas terapéuticos cetuximab/FOLFIRI (curva 1) e
bevacizumab/FOLFIRI (curva 4), indiciando um maior risco nos pacientes que s&o
tratados com bevacizumab/FOLFIRI.

Esquema Terapéutico

L] — - 1

- owoN

[4,]

0 25 S0

Tempo (meses)

Figura 28 - Efeito dos esquemas terapéuticos na OS, em 12 linha terapéutica, na amostra
de pacientes tratados com AcMs. Estimativas de Kaplan-Meier do tempo decorrido entre as
datas de estadio IV e de 6bito, por esquema terapéutico aplicado em 12 linha terapéutica.
Legenda: 1 — cetuximab/FOLFIRI; 2- cetuximab/FOLFOX; 3- cetuximab em associagdo com
outros ou cetuximab em monoterapia; 4- bevacizumab/FOLFIRI e 5- bevacizumab/FOLFOX.
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Em 12 linha terapéutica, os outros trés esquemas terapéuticos tém comportamentos
um pouco distintos dos anteriores, mas tém associados poucos eventos (6bitos): 6 ao
esquema bevacizumab/FOLFOX (curva 5), 4 a combinagao cetuximab/FOLFOX (curva
2) e 3 ao esquema cetuximab em associacao com outros ou cetuximab em monoterapia
(curva 3). Até aos 2 anos parece haver um maior risco de falecer nos pacientes com
esquema cetuximab/FOLFOX (curva 2) e a partir de cerca dos 3 anos os dois esquemas
que parecem ter associado um menor risco sdo o cetuximab em associagédo com outros
ou cetuximab em monoterapia e o bevacizumab/FOLFOX.

Estatisticamente foram registadas diferengas significativas entre os tempos de OS
associados aos 5 esquemas terapéuticos (Teste de Peto: x?=10,6; 4 gl; valor p=0,0315).
Comparando os esquemas terapéuticos 2 a 2 e aplicando a corre¢éo de Bonferroni ao
valor p, conclui-se que apenas diferem os esquemas cetuximab/FOLFIRI (curva 1) e
cetuximab/FOLFOX (curva 2) (valor p<0,003), sendo que ao esquema
cetuximab/FOLFOX esta associado um maior risco de falecimento.

4.3.5. Tempo de sobrevivéncia livre de progressao de
doenca

O tempo mediano estimado de PFS em 12 linha terapéutica é igual a 8,9 meses (IC
95%: 5,8 — 15,9 meses). Estimou-se um valor de PFS de 4,0 meses (IC 95%: 3,4 meses
— 6,9 meses) na 22 linha terapéutica. Para as restantes estimou-se um tempo mediano
de PFS de 3,9 meses para a 3? linha terapéutica (IC 95%: 3,2 meses — 6,1 meses), 5,0
meses na 4? linha terapéutica (sendo o seu valor minimo igual a 3,5 meses, para uma
confianga de 95%), 7,4 meses na 5?2 linha terapéutica (com um valor minimo de 3,4
meses, para uma confianga de 95%) e 7,3 meses na 62 linha terapéutica (ndo foi
possivel estimar o IC a 95%).

Aquando do ajustamento dos modelos de Cox com fragilidade, observou-se, ainda,
que a linha terapéutica € uma variavel altamente significativa para a PFS (valor
p<0,001). O risco de progressao da doenca noutra linha terapéutica que ndo a 12 é 2,6
vezes maior (IC 95%: 1,7 — 4,2 vezes).

4.3.5.1. Efeito dos esquemas terapéuticos com AcMs na PFS da
12 e 22 linhas terapéuticas

Para analisar o efeito do esquema terapéutico na PFS, truncou-se a amostra para a
12 e 22 linha terapéuticas, efetuando-se analises individuais para cada uma das linhas.
Para a analise da 12 linha terapéutica nao foi considerado o esquema bevacizumab em
associagcdo com outros ou bevacizumab em monoterapia, tendo sido considerados
todos os esquemas para a 22 linha terapéutica.

Em 12 linha terapéutica (Tabela 15), o tempo mediano de PFS estimado em
pacientes com o esquema terapéutico cetuximab/FOLFIRI & igual a 14,3 meses (IC 95%
7,2 — 21,2 meses); 7,4 meses para o esquema cetuximab/FOLFOX, sendo o seu valor
minimo igual a 5,8 meses, com uma confianga de 95% e 16,0 meses para o esquema
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terapéutico cetuximab em associagao com outros ou cetuximab em monoterapia, sendo
que com uma confianga de 95% se estima que o tempo mediano PFS minimo destes
pacientes seja de 2,2 meses.

De notar que as estimativas dos esquemas terapéuticos cetuximab/FOLFOX e
cetuximab em associagdo com outros ou cetuximab em monoterapia foram obtidas
apenas com base em 4 e 5 pacientes, respetivamente.

Relativamente ao AcM bevacizumab, nos pacientes tratados com o esquema
terapéutico bevacizumab/FOLFIRI, estima-se um tempo mediano de PFS igual a 13,6
meses (IC 95% 7,7 — 29,0 meses), enquanto para o esquema bevacizumab/FOLFOX, o
tempo mediano estimado € de 5,9 meses, (IC 95% 4,3 — 16,0 meses).

Tabela 15 - Tempo mediano de PFS estimado para a 12 linha terapéutica, por esquema
terapéutico. Legenda:**N&o foi possivel estimar o limite do IC a 95%.

Ry N° de PFS IC 95%
Esquema terapéutico .
pacientes (meses) (meses)

Cetuximab/FOLFIRI 25 14,3 7,2-212
Cetuximab/FOLFOX 4 7,4 58 —**
Cetuglmab/outro ou . 5 16,0 20w
cetuximab em monoterapia
Bevacizumab/FOLFIRI 20 13,6 7,7—-29,0
Bevacizumab/FOLFOX 8 5,9 43-16,6

Na Figura 29 podem observar-se comportamentos muito semelhantes das curvas
em 12 linha terapéutica, embora estas sugiram que aos esquemas cetuximab/FOLFOX
(curva 2) e bevacizumab/FOLFOX (curva 5) esteja associado um maior risco de
progressao. Estatisticamente, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
tempos medianos de PFS associados aos esquemas terapéuticos, em 12 linha
terapéutica (Teste de Peto: x>=4,9; 3 gl; valor p=0,298).
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Figura 29 - Efeito dos esquemas terapéuticos na PFS, em 12 linha terapéutica, na amostra
de pacientes tratados com AcMs. Estimativas de Kaplan-Meier para a PFS, por esquema
terapéutico, aplicado na 1?2 linha terapéutica. Legenda: 1- cetuximab/FOLFIRI; 2-
cetuximab/FOLFOX; 3- cetuximab em associagdo com outro ou cetuximab em monoterapia; 4 —
bevacizumab/FOLFIRI; 5 — bevacizumab/FOLFOX.

Em 2?2 linha terapéutica, o tempo mediano de PFS estimado para o esquema
terapéutico cetuximab/FOLFIRI ¢ igual a 3,9 meses (IC 95%: 1,6 meses — 10,0 meses).
Para o esquema com cetuximab/FOLFOX estima-se um tempo mediano igual a 7,0
meses (IC 95%: 0,3 meses — 8,6 meses). Para o esquema cetuximab em associagao
com outro ou cetuximab em monoterapia o tempo mediano estimado é igual a 6,2
meses, sendo que com uma confianga de 95% se estima que o tempo mediano minimo
destes pacientes seja de 0,7 meses.

Na terapéutica com  bevacizumab, para o esquema terapéutico
bevacizumab/FOLFIRI, estima-se um tempo mediano igual a 10,0 meses (IC 95%: 3,4
meses — 11,8 meses) e um tempo mediano igual a 6,5 meses, com um valor minimo de
3,8 meses a uma confianca de 95% para o esquema bevacizumab/FOLFOX.
Finalmente, para os pacientes tratados com bevacizumab em associagdo com outro ou
bevacizumab em monoterapia, estima-se um tempo mediano igual a 1,5 meses, sendo
o seu valor minimo igual a 0,8 meses, com uma confianga de 95%. De notar que a
estimativas deste ultimo esquema foram obtidas apenas com base em 4 individuos. Os
resultados encontram-se resumidos na Tabela 16.
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Tabela 16 - Tempo mediano de PFS estimado para a 22 linha terapéutica, por esquema
terapéutico. Legenda:**N&o foi possivel estimar o limite do IC a 95%.

