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Impact of KRAS mutations in clinical features in colorectal cancer
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RESUMO - Racional: Muta¢des KRAS sdo eventos importantes na carcinogénese colorretal
como preditores negativos de resposta ao tratamento. Objetivo: Investigar a associacdo
de caracteristicas clinicopatologicas com mutacées no KRAS em pacientes com cancer
colorretal tratados. Métodos: Sessenta e nove pacientes com cancer colorretal metastaticos
ao diagndstico ou posteriormente foram analisados. As técnicas de sequenciamento direto
e pirosequenciamento foram relacionadas ao éxon 2 do KRAS e o diagnéstico da mutacdo
e seu tipo foram determinados. Resultados: A mutacao KRAS foi identificada em 43,4% dos
pacientes, c.35G>T (p.G12V), c¢.35G>A (p.G12D) e ¢.38G>A (p.G13D). Nao foi encontrada
correlagdo entre a mutacdo KRAS e a idade (p=0,646) ou o género (p=0,815). No entanto, o
grupo mutado apresentou niveis mais altos de CEA na admissdo (p=0,048). A mutacdo do
cddon 13 foi associada ao envolvimento de mais de um local metastatico na progressao da
doenca (p=0,029); ndo houve associacdo entre o local primario do tumor e o diagnostico
de mutacdo (p=0,568); a doenga primaria do célon foi associada com pior sobrevida global
(p=0,009). Conclusdo: A mutagdo KRAS foi identificada em quase metade dos pacientes.
O grupo KRAS mutado apresentou niveis mais altos de CEA na admissdo e a mutacdo no
cédon 13 foi associada ao envolvimento de mais de um local metastatico no curso da
doenca. A doenca do célon foi associada com pior sobrevida global.

DESCRITORES: Neoplasias colorretais. Frequéncia do gene. Mutagao.

ABSTRACT - Background: KRAS mutations are important events in colorectal carcinogenesis,
as well as negative predictors of response to EGFR inhibitors treatment. Aim: To investigate
the association of clinical-pathological features with KRAS mutations in colorectal cancer
patients treated. Methods: Data from 69 patients with colorectal cancer either metastatic at
diagnosis or later, were retrospectively analyzed. The direct sequencing and pyrosequencing
techniques were related to KRAS exon 2. The mutation diagnosis and its type were
determined. Results: KRAS mutation was identified in 43.4% of patients. The most common
was ¢.35G>T (p.G12V), ¢.35G>A (p.G12D) and ¢.38G>A (p.G13D). No correlation was found
between KRAS mutation and age (p=0.646) or gender (p=0.815). However, mutated group
had higher CEA levels at admission (p=0.048) and codon 13 mutation was associated with
involvement of more than one metastatic site in disease progression (p=0.029). Although
there was no association between primary tumor site and mutation diagnosis (p=0.568),
primary colon was associated with worse overall survival (p=0.009). Conclusion: The KRAS
mutation was identified in almost half of patients. Mutated KRAS group had higher levels of
CEA at admission and the mutation at codon 13 was associated with involvement of more
than one metastatic site in the course of the disease. Colon disease was associated with the
worst overall survival.

HEADINGS: Colorectal neoplasms. Gene frequency. Mutation.

Mensagem central

Mutagbes no gene KRAS estdo presentes em quase
metade dos pacientes com cancer colorretal e a
mutagdo do codon 13 associa-se com mais de um
sitio de metéstase.

Perspectiva

Alta prevaléncia de mutagdo do gene KRAS foi
identificada em quase metade dos pacientes com
cancer colorretal. O grupo KRAS mutado apresentou
niveis mais altos de CEA na admiss&o e a mutagéo no
codon 13 foi associada ao envolvimento de mais de
um sitio de metastases ao longo do tratamento no
curso da doenca. A doenca do colon em comparacao
ao reto foi associada com pior sobrevida global.
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INTRODUCAO

