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Resumo

O carcinoma colorretal (CCR) € uma neoplasia maligna comum e uma das
principais causas de morte em humanos. Sua patogénese molecular é
heterogénea e afeta vdarios genes. A instabilidade genémica € um aspecto
chave da carcinogénese do CCR e esta infimamente ligada a resposta ao
dano do DNA (DDR). As vias de reparo estdo intrinsecamente associadas ao
desenvolvimento do cdncer. Novas evidéncias mostram que o CCR do lado
esquerdo e do lado direito tém diferencas clinicas e pré-clinicas. Este estudo
teve como objetivo investigar o impacto dos perfis tfranscricionais de DDR na
sobrevida em diferentes sub-localizacdes do cdlon e do reto. Regressdo de
Cox, andlise de sobrevivéncia e expressdo génica diferencial foram usadas. O
CRC do lado direito (RSC) teve a expressdo génica de DDR associada a um
maior risco de morte, enquanto o CRC do lado esquerdo (LSC) e o cdncer
retal tiveram a maior expressdo génica associada a um risco menor. Todos os
genes de DDR significativos tiveram menor expressdo associada a melhor
sobrevida em RSC, ao contrdrio de LSC e reto. Nossos resultados demonstram
gue RSC ¢é diferente de LSC e reto, que possuem perfis de expressdo de DDR

semelhantes.

Palavras-chave: cdncer colorretal, lateralidade, reparo de DNA, expressdo

génica, sobrevida, risco de morte



Abstract

Colorectal carcinoma (CRC) is a common malignancy and a major cause of
death in humans. Its molecular pathogenesis is heterogeneous and affects
various genes. Genomic instability is a key aspect of CRC carcinogenesis and
closely linked to DNA damage response (DDR). Repair pathways are intrinsically
associated with cancer development. New evidence shows that left-sided and
right-sided CRC have clinical and preclinical differences. This study aimed to
investigate the impact of transcriptional DDR profiles on survival in different
colon and rectal sub-locations. Cox regression, survival analysis, and differential
gene expression were used. Right-sided CRC (RSC) had DDR gene expression
associated with a higher risk of death, while left-sided CRC (LSC) and rectal
cancer had most gene expression associated with a lower risk. All significant
DDR genes had lower expression associated with better survival in RSC, unlike
LSC and rectum. Our results demonstrate that RSC is distinct from LSC and

rectum, which have similar DDR expression profiles.

Keywords: colorectal cancer, laterality, DNA repair, gene expression, survival,
risk of death



Infroducdo
1. Cancer colorretal

1.1 Epidemiologia

Os cé@nceres de codlon e reto sdo a terceira malignidade mais comum
em todo o mundo, com mais de 1 milhdo de novos casos diagnhosticados a
cada ano. O carcinoma colorretal (CCR) € o terceiro com mais casos € o
segundo em nUmero de mortes no mundo (Cancer (IARC)n.d.; Figuras 1 e 2).
Em 2022, cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cdncer (18,1 milhdes
excluindo cancer de pele ndo melanoma) e quase 10,0 milhées de mortes por
cancer (9,92 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) ocorreram no
mundo. O cancer de mama feminino ultrapassou o cdncer de pulmdo como
o cAncer mais comumente diagnosticado, com uma estimativa de 2,3 milhdes
de novos casos (11,7%), seguidos por cancer de pulmdo (11,4%), colorretal

(10,0%), prostata (7,3%) e estbmago (5,6%) (Sung et al., 2021).
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Figura 1. Distribuicdo de casos e obitos para os 10 principais canceres mais
comuns em 2020 para ambos os sexos ho mundo. Adaptado de Sung et al.,

2021.
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Figura 2. Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no
Brasil estimados para 2020 por sexo, exceto pele nado melanoma. INCA, 2019.



1.2 Biologia molecular do CCR

Tanto os CCRs familiares quanto os esporadicos compartiiham uma série
de mutacdes e oufras caracteristicas moleculares (Norris et al.,, 2015). A
patogénese molecular do CCR € heterogénea e pode afetar varios genes,
seguindo uma sucessdo mutagénica, fraduzida em uma sequéncia
morfolégica, comecando com a formacdo do adenoma e culminando no
carcinoma (Testa et al., 2018). Os principais drivers de CCR sdo mutacdes nos
genes BRAF, NRAS e KRAS e Instabilidade de Microssatélites (MSI), enquanto
Subtipos Moleculares de Consenso (CMS) (Guinney et al., 2015) representam
marcadores gendmicos para novas classificacoes de subtipos de CCR (Tabela
1). O sistema de classificacdo CMS € usado principalmente em pesquisa para
entender melhor a heterogeneidade molecular do cdncer colorretal e para
identificar potenciais alvos terapéuticos. No entanto, hd um interesse
crescente na aplicacdo clinica do CMS para ajudar a orientar as decisdes de
tfratamento e prever os resultados dos pacientes. A instabilidade de
microssatélites (MSI) € um tipo de alteracdo genética que ocorre quando o
comprimento das sequéncias de DNA chamadas microssatélites, que sdo
trechos repetitivos de nucleotideos, € alterado devido a defeitos na
magquinaria de reparo de malpareamento. Além disso, a instabilidade
gendmica é reconhecida como uma parte importante da carcinogénese do

CCR e esta intimamente ligada d resposta ao dano do DNA.



Tabela 1. Proposta de taxonomia do cancer colorretal, refletindo diferencas
bioldgicas significativas nos subtipos moleculares consenso baseados na
express@o génica.

CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
MSI imunitdrio Candnico Metabdlico  Mesenquimal
14% 37% 13% 23%
Status MSI
MSI, CIMP alto, misturado,
hipermutacdo YENA elie SCNA baixo, YENA el
CIMP baixo
Mutacoes de Mutacoes de
BRAF KRAS
Infiltracdo
Inglgzgg%%e Ativacdo de  Desregulacdo q E\fgog]ooge
. ica WNT e MYC metabdlica ¢
imunitdria TGF-B,

Pior sobrevida
apods recidiva

angiogénese

Pior sobrevida
geral e sem
recidiva

CIMP, fendtipo metilador de ilhas CpG (do inglés CpG island methylator
phenotype); MSI, Instabilidade de microssatélites (do inglés microsatellite
instability); SCNA, alteracdes somdticas de niUmero de cdédpias (do inglés somatic
copy number alterations).

1.3 Lateralidade

Nos Ultimos anos, também foi reconhecido que nem todos os cdnceres
de codlon sdo iguais. Uma caracteristica distintiva chave pode ser a
lateralidade (lado direito versus lado esquerdo). Essa distincdo é baseada

tanto na origem embriolégica diferencial (o cdlon direito originando-se do



infestino médio, enquanto o codlon esquerdo originando-se do infestino
posterior) quanto no suprimento vascular (o colon direito € suprido pela artéria
mesentérica superior, enquanto o cdolon esquerdo & suprido pela artéria
mesentérica inferior) do cdlon direito e esquerdo (Figura 3). Além disso, outros
estudos demonstraram uma variedade de diferencas genéticas e histologicas
notdaveis entre os c@nceres de colon direito e esquerdo (Nawa et al., 2008).
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Figura 3. Representagdo da vascularizagdo do célon e do reto. (Blood Supply
to the Colon and Rectum - UpToDate, n.d.)