Esquema terapéutico N° de PFS IC 95%
pacientes (meses) (meses)

Cetuximab/FOLFIRI 15 3,9 1,6 — 10,0
Cetuximab/FOLFOX 9 7,0 0,3-8,6
Cetuxmab/outro ou cetuximab 7 6.2 0,7 —**
em monoterapia
Bevacizumab/FOLFIRI 10 10,0 34-11,8
Bevacizumab/FOLFOX 12 6,5 3,8 —**
Bevacizumab/outro ou 4 1,5 08— *

bevacizumab em monoterapia

Em 22 linha terapéutica, na Figura 30 podem observar-se comportamentos muito
semelhantes das curvas associadas aos esquemas terapéuticos, embora indiciem que
aos esquemas bevacizumab/FOLFIRI (curva 4) e bevacizumab/FOLFOX (curva 5)
esteja associado um menor risco de progressao no primeiro ano. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os tempos de PFS estimados para os esquemas
terapéuticos, em 22 linha terapéutica (Teste de Peto: x?=8,0; 5 gl; valor p=0,156).
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Figura 30 - Efeito dos esquemas terapéuticos na PFS em 22 linha terapéutica, na amostra
de pacientes tratados com AcMs. Estimativas de Kaplan-Meier para o tempo mediano de PFS,
por esquema terapéutico aplicado na 22 linha terapéutica. Legenda: 1 - cetuximab/FOLFIRI; 2 -
cetuximab/FOLFOX; 3 — cetuximab em associagdo com outro ou cetuximab em monoterapia; 4
— bevacizumab/FOLFIRI; 5 - bevacizumab/FOLFOX; 6 - bevacizumab/outro ou bevacizumab em
monoterapia.
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4.4. Rash cutaneo na terapéutica com cetuximab

Dos 57 pacientes dos grupos de tratamento cetuximab e cetuximab e bevacizumab,
o efeito adverso rash cuténeo foi registado no processo clinico de 27 individuos (47,4%).
Como este efeito adverso pode aparecer em mais do que uma linha terapéutica, em 2
pacientes surgiu em duas linhas terapéuticas distintas e, por isso, foram registados 29
eventos. Destes, o rash cutaneo de grau 3 ocorreu mais vezes (44,8%) e o de grau 2 foi
o segundo mais frequente (37,9%) (Figura 31).

5 (17,2%)
13 (44,8%)

11 (37,9%)

-

Grau 1 Grau 2 Grau 3

Figura 31 - Nimero de eventos de rash ocorridos, por categoria de grau, nos pacientes
tratados com cetuximab.

4.41.1. Efeito do aparecimento de rash cutaneo na PFS

Para este objetivo, foram considerados os tempos de PFS associados a cada linha
terapéutica onde foi efetuado o tratamento com o AcM cetuximab e ajustaram-se
modelos de Cox com componente de fragilidade, dada pela identificagdo do paciente
(uma vez que o rash pode aparecer em mais do que uma linha terapéutica).

Consideraram-se duas abordagens. Na abordagem 1, os individuos foram divididos
em 2 grupos: com aparecimento de rash e sem aparecimento de rash; e na abordagem
2 os individuos foram divididos nos grupos: sem aparecimento de rash ou com rash de
grau 1 e com grau de rash 22. Nos modelos de fragilidade utilizados para a analise a
componente de fragilidade ndo se mostrou significativa (valor p>0,40).

O efeito do rash no PFS ndo se mostrou estatisticamente significativo em nenhuma
das abordagens (valor p=0,27 e valor p=0,67, nas abordagens 1 e 2, respetivamente).
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Na Figura 32 podem observar-se comportamentos muito semelhantes das curvas de
PFS, verificando-se que a curva associada as linhas terapéuticas em que os pacientes
nao desenvolveram rash esta sempre abaixo até aos 20 meses (0 que parece estar
relacionado com um maior risco de progressao da doenca, embora, esta diferenga nao
se tenha revelado significativa). Destaca-se também uma observagéo censurada com

um tempo muito elevado para um paciente que nao desenvolveu rash numa linha
terapéutica.
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Figura 32 - O efeito do aparecimento de rash na PFS, nos pacientes tratados com

cetuximab. Estimativas de Kaplan-Meier relativamente a PFS, em fungcdo de desenvolver ou
nao desenvolver rash.

O tempo mediano PFS estimado para pacientes que nao desenvolveram Rash é
igual a 6,1 meses (IC a 95%: 4,3 - 8,9 meses). Para os pacientes que desenvolveram
Rash estima-se um tempo mediano igual a 8,4 meses (IC a 95% 5,8 - 16,1 meses).

Na Figura 33 estdo representadas as estimativas de Estimativas de Kaplan-Meier
relativamente a PFS, em fungéo do grau de rash.
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Figura 33 - O efeito do grau de rash no tempo de PFS, nos pacientes tratados com
cetuximab. Estimativas de Kaplan-Meier relativamente a PFS, em fungdo do grau de rash (sem
aparecimento de rash e com rash de grau 1 vs rash de grau 22).

Tendo em consideracdo o grau de rash, podem observar-se também
comportamentos muito semelhantes das curvas de sobrevivéncia. Destaca-se
novamente a observagdo censurada com um tempo muito elevado para um paciente
que nao desenvolveu rash numa linha terapéutica (Figura 33). O tempo mediano de
PFS estimado para pacientes que nao desenvolveram rash ou que desenvolveram rash
de grau 1 é igual a 6,4 meses (IC 95%: 4,4 — 8,9 meses). Para os pacientes que
desenvolveram rash de grau 2 e 3 estima-se um tempo mediano igual a 7,4 meses (IC
95%: 5,8 - 16,1 meses).

Aquando do ajustamento dos modelos de Cox com fragilidade avaliou-se também o
efeito do rash corrigindo para a variavel linha terapéutica, sendo que a influéncia desta
variavel também nao se mostrou estatisticamente significativa (valor p=0,79).

4.5. Ressecao de metastases

Os locais de metastizagcao mais frequentes na amostra de pacientes tratados com
AcMs (Figura 34) foram o figado e o pulmao (70 e 55 pacientes, respetivamente). Com
menor frequéncia registou-se metastizacdo a distdncia em ganglios linfaticos nao
regionais, no peritoneu e no osso. Verificou-se ainda metastizacdo em locais diversos
que incluem érgdos como ovarios, cérebro, bexiga e supra-renal.
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Figura 34 - Locais de metastizagao a distadncia na amostra de pacientes tratados com AcM.

Dos pacientes tratados com AcMs, 28 (31,5%) efetuaram ressecao cirurgica de
metastases. No entanto, é de salientar, que apenas 19 pacientes (21,3%) efetuaram a
ressegao de metastases na sequéncia do tratamento com AcMs. Destes, 9 (47,4%)
individuos pertenciam ao grupo de tratamento cetuximab, 4 (21,1%) ao grupo
bevacizumab e 6 (31,6%) ao grupo cetuximab e bevacizumab. Em 18 pacientes foram
cirurgicamente removidas metastases hepaticas e em 2 pacientes foi efetuada ressec¢ao
de metastases pulmonares.
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4.6. Efeitos adversos

Tromboembolismos venosos (16,0 %), nauseas (12%) e vomitos (8,0%) foram as
reagdes mais frequentemente descritas para os doentes tratados com bevacizumab,
mas € de notar que, de todos os individuos tratados com este AcM (50 pacientes),
apenas 30 (60%) pacientes apresentavam registo de efeitos adversos no processo
clinico (Tabela 17).

Tabela 17 - Efeitos adversos registados durante o tratamento com o AcM bevacizumab.