cancer colorretal (CCR) é doenca comum e letal. Eo

Oterceiro cancer diagnosticado com mais frequéncia

em homens e o segundo em mulheres no mundo,

com 1,65 milhdo de novos casos e quase 835.000 mortes em

20157. No Brasil, para o biénio 2018-2019, estima-se que 36.360
novos casos ocorram a cada ano™.

O tratamento da CCR é baseado na apresentacdo da
doenca, ou seja, dependendo do local e do estagio do tumor,
podem ser utilizadas estratégias que usem tratamento cirdrgico,
combinado ou ndo com quimioterapia e radioterapia. Nao se
espera que a maioria dos pacientes seja curada em situagoes de
doenca metastatica, exceto, os com envolvimento hepatico e/ou
pulmonar isolado que podem ser tratados com intencdo curativa
e resgatados com operagdes. A maioria dos pacientes é tratada
com quimioterapia sistémica paliativa, com o objetivo clinico de
melhorar a qualidade de vida e o ganho de sobrevida®'.

Recentemente, inibidores do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), como cetuximab e panitumumab, foram
incorporados no tratamento da CCR metastaticoem combinagdo com
quimioterapia. Atuam no bloqueio de receptores e demonstraram
eficacia melhorada do tratamento para muitos tumores. No cancer
colorretal metastatico, resultou em ganho de sobrevida livre de
progressao e beneficio significativo foi relatado na continuagéo
desses medicamentos apds a progressdo como tratamento de
primeira linha?’s, No entanto, os inibidores de EGFR sdo ineficazes
quando o KRAS é mutado?. A taxa de mutacdo varia de 30-50% e
causa ativacdo continua daviaintracelular de EGFR, independente
do bloqueio farmacolégico do receptor, promovendo a proliferacdo
e a sobrevivéncia do tumor?®, Portanto, como a mutacdo KRAS
é preditora de resposta negativa, a analise mutacional do gene
se torna obrigatdria antes da instituicdo de tratamento com
inibidores de EGFR. Essa estratégia, além de otimizar os custos de
saude, evita efeitos adversos relacionados a esses medicamentos,
principalmente a toxicidade cutanea'®.

Aproximadamente 90% das mutacdes genéticas na familia
RAS (H, N e K-RAS) ocorrem no éxon 2 do KRAS (codons 12 e
13). A mutagao mais frequente do cddon 12 é c.35G>A (p.G12D)
e no codon 13 é ¢.38G>A (p.G13D), ambos resultam da troca
do aminoacido glicina por acido aspartico nas posicoes 35 e 38,
respectivamente'’. Outras muta¢ées no KRAS como o éxon 3
(cddons 59, 60, 61), o éxon 4 (codons 119, 146, 147) e o NRAS
representam pequena proporcdo dessas mutacdes'”.

A mutagdo KRAS é um preditor de resposta negativa ao
tratamento com inibidores de EGFR e, de acordo com outros
estudos, confere pior progndstico, mas ndo todos*24°.

Portanto, este estudo tem por objetivo analisar a frequéncia,
os tipos de mutacdo do gene KRAS e a correlacdo com os dados
clinicos e patoldgicos em pacientes diagnosticados com CCR
metastatico.

METODOS

Desenho do estudo e padrdes éticos

Estudo retrospectivo, transversal e de centro Unico. Todas
as informacdes clinicas foram obtidas dos prontuarios médicos
e incluiram pacientes diagnosticados e tratados entre agosto de
2005 a fevereiro de 2017. O estudo foi revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Amaral Carvalho em
3 de novembro de 2016 sob o nimero de registro 1.803.348. O
consentimento individual para a participacdo do paciente ndo
foi exigido devido a natureza retrospectiva do estudo e esta de
acordo com a legislacdo reguladora brasileira.

