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Resumo

O cancro colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancro mais comum no mundo e a quarta
principal causa de morte associada ao cancro. A guanilato ciclase 2C (GUCY2C) é uma
proteina transmembranar seletivamente expressa nas células epiteliais intestinais,
tendo sido descrita em diversos estudos como um marcador em CCR. O objetivo do
trabalho é estudar a GUCY2C e as respetivas vias de sinalizagdo em doentes com CCR
metastéatico em bases de dados publicas. Foi realizada uma pesquisa na base de dados
publica cBioportal, sendo selecionada informacao curada e anénima de 209 doentes
com CCR.

A informacao sobre ganglios era escassa ndo sendo possivel realizar andlise, tendo-se
efetuado apenas o estudo genético. Os resultados revelaram uma associa¢ao entre o
estadio e mutagbes de KRAS (p=0,011) com mais mutacdes nos estadios mais
elevados, ao contrario de BRAF onde n&o se encontrou associagao (p=0,626). Verificou-
se que mutacgdes de perda de funcdo da GUCY2C estdo mais relacionadas aos estadios
iniciais do cancro colorretal (p=3,735x10*%), 0 que aponta que a mutacdo de GUCY2C
pode proteger da progressdo do CRC. A mesma relagdo se verificou com as mutacdes
de AKT (p=0,026) mas ndo com PTEN. Nenhuma associagéo foi encontrada entre as
mutacdes de GUCY2C e as restantes mutagfes estudadas.

Concluiu-se que ha uma relacao entre as mutagées de GUCY2C e os estadios | e Il em
CCR, o0 que pode apontar a importancia de GUCY2C como um biomarcador de
prognostico, e levar ao estudo de uma terapéutica de bloqueio que possa melhorar a
sobrevida dos doentes. E necesséaria mais investigacdo para verificar estas associacoes

do ponto de vista experimental.

Descritores: Cancro colorretal, GUCY2C, mutacdo e metastases.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common type of cancer in the world and the
fourth leading cause of cancer-related death. Guanylate cyclase 2C (GUCY2C) is a
transmembrane protein selectively expressed in intestinal epithelial cells and has been
described in several studies as a marker in CRC. The aim of this work was to study
GUCY2C and its signalling pathways in patients with metastatic CRC in public
databases. A search was carried out on the public database cBioportal, selecting curated
and anonymised information from 209 patients with CRC. Information on lymph nodes
was scarce and could not be analysed; only the genetic study was carried out. The
results revealed an association between stage and KRAS mutations (p=0.011) with more
mutations in the higher stages, unlike BRAF where no association was found (p=0.626).
GUCY2C loss-of-function mutations were found to be more related to the early stages of
colorectal cancer (p=3.735x1013), indicating that GUCY2C mutation may protect against
CRC progression. The same relationship was found with AKT mutations (p=0.026) but
not with PTEN. No association was found between GUCY2C mutations and the other
mutations studied.

It was concluded that there is a relationship between GUCY2C mutations and stages |
and Il in CRC, which could point to the importance of GUCY2C as a prognostic
biomarker, and lead to the study of a blocking therapy that could improve patient survival.

More research is needed to verify these associations from an experimental point of view.

Keywords: Colorectal cancer, GUCY2C, mutation and metastases.
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1. Introducao

O cancro é um conjunto de doencas genéticas complexas caracterizado pelo
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos, e que sdo unidas
por marcas comuns (1). Dentre os diversos tipos de cancro, o cancro colorretal (CCR)
é aquele que se desenvolve no intestino grosso ou reto (2).

O CCR ¢ o terceiro tipo de cancro mais comum no mundo é a segunda principal causa
de morte associada ao cancro em ambos 0s sexos, e 0 terceiro tipo mais incidente em
homens e mulheres (3). Em Portugal foi responsavel por 10.575 novos casos e 4.809
mortes em 2024, sendo que 90% dos casos sédo detetados a partir dos 50 anos e 85%
dos casos surgem sem qualquer relagéo de historia familiar (3). Apesar dos grandes
avangos que ocorreram nos ultimos anos no tratamento do CCR, a mortalidade da
doenca permanece alta (4).

Devido a elevada mortalidade em CCR, a procura por novos marcadores moleculares
como forma de encontrar um tratamento mais preciso se tornou extremamente relevante
(4,5) . A guanilato ciclase C (GUCY2C) é uma proteina transmembranar pertencente a
familia de recetores da ciclase de mucosa sendo seletivamente expressa nas células
epiteliais intestinais, tendo sido descrita em diversos estudos como um marcador em
CCR (3,4,6-10). Essa proteina transmembranar é sobre expressa em quase 95% dos
tumores colorretais (3)

Sabe-se que a perda de Guanilina e Uroguanilina, os ligandos da GUCY2C, esta
associada ao silenciamento da via e a iniciacao e progressdo em CCR, incluindo em
adenomas (3). A perda de GUCY2C em ratinhos (Gucy2C-/-) esta associada a um
fenétipo tumorigénico, levando a iniciagcdo tumoral, manutencdo da integridade
gendémica e restringindo a proliferacdo (11). E importante ressaltar que essa proteina
somente é sobre expressa no tumor primario e nas metastases de CCR, o que faz dela
um potencial biomarcador preditivo e de prognostico e que vem sendo estudado como

0 novo alvo para as terapias de precisao (9).
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2. Objetivos
2.1 Questéo de investigacao

Partindo do GUCY2C como potencial biomarcador, indicador de prognaéstico e potencial
alvo terapéutico, levou a colocar a questao: De que forma a GUCY2C esta envolvida no
desenvolvimento e evolugéo de CCR?