O cdancer colorretal se origina do tecido epitelial do cdlon e pode se
desenvolver no lado direito ou esquerdo do cdlon. Dependendo da posicdo,
os CCRs se comportam de forma diferente em termos de progressdo da
doenca e sobrevida global. A diferenca enfre esses tumores pode ser

atribuida & origem anatbmica e de desenvolvimento, ou fatores



carcinogénicos distintos (como diferenca na populacdo bacteriana nos dois
lados do codlon, ou exposicdo a nutrientes e dcidos biliares distintos) ou uma

combinacdo desses fatores (Glebov et al., 2003).

O CCR ¢é ftradicionalmente tratado como uma doenca coesa,
especialmente em estudos pan-cancer (Y. Zhang et al., 2022). Trabalhos mais
recentes separam coélon e reto, por suas diferencas acentuadas na sobrevida
em curto prazo, complicacdes, recorréncia e resposta aos tratamentos (van
der Sijp et al., 2016). Novas evidéncias mostram que o CCR do lado esquerdo
e direito apresentam diferencas observadas em ambientes clinicos, bem
como em estudos pré-clinicos, incluindo risco de metdstase (Benedix et al.,
2010; Vatandoust et al., 2015), resposta a terapia (Benavides et al., 2019),
imunogenicidade (Baek, 2019), histologia (Nawa et al.,, 2008), incidéncias
relacionadas ao sexo e a idade (lacopetta, 2002), e composicdo imunitdria
do microambiente tumoral (Takasu et al., 2020). Como se pode observar, as
principais diferencas descritas até o momento dizem respeito ao
comportamento clinico ou as caracteristicas histopatoldgicas dos tumores.
Além disso, a literatura diverge sobre o impacto da lateralidade na expressdo
génica, resposta a fdrmacos e sobrevida de pacientes com CCR. Além disso,
O panorama transcricional das vias de resposta a danos no DNA (DDR) e suas
implicacdes clinicas de progndstico ainda ndo foram exploradas levando-se

em consideracdo a lateralidade.



2.  Vias de Resposta ao Dano de DNA

O reparo de danos no DNA € um mecanismo importante que ajuda a
manter a estabilidade do genoma e prevenir o desenvolvimento do cdncer e
outras patologias. As vias de resposta a danos no DNA (DDR) estdo
intrinsecamente associadas ao desenvolvimento do cdncer e sua
desregulacdo gera taxas elevadas de mutacdo, aumento da instabilidade
gendmica e aumento da heterogeneidade infratumoral (Burrell et al., 2013;
Chae et al., 2016). Uma das principais maneiras pelas quais os danos ao DNA
contribuem para o c@ncer é levando a mutagcdes nos genes que regulam o
crescimento e a divisdo celular. Essas mutacdes podem fazer com que as
células se dividam e crescam descontroladamente, levando a formagdo de
tumores. Além disso, o dano ao DNA também pode interromper o
funcionamento normal das vias de reparo do DNA, levando a um acumulo de
danos ndo reparados no DNA (Figura 4). Isso pode desencadear um processo
chamado instabilidade gendmica, que se caracteriza por um aumento na
frequéncia de mutacdes e anormalidades cromossdémicas nas células. Essa
instabilidade genémica pode contribuir para o desenvolvimento e progressdo
do cdncer. No CCR, as vias DDR desempenham um papel importante tanto
na carcinogénese quanto na resposta a terapia (ljsselsteijn et al., 2020; Reilly

et al., 2019).
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Figura 4. Esquema de fontes de dano ao DNA, tipos de lesoes e vias de
resposta ao dano de DNA. Adaptado de (Bourré, L., 2020).

O uso de biomarcadores moleculares no estadiamento do cdncer
colorretal é limitado, levando a diagndsticos e tratamentos incorretos.
Biomarcadores baseados em reparo de DNA mostram potencial como

ferramentas diagndsticas e terapéuticas (Laporte et al., 2018).

As secdes a seguir frazem uma breve descricdo das vias de reparo de

dano ao DNA abordadas neste estudo.



2.1 Reparo de Malpareamento (MMR)

O sistema de reparo de malpareamento (MMR, do inglés Mismatch
Repair) € uma importante via que funciona na manutencdo da integridade
gendbmica. Estd envolvido na recombinacdo mitdtica e meidtica, apoptose,
rearranjo do gene da imunoglobulina, hipermutacdo somdatica e outros
processos (Olave & Graham, 2022). © MMR funciona reconhecendo a base
incompativel e removendo o nucleotideo incorreto da fita de DNA recém-
sintetizada. O nucleotideo correto € entdo inserido na posicdo correta pela
DNA polimerase (Figura 6). As principais proteinas envolvidas no MMR s&o os
homologos de MutS (MSH) e os homdlogos de Mutl (MLH). Em humanos,
existem quatro homodlogos de MutS: MSH2, MSH3, MSH6 e MSH4/MSHS5, e trés
homologos de MutL: MLH1, PMS2 e MLH3 (Muthye & Lavrov, 2021). Em geral, os
homologos MutS reconhecem e se ligam 4 base incompativel, enquanto os
homodlogos MutL facilitam o processo de reparo a jusante, incluindo a
remocdo e substituicdo do nucleotideo incorreto (Qiu et al., 2015). As
interacdoes entre as proteinas MSH e MLH sdo essenciais para o bom
funcionamento da via MMR. Deficiéncias no MMR ddo origem da
hipermutabilidade e ao fenbmeno chamado instabilidade de microssatélites
(MSI, do inglés Microsatelite Instability). MMR promove um DDR mediado por
uma quinase de sinalizacdo, ATM e a ATM relacionada a Rad3 (ATR), em
resposta a vdarios tipos de danos ao DNA, incluindo alguns encontrados em

regimes de quimioterapia amplamente utilizados (Li et al., 2016).
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Figura 4. Principais caracteristicas da via de reparo de malpareamento e seus
sensores de lesdo, proteinas mediadoras e proteinas efetoras. Adaptado de
(R. Huang & Zhou, 2021).

MSI estd associada a um maior risco de cancer colorretal, bem como
outros tipos de cancer. De fato, estima-se que cerca de 15-20% dos canceres
colorretais sdo MSI-alto (MSI-H) e sdo causados por um defeito na via MMR
(Zeinalian et al., 2018). Esses cAnceres sGo caracterizados por um alto nUmero
de mutacdes em genes como TGF-beta, BAX e p53, que estdo envolvidos na

proliferacdo celular, apoptose e reparo do DNA.