Efeitos adversos - Bevacizumab N° de pacientes % de pacientes
n=50 pacientes

Sem EA registados 20 40,0
Tromboembolismo venoso 8 16,0
Nauseas 6 12,0
Voémitos 4 8,0
Neutropénia 3 6,0
Astenia 2 4,0
Epistaxis 2 4.0
Hemorragia do reto 2 4,0
Bicitopénia 1 2,0
Diarreia 1 2,0
Disfonia 1 2,0
Dor abdominal 1 2,0
Dor pélvica 1 20
Dorsalgia 1 2,0
Fistula perianal 1 2,0
Hipertensao 1 2,0
Infeg¢do do trato urinario 1 2,0
Mialgia Intensa 1 20
Obstipagao 1 2,0
Obstrugao intestinal 1 2,0
Perfuragao do septo nasal 1 2,0
Proctalgia 1 2,0
Prolapso do reto 1 2,0
Septicémia 1 2,0
Tromboembolismo arterial 1 2,0
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Relativamente aos individuos tratados com cetuximab (57 pacientes), no processo
clinico de 18 deles (31,6%) ndo havia qualquer referéncia a efeitos adversos
relacionados com a terapéutica com este AcM.

Dos registos existentes, o efeito adverso mais registado foi o rash cutaneo, que
ocorreu em 47,4% dos pacientes. A paroniquia foi o0 segundo mais registado (14%) e os
restantes ocorreram numa frequéncia bastante baixa (entre 1 a 3 pacientes,
dependendo do efeito adverso) (Tabela 18). Em trés doentes, ocorreu reagao alérgica,
um dos quais na primeira administracdo, o que levou a suspensao imediata e definitiva
da administragcdo do farmaco.

Tabela 18 - Efeitos adversos registados durante o tratamento com o AcM cetuximab.

Efeitos adversos cetuximab N° de pacientes % de pacientes
n=57 pacientes
Sem EA registados 18 31,6
Rash Cuténeo 27 47,4
Paroniquia 8 14,0
Diarreia 3 5,3
Mucosite 3 53
Reacao Alérgica 3 5,3
Voémitos 3 53
Anorexia 2 3,5
Conjuntivite 2 3,5
Edema generalizado 2 3,5
Edema localizado 2 3,5
Tromboembolismo venoso 2 3,5
Astenia 1 1,8
Blefarite 1 1,8
Hipertricose 1 1,8
Infeg¢do da pele 1 1,8
Infe¢bes multiplas 1 1,8
Neutropénia 1 1,8
Tromboembolismo arterial 1 1,8
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos verificaram-se progressos significativos no que diz respeito ao
tratamento do CCRm, com a introdugdo de agentes bioldgicos como os AcMs que
aumentaram a sobrevivéncia dos pacientes. Os progressos ndo se limitaram ao
desenvolvimento de novas terapéuticas verificando-se, ainda, uma mudancga de
paradigma na sua aplicacdo em consequéncia da descoberta de biomarcadores
preditivos de tratamento. A introdugdo destes novos conhecimentos permite que o
tratamento deixe de ser efetuado com base na informagédo geral da patologia e da
mesma forma para todos os individuos com a mesma patologia e, passe a ser orientado
por carateristicas especificas, no que atualmente se denomina por Medicina
Personalizada. O objetivo da Medicina Personalizada € identificar o tratamento mais
adequado a cada paciente, com base em biomarcadores que permitem estratificar os
subgrupos de pacientes que mais poderao beneficiar de determinada terapéutica (FDA,
2013).

Neste estudo, a data do diagnéstico, quase todos os doentes apresentavam a doenca
em estadio 11l (40,9%) ou estadio 1V (45,5%) o que evidencia a importancia de aplicar
métodos de rastreio que permitam a dete¢ao mais precoce da patologia. Ha, no entanto,
que ter em consideracio que esta amostra incluiu individuos com CCR com a intencao
de efetuar tratamento com AcMs e ndo representa a totalidade dos CCRs
diagnosticados na instituicdo em estudo para o periodo de tempo definido. Neste
sentido, as amostras a estudar foram, sobretudo, os tumores com estadio avancado da
doenga que apresentavam grande probabilidade de metastizacdo a distédncia ou em
tumores ja metastizados. Como anteriormente referido, no distrito de Evora, cerca de
25% dos doentes apresentam doenga metastatica a data do diagndéstico.

A patologia foi mais incidente no género masculino, com uma idade mediana superior
a 50 anos, sendo o adenocarcinoma moderadamente diferenciado o mais frequente,
com a grande maioria dos tumores localizada no colon, o que vai de encontro ao descrito
na literatura. A taxa de sobrevivéncia a 5 anos desta amostra é de 13,7%, o que reflete
a elevada mortalidade descrita para pacientes com tumores em estadio V.

5.1. Anadlise do status mutacional dos genes KRAS e
NRAS

Foi efetuada a pesquisa mutacional numa amostra com um tamanho consideravel
(331 tumores), utilizando o método de sequenciacdo de Sanger. Embora seja
considerada a técnica gold-standard para a pesquisa de mutagodes, verificou-se que é
bastante morosa (cerca de 3 a 5 dias Uteis para sequenciagao do exao 2 do gene KRAS
e 5 a 10 dias uteis para a analise dos restantes exodes).

As amostras fixadas em formol tamponado a 10% e impregnadas em parafina sao
um importante recurso para o estudo de biomarcadores clinicos e, para além de serem
as amostras rotineiramente utilizadas para o diagnéstico, sdo frequentemente o Unico
material disponivel para estudos retrospetivos. A preservacgao dos tecidos pelo formol
ocorre através do estabelecimento de ligagdes cruzadas entre o formaldeido e as
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proteinas e a sua acado tem um efeito desnaturante e oxidante nos acidos nucleicos
(Srinivasan, Sedmak, & Jewell, 2002). Dependendo da concentragdo do fixador
utilizado, do tempo decorrido entre a remogao cirurgica do tecido em estudo e a fixagao
e ainda do tempo de fixacao, os acidos nucleicos isolados destas amostras podem sofrer
degradagéao encontrando-se, normalmente, segmentados em fragmentos com tamanho
inferior a 300 pares de bases (Bereczki, Kis, Bagdi, & Krenacs, 2007; Dietrich et al.,
2013). Dependendo do nivel de degradagcao do ADN, estas amostras podem apresentar
varios desafios na sua analise como inibicdes de PCR e dificuldade na amplificagédo de
fragmentos de maior tamanho, o que na analise RAS ocorre com alguma frequéncia ao
nivel do exao 4 dos genes KRAS e NRAS (380 e 286 pares de bases, respetivamente).
Neste estudo, foi possivel determinar o status mutacional de todas as amostras
embora, para além do exao 2 do gene KRAS, a analise dos exdes 3 e 4 deste gene e
dos exdes 2, 3 e 4 do gene NRAS tenha sido efetuada num pequeno numero de
amostras. O sucesso destes resultados deve-se ao rigoroso controlo da fase pré-
analitica, nomeadamente do tempo de fixagéo e do processamento histoldgico.

A presenca de mutagdes no exao 2 do gene KRAS foi detetada em 42% dos casos,
com a grande maioria (82,7%) a ocorrer no codao 12. A mutagdo mais frequentemente
detetada (36,7%) foi a substituicdo de uma glicina por um aspartato (p.Gly12Asp), o que
vai de encontro ao descrito noutros estudos com séries de CCR (Douillard et al., 2013;
Van Cutsem et al., 2011).

Devido as diferentes guidelines em vigor ao longo do tempo, a informacao relativa ao
status mutacional dos exdes 3 e 4 do gene KRAS e dos exdes 2, 3 e 4 dos genes NRAS
é limitada a apenas 30 das 192 amostras ndo mutadas para o exao 2 do gene KRAS.
Destas, 20% apresentaram mutagdes, localizando-se a maioria nos exdes 3 € 4 do gene
KRAS. Embora o numero de amostras analisadas seja muito pequeno, parece
confirmar-se a menor tendéncia para o aparecimento de mutacdes nestes exdes. De
forma semelhante a literatura existente, ndo foi encontrada nenhuma mutagéo no exao
4 do gene NRAS e salienta-se a detegao de uma mutagao pouco frequente no codéo 13
do exao 2 do gene NRAS: ¢.38G>A:p.Gly13Asp, numa amostra.