2.2 Objetivo Geral

Estudar as mutages de GUCY2C e as vias de sinalizacdo associadas em doentes com
CCR.

2.3 Objetivos especificos

¢ Relacionar o estadio de CCR, a idade e os ganglios linfaticos com o estado
mutacional de GUCY2C usando bases de dados populacionais.

¢ Relacionar o estado mutacional da GUCY2C com o estado mutacional de genes
pertencentes a vias de sinalizagdo, nomedamente: PRKG2, KRAS, BRAF, PTEN

e AKT, em bases de dados populacionais.

3. Enquadramento tedrico

3.1 O cancro

O cancro é um conjunto de doengas genéticas complexas caracterizada pelo
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgéos, e que sao unidas
por marcas comuns (1). O cancro surge através de um processo caracterizado pelo
ganho de mutagBes no material genético das células, através do qual as células
cancerigenas adquirem um conjunto comum dessas 8 propriedades/caracteristicas
como se pode verificar na figura 1.1. Estas incluem: potencial ilimitado de proliferacao,
autossuficiéncia em sinais de crescimento e resisténcia a estimulos anti-proliferativos e

apoptéticos e mais atualmente “enabling characteristics”, que nada mais é que o reflexo
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dos mecanismos moleculares e celulares pelos quais as marcas sdo adquiridas, e ndo

as proéprias oito capacidades mencionadas anteriormente (11).

Emerging hallmarks &

Sustaining Evading bii h torah
. LT » . enabling characteristics
proliferative 5|gna1|ng growth suppressors lﬂ]""’cg",g onaional
phenotypic epigenetic
Deregulating Avoiding plasticity reprogramming

cellular
metabolism

immune
destruction

S ,;‘

Resistil 1 o Enabling
ceelzlsclisegg ] é "‘ o U0 replicative
immortality

_._ A, "B &
Genome ‘__‘ 2 ~
instability & Tumor-promoting B
mutation Q p inflammation \

Inducing or accessing Activating invasion
vasculature & metastasis

Senescent |
cells

Figura 3.1 As caracteristicas do cancro(11)

3.2 A epidemiologia do CCR em Portugal e no mundo

Dentre os diversos tipos de cancro, o0 CCR é aquele que se desenvolve no intestino
grosso ou reto (2). O inicio da carcinogénese no CCR, é determinado pelo
desenvolvimento de pdlipos que inicialmente sdo benignos e vao-se transformando em
poélipos neoplasicos na mucosa do colon (5).

A principal causa de morte relacionada com este tipo de cancro é a presenca de
metastases a distancia. Em 25% dos pacientes diagnosticados, os mesmos apresentam
metastases a distancia principalmente no figado. Em situac6es de CCR localizado a
probabilidade de sobrevivéncia a 5 anos € de 90%, em casos de serem identificadas
metastases a taxa de sobrevivéncia a 5 anos desce para 12% (12).

3.3 Apresentacao e desenvolvimento do Cancro colorretal

O inicio da carcinogénese no CCR, é determinado pelo desenvolvimento de pdlipos que
inicialmente sdo benignos e vao se transformando em po6lipos neoplasicos na mucosa
do célon. O estudo histolégico é de extrema importancia para a determinacdo do
potencial maligno dos polipos (5). Existem dois tipos histolégicos de poélipos, os
hiperplasticos e os adenomatosos. Conforme diversos tipos de estudo comprovaram, a
maioria dos CCR surgem de adenomas. O risco de desenvolver CCR é maior com o

aumento do numero de polipos adenomatosos (Fig.3.1). Em casos de doentes com
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polipose adenomatosa familiar, que desenvolvem centenas de pélipos adenomatosos

no colon, a condi¢cdo progride para CCR se ndo realizarem colectomia (13).

Polipi
del colon —~

Figura 3.2 Pdlipos adenomatosos (2)

O aparecimento de CCR resultante da instabilidade genética pode seguir diferentes vias
moleculares, nomeadamente: instabilidade cromossémica; alta instabilidade de
microssatélites (MSI); e fenotipo de metilacdo de ilhas dinucledtido citosina-guanina
(CPG) (14). Quase 70% dos casos de CCR séo adenocarcinomas, que surgem a partir
da via tradicional com a mutacdo do gene APC (Fig. 3.2). A mutacdo no gene APC € a

mutag¢do mais comum presente no CCR familiar e esporadico.

| MLH1 and MSH2 ‘l
L APC 1 L KRAS y 1 PS8
I 1 | 1 I |
Normal Adenoma tardio
OO +{0{0)
G 20
J

Figura 3.3 Sequéncia para surgimento de adenocarcinomas (14)
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3.4 Fatores derisco do CCR

Até ao presente momento, 0 CCR ndo tem uma causa Unica e sim diversos fatores que
aumentam as chances de seu aparecimento. Este tipo de cancro possui diversos fatores
de risco que séo divididos em: comportamentais, ambientais, genéticos e ou estilo de
vida (15). Alguns dos fatores de risco sao: idade, etnia, género e predisposicao genética.
A idade é considerada um fator relevante, uma vez que 70% dos pacientes tém mais de
65 anos e a incidéncia de CCR é menor em pessoas com menos de 40-45 anos (16).
Outros fatores de risco considerados particularmente relevantes séo o histérico pessoal

ou familiar de CCR e a presenca de antecedentes pessoais de poélipos adenomatosos
().