O caéncer colorretal MSI-H tende a ter melhor progndstico do que outros
subtipos de cdncer colorretal, pois € menos provdavel que metastatize e
responda bem d imunoterapia (Ozcan et al., 2018). No entanto, os
mecanismos pelos quais o cdncer colorretal MSI-H se desenvolve e progride

ndo sdo totalmente compreendidos, e mais pesquisas sao necessArias para



entender completamente a relacdo enfre reparo de malpareamento de

DNA, instabilidade de microssatélites e cncer colorretal.

2.2 Reparo por Excisdo de Bases (BER)

O reparo por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair)
corrige principalmente danos no DNA originados por processos de oxidacdo,
desaminacdo e alquilacdo. Tais lesdes de base causam uma pequena
distorcdo na estrutura da hélice do DNA (Grundy & Parsons, 2020). O BER
(Figura 7) ¢ iniciado por uma glicosilase de DNA que reconhece e remove a
base danificada, deixando um sitio abdsico que é processado posteriormente
por uma via curta de reparo (short- patch) ou via longa de reparo (long-
patch) que usa amplamente diferentes proteinas para completar o reparo
(Zhao et al., 2021). SGo conhecidas pelo menos 11 glicosilases de DNA distintas
em mamiferos, cada uma reconhecendo algumas lesdes frequentemente
relacionadas com alguma sobreposicdo em especificidades (Krokan & Bjards,
2013). As AP endonucleases clivam o backbone do DNA no local da lesdo,
facilitado pela proteina APET em humanos. Além disso estdo envolvidas a DNA
polimerase, que preenche a lacuna usando a fita infacta como molde,
facilitada pela Polimerase beta (POLB) em humanos e a ligase que, liga a fita
recém-sintetizada a fita quebrada, facilitada pela Ligase Il em humanos
(Grundy & Parsons, 2020). Um exemplo de DNA dglicosilase € a 8-oxoguanina
DNA dlicosilase (OGG1), que reconhece e remove especificamente a 8-
oxoguanina causada pelo estresse oxidativo. O uso de BER como alvo

terapéutico?¢ tem sido uma estratégia interessante para sobrecarregar as



células cancerigenas com danos no DNA, melhorar a eficacia da radioterapia
ou quimioterapia, ou contribuir em uma combinacdo letal com uma
mutacdo/perda de funcdo especifica das células do céncer através da

letalidade sintética (Grundy & Parsons, 2020).

ROS
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l DNA glycosylase

|

long-patch BER short-patch BER

Figura 7. Principais caracteristicas da via de reparo por excisdo de bases e
seus sensores de lesdo, proteinas mediadoras e proteinas efetoras. ROS =
espécie reativa de oxigénio. Adaptado de (Biedermann et al., 2011).

O papel do BER no CCR foi objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa
(Leguissamo et al. (2017) e Vodicka et al. (2018). Ambos os estudos apontam
para a influéncia significativa de BER em caracteristicas tumorais, prognostico,
e resposta a quimioterapia. Leguissamo e colaboradores identificaram que o
aumento na expressdo de genes e proteinas de BER estd associado a
caracteristicas tumorais mais agressivas e desfechos piores no CCR. Além
disso, desequilibrios em BER, como a superexpressdo de MPG, foram capazes
de sensibilizar células de céncer de colon deficientes em MMR ao 5-FU e TMZ,

o0 que levou a deplecdo de ATP e acumulo de lactato. Isso sugere que a



alteracdo do reparo de DNA e metabolismo, especificamente através da
superexpressdo de MPG, pode ser uma estratégia potencial para superar a

resisténcia quimioterapéutica ao 5-FU em CCR com deficiéncia de MMR.

Vodicka et al. (2018), por outro lado, focaram na capacidade de reparo
de DNA por BER como um fator que pode afetar o progndstico do paciente e
a resposta a quimioterapia. Seus resultados indicam que BER em mucosa
adjacente ndo maligna estava positivamente associado & sobrevida global
(P = 0,007) e a sobrevida livre de recidiva (P = 0,04). Além disso, em andlise
multivariada, bons respondedores a terapia nos estagios Il e lll do TNM com
expressdo de BER elevada em mucosa apresentaram melhor sobrevida geral.
Ainda mais, a sobrevida geral desses pacientes foi ainda melhor na presenca
de uma expressdo de BER diminuida no tecido tumoral. Isso sugere que o nivel
de BER pode estar associado a sobrevida dos pacientes, representando um
potencial biomarcador progndstico, Util para a previsdo da resposta ¢ terapia

e abordagem individualizada para pacientes.

2.3 Reparo por excisdo de nucleotideos (NER)

O reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do inglés Nucleotide
Excision Repair) € uma via importante para lidar com adutos volumosos
induzidos por diferentes agentes ambientais. Estes adutos podem ser produtos
quimicos como agentes intercalantes, radiacdo ultravioleta e outros
mutagénicos. O NER elimina essas lesdes de DNA ndo necessariamente
estruturalmente relacionadas por meio de uma reacdo multiplataforma do

tipo "cortar e remendar”. As duas subvias do NER, reparo global do genoma



(GGR - Global Genome Repair) e reparo acoplado a transcricdo (TCR -
Transcription Coupled Repair), diferem nos modos de reconhecimento dos
danos (X. Zhang et al., 2022). A subvia do GG - NER previne a mutagénese ao
sondar o genoma em busca de lesdes que distorcem a hélice, enquanto o TC-
NER remove as lesdes que blogueiam a transcricdo para permitir a expressdo
génica, evitando assim a morte celular (Marteijn et al., 2014). As principais
proteinas envolvidas no NER sdo XPA, XPB e XPD (helicases que separam a
dupla hélice de DNA no local danificado), XPG (uma endonuclease que cliva
a fita de DNA), TFIIH (um complexo proteico que funciona na transcricdo e
reparo do DNA), XPC-hHR23B (proteinas responsdaveis por reconhecer e iniciar
o processo de reparo), XPE e XPF (endonucleases que clivam a fita de DNA),
DNA polimerase e ligase (Figura 8). A XPA reconhece e se liga ao local

danificado, facilitando o recrutamento de outros fatores de reparo.
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Figura 8. Principais caracteristicas da via de reparo por excisdo de
nucleotideos e seus sensores de lesdo, proteinas mediadoras e proteinas
efetoras. Adaptado de (Wang et al., 2018).

Alguns estudos buscaram elucidar os efeitos de NER do CCR. O estudo
de Ye et al. (2022) explora a capacidade reduzida de reparo por NER devido
a variantes genéticas e seu possivel papel na suscetibilidade ao cdancer.
Através de uma meta-andlise, os autores descobriram que variantes em genes
ERCCI1 (rs11615 e rs3212986), ERCC2 (rs1799793) e ERCCS5 (rs17655) estavam
associadas a suscetibilidade ao cancer colorretal (CCR). Descobriu-se que a
variante rs11615 no gene ERCCI1 diminuiu o risco de CCR, enquanto as
variantes rs3212986 em ERCCI1, rs1799793 em ERCC2 e rs17655 em ERCCS
aumentaram o risco de CCR. Os resultados indicam uma associacdo
significativa entre essas variantes genéticas no contexto de vias de reparo de

NER e a suscetibilidade ao CCR, particularmente na populacdo asidtica.