Sessenta e nove pacientes com adenocarcinoma de colon
e reto foram avaliados, independentemente do tratamento
realizado. Eles foram divididos em dois grupos: metastatico no
diagnostico (n=43) e que desenvolveram metastases durante

0 acompanhamento pds-operatério oncoldgico (n=26). As
caracteristicas clinicopatoldgicas registradas e analisadas incluiram
idade, género, local do tumor primario, metastase e niveis de
CEA na admissdo. Todos os blocos de parafina foram testados
em areas representativas discriminadas do tumor e enviados aos
laboratérios para realizar a extragdo e sequenciamento do DNA
do éxon 2 do KRAS (cdédons 12 e 13). As amostras de DNA foram
derivadas de tumor primario (n=58) ou metastase (n=11). Vinte e
quatro foram sequenciadas no Progenetics Molecular Diagnostics
usando a técnica de sequenciamento direto e 45 amostras no AC
Camargo Cancer Center usando a técnica de pirosequenciacao'™.,

Anadlise estatistica

Apds andlise descritiva dos dados, foram realizadas duas
analises inferenciais para confirmar ou refutar a correlacéo:
teste qui-quadrado de Pearson ou exato de extensao de Fisher,
comparando género, idade, local primario, nivel de CEA naadmissao,
estadiamento patoldgico e local metastatico de acordo com a
mutacdo do gene KRAS', regressao multipla de Cox comparando
o tempo de sobrevida, local primario e mutagdo do gene KRAS™,
Em todas as conclusdes obtidas através de analises inferenciais,
o nivel de significancia alfa foi de 5%. Os dados foram inseridos
e armazenados nas planilhas do Excel 2010 para Windows. As
analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R,
versdo 3.3.2%.

RESULTADOS

Amutacdo KRAS foi diagnosticada em 30 pacientes (43,5%).
Vinte e dois estavam no codon 12 (73,3%) e oito (26,7%) no
cédon 13. As mutagdes mais frequentes foram ¢.35G>T (p.G12V),
33,3%, seguida pela mutacdo ¢.35G>A (p.G12D), 23,3% e c.38G>A
(p.G13D), 23, 3% . Essas trés mutacoes corresponderam a 79,9%
do total de mutacdes na série. Em um caso, foi identificada a
mutacgao dupla ¢.34_36GGT>TGG (p.G12W), 0,03%, que envolve
atroca do aminoacido glicina por tirosina na posicao 34 e tirosina
por glicina na posicao 36 (Figura 1).

¢37G>T (p.G13C) 1M 1
¢.34_36GGT>TGG (p.G12W) M 1
€.34G>T (p.G12C) N 1
¢.35G>C (p.G12A) NN 3
¢.38G>A (p.G13D) I 7
¢.35G>A (p.G120) G 7
¢.35G>T (p.G12V) N 10
0 2 B 6 8 10 12

FIGURA 1 - Tipos de mutacdes e alteracdo de aminoacidos
correspondentes

Acorrelacdo damutacdo KRAS com os dados epidemiolégicos
esta descritana Tabela 1. O grupo selvagem do KRAS foi composto
principalmente por homens (53,8%), maiores de 50 anos (71,8%),
comlocalizacdo priméria do colon (66,7%), CEA nivel de admisséo
de até 5 ng/ml (53,8%) e estadiamento patoldgico IV (64,1%). O
local metastatico preferido foi figado (46,2%), seguido de peritdnio
(12,8%), linfonodo retroperitoneal (7,7%) e pulméao (5,1%). O grupo
mutado do KRAS também foi formado pela maioria com homens
(56,7%), acima de 50 anos (66,7%), sitio primario do colon (60,0%),
nivel de CEA naadmissdo acima de 5 ng/ml (70,0%) e estadiamento
patoldgico IV (60,0%). O local metastatico preferido foi figado
(43,3%), e apds pulmao (23,3%), peritdonio (10,0%) e linfonodo
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retroperitoneal (3,3%). A mutacdo KRAS nao foi relacionada ao
género (p=0,815), faixa etaria (p=0,646), local primario (p=0,568),
estadiamento patoldgico (p=0,935) e local metastatico (p=0,263).
Pacientes portadores de KRAS mutado apresentaram niveis mais
altos de CEA quando comparados aos portadores de tumores com
KRAS do tipo selvagem. Pacientes KRAS mutado apresentavam
niveis de CEA superiores a 5 ng/ml em 70% dos casos, contra
46,2% dos com KRAS selvagem (p=0,048).