3.5 Histologia e classificagbes

Dentre as diversas classificagfes existentes para o CCR, sendo elas clinicas,
moleculares ou morfol6gicas as mais utilizadas sdo a de Dukes e 0 TNM (17). Sabe-se
que que o principal tipo de cancro colorretal, sdo os adenocarcinomas, que podem ser
mucinoso ou carcinomas das células em anel de sinete, sendo 0s outros tipos o

carcinoma medular e o adenocarcinoma micropapilar (Fig. 3.3)(18) .

= 2,*«.;,
‘/‘.l? Lole 1

Figura 3.4 Variantes histopatolégicas do cancro colorrectal.(A) Mucinoso adenocarcinoma
caracterizado por abundante producéo extracelular de mucina; (B) Carcinoma de células em anel
de sinete com deposigcdo proeminente de mucina intracitoplasmatica, causando deslocamento e

moldagem de nucleos de células tumorais; (C) Carcinoma medular caracterizado por folhas de
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células malignas com nucleos vesiculosos com nucleos proeminentes e abundantes citoplasma
eosinofilico (notar infiltrag@o linfocitica proeminente do tecido tumoral); (D) Adenocarcinoma
micropapilar com pequeno papilar e trabecular caracteristico clusters de células tumorais dentro

dos espagos do estroma, imitando os canais vasculares(18).

3.6 Diagnéstico, terapéutica e estadiamento

O cancro colorretal é em grande parte uma doencga assintomatica até atingir um estadio
avancado. No entanto, os pacientes podem apresentar uma ampla gama de sinais e
sintomas, como sangramento retal oculto ou evidente, alteragdo nos habitos intestinais,
anemia ou dor abdominal. O sangramento retal de inicio recente geralmente deve levar
a colonoscopia em individuos com 45 anos ou mais. Em pacientes mais jovens, fatores
adicionais sdo usados para identificar aqueles com maior risco de CCR (p. das fezes)
(29).

O procedimento de estadiamento da doenca utiliza exame clinico, exames laboratoriais
(bibpsias, enzimas hepaéticas, etc.) e exames de imagem (raios X, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética ou PET, etc.) com o objetivo de localizar com
precisdo a posicdo anatémica da lesdo e detetar ou excluir doenga metastatica. O
estadiamento no CCR descreve o quanto o cancro cresceu has paredes do intestino, se
atingiu estruturas préximas e se espalhou para os ganglios linfaticos ou 6rgaos
distantes, indicando ndo apenas a localizagdo anatémica, mas também 0s grupos
prognésticos (tabela 1) (19).

Tabelal- Resumo do estadiamento do CCR. O estadiamento é definido de acordo com a 72
edicdo da classificacdo TNM da AJCC/UICC que aqui é resumida. Esta é uma descrigdo

simplificada do sistema de estadiamento e ndo exclui a consulta da classificacdo original. (19)

Stage | Main characteristic

0 Carcinoma in situ. No invasion of the submucosa, lymph nodes or other organs.

| Tumour invades submucosa or muscularis propria. No invasion of pericolorectal tissue lymph
nodes or other organs.

1 Tumour invades pericolorectal tissue or directly invades other organs or structures. No
invasion of the lymph nodes or distant organs.

11 Independent of local invasion, lymph node metastasis is detected. No invasion of distant
organs.

v Independent of local or lymph node invasion, distant organ metastasis is detected.

O estadiamento do CCR continua a afetar profundamente tanto as opgdes terapéuticas

guanto as chances de sobrevida. Desta forma, para casos localizados e em estagios
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iniciais a cirurgia é a terapia de primeira linha, e a resseccédo do tumor é frequentemente
bem-sucedida. Assim, o progndstico é altamente positivo, com uma sobrevida de 5 anos
de 90%, quando os tumores permanecem restritos a parede intestinal. Para diminuir as
chances de recidivas em casos localizados, a ressecc¢do cirlrgica € associada a quimio
e radioterapia neoadjuvante (3).

Entretanto a medida que a doenca progride para os ganglios regionais e para 6rgaos
distantes a chance de a sobrevivéncia aos 5 anos é menos favoravel - reduzida para
70% e 14%, respetivamente (20). A relevancia das metastases ocultas no estadiamento
e no prognostico € sublinhada pela melhoria da sobrevivéncia, quando a quimioterapia
adjuvante é utilizada em doentes com CCR em estadio Ill e num subconjunto de doenga
em estadio I, tal como estabelecido pelos ensaios MOSAIC e NSABP C-07(3).
Quando os pacientes apresentam doenca metastatica, a quimioterapia e a radioterapia
sdo as principais estratégias para controlar o crescimento e a disseminacdo do CCR.
No entanto, apesar dos avancos nos tratamentos médicos, 0 prognostico para 0s
doentes com CCR avangado continua a ser mau (20,21).

3.7 GUCY2C e as vias de sinalizagdo no CCR.

Diversos estudos evidenciaram que a GUCY2C é sobre expressa em quase 95% dos
tumores colorretais, e atualmente esta sendo investigado como um novo alvo em terapia
de precisdo do CCR (3).