Contrariamente, Melton et al. (2003) ndo encontraram associacoes
significativas entre polimorfismos em genes de reparo de NER (XPD, XPF, XPG,
ERCCI1) e a ocorréncia de CCR. No entanto, uma associa¢cdo fraca, mas
significativa, foi encontrada entre a variante C no gene RR (XRCC3) e o CCR.
Dziki et al. (2018) fornecem mais evidéncias do papel do NER no CCR,
observando uma diminuicdo significativa na capacidade de NER em linfécitos
de pacientes com CCR em comparacdo com individuos sauddveis. Além
disso, identificaram uma associacdo entre o risco aumentado de CCR e

variantes genéticas no gene XPC. Por outro lado, Chang-Claude et al. (2016)



ressaltam que, apesar de uma grande quantidade de estudos conduzidos,
ainda ndo hd conclusdes firmes que possam ser traduzidas para a clinica. Esses
estudos destacam a complexidade e as nuances da inferacdo entre as vias
de reparo do DNA e a suscetibilidade ao CCR, e apontam para a necessidade

de pesquisas adicionais e bem projetadas.

2.4 Reparo de Quebras Duplas

As quebras duplas do DNA sdo um tipo de dano ao DNA que ocorre
quando ambas as fitas da molécula de DNA sdo quebradas. Eles podem ser
gerados por uma variedade de fatores externos, como radiacdo ionizante
(raios X e gama), agentes quimicos ou exposicdo a luz ultravioleta, bem como
por processos celulares s normais, como replicacdo ou estresse oxidativo
(Wright et al., 2018). Existem duas vias principais envolvidas no reparo de
quebras de fita dupla de DNA: recombinacdo homodloga (HR) e juncdo de
extremidade ndo homadloga (NHEJ) (Figura 9). HR usa uma sequéncia de DNA
homdloga como modelo para reparar a quebra, enquanto NHEJ liga
diretamente as extremidades quebradas da molécula de DNA sem a
necessidade de um modelo (Chang et al., 2017; Yamamoto & Hirasawa, 2022).
A escolha entre essas duas vias depende do estdgio do ciclo celular, da
presenca de exiremidades quebradas do DNA e da disponibilidade de um
molde homdlogo. E importante que as células reparem as quebras de fita
dupla do DNA de forma eficaz e eficiente para evitar rearranjos e mutacoes

cromossomicas que podem levar a disfuncdes como o cancer.
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Figura 9. Principais caracteristicas da via de reparo de quebras duplas e suas
proteinas mediadoras e efetoras. Adaptado de (R. Huang & Zhou, 2021).

Avaliando os efeitos das quebras duplas no CCR Pardini et al. (2016)
destacaram a importdncia das variagcdes genéticas nas regides 3' ndo
traduzidas dos genes alvo que podem afetar a ligacdo de microRNAs,
resultfando em expressdo diferencial de proteinas. Eles hipotetizaram que os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos locais de ligacdo do microRNA
(MiRSNPs) nas vias de reparo do DNA podem ser responsdveis por diferencas
interindividuais na capacidade de reparo do DNA e, portanto, afetar a
suscetibilidade ao CCR e o progndstico. Eles analisaram a associagdo de
MIiRSNPs em genes de reparo de DSBs com o risco de CCR e o resultado clinico,
enconfrando uma forte associacdo entre o gendtipo CC de rs2155209 no

MRE1TA e um risco reduzido de CCR.



Tomasini e colaboradores (2021) discutiram como o direcionamento de
genes envolvidos nas respostas ao estresse de replicacdo e no reparo de DSBs
poderia proporcionar novas oportunidades terapéuticas para o fratamento
de CCRs. Eles examinaram a oportunidade de considerar agentes
terapéuticos que visam o reparo do DNA e a resposta ao estresse de
replicacdo do DNA como estratégias para explorar defeitos genéticos ou
funcionais nas vias de resposta ao dano do DNA (DDR) por meio de
mecanismos letais sintéticos, ainda ndo explorados no CCR. Apesar dos
avancos na identificacdo de caracteristicas clinicas e moleculares com
significativo valor progndstico e preditivo em CRC, as opgdes terapéuticas
ainda dependem principalmente de regimes baseados em quimioterapia
convencional. Os autores sugerem que o direcionamento de genes
envolvidos nas respostas ao estresse de replicacdo e reparo de DSBs de DNA,
como MRE11, RAD51, RAD52 e POLQ, pode ser uma estratégia para expandir
o espectro de opcodes terapéuticas sistémicas, adaptando assim o©s
tratamentos de CRC e melhorando o progndstico da doenca.

O estudo de Kato et al. (2015) investigou a sensibilidade de pacientes
com CCR & gquimioterapia em relacdo a expressdo de proteinas de reparo de
quebras duplas. Os pacientes com expressdo negativa de MRE11 e RADS]
tiveram uma reduc¢do significativamente maior no tamanho do tumor e maior
tempo de sobrevida livre de progressdo em comparacdo com 0s CAsos Com
expressdo positiva. Isso sugere que a auséncia de expressdo de proteinas de

reparo de DSB pode ser um indicativo de maior sensibilidade a quimioterapia,



e a presenca dessas proteinas pode ser um Ufil indicador progndstico para
pacientes com CCR.

Sartori (2019) discutiu a importé@ncia de se explorar a capacidade
aumentada de reparo de DSB por células cancerigenas como uma potencial
abordagem terapéutica. Devido ao estresse de replicacdo induzido por
oncogenes e aos defeitos adquiridos nos mecanismos de resposta a danos no
DNA, as células cancerigenas dependem de um reparo eficiente de DSB para
sua sobrevivéncia. Este fator também contribui para a resisténcia & radio e
quimioterapia e, por fim, para a recorréncia do cancer. No entanto, essas
mesmas vulnerabilidades podem ser exploradas terapeuticamente para
matar preferencialmente as células tumorais. Sartori destaca a validagcdo
clinica de tais abordagens, conhecidas como letalidade sintética, em
cdnceres que apresentam mutacdes nos genes supressores de tumor BRCAT
ou BRCA2. O autor também enfatiza a importdncia das abordagens de
tratamento combinado e a letalidade sintética decorrente  das

interdependéncias da via de reparo de DSB.