TABELA 1 - Distribuicdo das caracteristicas gerais dos pacientes
de acordo com a mutacdao KRAS

Género

Masculino 21 (538%) 17 (567%) 38  (551%) oo
Feminino 18 (462%) 13  (433%) 31 (449%)
Total 39 (100%) 30  (100%) 69 (100%)
Intervalo de idade
Até50anos 11 (282%) 10  (333%) 21 (304%)
Ac'r:igse 0 28 718% 20 (667%) 48 (696%) o402
Total 39 (100%) 30  (100%) 69 (100.0%)
Sitio primario
Colon 26 (667%) 18  (60.0%) 44 (638%) ..o
Reto 13 (333%) 12 (40%) 25 (362%)
Total 39 (100%) 30 (100%) 69 (100%)
Nivel de CEA na admissao
Até5ng/ml 21 (538%) 9  (300%) 30 (43,5%)
Ac'r:‘;n‘i'leS 18 (462%) 21  (700%) 39 (565%) 0,048a
Total 39 (100%) 30  (100%) 69 (100%)
Estadio patolégico
[ 1 6% - z 1 (14%)
I 7 (179%) 6  (200%) 13 (188%)
i 6 (154%) 6  (200%) 12 (174%) 0935b
IV 25 (641%) 18  (600%) 43  (623%)
Total 39 (100%) 30  (100%) 69 (100%)
Sitio metastatico
Figado 18 (462%) 13  (433%) 31 (449%)
Peritonio 5 (128%) 3  (100%) 8  (11,6%)
Pumio 2 (51%) 7  (233%) 9  (130%)
Linfonodo
de 3 @77%) 1 (33%) 4  (58%) 0263b
retroperitonio
Maisque 11 ogo0 6 (200%) 17 (246%)
um sitio
Total 39 (100%) 30  (100%) 69 (100%)

a=teste de Pearson qui-quadrado; b=teste exato de Fisher

A distribuicdo do nUmero de sitios metastaticos, de acordo
com o tipo de mutagdo no CCR, esta descrita na Tabela 2. Dos 30
pacientes com mutacdo KRAS, encontrou-se mutagdo no codon
12 (22), a maioria tinha apenas um sitio metastatico (90,9%). O
mesmo nao ocorreu com os pacientes com mutacdo no codon
13 (8), dos quais metade (50,0%) apresentava apenas um local
metastatico (p=0,029).

TABELA 2 - Distribuicdo do niUmero de sitios de metastase, segundo
tipo de mutacdo do KRAS

p.G12A 3 125% - : 3 100%
p.G12C 1 42% - - 1 33%
p.G12D 7 292% - - 7 233%
p.G12V 8  333% 2 333% 10 333%
p.G13C z g 1 167% 1 33%
p.G13D 4 167% 3 500% 7 233%
p.G12W 1 42% - : 1 33%

Total 24 100% 6  100% 30 100%

n=nUmero de mutagao

A Figura 2 ilustra a sobrevida global do paciente por local
primario e status do KRAS. De acordo ela, a sobrevida global dos
pacientes estimada em 60 meses foi de 26,7%. Investigando a
sobrevida, de acordo com o local primario e o KRAS, o modelo
de regressao de Cox foi ajustado, e o efeito da interagdo entre o
local primario e o status do KRAS nao foi detectado (p=0,961).
Assim, o sitio primario de sobrevivéncia ndo foi influenciado
pelo KRAS. Os resultados revelaram que pacientes portadores de
tumores retais primarios apresentaram melhor sobrevida quando
comparados com os diagnosticados com tumores primarios do
célon (p=0,009). N&o foi possivel mostrar relagdo do tipo KRAS
com a sobrevida dos pacientes (p=0,144).
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FIGURA 2 - Curva de sobrevida global dos pacientes, de acordo
com o local primério e a mutacdo KRAS

DISCUSSAO

Neste estudo, a prevaléncia da mutacdo KRAS foi de 43,4%.
Na maioria das séries, ela éidentificada em 30-50% dos casos e sdo
importantes fatores genéticos que contribuem paraaocorrénciada
doenca'®. As mutagdes mais frequentes foram ¢.35G>T (p.G12V),
33,3%, ¢.35G>A (p.G12D), 23,3% e ¢.38G> A (p.G13D), 23,3% que
corresponderam a 79,9 % do total de muta¢es nesta amostra.
Relatos mostram prevaléncia de mutacdo no KRAS em cerca de
39,3% entre 1018 pacientes alemaes, e amutacdo mais prevalente
foi p.G12D seguida por p.G12V e p.G13D™.