A GUCY2C é uma proteina transmembranar expressa na superficie das células
epiteliais intestinais. Na fisiologia normal, desempenha um papel supressor de tumor,
restringindo a transformacao epitelial através de uma variedade de vias reguladas por
seu segundo mensageiro, guanosina de monofosfato ciclico (cGMP) (22).

Sabe-se que a perda de Guanilina e Uroguanilina, os ligandos da GUCY2C, esta
associada ao silenciamento da via e a iniciacdo e progressdo em CCR, incluindo em
adenomas (3). A perda de GUCY2C em ratinhos (Gucy2C-/-) esta associada a um
fenétipo tumorigénico, sendo que levando a iniciacdo tumoral, manutencdo da
integridade genémica e restringindo a proliferacéo (11). E importante ressaltar que essa
proteina somente é sobre expressa no tumor primario e nas metastases de CCR, o que
faz dela um potencial biomarcador preditivo e prognostico e que vem sendo estudado

como o novo alvo para as terapias de precisao (9).
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Uma das principais vias envolvidas com a angiogénese tumoral € a via do VEGF-D que
possui um papel crucial na escolha da quimioterapia que sera utilizada, uma vez que
pacientes com CCR metastatico, que apresentem niveis baixos de VEGF-D sdo tratados
com quimioterapia em conjunto com o bevacizumab, o que aumenta as chances de
sobrevivéncia e resposta a quimioterapia (6).

Um estudo conduzido por Jimenez-Luna et al demostrou que varios genes envolvidos
na acdo angiogénica foram identificados como sobre expressos ha progressao e
metastatizacdo do CRC, sendo um deles a GUCY2C (6).

Um estudo conduzido por Rampuria et al, demostrou o potencial da GUCY2C como alvo
para a imunoterapia baseada em células T para este tipo de cancro (7).

Diversos estudos tém demonstrado como o eixo GUCY2C/cGMP e capaz de modificar
ou de ser modificado por outras vias muito importantes no cancro colorretal
nomeadamente, a APC/B-CATENINA/TCF, no qual uma mutagdo nessa via leva a ndo
producdo de guanilina, um dos ligantes que a ativam a via da GUCY2C, silenciando
assim essa via (8).

O oposto tem sido demonstrado com a via do AKT, na qual a estimulagdo agonista
(Guanilina e a uroguanilina) do dominio de ligacdo do ligante extracelular GUCY2C ativa
seu dominio catalitico intracelular, levando a producdo de cGMP que tem como alvo
varias proteinas efetoras nomeadamente PRKG2 e as proteinas quinases dependentes
(Fig. 2.4) (22).
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Figura 3.5 Via de sinaliza¢do normal GUCY2C/cGMP relacionada a via PRKG2(8).

Além disso, a GUCY2C regula a homeostase replicativa e metabdlica no epitélio
intestinal normal e tumores, modulando a atividade de AKT, em parte, de maneira
dependente de PTEN (8).

A sinalizacdo via PI3K e AKT convergem para mTORC1 que, entre outras funcoes,
controla diversos mecanismos celulares importantes no cancro. Juntamente com as

mutacdes KRAS e BRAF, as mutacfes PIK3CA também sdo amplamente estudadas
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como biomarcadores potenciais para a capacidade de resposta a terapia anti-EGFR no
CCR metastizado. Mutacdes ativadoras de PIK3CA séao identificadas em 7-32% dos
pacientes com CCR e ndo sdo mutuamente exclusivas de mutacbes KRAS ou BRAF
(25,26,27,28). Embora alguns resultados promissores indiguem que pacientes com
mutacdo PIK3CA néo poderiam se beneficiar de terapias anti-EGFR, apresentando pior
sobrevida global e sobrevida livre de doenca, outros estudos séo incapazes de sustentar
esse beneficio e manter isso como um assunto em aberto nesse contexto (25,26,27).
O regulador negativo de PI3K PTEN tem relatado baixa frequéncia de muta¢do no CCR
(aproximadamente 0,7%), mas sdo relatados mecanismos de desregulacdo que
diminuem a expressao, sendo a avaliagdo imunohistoquimica do PTEN o método mais
utilizado para avaliagédo (28,29,30,31).

RAS é um membro da familia de genes do virus do sarcoma de rato (ras) de oncogenes
(incluindo KRAS, HRAS e NRAS), que codifica uma pequena proteina de ligacdo RAS
de 21 kD difosfato de guanosina (GDP)/trifosfato de guanosina (GTP) que atua
inativando o transdutor de sinal intracelular. Apés a ativacdo mediada por Grb2/SOS, o
RAS ligado ao GTP recruta a proteina serina BRAF, iniciando a cascata de sinalizacéo
MAPK levando & ativacdo de fatores de transcricdo que desempenham papéis
importantes no crescimento, diferencia¢éo e sobrevivéncia celular (32,33,34).

O gene mais comumente mutado na via MAPK é o KRAS, com aproximadamente 35%
a 45% dos pacientes com CCR metastizado apresentando muta¢des nos coddes 12 e
13. Evidéncias de varios ensaios clinicos demonstraram que mutacdes KRAS predizem
resisténcia a anticorpos monoclonais anti-EGFR no CCR metastizado, a determinacao
do estado mutacional KRAS de um paciente € obrigatoria para a administragdo de
anticorpos monoclonais anti-EGFR, sendo esse tratamento limitado ao cenario de tumor
KRAS tipo selvagem (35,34).