2.4.1 Recombinacdo Homologa (HRR)

O reparo por recombinacdo homologa (HRR, do inglés Homologous
Recombination Repair) permite que a célula acesse e copie as informacodes
da sequéncia de DNA intacta para reparar danos ao DNA que afetam a outra
fita da dupla hélice. As atividades enzimdaticas necessarias para esse processo
incluem busca de homologia, invasdo da fita de DNA, reparo da sintese de

DNA e restauracdo de cromossomos intactos (Wright et al., 2018). Variantes de



linhagem germinativa na via HR, compreendem pelo menos 10 genes, como
BRCAI, BRCA2, ATM, BARDI, BRIP1, CHEK2, NBS1(NBN), PALB2, RADS5IC e
RADSI1D, os quais levam a suscetibilidade hereditdaria a tipos especificos de
cdancer, incluindo os da mama, ovdarios, prostata e pdncreas (Yamamoto &
Hirasawa, 2022). No geral, a recombinacdo homodloga € uma via dindmica
com mulfiplos infermedidrios metaestdveis e reversiveis projetados para

alcancar o reparo do DNA com alta fidelidade.

Cremolini et al. (2022) abordaram a deficiéncia no HRR (HRD) em CCR.
O estudo envolveu a andlise de sequenciamento de proxima geracdo,
sequenciamento de franscriptoma completo e sequenciamento de exoma
completo de amostras de CCR. Dos 9321 tumores de CCR analisados, 13.6%
foram classificados como HRD e 86.4% como proficiente em recombinacdo
homologa (HRP). Descobriu-se que tumores HRD eram mais frequentes enfre
tumores com alta instabilidade de microsatélites ou reparo de erros de
pareamento deficiente (MSI-H/AMMR) do que em tumores estdveis de
microsatélites ou reparo de erros de pareamento proficiente (MSS/PMMR).
Interessantemente, pacientes com tumores MSS/OMMR e HRD mostraram
maior sobrevivéncia geral em comparacdo com tumores MSS/pPMMR e HRP.
Os autores concluiram que tumores HRD sdo um subgrupo distinto de CCRs
MSS/PMMR com caracteristicas moleculares e progndsticas especificas,
sugerindo a eficdcia potencial de agentes que alvejom o sistema de
recombinacdo homodloga e inibidores de checkpoint imunoldgico neste

subgrupo.



Por outro lado, Liang et al. (2022) investigaram o papel da via de
recombinacdo homologa (HR) na sensibilidade a quimioterapia e prognostico
de pacientes com CCR. O estudo envolveu a coleta de 35 amostras de
pacientes com CCR apds fratfamento com quimioterapia e andlise de dados
de mutacdo e progndstico clinico. Os autores descobriram que pacientes
com tipo mutante de HR (HR-MUT) sGo menos propensos a experimentar
metdstases tumorais apds receber quimioterapia. Além disso, o HR-MUT foi
identificado como um preditor independente do progndstico da
quimioterapia para pacientes com CCR. Andlises de enriquecimento de vias
revelaram que o HR-MUT apresentava uma taxa significativamente menor de
habilidade de reparo de danos no DNA, crescimento tumoral, atividade
metastatica e atividade de metabolismo de dcidos graxos do tumor, embora
sua atividade de resposta imune fosse notavelmente maior. Conclui-se que o
HR-MUT pode ser um marcador relevante para pacientes com CCR
recebendo quimioterapia, uma vez que estd estreitamente relacionado &
melhoria do tempo de sobrevivéncia geral e a reducdo da resisténcia &

quimioterapia.

2.4.2 Unido das Extremidades NGdo Homalogas (NHEJ)

As quebras duplas de DNA sdo o tipo mais perigoso de dano ao DNA
porque podem resultar na perda de grandes regides cromossémicas. Em
todas as células de mamiferos, essas quebras que ocorrem ao longo do ciclo
celular sdo reparadas predominantemente pela via de unido das

extremidades ndo homologas (NHEJ, do inglés Non-Homologous End Joining)



(Scully et al., 2019). As principais proteinas envolvidas no NHEJ sédo Ku70/Ku80,
DNA-PKcs, Ligase IV, XRCC4, Artemis e DNA Ligase Il (Chang et al., 2017).
Ku70/Ku80 formam um complexo que se liga as exiremidades quebradas do
DNA e recruta outros componentes do NHEJ. A DNA-PKcs € uma quinase que
fosforila componentes para promover o processo de reparo. A Ligase |V liga
diretamente as extremidades quebradas do DNA, enqguanto o XRCC4
estabiliza o complexo Ku70/Ku80 e promove a ligacdo mediada pela Ligase
IV. A proteina Artemis estd envolvida no processamento das extremidades do
DNA na NHEJ, e a DNA Ligase lll repara quebras de fita simples no DNA e
também pode participar da via NHEJ. A via NHEJ utiliza proteinas que
reconhecem, cortam, polimerizam e ligam as exiremidades do DNA de
maneira flexivel. Essa flexibilidade permite que o NHEJ funcione em uma
ampla gama de configuracdes de exiremidades, com as juncdes de DNA
reparadas resultantes frequentemente contendo mutacdes (Chang et al.,

2017).

Kim et al. (2005) exploraram a relacdo entre mutacdes de repeticdo
mononucleotideo na codificacdo do gene hRADS0, a formacdo da variante
de splicing hMRE11 mutante, e a deficiéncia de MMR em tumores. As proteinas
hRADS0 e hMRET1 formam um heterotrimero com NBS1, e esse heterotrimero
estd envolvido no reparo de quebra de DNA de dupla fita por recombinacdo
homologa e NHEJ. Seu estudo revelou que as mutacdes dos genes hRADS0 e
hMRE11 em tumores deficientes em MMR estdo relacionadas a defeitos no

NHEJ. Eles descobriram que as linhagens celulares deficientes em MMR com



expressoes reduzidas de hRAD50 e hMRE11 eram mais sensiveis a radiacdo
gama, e essas linhas celulares apresentavam um NHEJ prejudicado. Isso
sugere que mutacoes nos genes hRADS0 e hMRET1 em tumores deficientes em
MMR podem resultar em alteracdes cromossémicas durante a progressdo do

fumor.

Davis et al. (2017) e Wang et al. (2022) exploraram mais profundamente
a dualidade do papel do NHEJ na carcinogénese e no CCR. Davis et al.
observaram que o NHEJ, embora tradicionalmente considerado uma
protecdo confra a instabiidade gendmica, também pode promover a
aberracdo cromossdmica e a instabilidade gendémica, particularmente em
células que tém um defeito em uma das outras vias de reparo do DSB. Isso
levanta a quest@do de como uma Unica via pode tanto suprimir quanto
promover a carcinogénese, com o contexto genético subjacente ditando se
o NHEJ promove ou suprime a carcinogénese e altera a resposta dos tumores
aos terapéuticos convencionais. Wang et al. exploraram o papel da
hipermetilacdo do DNA na patogénese do CCR e identificaram o TBX20 como
um fator de transcricdo que, quando hiporregulado com hipermetilagcdo do
promotor em tecidos de CRC de estdgio inicial, pode resultar em um
prognodstico pobre para pacientes com CRC. Eles descobriram que o TBX20
suprime a proliferacdo celular e o crescimento tumoral, prejudicando o reparo
de quebra dupla fita mediado por NHEJ. Isso sugere que a inibicdo do reparo

de DNA mediado por NHEJ pelo TBX20 pode servir como um potencial



biomarcador para prever o progndstico de pacientes com CRC de estagio

inicial e um alvo terapéutico para terapia combinada.