No Brasil sdo observadas variacdes na prevaléncia da
mutacdo KRAS de acordo com a regido, por exemplo, cerca de
18,3% entre 60 pacientes da regido amazonica®. No maior estudo
brasileiro que avaliou 8234 pacientes, a frequéncia dessa mutacéo
foi de 31,9%. Na anélise de regides separadas, na regido sudeste
ela foi de 34,7%".

Portanto, a distribuicdo dos cédons e as trés mutacdes mais
prevalentes no presente estudo sdo semelhantes as descritas em
outras séries, denotando amostra representativa comparada aos
achados globais'%,

No presente estudo, a frequéncia de mutagdo do KRAS nao
se correlacionou com género (p=0,815), faixa etaria (p=0,646),
sitio primario (p=0,568), estadiamento patoldgico (p=0,935) e
sitio metastatico (p=0,263). Relatos mostram alta prevaléncia
entre mulheres (34,8% mulheres vs. 32,5% homens, p=0,03)™.
Assim, o género, a idade ou a influéncia hormonal na mutacéo
KRAS sdo conflitantes porque alguns estudos mostram maior
frequéncia de mutagdes para mulheres??, mas outros ndo'. As
diferencas etnoldgicas nas populagdes estudadas podem explicar
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a disparidade.

Em relagdo ao local primario e a terapia multimodal geralmente
empregada, foram identificados dois grupos de pacientes: reto
extra-peritoneal, no qual a radioterapia faz parte da terapia local,
somado a ressecgao cirdrgica e quimioterapia adjuvante, e colon/
reto intraperitoneal, no qual a operacdo de resseccdo é a base
da terapia local, com quimioterapia adjuvante complementar de
acordo com a estratificagdo de risco. Além disso, a quimioterapia
sistémica com quimioterapia a base de fluoropirimidina, com
ou sem anticorpo monoclonal panitumumabe/cetuximabe ou
bevacizumabe é a base da terapia para pacientes com doenca
metastatica. Embora a mutagdo KRAS nao esteja correlacionada
com o local primério no presente estudo, por um grupo diferente,
os tumores do lado direito (antes da flexura esquerda) e os
tumores do lado esquerdo (apods a flexura esquerda) mostraram
influéncia do local priméario no progndstico em tumores nao
tratados anteriormente. No entanto, esses dados ainda sdo objeto
de investigacao’.

O status de mutagdo do KRAS parece influenciar o padrdo de
disseminacao metastatica na CCR. Estudos mostram diferenca na
frequéncia das muta¢des no KRAS em pacientes com metastases
hepaticas, pulmonares e cerebrais*. No estudo, as muta¢des no
KRAS foram menos prevalentes nas metastases hepaticas (32,3%),
mas mais nas pulmonares (62,0%) e cerebrais (56,5%, p=0,003). Ha
alguns relatos de que o CCR metastatico com mutagdo no KRAS
tem maior probabilidade de se espalhar para os pulmdes em
comparagao ao KRAS do tipo selvagem (22% vs. 13%, p<0,01)*.
Embora essainformacdo nao tenha sido relatada no presente estudo,
as mutacdes na distribuicdo dos cdédons foram correlacionadas
com o numero de sitios metastaticos afetados e, no cddon 12,
a maioria possuia apenas um sitio metastatico. O mesmo néo
ocorreu com o grupo de mutagdo do cddon 13, porque metade
do grupo tinha mais de um sitio metastatico (p=0,029).

No grupo KRAS mutado, os niveis de CEA acima de 5 ng/
ml, foram identificados com mais frequéncia quando comparados
ao grupo KRAS do tipo selvagem (p=0,048). Estudo recente ndo
mostra correlacdo entre os niveis de CEA (ponto de corte 200)
e o status KRAS entre 193 pacientes com CCR metastatico®.
Portanto, é dificil sustentar a correlacdo entre os niveis de CEA e
o status de KRAS devido a heterogeneidade dos pontos de corte,
metodologia laboratorial diversificada empregada, nimero e etnia
dos pacientes entre os estudos.