Todas as mutagdes ocorreram nos coddes 12, 13, 61,117 e 146, n&o tendo sido
encontradas mutagdes noutros coddes, o que esta de acordo com o descrito (COSMIC,
2016a, 2016b; Douillard et al.,, 2013). A alteragdo da fungdo Ras ocorre mais
frequentemente devido a mutagdes nos coddes 12 (o que se verificou neste estudo para
o gene KRAS), 13 e 61 (COSMIC 2016a, 2016b; Fernandez-Medarde & Santos, 2011;
Prior, Lewis, & Mattos, 2012; Rajalingam, Schreck, Rapp, & Albert, 2007). Destaca-se,
ainda, outro padrao na assinatura mutacional dos genes KRAS e NRAS: enquanto cerca
de 80% das mutagdes do gene KRAS ocorrem no codéo 12, sendo observadas poucas
mutag¢des no exao 61, no gene NRAS 60% das mutagdes localizam-se no codado 61 e
apenas 35% no codao 12 (Prior et al., 2012).

Poderao ser varias as justificacbes para a prevaléncia de mutagdes das proteinas
Kras no CCR. Uma vez que tumores diferentes apresentam padrées de mutagido nas
proteinas da familia Ras também diferentes, parece légico que as taxas de mutagdes
estejam relacionadas com os niveis de expressdo destas proteinas nos diferentes
tecidos. Esta justificacdo nao parece ser suficiente, uma vez que tanto as isoformas
Kras, Nras e Hras sédo expressas em células de colon de rato (Haigis et al., 2008;
Schuhmacher et al., 2008).
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Como outras possiveis justificagdes colocam-se: 1) a capacidade carcinogénica das
diferentes proteinas Ras em cada tipo de tecido: em modelos de tumores de célon de
rato com expressao condicional do gene APC, a mutagdo KRAS p.G12D promoveu a
progressao tumoral, ndo se tendo verificado este efeito com a mesma mutagéo no gene
NRAS (Haigis et al., 2008); 2) o sistema de reparacdo de ADN de cada tecido podera
favorecer a ativagdo mutacional de tipos especificos do gene RAS e a sensibilidade
mutagénica dos tecidos podera estar mais relacionada com a alteragao do gene do que
com a ativagao constitutiva das proteinas: em modelos de rato, o aparecimento de
papilomas cutaneos correu a uma taxa seis vezes superior na presenga da mutagao
HRAS p.Q61L, em comparagao com as mutagdes KRAS G12, G13 e G61 em modelos
sem expressao de Hras (Ise et al., 2000); 3) o envolvimento predominante do gene
KRAS parece ainda estar relacionado com a sua relevancia fisioldgica predominante:
em estudos com modelos de rato com genes RAS silenciados, a presenga da expressao
do gene KRAS mostrou-se essencial para o desenvolvimento normal dos modelos,
enquanto os genes HRAS e NRAS foram dispensaveis (Esteban et al., 2001; Johnson
et al., 1997).

Alguns estudos sugeriram, ainda, que o tipo de mutagcdo no gene KRAS podera ter
influéncia no prognéstico da doenga. Entre eles, no estudo RASCAL (Andreyev et al.,
1998), a OS foi negativamente afetada pela substituicdo de uma glicina por uma valina
no codao 12 (p.Gly12Val), dado também suportado mais recentemente pelo estudo de
Imamura et al. (2012). Outro estudo associou as mutagdes do exado 4 do gene KRAS
com um prognéstico mais favoravel (Janakiraman et al., 2011) e a mutacdo Gly13Asp
foi associada a um maior tempo de sobrevivéncia quando comparada com as restantes
mutacgdes, tendo sido hipotetizado que doentes com esta mutagdo poderiam responder
a terapéutica anti-Egfr (De Roock, et al., 2010). No entanto, contrariamente aos estudos
que comprovaram o valor preditivo, os resultados destes estudos ndo sao consensuais
e o valor prognéstico destas mutagcdes nao esta bem esclarecido.

5.2. Resposta terapéutica aos AcMs cetuximab e
bevacizumab

Atualmente o tratamento do CCRm é complexo e personalizado, tendo em conta as
caracteristicas da patologia e dos pacientes. Embora a presen¢ca de mutagbdes dos
genes KRAS e NRAS estejam estabelecidas como marcador preditivo de resisténcia,
excluindo a resposta ao tratamento com AcMs anti-Egfr, a escolha do farmaco a utilizar
depende, ndo s6 da analise RAS, mas de outros fatores, como o performance status
(escala que quantifica o bem-estar geral dos pacientes), a apresentacao clinica do tumor
(sintomas, locais de metastizacdo), os tratamentos e linhas terapéuticas prévias, a
presencga de MSI e de mutagées no gene B-RAF (Schmoll et al., 2012) e ndo se restringe
a escolha entre cetuximab e bevacizumab, existindo outras terapéuticas dirigidas
disponiveis.

Nesta amostra, o status mutacional do exado 2 do gene KRAS mostrou-se importante
para a selegao da terapéutica a utilizar, e salvo raras excegoes, na primeira utilizagao
terapéutica de AcMs os tumores ndo mutados foram tratados com cetuximab e os
mutados com bevacizumab.
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Em 12 linha terapéutica, a maioria dos pacientes foi tratado com AcMs em associagao
com agentes quimioterapéuticos, o que esta de acordo com a nogao de que os AcMs
sdo mais eficazes quando combinados com quimioterapia (Sotelo et al., 2014, Van
Cutsem et al., 2014). O agente mais utilizado para associagao foi o FOLFIRI, em 28,1%
da amostra em combinacdo com cetuximab e em 22,5% com bevacizumab.

Uma percentagem importante de doentes (29,2%) nao efetuou tratamento com AcMs
nesta linha terapéutica.

O beneficio da associacao cetuximab/FOLFIRI, ao invés da utilizagao de apenas
FOLFIRI no tratamento de CCRm com RAS nao mutado, foi robustamente comprovada
no estudo CRYSTAL (Van Cutsem et al., 2009, 2011, 2015), onde a adigéo de cetuximab
a este agente quimioterapéutico conferiu uma melhoria significativa de 8,2 meses no
tempo mediano de OS, num total de 28,4 meses para o grupo de pacientes sem
mutacbes RAS. No presente estudo, a OS estimada para a combinagao
cetuximab/FOLFIRI, em 12 linha terapéutica foi de 33,8 meses um tempo superior ao do
estudo CRYSTAL e mais concordante com os 33,1 meses de OS atingidos no ensaio
clinico FIRE-3 (Heinemann, Weikersthal, et al., 2014). No entanto, e tendo em conta que
a amostra deste estudo se baseia essencialmente no status mutacional do exado 2 do
gene KRAS, o contraste com o estudo CRYSTAL ¢é ainda maior. Tendo como referéncia
unicamente o status do exao 2 do gene KRAS, no CRYSTAL (Van Cutsem et al., 2011)
estimou-se uma OS de 23,5 meses para o grupo cetuximab/FOLFIRI, o que representa
um acentuado contraste de 10,3 meses.

Em termos de PFS, o tempo estimado no presente estudo, em 12 linha, para o
esquema cetuximab/FOLIRI foi de 14,3 meses, valor também tendencialmente superior
quando comparado com O 0s principais ensaios clinicos que homogeneamente
apresentam uma PFS mediana de cerca de 10 meses (Lenz, 2014; Heinemann et al.,
2014; Eric Van Cutsem et al., 2011, 2015).

Para a associagdo bevacizumab/FOLFIRI estimou-se uma OS mediana de 27,2
meses, um tempo 6,6 meses inferior ao esquema cetuximab/FOLFIRI, embora a
diferenca nao se tenha revelado estatisticamente significativa. O resultado obtido no
presente estudo é muito aproximado ao do ensaio clinico BICC-C, onde se estimou uma
OS de 28 meses para o grupo bevacizumab/FOLFIRI (Fuchs et al., 2007, 2008).
Relativamente a PFS estimou-se um tempo mediano igual a 13,6 meses, valor que se
revela superior ao registado noutros estudos: 7,6 meses (Fuchs et al., 2007, 2008) e
10,6 meses (Hurwitz et al., 2004).