2.5 Anemia de Fanconi (FA)

A Anemia de Fanconi (FA, do inglés Fanconi Anemia) € uma doenca
autossdmica recessiva causada por defeitos em pelo menos oito genes
distintos FANCA, B, C, D1, D2, E, F e G (Figura 10) (Peake & Noguchi, 2022). O
fendtipo clinico de todos os grupos € semelhante e é caracterizado por
defeitos na medula dsseq, propensdo ao cancer e outros defeitos congénitos
tipicos (Gueiderikh et al., 2022). O principal fendtipo celular € a
hipersensibilidade a danos no DNA, particularmente as pontes intercadeias
(do inglés crosslinks) do DNA (Garcia-de-Teresa et al., 2020). Os mecanismos
de resisténcia a quimioterdpicos variam de pessoa para pessoa e incluem
inativacdo ou efluxo de drogas, alteracdo de alvo, inibicdo da morte celular,
heterogeneidade do tumor e resposta ao dano do DNA (Gottesman, 2002).
Uma causa primdaria da resisténcia a platina, por exemplo, € a restauracdo da
via de reparo a danos no DNA da FA. Durante o tfratamento do céncer, a via
FA € ativa ou superexpressa para superar ou evitar os efeitos prejudiciais ao
DNA dos farmacos anticGncer (Helleday et al., 2008). A compreensdo
fundamental da via de FA, que investigue o impacto da deficiéncia de FA,
representa uma estratégia para prevenir a resisténcia a fdrmacos anti céncer,

como a cisplatina utilizada no tfratamento de CCR (Ghosal et al., 2020).
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Figura 10. Principais caracteristicas da via de reparo de Anemia de Fanconi e
suas proteinas mediadoras e efetoras. Adaptado de (Kennedy & D’Andreaq,
2004).

O estudo de Mini et al. (2022) discute a relacdo entre FA e CCR)
sublinhando o papel critico que a via de FA desempenha no sistema de
resposta ao dano do DNA. Eles identificaram que as mutacdes germinativas
bialélicas em um ou mais dos 22 genes de FA atualmente reconhecidos foram
associadas a doenca de Fanconi, enquanto as mutacdes monoalélicas
germinativas, mutacdes somdticas ou a hipermetilacdo do promotor de
alguns genes FANC aumentam o risco de desenvolvimento de cdéncer,
incluindo CCR. A via FA é uma parte substancial do sistema de resposta ao
dano do DNA que participa no reparo DNA por meio da recombinacdo
homodloga e protege a estabilidade do genoma por meio da estabilizacdo da
forquilha de replicacdo. Estudos recentes revelaram associacdes entre os
niveis de expressdo do gene/proteina de FA (ou seja, genes FANC) e a

progressdo e resisténcia a medicamentos do CCR. Além disso, a via FA



representa um potencial alvo no tratamento do CCR, com as caracteristicas
do gene FANC contribuindo para a quimiossensibilizacdo das células tumorais

a agentes de ligacdo cruzada de DNA, como oxaliplatina e cisplatina.

O Consorcio EPICOLON (2016) e Galimi et al. (2006) fornecem mais
observacoes sobre a ligacdo entre FA e CCR. O Consorcio EPICOLON realizou
sequenciamento do exoma completo do DNA germinativo em 74 pacientes
com CCR de 40 familias espanholas ndo relacionadas com forte agregacdo
de CCR compativel com um padrdo de heranca autossdmica dominante e
sem mutacdes em genes de CCR hereditdrio conhecidos. Eles descobriram
um enriguecimento de variantes em genes da via de RDD de FA em sua
coorte de CCR familiar, indicando que a via de FA pode desempenhar um
papel importante na predisposicdo hereditdria ao CCR. Galimi et al.
analisaram o papel dos principais genes FA em CCR e descobriram que uma
fracdo de pacientes com CCR apresentava alteracdes na via FA/BRCA,
necessdria para a ativacdo do reparo do DNA. Eles sugerem que uma
compreens@o mais clara da frequéncia de cada alteracdo nos genes FA e
sua relacdo com as caracteristicas histoldgicas e/ou clinicas no CCR é

necessaAria.

2.6 Sintese Translesdo (TLS)

Como ja comentado anteriormente, o reparo do DNA € essencial para
a sobrevivéncia celular. Em fodos os dominios da vida, vias de reparo
propensas a erros € livres de erros garantem a manutencdo da integridade do

genoma sob estresse. Os mecanismos mutagénicos de reparo de baixa



fidelidade ajudam a evitar a potencial letalidade associada a danos ndo
reparados, tornando-os importantes para a manutencdo do genoma €, em
alguns casos, o modo preferido de reparo (Joseph & Badrinarayanan, 2020).
No entanto, as células regulam cuidadosamente a escolha da via para
restringir a atividade dessas vias apenas a certas condi¢cdes. Um desses
mecanismos de reparo € a sintese franslesdo (TLS, do inglés Translesion
Synthesis), em que uma DNA polimerase de baixa fidelidade € empregada
para sintetizar através de uma lesdo. A maioria das polimerases de DNA
recém-descobertas sdo especializadas na sintese translesdo e no reparo do
DNA, em vez da replicacdo. Embora as taxas de erro intrinseco sejam maiores
para polimerases de franslesdo e reparo do que para polimerases replicativas,
as polimerases especializadas aumentam a estabilidade do genoma e
reduzem a tumorigénese (Yang & Gao, 2018). As principais polimerases
envolvidas na sintese de translesdo sdo DNA Polimerase n (Pol n ou Pol eta),
DNA Polimerase | (Pol 1 ou Pol iota), DNA Polimerase k (Pol k ou Pol kappa) e
DNA Polimerase C (Pol - ou Pol zeta) (Yang & Gao, 2018). SGo polimerases
especializadas que tém a capacidade de contornar tipos especificos de
danos ao DNA, como os causados por luz ultravioleta, exposicdo quimica ou
estresse oxidativo, e permitem que as células continuem a replicagcdo do DNA.
Pol n e 1 tém altas taxas de erro e estdo envolvidos no desvio de adutos de
DNA volumosos ou danos oxidativos, enquanto Pol k e ¢ est@o envolvidos no
reparo sem erros de quebras de fita dupla de DNA e danos oxidativos

(Hubscher et al., 2002; Shilkin et al., 2020).



Essas polimerases desempenham um papel vital na manutencdo da
estabilidade gendémica. Em células de CCR, no entanto, o aumento da
ativacdo da via TLS também pode contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia a quimioterdpicos que danificam o DNA, como 5-fluorouracil (5-FU)
e oxdliplatina, permitindo que as células se repliquem apesar dos danos

causados pelas farmacos e confinuem se dividindo (Silvestri & Landi, 2019).