A taxa de sobrevida global estimada em 60 meses para
os pacientes foi de 26,7%. O efeito da interacdo entre o site
primario e o status KRAS ndo foi detectado (p=0,961). Além disso,
os resultados revelaram que os pacientes com localizagéo retal
apresentaram maior sobrevida quando comparados aos com
localizagdo no colon (p=0,009). Nao foi possivel mostrar relagdo
do tipo KRAS com a sobrevida (p=0,144).

Amutacgao KRAS confere pior prognostico, como mostrado
em muitos estudos®?, mas alguns achados discordantes foram
relatados®. Uma explicagdo para essa controvérsia é que diferentes
mutacdes no mesmo gene podem causarinfluéncias prognosticas
diferentes. Por exemplo, no estudo RASCAL multicéntrico, foi
avaliada a significancia prognostica das mutacdes no codon 12
ou 13 em 2721 pacientes de 13 paises. A analise multivariada
mostrou que apenas as mutagdes no cddon 12 foram associadas
independentemente a um risco aumentado de recorréncia e
morte. No entanto, apds expandir a amostra para incluir 4268
pacientes, analises subsequentes mostram 12 possiveis mutagdes
nos cédons 12 e 13, mas apenas uma mutacdo especificano cédon
12 (9%) foi significativamente associada a um resultado adverso,
e principalmente em pacientes com linfonodos positivos?. Embora
haja menos informacao disponivel, as mutagcdes no NRAS também
estdo associadas a um pior progndstico®.

Embora a eficacia do tratamento e a avaliacdo dos resultados
clinicos ndo sejam os objetivos deste estudo, ela também pode
influenciar a sobrevida, pois os resultados da frequéncia das
mutacdes do RAS também podem, mas infelizmente esses dados
ndo estavam disponiveis (exceto o KRAS exon 2). Além disso,

considerando o possivelimpacto das mutacdes RAS nos resultados
gerais da populacdo analisada, isso pode ndo ser expressivo
devido as poucas frequéncias de mutacdes ndo-KRAS exon 2
registradas. Além disso, somente em 2015 a Sociedade Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) recomendou o uso prolongado do
teste RAS para todos os pacientes candidatos ao tratamento com
inibidores de EGRF.

As amostras de DNA deste estudo foram derivadas de
tumor primario ou metastase, porque a literatura mostrou que
as mutaces no KRAS, NRAS e BRAF sdo semelhantes nos dois
tipos de amostras'™*® e ndo ha discordancia no status do KRAS
em diferentes periodos dos pacientes avaliados, inclusive no
momento do diagndstico inicial do tumor e posteriormente no
curso da doenca no periodo metastatico e apds quimioterapia
citotdxica. No entanto, dados desafiadores foram recentemente
demonstrados que o teste de tumor primario em um Unico local
na doenca colorretal metastatica sincronica pode resultar em perfil
incompleto da mutacdo do KRAS e, consequentemente, umaescolha
incorreta do uso de inibidores do EGFR como tratamento™. Este
estudo apontou diferenca estatisticamente significante de sobrevida
em pacientes brasileiros metastaticos com tumores primarios do
célon tratados em um centro de oncologia médica, de acordo
com a rotina estabelecida da pratica clinica. Ha expectativa de
com pesquisas futuras, levar aampliar nosso reconhecimento por
caracterizar varios biomarcadores envolvidos na carcinogénese
colorretal e estabelecer variaveis clinicopatolégicas para buscar
novos tratamentos eficazes e personalizados.

CONCLUSAO

A mutacdo KRAS foi identificada em quase metade dos
pacientes. Niveis elevados de CEA foram observados com mais
frequéncia no grupo mutado e a mutagdo no cédon 13 foi
associada ao envolvimento de mais de um local metastatico
no curso da doenca. A doenca primaria do célon foi associada
com pior sobrevida global. Nenhuma das outras caracteristicas
clinicopatoldgicas avaliadas foi relacionada a presenga de mutacao.
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