Outra mutagdo comum na via de sinalizacdo MAPK é no gene BRAF, responsavel por
2-6% de todas as mutages no CCR. A mutacdo BRAF mais comum é V600E (90% de
todas as mutagcdes BRAF no CCR) no exao 15, e geralmente é mutuamente exclusiva
de mutacbes KRAS, portanto, a ativacdo de qualquer uma das proteinas pode
desencadear a sinalizacdo MAPK (36,35). As mutac6es BRAF sao fator prognéstico
negativo no CCR metastizado, mas os dados sobre o valor preditivo da mutacdo BRAF
para os anticorpos anti-EGFR permanecem controversos. Nenhum estudo mostrou um
beneficio estatisticamente significativo da adicao de um anticorpo EGFR a quimioterapia

em pacientes com CCR com muta¢cdo BRAF V600, e um estudo recente demonstrou

23



que a adi¢cao de panitumumab tem um efeito potencialmente deletério em pacientes com
mutacdo BRAF (35,37,38).

4. Metodologia

4.1 Tipo de Estudo

De modo a alcancar os objetivos propostos, foi realizado um estudo retrospetivo do tipo
descritivo de analise quantitativa a partir de bases de dados publicas de acesso livre
sendo selecionada informacdo curada de doentes com CCR, visando relacionar o
estado mutacional da GUCY2C, AKT, PTEN, PRKG2, KRAS, BRAF com caracteristicas

clinicas do mesmo tumor.

4.2. Selecado da base de dados

Foi realizada uma pesquisa de bases de dados que possuiam informacdes gendmicas
associadas a cancro. Foram encontradas véarias de bases de dados, nomeadamente:
TCGA, cBioPortal, GEO, CanPro Var 2.0, ICGC, TCPA, GDC e Fire Browse (24,25)

Para alcancar o objetivo foi selecionada a base de dados que tinha mais dados das
variaveis em estudo e mais bem caracterizados, bem como a que incluia estudos
referentes ao CCR. ApGs comparacéao das diferentes bases, selecionou-se a cBioPortal
por ser a mais completa e aquela que tinha mais dados com menor sobreposicédo de

estudos.

A cBioPortal (www.cbioportal.org) é um recurso de acesso aberto para a exploragéo

interativa de conjuntos de dados gendémicos muldimensionais de cancro, providenciando
informacgé&o de mais de 300.000 pacientes recolhida em mais de 900 estudos diferentes.
Esta plataforma permite a visualiza¢do, exploracdo, analise e transferéncia dos dados

para varios todos os tipos de analise.

4.3 Critérios de incluséo e exclusao

Foram utilizados os critérios de inclusdo/exclusdo abaixo para definir as amostras

elegiveis para este estudo.
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1. Amostras que fazem parte unicamente de um estudo (sem duplicacdes).
2. Amostras que possuiam o perfil gendmico de todos os genes que estavam a ser
analisados.
O primeiro critério foi utilizado porque muitas amostras sdo usadas em estudos
diferentes que muitas vezes estdo na mesma base de dados, o que pode fazer que a
mesma amostra possa ser selecionada em estudos diferentes e entrar a duplicar na
analise. O segundo critério foi usado para garantir a comparabilidade genémica, mesmo

se a informacdo clinica pudesse nao ter sido recolhida.

4.4 Variaveis

Para se atingir os objetivos foram definidas 10 variaveis: Estadio, Idade, Ganglios
positivos, ganglios examinados, GUCY2C, AKT, PTEN, PRKG2, KRAS e BRAF. Sendo
classificadas do seguinte modo:

e Variaveis quantitativas nominais:

o Mutacdes dos genes GUCY2C, AKT, PTEN, PRKG2, KRAS e BRAF -
Usando as seguintes categorias de acordo com o tipo de mutacdo
indicada pela base de dados: Sem mutacdo, missense, honsense, splice,
Deep Del, amplificagcdo, homodelecéo e truncada.

e Variavel quantitativa ordinal: Estadio — Usando as seguintes categorias de
acordo com a AJCC/UICC (Referéncia): LIl e IV
¢ Variavel quantitativa discreta:
o ldade- Medida em anos completos
o Ganglios examinados — em numeros inteiros

o Ganglios positivos — em nimeros inteiros

4.5 Colheita dos dados

A colheita de dados foi realizada em www.cbioportal.org entre os dias 10 e 13 de abril

de 2023, tendo sido precedida peca selecéo de estudos e casos a colher de acordo com

a descrigdo seguinte.
45.1 Selecdo de estudos
No cBioPortal, foram selecionados os estudos que correspondessem a Bowel existindo

18 estudos referentes a CCR. Foram excluidos 6 estudos os quais eram referentes a
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outros tipos de cancro (cancro de colon, cancro de reto e adenocarcinoma de apéndice).
Dos 12 estudos restantes foram excluidos 2 por possuirem pacientes/amostra em
duplicadas com um terceiro (TCGA, Nature 2012 e TCGA, PanCancer Atlas) e 1 estudo
foi excluido por se tratar apenas de comparacdes entre pacientes com CCR da Africa e
das Américas.

45.2 Selecdo de amostras

Foram selecionadas 3324 amostras a partir dos 12 estudos que faziam parte dos
critérios de inclusdo. Foi entdo efetuada uma Query pela GUCY2C, tendo ai sido
excluidas 832 amostras porque ndo possuiam o perfil dos genes deste estudo. Das 2492
amostras de doentes com CCR selecionou-se um total de 209 amostras que possuiam
informacgéo gendmica de todos os genes em andlise, como se observa na Fig. 5.5.1.