O estudo de Xu et al. (2012) evidenciou que as polimerases TLS tém um
papel crucial na instabilidade cromossdmica, afetando a suscetibilidade e a
metdstase CCR. Afravés do estudo de quatro polimorfismos de nucleotideo
Unico (SNPs) em genes de TLS em pacientes com CCR e confroles, eles
enconfraram diferencas significativas na frequéncia do gendtipo dos SNPs
rs462779 e rs373572 entre os pacientes e controles em ambas as coortes. Em
pacientes com CCR metastatico, a frequéncia do gendtipo AA do rs373572
aumentou significativamente em comparacdo com aqgueles sem CCR
metastatico. Esses resultados sugerem que os polimorfismos nos genes TLS
estdo associados a suscetibilidade ao CCR na populacdo chinesa e podem

ser um novo biomarcador para a previsdo do risco de metdstase do CCR.

Por outro lado, Eoff et al. (2017) e Saffi et al. (2020) enfatizaram o papel
de TLS na tolerdncia ao dano do DNA (DDT), contribuindo para a etiologia de
vdarios tipos de céncer, incluindo o CCR. A revisdo de Eoff et al. destaca o
papel cenfral de TLS na passagem de lesdes de DNA induzidas por
medicamentos, promovendo a heterogeneidade do tumor e envolvimento

dessas enzimas na manutencdo do nicho de células-fronco do céncer. Eles



sugerem a inibicGdo de TLS como uma maneira de melhorar as terapias
existentes. Saffi et al., por outro lado, apresentaram um estudo que avaliou o
valor progndstico da modulacdo molecular do reparo de quebras de fita
dupla (XRCC2 e XRCCJ5), DDT/TLS (POLH, POLK e POLQ), e reparo de crosslink
infercadeia em CCR esporddico. Os resultados indicaram que a baixa
expressdo ou ndo metilacdo de POLH e POLK estavam relacionadas a tumores
com pior comportamento bioldgico. No entanto, a metilacdo de POLK estava
associada a uma melhor sobrevida livre de doenca. Portanto, POLK e POLH

s@o potenciais biomarcadores prognosticos em CCR.

Justificativa

Estudar o DDR € crucial para entender o desenvolvimento e a
progressco do cancer colorretal. Como jd descrito anteriormente, o céncer
colorretal € o terceiro cncer mais comum em todo o mundo e surge a partir
de uma série de alteracdes genéticas e epigenéticas que se acumulam ao
longo do tempo. Um dos principais mecanismos que impedem o acumulo de
mutacdes genéticas € o reparo de danos ao DNA. Compreender 0s
mecanismos moleculares de DDR e os efeitos de sua expressdo em diferentes
sublocalizacoes no cdncer colorretal fambém €& importante para o
desenvolvimento de novos tratamentos, definicdo de grupos para ensaios

clinicos e diagndstico.






Objetivo Geral

Investigar o impacto dos perfis tfranscricionais de reparo ao dano de
DNA na sobrevida de pacientes com CCR e no risco em diferentes

sublocalizacdes do cdlon e do reto.
Objetivos especificos

- Definir uma lista completa de genes de reparo ao dano de DNA.

- Calcular curvas de sobrevida de pacientes com CCR para diferentes
subsecoes do colon e do reto utilizando a expressdo génica de genes de
reparo a partir de dataset com dados de RNAseq de tumores de CCR.

- Calcular o risco de morte associado a expressdo de genes de reparo em
diferentes subsecdes do colon e do reto utilizando a expressdo génica de
genes de reparo a partir de dataset com dados de RNAseq de tumores de
CCR.

- Calcular a expressdo diferencial comparando diferentes subsecdes do
colon e do reto utilizando a expressdo génica de genes de reparo a partir
de dataset com dados de RNAseq de tumores de CCR.

- Comparar as diferentes subsecdes e analisar o panorama da expressdo
génica de genes de reparo no contexto da lateralidade no cdncer

colorretal.
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Abstract : Colorectal carcinoma (CRC) is the third most common malignancy worldwide, and
second in number of deaths in the world. The molecular pathogenesis of CRC is heterogeneous
and can affect several genes. Moreover, genomic instability is recognized as an important part

of CRC carcinogenesis and is tightly connected to DNA damage response. DNA damage repair



(DDR) pathways are intrinsically associated with cancer development and establishment.
Traditionally, CRC is considered as one coherent disease, however, new evidence shows that
left and right-sided CRC present differences observed in clinical settings, as well as in pre-
clinical studies. Therefore, this study aimed to investigate the impact of DDR transcriptional
profiles on survival in different sublocations of the colon and rectum using Cox regression,
survival analysis and differential gene expression. Right side CRC (RSC) has DDR genes’
expression associated only with higher risk of death, while Left side CRC (LSC) and Rectum
have most genes’ expression associated with lower risk. The pattern is the same with survival
analysis. All significant DDR genes had lower expression associated with better survival in
RSC, as opposed to LSC and Rectum. Our results demonstrate that RSC is distinctively

different from LSC and Rectum. LSC and Rectum have similar DDR expression profiles.
Keywords : colorectal cancer, DNA damage repair, laterality, survival, risk

1. Introduction

Cancers of the colon and rectum are the third most common malignancy worldwide, and
over 1 million new cases are diagnosed each year. Colorectal carcinoma (CRC) is the third with
the most cases and second in number of deaths in the world[1]. Both familial and sporadic
cancers share a range of mutations and other molecular features[2]. The molecular pathogenesis
of CRC is heterogeneous and can affect several genes, following a mutagenic succession,
translated into a morphological sequence, starting with the formation of the adenoma, and
ending in the carcinoma[3].

The main drivers of CRC are mutations in BRAF, NRAS, and KRAS genes and
Microsatellite Instability (MSI), while Consensus Molecular Subtypes (CMS)[4] represent
genomic markers for new classifications of CRC subtypes. Moreover, genomic instability is
recognized as an important part of CRC carcinogenesis and is tightly connected to DNA damage
response. DNA damage repair (DDR) pathways are intrinsically associated with cancer
development and establishment for their dysregulation generates elevated mutation rates,
increased genomic instability, and enhanced intra-tumor heterogeneity[5], [6]. In CRC, DDR
plays an important role in both carcinogenesis and response to therapy[7], [8].

CRC is traditionally treated as one cohesive disease, especially in pan-cancer studies[9].
More recent works separate colon and rectum, for their accentuated differences in short-term

survival, complications, recurrence, and response to treatments[10]. In embryo development,
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the midgut gives rise to the distal duodenum, jejunum, ileum, cecum, ascending colon, and the
proximal two-thirds of the transverse colon (right side). On the other hand, the hindgut develops
into the distal one-third of the transverse colon, descending colon, sigmoid colon, and the
rectum (left side and rectum)[11]. New evidence shows that left and right-sided CRC present
differences observed in clinical settings, as well as in pre-clinical studies, including metastasis
risk[12], [13], response to therapy[14], immunogenicity[15], histology[16], sex- and age-
related incidences[17], and tumor microenvironment immune composition[18]. As can be seen,
the main differences described so far concern the clinical behavior or histopathological
characteristics of the tumors. Furthermore, the literature diverges on the impact of laterality on
gene expression, drug response, and survival of CRC patients. However, the transcriptional
landscape of DDR pathways and their clinical implications of prognosis had not yet been

explored with laterality.