Tendo em conta os resultados dos ensaios clinicos efetuados e os do presente
estudo e considerando que a OS mediana estimada para a terapéutica com apenas
FOLFIRI é de, aproximadamente 20 meses (Douillard et al., 2000; Van Cutsem et al.,
2014), a adigdo de AcMs a terapéutica de CCRm confere, indubitavelmente, uma
melhoria deste parametro.

Ainda em 1?2 linha terapéutica, foi utilizado o FOLFOX em combinagdo com cetuximab
(em 4,5% da amostra) ou bevacizumab (em 9% da amostra). Para o esquema
cetuximab/FOLFOX estimou-se um tempo mediano de OS de 17,6 meses, 0 que se
situa um pouco abaixo dos valores estimados em alguns dos ensaios clinicos ja
referenciados, mas que vai de encontro aos do estudo COIN (onde se estimou 17 meses
de OS), o maior ensaio clinico realizado com terapéutica a base de oxaliplatina e
cetuximab (Maughan et al., 2011). O tempo mediano de PFS estimado foi de 7,4 meses
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um valor inferior, ao estimado em ensaios como o OPUS e o COIN (8,3 e 8,6 meses,
respetivamente) (Bokemeyer et al., 2009, 2011; Maughan et al., 2011).

Para a combinagao bevacizumab/FOLFOX, estimou-se uma OS de 45,2 meses, um
tempo anomalamente longo (quando comparado com os ensaios clinicos) e justificado
pela pequena dimensdo da amostra. O tempo mediano de OS em pacientes com CCRm
e tratados com bevacizumab em associacdo com FOLFOX nos ensaios clinicos varia
entre os 20,3 e 24,5 meses (Temraz, Mukherji, & Shamseddine, 2014). Relativamente
a PFS, no presente estudo, o tempo mediano estimado é de 5,9 meses, um valor
bastante inferior ao dos principais ensaios clinicos (10,3 a 11,4 meses) (Loupakis et al.,
2015; Macedo, da Costa Lima, & Sasse, 2012; Saltz et al., 2008).

Em 12 linha terapéutica, e relativamente aos indicadores OS e PFS, ndo se podem
retirar conclusdes relativamente ao tratamento com oxaliplatina, uma vez que o niumero
de pacientes tratados com os esquemas cetuximab/FOLFOX (4 pacientes) e
bevacizumab/FOLFOX (8 pacientes) é demasiado pequeno. O mesmo se aplica aos
esquemas terapéuticos cetuximab/bevacizumab em monoterapia ou em combinagdo
com outros agentes quimioterapéuticos.

De uma maneira geral, na literatura consultada parece observar-se uma maior
consisténcia nos resultados dos ensaios clinicos efetuados com terapéutica a base de
irinotecano e o beneficio da sua utilizacdo em associagdo com cetuximab ou com
bevacizumab parece ser consensual para a comunidade cientifica (Loupakis et al., 2015;
Macedo, da Costa Lima, & Sasse, 2012). Para a terapéutica com AcMs em associagcao
com irinotecano, os resultados do presente estudo vao de encontro a alguns dos ensaios
clinicos efetuados, sobretudo em termos de OS.

Os ensaios clinicos realizados com terapéutica a base de oxaliplatina sao
contraditorios, sobretudo na terapéutica com cetuximab (Bokemeyer et al., 2009, 2011;
Maughan et al., 2011; Tveit et al., 2012). Esta podera ser a principal razdo que leva a
uma maior utilizacdo de terapéutica a base de irinotecano, sobretudo de FOLFIRI, em
detrimento de regimes a base de oxaliplatina.

No presente estudo, em 12 linha terapéutica, nao foram detetadas diferencgas, ao nivel
do tempo mediano de PFS entre os varios esquemas terapéuticos, embora as curvas
de progressdo sugiram que aos esquemas  cetuximab/FOLFOX e
bevacizumab/FOLFOX esteja associado um maior risco de progressao. Relativamente
aos tempos estimados de OS, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa
entre os esquemas terapéuticos cetuximab/FOLFIRI e cetuximab/FOLFOLX, sendo que
os pacientes tratados com o ultimo apresentaram um maior risco de falecer no decurso
do tempo. Embora ndo possam ser tomados como definitivos (devido ao pequeno
numero de pacientes), os resultados relativos aos esquemas com FOLFOX parecem ir
de encontro a importadncia da necessidade do esclarecimento dos resultados dos
principais ensaios clinicos sobre o papel da oxaliplatina em associagcdo com AcMs, no
tratamento do CCRm.

A terapéutica nas linhas subsequentes (22 linha terapéutica e restantes) varia em
funcao de variados aspetos, nomeadamente a terapéutica que foi aplicada em 12 linha,
dados clinicos e evidéncias clinicas sobre a utilizagdo dos farmacos. E frequente que
mesmo apos progressdo da doenca e o inicio de uma nova linha terapéutica se
mantenha o mesmo AcM utilizado na linha terapéutica anterior, modificando-se apenas
0 agente quimioterapéutico de associagao (O’Neil & Venook, 2015).
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Neste estudo, em 22 linha terapéutica, os esquemas terapéuticos mais utilizados
foram o cetuximab/FOLFIRI (20,3%) e o bevacizumab/FOLFOX (16,2%). O indicador
avaliado foi a PFS e, nesta linha terapéutica, o esquema terapéutico nao se revelou
significativo para o tempo mediano de PFS.

A maioria dos ensaios clinicos baseia-se na terapéutica em 12 linha e alguns indiciam
que a escolha da terapéutica utilizada nesta linha podera influir na sobrevivéncia dos
pacientes com CCRm. No entanto, parece nao haver evidéncias suficientes e definitivas
que permitam sustentar inequivocamente esta relagdo, sendo possivel que os
esquemas subsequentes tenham também um papel determinante na OS (O’Neil &
Venook, 2015).

Num ensaio de continuacdo do ensaio clinico FIRE-3 (FOLFIRI/cetuximab vs
FOLFIRI/bevacizumab em 12 linha terapéutica), Modest et al. (2015) investigaram o
efeito das terapéuticas subsequentes a 12 linha terapéutica, com énfase na 22 linha
terapéutica, com um total de 4 grupos terapéuticos: FOLFIRI/cetuximab,
FOLFIRI/bevacizumab; FOLFOX/cetuximab e FOLFOX/bevacizumab. Na populagao
RAS nao mutada, parece nao haver vantagem na mudanga de AcM da 12 para a 22 linha
terapéutica: OS mediana estimada de 32,9 meses (IC 95%: 22,6 a 43,2 meses) para 0
grupo que manteve terapéutica com o mesmo AcM e 28,1 meses (IC 95%: 25,2 a 31,0
meses) para os que trocaram o AcM da 12 para a 22 linha terapéuticas (valor p=0,176).
Os resultados deste ensaio clinico sugerem ainda que, na populagdo RAS nao mutada,
a utilizacdo de AcMs anti-Egfr em 12 linha terapéutica, seguido de AcMs anti-Vegf para
a segunda linha terapéutica permite obter resultados mais favoraveis do que a
sequéncia inversa (Modest et al. 2015).

No presente estudo investigou-se o efeito da linha terapéutica de inicio do tratamento
com AcMs (12 vs outra) no tempo mediano de OS. A linha de inicio da terapéutica com
AcMs nao se demonstrou estatisticamente significativa ao nivel do tempo mediano de
OS, tendo-se estimado um tempo mediano de 28,9 meses quando o tratamento com
AcMs ¢ iniciado na 12 linha terapéutica e de 27,4 meses quando ¢ iniciado noutra linha
terapéutica.