+6 foram excluidos por néo se tratarem de
CCR

2 Foram excluidos por duplicata

+1 estudo foi excluido por se tratar de
comparacao

*832 amostras foram
9 estudos excluidas por ndo possuir o
) perfil dos genes estudados

» Com 2492 amostras incluidas

Figura 5.4.1 Fluxograma da colheita de dados de amostras de pacientes

As variaveis foram todas analisadas e os dados colhidos e organizados numa tabela de
Microsoft Office Excel para Office 365, no qual os dados foram agrupados de acordo

com as variaveis previamente descritas.
4.6 Tratamento estatistico

Para o tratamento estatistico dos dados e para caracterizar a amostra do estudo, os

dados foram analisados estatisticamente usando o software estatistico SPSS v27, foi
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realizada estatistica descritiva (frequéncia e frequéncias relativas apresentadas em
tabelas e histogramas) para analisar e agrupar as variaveis do estudo. Com o intuito de
comparar as relacbes entre os diferentes perfis genébmicos e as variaveis clinicas, foi
realizada estatistica inferencial através de testes de Qui-quadrado de Pearson, pois

foram comparados dados categoriais em mais de dois grupos.

4.8. Consideracdes éticas e legais

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica da Escola Superior de Tecnologia da
Saude com a referéncia CE-ESTeSL-N°. 23-2023. Sendo um projeto em que néo foram
utilizadas amostras bioldgicas de individuos, mas sim dados de pessoas anénimas em
base de dados publicas, estando garantido o direito a confidencialidade e anonimato
dos participantes garantindo os principios de ética de acordo com a Declaracdo de

Helsinquia e Convencéo de Oviedo.

5. Resultados

5.1 Estatistica descritiva dos doentes com CCR

Na tabela 5.1, segue a estatistica descritiva da amostra do estudo em percentagem, em
que foram observados um maior nimero de casos em idades entre 60 e 80 anos. Para
além disso, o estadio mais frequente foi o IV e houve mais casos onde nao houve

ganglios examinados.

27



Tabela 5.1 Caracteristicas da amostra de estudo

Casos Percentagem
20-40 19 9%
40-60 78 37%
60-80 95 45%
Idade Maiores de 80 12 6%
Sem 5 2%
informacgao
Total 209 100%
| 13 6%
] 57 27%
1] 38 18%
v 94 45%
Estadio Sem 7 4%
informacgao
Total 209 100%
0a20 18 9%
20a40 29 14%
A1 40 a 60 6 3%
Ganglios
examinados Sem 156 75%
informacgao
Total 209 100%
0a5 204 98%
6al0 3 1%
11a15 2 1%
Ganglios positivos . s . Y e
informacao
Total 209 100%

Com o histograma, e possivel ver que o maior numero de casos se encontra no estadio

IV, como podemos ver na Figura 5.2.
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Histograma

Frequéncia

1 2 3 4

Estadio quatro fases

Figura 5.1 Histograma estadio em quatro fases de doentes com CCR.

Com o histograma, e possivel ver que a frequéncia de idade e maior entre 40 e os 70
anos, como podemos ver na Figura 5.3.

Histograma

30

20

Frequéncia

20 40 0] a0

Idade ao Diagnostico

Figura 5.2 Histograma da idade dos doentes com CCR.
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Na tabela 5.2 pode-se observar a quantidade de casos em cada tipo de mutacdo em
cada gene, onde a mutacao mais frequente em todos os genes foi a missense e a menos
frequente foi a homodele¢do em todos os genes. Em relacdo aos genes, 0 gene menos
mutado foi o PRKG2 e 0 mais mutado o KRAS.

Tabela 5.2 Quantidade de amostras em cada tipo de mutacéo

GUCY2C AKT PTEN PRKG2 KRAS | BRAF*
Sem mutagao 165 193 188 206 138 182
Missense 28 12 8 1 69 25
Nonsense 0 3 0 1 0
Amplificagao 2 0 0 1 0
Deep Del 1 5 0 0 0
Truncada 13 0 0 0 0 0
Splice 1 0 2 2 0 0
Homodelegao 2 0 0 0 0 0
Mais de uma 0 1 3 0 0 1
mutacao
Total de 44 16 21 3 71 26
mutacao

* possui uma amostra mutada com um FS DEL.

5.2 Estatistica inferencial dos doentes com CCR

Para a estatistica inferencial foi realizada para cada gene um gréfico de barras entre o
estadio do CCR com a presenca/auséncia de mutagdo. Com um teste de qui-quadrado,
como forma de verificar se a presenca de mutacdo de cada gene estava associada com

0 momento do estadiamento do CCR.

5.2.1 Estatistica GUCY2C

No caso da GUCY2C foi verificado através do gréfico de barras que o maior nUmero de

casos de mutacao estava presente em estadios iniciais (Fig.5.4).
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Figura 5.3 Relagdo da mutagdo da GUCY2C com o estadio em quatro fases.

Em seguida o teste de qui-quadrado de Pearson verificou um valor de p igual a
3,7359x10-® que demostra que existe uma associacdo estatisticamente significativa

entre a presenga de mutacao e os estadios inicias do CCR.

5.2.2 Estatistica AKT

No caso da AKT foi verificado através do gréafico de barras que o maior nimero de casos

de mutacao estava presente em estadios iniciais (Fig. 5.5).