E de salientar que, embora os ensaios clinicos sejam utilizados como referéncia
comparativa para os resultados deste estudo, as conclusdes devem ser interpretadas
com precaucgdo. Em contraposi¢éo aos ensaios clinicos que aplicam uma metodologia
homogénea, rigorosa e controlada, o presente estudo é retrospetivo, efetuado no ambito
de uma Instituicdo Hospitalar, ao longo de varios anos e com diversas metodologias
terapéuticas e de seguimento dos pacientes (ao nivel dos controlos de progressao, por
exemplo). Por exemplo, em 12 linha terapéutica verificou-se alguma falta de
homogeneidade, ao nivel dos agentes terapéuticos utilizados: dos 89 pacientes apenas
74 foram tratados com AcMs e em variados esquemas terapéuticos. Consequentemente
a amostra elegivel para cada uma das analises efetuadas € bastante pequena, sendo
muito reduzida em alguns casos, o que € um factor bastante limitante para a retirada de
conclusdes definitivas.

A analise da progressao da doenga neste estudo foi efetuada com base nos registos
dos exames imagioldgicos utilizados para o efeito. Esta analise é efetuada
periodicamente e, num contexto de ensaio clinico, o periodo de tempo entre o comecgo
da terapéutica e a analise da progressao é rigorosamente controlado e semelhante para
todos os participantes do estudo. Sendo este um estudo baseado na realidade clinica,
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os critérios utilizados para efetuar a analise de progressao estao relacionados com as
manifestacdes clinicas do paciente e com a decisdo do médico oncologista, o que
provavelmente, contribuiu para as discrepancias de alguns dos tempos de PFS
estimados, quando comparados com os estimados pelos ensaios clinicos.

5.3. Cetuximab versus Bevacizumab

Embora a terapéutica de pacientes com mutagdes nos genes KRAS e NRAS esteja
restringida ao AcM bevacizumab, ambos os AcMs estdo disponiveis para o tratamento
do subgrupo de pacientes com tumores nao mutados. Assim sendo, qual a terapéutica
mais eficaz, para a populacdo com tumores RAS ndo mutados?

No presente estudo, o maior tempo mediano de OS foi estimado para o grupo de
tratamento cetuximab com um tempo mediano de 31,6 meses. Este valor diminui cerca
de um més para o grupo cetuximab/bevacizumab (30,7 meses) e 4,8 meses para o
grupo bevacizumab (26,8 meses). Verificou-se, ainda, que até aos 24 meses a
sobrevivéncia do grupo cetuximab/bevacizumab parece ser superior e a partir desta
altura, os pacientes do grupo bevacizumab parecem estar em maior risco de 6ébito. No
entanto, estatisticamente as diferengas entre os grupos de tratamento ndo se revelaram
significativas.

Em 12 linha terapéutica, salienta-se, também, o comportamento das curvas de
sobrevivéncia dos esquemas terapéuticos cetuximab/FOLFIRI e bevacizumab/FOLFIRI
para as quais, embora com comportamento semelhante e sem diferencas
estatisticamente  significativas entre elas, se observou que a curva
bevacizumab/FOLFIRI se mantém sempre abaixo, sugerindo um maior risco de o6bito
para os pacientes tratados com este esquema.

O facto de estas diferencas nao serem significativas podera estar relacionado com a
pequena dimensdo da amostra e com a andlise mutacional RAS ndo estar completa
mas, a luz de ensaios clinicos recentemente efetuados (Heinemann et al., 2014;
Schwartzberg et al., 2014) merece ser tida em consideragao.

Em 12 linha terapéutica, a utilizagcao de AcMs anti-Egfr, pode apresentar uma
vantagem de 7,5 a 12 meses na OS quando comparada com os agentes anti-Vegf em
pacientes com tumores sem mutagdes RAS (Heinemann et al., 2014; Schwartzberg et
al., 2014). Apés a apresentacao dos resultados do FIRE-3, que demonstrou tempos
medianos de OS significativamente superiores para pacientes tratados com cetuximab,
sem detetar diferengas estatisticamente significativas em termos de PFS, os resultados
do ensaio CALGB 80405 eram esperados com expetativa. No entanto, os resultados do
CALGB 80405 falharam na confirmagao da existéncia de vantagem em termos de OS e
PFS por parte do cetuximab (Lenz., 2014). O contraste dos resultados entre estes dois
ensaios clinicos criou um intenso debate, no entanto, as comparagdes devem ser
efetuadas com precaucdo uma vez que os resultados podem variar devido a critérios
como o desenho e a metodologia dos estudos, as carateristicas dos tumores dos
pacientes selecionados (volume do tumor e prognostico, por exemplo), as metodologias
terapéuticas e os protocolos de seguimento dos diferentes centros participantes, entre
outros. Tratando-se de 12 linha terapéutica os protocolos das terapéuticas utilizadas no
tratamento subsequente destes pacientes poderédo, também, estar de alguma forma
relacionadas com os diferentes resultados obtidos.
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Nao obstante as inconsisténcias detetadas, a luz dos conhecimentos atuais, parece
consensual entre os varios autores que os pacientes com tumores sem mutagdes RAS
beneficiam particularmente de regimes anti-Egfr em 12 linha terapéutica (Formica &
Roselli, 2015; Leichsenring, Koppelle, & Reinacher-Schick, 2015; Stein & Bokemeyer,
2014; Temraz et al., 2014). No presente estudo parece também haver uma tendéncia
para um maior beneficio na OS em pacientes cuja terapéutica incluiu o cetuximab.

Uma das justificagdes para o maior beneficio terapéutico do cetuximab podera estar
relacionada com a taxa de ressecgao cirurgica completa de metastases hepaticas (R0),
que sdo muito comuns em pacientes de CCRm. S3o uma importante causa de
mortalidade e, quando n&o se procede ao seu tratamento, estima-se que a
sobrevivéncia aos 5 anos seja cerca inferior a 1%. A ressec¢éo cirurgica € o tratamento
mais eficaz para aumentar a OS de pacientes em estadio IV e oferecer a possibilidade
de cura (OS > 5 anos) a estes pacientes mas nem todas as metastases sao inicialmente
operaveis na altura da sua detecao (Fakih, 2015; Gallinger et al., 2013). O valor do
cetuximab na diminuicdo de metastases inicialmente inoperaveis foi suportado por
alguns estudos que demostraram que, nos pacientes tratados com combinagdes de
agentes quimioterapéuticos em associacdo com cetuximab, a taxa de ressecdo RO é
superior a dos pacientes tratados com apenas agentes quimioterapéuticos (Folprecht et
al., 2010; Eric Van Cutsem et al., 2011; Ye et al., 2013)

Nao foram efetuados ensaios clinicos neste contexto para o bevacizumab, pelo que
nao se pode concluir sobre o seu papel na ressecdo de metastases potencialmente
ressecaveis.

Uma atualizacao do estudo CALGB 80405 reportou uma maior taxa de ressec¢ao RO
no grupo tratado com cetuximab em comparagéo com o grupo tratado com bevacizumab
(62 vs 32%), mas nao foram detetadas diferengas estatisticamente significativas em
termos de OS entre os dois grupos apds a ressecao cirurgica das metastases (Venook
et al., 2014).

No presente estudo, o local de metastizagao mais frequente foi o figado, o que esta
de acordo com o descrito para esta patologia e verificou-se uma maior taxa de ressecao
de metastases hepaticas nos grupos de pacientes onde a terapéutica incluiu o AcM
cetuximab.

De acordo com a literatura consultada e, dado que na maioria dos pacientes nao é
possivel efetuar a conversdo das metastases, ambos os AcMs poderao ser utilizados
em pacientes que apresentam metastases hepaticas nao ressecaveis, tendo em conta
os seus efeitos positivos em termos de PFS e OS. No entanto, para o subgrupo de
pacientes com tumores ndo mutados para RAS, o tratamento com cetuximab sera uma
escolha preferencial devido a sua capacidade de induzir maior taxa de resposta e,
consequentemente, maior capacidade de diminuicdo do tamanho das metastases
hepaticas (Fakih, 2015).
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5.4. Rash cutaneo e terapéutica com cetuximab

Neste estudo o rash cutdneo ndo demonstrou ter efeito no tempo mediano de PFS,
em pacientes tratados com cetuximab.

O rash cutaneo é o efeito adverso observado com maior frequéncia na terapéutica
com AcMs anti-Egfr, surge em 80 a 95% dos pacientes sendo, na maioria das vezes,
pouco grave (grau 1) a moderado (grau 2) (Fakih & Vincent, 2010; Leporini, 2011;
Peeters, Price, & Van Laethem, 2009). No presente estudo, verificou-se uma maior
frequéncia de um grau de rash 3 (severo), seguido do grau 2 (moderado) mas existia
informacéo relativa a este efeito adverso em menos de 50% dos processos clinicos. A
maior incidéncia do rash de grau 3 podera estar relacionada com uma maior tendéncia
para o registo de efeitos adversos com um maior grau de severidade e que necessitam
de abordagem terapéutica, tendo-se desconsiderado o registo de efeitos adversos
leves.

No estudo CRYSTAL, o aumento do grau do rash cutaneo foi correlacionado com um
maior tempo de PFS no grupo dos pacientes tratados com cetuximab e a mesma
correlagao foi verificada noutros estudos (Horie et al., 2015; Orditura et al., 2009; Van
Cutsem et al., 2011). Embora as diferencas nao sejam estatisticamente significativas,
no presente estudo observou-se que, até aos 20 meses, 0 risco de progressao da
doencga em pacientes que desenvolveram rash é inferior quando comparado com os que
nao desenvolveram rash. A capacidade de prever a eficacia do cetuximab, utilizando o
rash cutaneo poderia constituir um critério muito Gtil, no entanto, muitas vezes este efeito
adverso é classificado de forma diferente entre os varios estudos e o momento ideal
para a sua avaliagdo ainda nao foi bem esclarecido.

5.5. Efeitos Adversos

Os efeitos adversos registados nos processos clinicos sao consistentes com os
descritos no resumo de carateristicas de cada um dos farmacos. Embora com alguns
efeitos adversos que podem ser graves, em monoterapia, os AcMs sido considerados
seguros e bem tolerados. Contudo, em terapéutica de associagao a gestao dos efeitos
adversos € mais complicada sendo, por vezes, dificil determinar qual o agente
responsavel pelo seu aparecimento (Wen & Li, 2016). Os mecanismos de toxicidade
podem ser divididos em duas categorias: toxicidade relacionada com o efeito no alvo
terapéutico e toxicidade resultante da interagdo cruzada com outras moléculas ou vias
bioldgicas. A primeira ndo pode ser evitada e a segunda pode depender de mecanismos
intrinsecos ao individuo, como processos de farmacodinamica, processos imunolégicos
e carateristicas genéticas, entre as quais polimorfismos no citocromo P450 e
transportadores ABC (Lee & Kavanaugh, 2005).

No atual estudo, a maioria dos efeitos adversos registados com o AcM cetuximab
foram o rash cutaneo (47,4%) e a paroniquia (14%). Sao efeitos adversos especificos
deste agente e os mais frequentemente descritos nos ensaios clinicos (EMA, 2010a;
Fakih & Vincent, 2010; Giovannini et al., 2009, Melosky et al., 2009). Estao relacionados
com a inibigao do recetor Egfr na pele e anexos e ocorrem com a mesma frequéncia na
terapéutica em monoterapia ou de associacdo, tendo um impacto importante na
qualidade dos pacientes podendo mesmo afetar a sua adeséo ao tratamento (Fakih &
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Vincent, 2010). Os outros efeitos adversos ocorreram com baixa frequéncia e foram
bastante diversos. E de salientar a ocorréncia de reacéo alérgica em 3 pacientes, que
determinou a suspensao imediata e definitiva da terapéutica com cetuximab. Este efeito
adverso parece estar relacionado com a imunidade mediada por IgE especificas para a
galactose-a-1-3-galactose expressa na fragao de ligagdo ao antigénio do cetuximab
(Chung et al., 2011).

Relativamente aos pacientes tratados com bevacizumab, verificou-se uma grande
variedade de efeitos adversos, tendo a maioria ocorrido com baixa frequéncia. O
tromboembolismo venoso, que pode ser fatal, foi 0 mais registado (16%), seguindo-se
as nauseas (12%) e vomitos (8%). Nos ensaios clinicos, em CCRm efeitos adversos
relacionados com o sistema vascular sdo os mais frequentes, devido a sua agao sobre
o Vegf-A (EMA, 2010b; Saif, 2015, Kamba & McDonald, 2007). A hipertensao arterial &
o efeito adverso mais frequente (EMA, 2010b ) mas, neste estudo, apenas foi registado
para um paciente. Também com muito baixa incidéncia verificaram-se alguns efeitos
adversos considerados raros como hemorragia retal e perfuragéo do septo nasal. Mais
uma vez, parece haver uma tendéncia de registo dos efeitos adversos que
apresentaram maior grau de severidade.

A gestao dos efeitos adversos é efetuada de diversas formas, entre elas a prescrigao
de terapéutica para o seu controlo e a diminuicdo da dose ou da frequéncia da
administragcao do farmaco (Saif, 2015; Wen & Li, 2016). Devido ao impacto na qualidade
de vida do paciente, o conhecimento e a compreensao da toxicidade associada aos
AcMs, bem como as estratégias de prevencéao e de tratamento sdo muito importantes.

Verificou-se que o registo de efeitos adversos nao é efetuado consistentemente nos
processos clinicos dos pacientes da instituicdo em estudo, sendo mesmo ausente numa
grande parte, pelo que o perfil de toxicidade destes agentes nesta amostra podera
encontrar-se enviesado.

5.6. Perspetivas futuras

O CCR continua a ser uma patologia com elevada morbilidade e mortalidade. Esta
realidade é ainda mais dramatica tendo em conta que alguns CCRs podem ser
prevenidos através da modificacdo de estilos de vida ou de rastreios e que a detecdo
da doenca em estadios precoces apresenta uma taxa de sobrevivéncia de cerca de
90%.

As principais medidas preventivas incluem educacgdo nutricional, promo¢do da
atividade fisica e combate ao alcoolismo e tabagismo (Organizacao Mundial de Saude,
2016). Como ja anteriormente referido, cerca de 90 a 95% dos casos de CCR
desenvolvem-se a partir de lesdes precursoras, nomeadamente os adenomas. Os
programas de rastreio permitem diagnosticar e tratar os adenomas, constituindo uma
importante medida preventiva e de detecao precoce. Desde 2011, no Alentejo encontra-
se em vigor o rastreio do Cancro do Cdlon e do Reto, através da pesquisa de sangue
oculto nas fezes. O rastreio é dirigido a individuos entre os 50 e 74 anos e que estejam
inscritos nos Centros de Saude da regido (Administragcdo Regional de Saude do
Alentejo, 2016). Até 2013, em Evora, dos 16.006 pacientes elegiveis para a realizacdo
do rastreio, 50,57% participaram (Administragao Regional de Saude do Alentejo, 2014).
Embora com taxas de participagao dentro dos niveis considerados aceitaveis pela Uniao
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Europeia (Unido Europeia, 2010) parece evidente a necessidade de maior
sensibilizacdo desta populagéo, uma vez que a detecéo precoce € o método mais eficaz
para diminuir os elevados nimeros de incidéncia e mortalidade associados ao CCR.

A nivel do tratamento, um dos desafios é a identificacdo de biomarcadores que
permitam efetuar uma estratificacdo mais eficaz dos tumores e utilizar os melhores
algoritmos terapéuticos.

Logo apds a descoberta de influéncia das mutagdes do exdo 2 do gene KRAS na
resisténcia ao tratamento com AcMs anti-Egfr, imediatamente se percebeu que a taxa
de resposta nestes doentes era muito limitada e que outros fatores estariam envolvidos
na resisténcia a terapéutica (Sartore-Bianchi et al., 2009). Mesmo apds o posterior
estabelecimento das mutagdes RAS como biomarcador preditivo existe uma quantidade
significativa de pacientes que continua a n&o responder a terapéutica anti-Egfr (De
Roock et al., 2010).