Grafico de barras

100 Mutagéo de
AKT
dicotomizada

W Mo mutation
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40
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Estadio | Estadio Il Estadio Ill Estadio IV

Estadio quatro fases

Figura 5.4 Relacdo da mutacdo da AKT com o estadio em quatro fases.
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Em seguida o teste de qui-quadrado de Pearson verificou um valor de p igual a
0,026374, que demostra que existe uma associacao estatisticamente significativa entre

a presenca de mutacao e os estadios inicias do CCR.

5.2.3 Estatistica PTEN

No caso da PTEN foi verificado através do gréfico de barras que o maior nimero de
casos de mutacao estava presente em estadios avancados (Fig. 5.6).

Grafico de barras
100 Mutacéo de
PTEN
dicotomizada

B Mo mutation

- B Mutation

80

Contagem

40

20

Estadiol Estadio |l Estadio lll Estadio IV

Estadio quatro fases
Figura 5.5 Relagdo da mutag@o da PTEN com o estadio em quatro fases.

Em seguida fizemos o teste de qui-quadrado de Pearson no qual verificamos um valor
de p igual a 0,912431 o que demostra que ndo possui relacdo estatisticamente

significativa entre a presenca de mutagéo e os estadios inicias do CCR.

5.2.4 Estatistica PRKG2

No caso da PRKG2 foi verificado através do grafico de barras que os Unicos casos de
mutacdes estavam presentes em estadio Il (Fig. 5.7).
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Figura 5.6 Relacdo da mutagdo da PRKG2 com o estadio em quatro fases.

Em seguida fizemos o teste de qui-quadrado de Pearson no qual verificamos um valor
de p igual a 0,032300 o que demostra que existe relacdo estatisticamente significativa

entre a presenga de mutacao e os estadios inicias do CCR.

5.2.5 Estatistica KRAS

No caso da KRAS foi verificado através do gréafico de barras que o maior nimero de

casos de mutacdo estava presente em estadios avancados (Fig. 5.8).

Grafico de barras
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Figura 5.7 Relagao da mutagdo da KRAS com o estadio em quatro fases.
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Em seguida fizemos o teste de qui-quadrado de Pearson no qual verificamos um valor
de p igual a 0,011050 o que demostra que existe relacdo estatisticamente significativa

entre a presenca de mutacao e os estadios inicias do CCR.

5.2.6 Estatistica BRAF

No caso da BRAF foi verificado através do grafico de barras que o maior nimero de

casos de mutacdo estava presente em estadios avangados (Tabela 5.9).

Grafico de barras
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Figura 5.8 Relacao da mutagdo da BRAF com o estadio em quatro fases.

Em seguida fizemos o teste de qui-quadrado de Pearson no qual verificamos um valor
de p igual a 0,626298 o que demostra que ndo existe relacdo estatisticamente

significativa entre a presenca de mutagéo e os estadios inicias do CCR.

5.3 Estatistica da relagdo mutacional da GUCY2C com cada gene

5.3.1 Relagdo com AKT

O grafico abaixo demostra que a mutacdo da AKT acontece de forma indiferente a
mutacdo de GUCY2C, sendo que o nimero de casos de AKT ndo mutado e maior

guando a GUCY2C também nado esta mutada (Fig. 5.10). Entretanto o teste de qui-
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quadrado de Pearson teve um valor de p igual a 0,106914 o que demostra que ndo

existe relagdo estatisticamente significativa entre as mutagfes de AKT e GUCY2C.

Grafico de barras
Mutagao de
AKT
dicotomizada

W No mutation
W Mutation

Contagem
8
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Mutagdo de GUCY2C dicotomizada
Figura 5.9 Relacao entre a mutacao da GUCY2C e da AKT

5.3.2 Relagdo com PTEN

O gréfico abaixo demostra que a mutagdo da PTEN acontece de forma indiferente a
mutagédo de GUCY2C, sendo que o numero de casos de PTEN ndo mutado e mutado e
maior quando a GUCY2C ndo esta mutada (Fig. 5.11). Entretanto o teste de qui-
quadrado de Pearson teve um valor de p igual a 0,416101 o que demostra que ndo

existe relaco estatisticamente significativa entre as mutacdes de PTEN e GUCY2C.
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Figura 5.10 Relagéo entre a mutagdo da GUCY2C e da PTEN
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5.3.3 Relagdo com PRKG2

O grafico abaixo demostra que a mutacdo da PRKG2 acontece de forma dependente
da mutagcédo de GUCY2C, sendo que os casos de PRKG2 mutado acontecem quando a
GUCY2C esta mutada (Fig. 5.12). Devido a isso, o teste de qui-quadrado de Pearson
teve um valor de p igual a 0,000360 o que demostra que existe relacdo estatisticamente
significativa entre as mutacdes de PRKG2 e GUCY2C, quase impossivel ndo haver
relacéo.

Grafico de barras
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Mutagao de GUCY2C dicotomizada

Figura 5.11 Relacéo entre a mutagdo da GUCY2C e da PRKG2

5.3.4 Relagdo com KRAS

O gréfico abaixo demostra que a mutagdo da KRAS acontece de forma indiferente a
mutagdo de GUCY2C, sendo que o numero de casos de KRAS mutado acontece com
a GUCY2C mutada ou nao, além disso o0 KRAS mutado e ndo mutado e maior quando
a GUCY2C nao esta mutada (Fig. 5.13). Entretanto o teste de qui-quadrado de Pearson
teve um valor de p igual a 0,570402 o que demostra que ndo existe relacédo

estatisticamente significativa entre as mutaces de KRAS e GUCY2C.
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Figura 5.12 Relacao entre a mutacao da GUCY2C e da KRAS

5.3.5 Relagdo com BRAF

O gréfico abaixo demostra que a mutacdo da BRAF acontece de forma indiferente a
mutagdo de GUCY2C, sendo que o numero de casos de BRAF mutado acontece com
a GUCY2C mutada ou nao, além disso o BRAF mutado e ndo mutado e maior quando
a GUCY2C nao esta mutada (Fig. 5.14). Entretanto o teste de qui-quadrado de Pearson
teve um valor de p igual a 0,034119 o que demostra que ndo existe relagédo
estatisticamente significativa entre as mutacées de BRAF e GUCY2C, sendo a BRAF
um gene relacionado mais independente.
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Figura 5.13 Relacéo entre a mutacdo da GUCY2C e da BRAF
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6. Discussao

6.1 A relacéo entre a guanilato ciclase 2C e o estadio do CCR

A estatistica descritiva revelou que o tipo de mutacdo mais comum foi a missense
embora o maior nimero de casos tenha associacdo com a GUCY2C ndo mutada.
Através da analise estatistica, foi observado que a presenca de mutacdo da GUCY2C
esta mais relacionada aos estadios mais iniciais do cancro colorretal (ou estadio loco-
regional), o que pode indicar que a mutacdo de GUCY2C parece abrandar a progressao
do cancro colorretal, ou seja, 0s pacientes com esse gene mutado levam mais tempo
para metastizar, Achado este que corrobora com a literatura do CCR, uma vez que,
diversos estudos de diferentes autores verificaram que a GUCY2C perde seus ligantes
nas fases iniciais da tumorigénese (3,8,9,22). Este facto indica que mais estudos de
bancada devem ser feitos com linhas celulares onde a mutacdo da GUCY2C pode
ajudar a aumentar o tempo até a metastase ou com murganhos com tumores com ou
sem GUCY2C e observar se influencia a taxa de metastizagao(8).

Para além disso, os resultados sugerem que as mutagbes da GUCY2C como
biomarcador prognéstico, por se tratar de um gene cuja mutacao esta relacionada com
aumento do tempo até metastase. Embora apenas o estudo de Jimenez-Luna et al pode
comprovar a GUCY2C como um biomarcador prognostico, os estudos recentes o

apontam como biomarcador preditivo(9,10,22)

6.2 A relacédo do estado mutacional da guanilato ciclase 2C com genes de
outras vias.

Segundo as estatisticas a AKT, PTEN, KRAS e BRAF ndo possuem qualquer relagédo
com o estado mutacional da GUCY2C, conforme visto nas figuras 5.10,5.11 ,5.13 e 5.14,
0 que nos sugere que que nao ha relacdo entre as mutagdes, 0 que nao quer dizer que
ndo haja uma relagédo entre as vias. Embora as mutagdes segundo este estudo néao
possuam relacao, a literatura do CCR aponta para uma relacéo entre essas vias como
podemos identificar em diversos estudos, o que abre a possibilidade para a realizagéao
de mais estudos que visam encontrar relagdo ou ndo entre essas vias (23)

Também foi verificado que o estado mutacional do PRKG2 tem relagdo com o estado
mutacional da GUCY2C, mas como existem apenas 3 casos com mutacdo em PRKG2

pode ser que esta relacdo ndo seja muito relevante, pois as 3 mutacdes de PRKG2 eram
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coincidentes com tumores com mutacdo da GUCY2C. No entanto € um tumor com muito
poucas as mutacBes nesta série, podendo relevar a sua importancia para a
tumorigénese. Este Ultimo achado ainda pode ser um excelente tépico para um estudo
futuro com uma populacdo maior e mais especifica.

Com isso foi possivel estabelecer algumas relacdes entre a GUCY2C e suas vias e
genes mais diretamente relacionados, embora seja preciso ainda mais estudos para

fazer relacdes mais fortes.

6.3 Limitacdes

Apesar da grande quantidade de informagéo qualificada na base de dados da cBioportal,
ainda é recorrente o problema de falta de alguns tipos de dados, o que muitas vezes
prejudica no achado de conclusdes mais concretas a respeito do CCR e outros tipos de
cancros.

A falta de informacéo curada a respeito dos ganglios, tanto examinados como positivos,
nas bases de dados foi o principal fator que limitou as analises estatisticas e possiveis
relagcbes que poderiam surgir deste estudo. Outra limitagdo deste trabalho foi o baixo
namero de casos mutados de PRKG2 que impediu a confirmacdo das possiveis

relagdes.

7. Conclusao

Como é sabido, o CCR é hoje uma doenca muito frequente e com altas taxas de
mortalidade em todo mundo (3). Por este facto a procura por novos marcadores
moleculares como forma de encontrar um tratamento mais preciso se tornou
extremamente relevante (4,5) .

Conclui-se também que GUCY2C proteger da progressao do CRC, além de estar
relacionada com os estagios iniciais do CCR, e embora seja necessaria mais
investigacao, esta concluséo pode apontar no sentido de desenvolver um biomarcador
que poderia levar a uma terapéutica que ajudasse a aumentar ainda mais a sobrevida

da doenca.
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