Outras alteragbes oncogénicas moleculares, como mutagdes no gene B-RAF e no
gene PIK3CA e a perda de expressdao da fosfatase Pten sdo apontadas como
indicadores de resisténcia a terapéutica anti-Egfr. A proteina B-raf € a principal efetora
a jusante da Kras na via Ras-Raf-Mapk e o gene que a codifica encontra-se mutado em
cerca de 4 a 15% dos CCRm. Na via de sinalizagcéo Pik3-Pten-Akt, as mutag¢des no gene
PTEN ocorrem em aproximadamente 10 a 18% e a perda de expressédo Pten em 19 a
42% dos CCRm (De Roock et al., 2010; Di Nicolantonio et al., 2008; Frattini et al., 2007;
Van Cutsem et al., 2011).

A mutagao p.Val600Glu (V600E) é a mais frequentemente observada no gene B-
RAF. E consensual que as mutacdes B-RAF sdo um biomarcador negativo de
prognéstico, independentemente da terapéutica efetuada (Di Nicolantonio et al., 2008;
Richman et al., 2009; Van Cutsem et al., 2011) e atualmente as recomendagdes
aconselham a sua utilizacdo neste contexto (Schmoll et al., 2012). Em alguns estudos,
as mutacdes B-RAF parecem conferir também resisténcia ao tratamento com AcMs anti-
Egfr ( De Roock et al., 2010; Modest et al., 2012; Van Cutsem et al., 2011), enquanto
noutros tal correlacdo nao foi identificada (Douillard et al., 2013; Stintzing et al., 2014).
Assim, a sua aplicagéo com a finalidade de biomarcador preditivo ainda esta em debate.

Relativamente as mutagdes no gene PIK3CA, estas ocorrem maioritariamente nos
exdes 9 e 20 e, dos varios estudos que sugeriram o seu valor preditivo, destaca-se uma
analise retrospetiva que demonstrou que as mutagdes do exido 20 mas néo as do exao
9 estao significativamente relacionadas com uma menor taxa de resposta, PFS e OS na
terapéutica com cetuximab (De Roock et al., 2010). As evidéncias existentes ndo séao
suficientes e aguarda-se que estudos prospetivos venham clarificar esta questao.

Até a data, os estudos existentes sobre o valor preditivo da perda de expressao da
proteina Pten séo discordantes e inconclusivos (Laurent-Puig et al., 2009; Loupakis et
al., 2009).

Os autores de uma metanalise concluiram que apesar da perda de expressao de
Pten estar significativamente correlacionada com a falta de beneficio da terapéutica anti-
Egfr, o valor preditivo dos genes B-RAF e PIK3CA é mais forte, mas nao se pode excluir
que pacientes com apenas uma destas alteracbes possam retirar beneficio desta
terapéutica (Yang et al., 2013). As mutagdes no gene PIK3CA podem coexistir com
mutagdes B-RAF e KRAS mas as mutagdes KRAS e B-RAF sdo mutuamente exclusivas
(Berg et al., 2010; De Roock et al., 2010; Di Nicolantonio et al., 2008; Frattini et al., 2007;
Vakiani & Solit, 2011; Yang et al., 2013).
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Como ja referido, atualmente nao existem biomarcadores que permitam predizer a
resposta terapéutica ao bevacizumab, pelo que, ndo ha possibilidade de estratificar os
pacientes para tratamento com este AcM de maneira a que o maior beneficio terapéutico
seja retirado.

Para além de novos biomarcadores para o CCR, aguardam-se novas abordagens
terapéuticas. O projeto Cancer Genome Network Atlas (2012) efetuou a analise
molecular mais detalhada e completa em CCR, tendo identificado potenciais alvos
terapéuticos, como os ligandos do Egfr, as proteinas Her-2 e Her-3, Mek, Akt e mTor.

Os conhecimentos adquiridos na investigacao basica estdo a ser rapidamente
aplicados no desenvolvimento de novas terapéuticas e prevé-se que, num futuro
préximo, os avangos nas técnicas de genotipagem e de sequenciagdo modifiquem o
paradigma “um teste - uma terapéutica dirigida” para um “modelo terapéutico
genomicamente estratificado”.

5.7. Limitagoes do estudo

A principal limitagao deste estudo é tratar-se de um estudo retrospetivo efetuado com
base em registos existentes nos processos clinicos informatizados da instituicdo onde
foi efetuado. Nao se pode, por isso, descartar a ocorréncia de viés de informagao e a
existéncia de variaveis de confuséao por falta de registo da informagao sobre as variaveis
em estudo.

A pequena dimensdo da amostra é também uma limitagdo deste estudo. Algumas
das tendéncias de comportamento observadas em algumas variaveis poderiam ser mais
evidentes, ou até significativas numa amostra mais alargada.
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6. CONCLUSAO

A eficacia e os riscos de utilizagdo dos AcMs cetuximab e bevacizumab em pacientes
com CCRm, no contexto da pratica de rotina de uma instituigdo hospitalar, foram
avaliados e comparados com o descrito nos principais ensaios clinicos. Estudos deste
tipo sdo importantes para que as instituicbes de saude avaliem se os seus resultados
vao de encontro as expetativas de eficacia e toxicidade dos agentes terapéuticos e
identifiquem eventuais falhas ou pontos de melhoria.

A introdugao do status mutacional do exao 2 do gene KRAS como marcador preditivo
da terapéutica anti-Egfr representou um marco na Medicina Personalizada para o
tratamento do CCRm. A determinagdo de mutagdes nos genes KRAS e NRAS é
atualmente um critério essencial para a decisao terapéutica e é utilizada de forma
rotineira no Hospital Espirito Santo de Evora E.P.E.. Neste estudo, as mutagdes no ex&o
2 do gene KRAS foram detetadas em 42% dos CCRs testados e a mutacdo mais
prevalente foi a p.Gly12Asp. Dos AcMs em estudo, o cetuximab foi preferencialmente
utilizado para tratamento dos pacientes com CCRm sem mutagdes no exao 2 do gene
KRAS.

O tempo mediano de OS estimado para doentes com CCRm foi de 28,2 meses e,
embora a OS estimada tenha sido superior nos grupos de tratamento cetuximab e
cetuximab/bevacizumab, nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos de tratamento. Ainda em termos de OS, foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas para os tempos medianos
estimados entre os esquemas terapéuticos cetuximab/FOLFIRI e cetuximab/FOLFOX,
sendo que ao ultimo esta associado um maior risco de falecimento. Nao se observaram
diferencas estatisticamente significativas, para a OS estimada, entre os pacientes que
iniciaram o AcM em 12 linha terapéutica e os que iniciaram noutra. Para a variavel PFS,
tanto em 12 como em 22 linha terapéutica, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os tempos estimados para os diferentes esquemas
terapéuticos considerados. Na terapéutica com cetuximab, ndo se observaram
diferencas estatisticamente significativas, ao nivel da PFS, relacionadas com o
aparecimento e com o grau do rash cutaneo.

Conclui-se que, em contexto clinico, os AcMs sao eficazes para o tratamento de
CCRm, com OS estimadas que podem ultrapassar os 24 meses, um tempo superior ao
descrito para outras terapéuticas. No presente estudo, em pacientes que efetuaram
terapéutica com esquemas que incluiram irinotecano, o tempo mediano de OS atingiu
os 27,2 meses quando este agente foi combinado com bevacizumab e 33,8 meses na
associacdo com cetuximab. Como anteriormente referido, estas conclusdes encontram-
se limitadas pela pequena dimensdo da amostra, mas evidenciam a relevancia deste
tipo de estudo.

As novas terapéuticas, nomeadamente os AcMs cetuximab e bevacizumab,
trouxeram melhorias consistentes para o tratamento dos pacientes com CCRm mas a
maximizagao dos beneficios das terapéuticas disponiveis continua a ser uma prioridade
devido as elevadas incidéncia, morbilidade e mortalidade associadas a esta patologia.
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CONCLUSAO

No futuro, espera-se que o melhor conhecimento molecular das vias de ativagao e
de proliferagdo tumoral, dos mecanismos de resisténcia aos medicamentos e dos
biomarcadores preditivos de resposta terapéutica possa levar ao desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos, a melhor utilizagdo dos ja existentes e a sele¢cdo da melhor
sequéncia terapéutica paciente a paciente, de modo a controlar eficazmente a patologia
e a prolongar a sobrevivéncia dos pacientes.
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