Therefore, in the present study, we aimed to investigate the impact of DDR
transcriptional profiles on survival in different sublocations of the colon and rectum. Using a
list of 189 genes of DDR pathways, we found that Right side colon (RSC) is distinctively
different from Left side (LSC) and Rectum. The left side and Rectum have similar expression

profiles and share more molecular similarities.

2. Materials and Methods

2.1. Data acquisition

We queried seven functional signaling pathways involved in DNA damage repair
(DDR): homologous recombination (HRR), mismatch repair (MMR), base excision repair
(BER), nucleotide excision repair (NER), nonhomologous end-joining (NHEJ), Fanconi
anemia (FA), and translesion synthesis (TLS). The search resulted in 189 DDR genes which
were used for further analysis. TCGA data were obtained from Broad GDAC Firehose
(https://gdac.broadinstitute.org/, accessed on August 28th, 2020). Level 3 expression data for
Colon and Rectum Adenocarcinoma (COADREAD) and available phenotype datasets were
used. Primary tumor samples were analyzed, excluding metastatic tumor samples. Samples with

unavailable relevant patient clinical information were also excluded.

2.2. Cox regression
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Multivariable Cox hazard regressions were performed for expression levels of queried
genes shown in Suppl. Table 1 and adjusted for clinical variables according to the available
information. Diagnostic analyses of the models were performed based on Martingale and
weighted Schoenfeld residual plots and tests; clinical variables available in the baseline models
were stratified to meet the proportional hazards assumption when necessary; patients were
censored at 1800 days. Results were considered significant when the p-value < 0.05 (95% CI).

Details of the models are provided in Suppl. Table 2.

2.3. Survival analysis

For survival analysis, we used the Kaplan-Meier method to evaluate the correlation
between overall survival time and gene expression. The median was used as a cutoff value for
the classification of patients into high and low-expression groups. The curves were created after
gene expression was discretized to the two groups. The statistical significance of overall
survival was assessed using the Log-Rank test. All analyses were computed in the R statistical
environment. Multivariable Cox proportional hazards, log-rank tests, and Kaplan-Meier curves
were obtained using survival, ggplot2 and survminer packages in R (version 3.3.1)

environment.

2.4. Differential expression analysis

The differential gene expression analysis was performed on averaged CRC samples
from each location to evaluate if they presented a statistically different value. The Wilcoxon
rank test for paired data was applied to assess whether a gene was differentially expressed by

comparing one sublocation with another. Statistical significance was determined using p < 0.05.

2.5. Contingency tables and Chi-squared

The CMS and MSI dataset were formatted as a contingency table using the gplots
package, and graphical displays were generated using functions such as balloonplot and
mosaicplot from the same package in R. The chi-square test of independence was performed
using the chisqg.test function, and the resulting Pearson residuals were extracted and visualized

using the corrplot package.

3. Results

3.1. Colorectal cancer is not a cohesive disease



Initially, we investigated molecular aspects of colorectal cancer dividing the colon in
left and right and comparing both with neoplasias of rectal origin. The Chi-square test
demonstrates that CMS1 and high Microsatellite Instability are associated with RSC,
suggesting that hallmarks of multiomic subtypes discretize the Colon on the Left and Right with
distinct patterns (Fig 1). LSC and Rectum, on the other hand, are not associated with any
variable. Driver mutations present another marker of difference in RSC. When retrieving
mutations from the browser COSMIC[19], the top 13 mutated genes in RSC differ from left
and rectum tumors, including BRAF high frequency in RSC, which characterizes CMS1 CRC
subtype (Supp. Fig 1).
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Figure 1 - Consensus Molecular Subtype and Microsatellite Instability profiles are
different in RSC from LSC and Rectum. A and C: contingency tables for CMS and MSI
status consecutively (p < 0.05). B and D: Chi-square calculation with Peason residuals for CMS
and MSI status consecutively. Pearson residuals were calculated to assess the nature of the

dependence. Blue color indicates that the observed value is higher than the expected value if
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the data were random. Red color specifies that the observed value is lower than the expected
value if the data were random. CMS1, Consensus Molecular Subtype 1; CMS2, Consensus
Molecular Subtype 2; CMS3, Consensus Molecular Subtype 3; CMS4, Consensus Molecular
Subtype 4. RSC, Right Sight Colon; LSC, Left Side Colon; MSS, Microsatellite stable; MSI-h,
Microsatellite Instable High; MSI-I, Microsatellite Instable Low.
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Supplemental Figure 1 - Incidence of mutations in the top 13 most frequently mutated

driver genes in colorectal cancer separated by anatomical site.

To test the effect of segmentation of COADREAD dataset into Colon-Rectum, Left
Colon-Right Colon and Rectum in risk of death association with expression of DDR genes, we
performed Cox hazard regressions (p-value < 0.05) using 189 genes in each subgroup (Supp.
Table S2, Supp File S4). Interestingly, there was a plethora of significant genes hidden in
confounding factors when all samples were considered one group Colon and Rectum (13
genes). New genes showed up when the Colon only (5 genes) and Rectum (9 genes) were
divided. Besides, more genes were discovered when Colon was further divided into Right (15
genes) and Left (12 genes) (Fig 2A). When divided into three sections (Right, Left and Rectum)

a total of 36 genes were associated with the risk of death.
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Figure 2 - Cox hazard regressions using 189 DNA damage repair genes showing an overall
protective state associated with the expression of DDR genes in the left side and a pattern
of increased risk of death associated with expression in the right side. A - Number of DDR
genes with expression significantly associated with risk of death (Cox hazard, p-value < 0.05).
B - Scheme representing the laterality of gene expression of DDR. Genes with expression
associated with increased risk of death (dark grey) or decreased risk of death (light grey). Base
excision repair (BER), Fanconi Anemia (FA), homologous recombination (HRR), mismatch
repair (MMR), nucleotide excision repair (NER), Nonhomologous End-Joining (NHEJ), and
translesion synthesis (TLS).

3.2. Subdivisions of colon and rectum unravel new biomarkers



Right side colon (RSC) is distinctively different from LSC and rectum. Cox regression
analysis shows different effects of DNA damage repair (DDR) in different loci in the large
intestine. Segmentation of CRC in the Colon and Rectum, and further colon in left and right,
provide insight into the different profiles. When analyzed together (Colon and Rectum), only a
fraction of the genes’ expression is significantly associated with decreased risk of death (Fig
2B) (Supp. Table 2). When separated in the colon and rectum, the proportion of genes
associated with decreased risk of death is augmented in the rectum, whereas in the colon
subdivision the totality of genes is associated with increased risk of death. In further analysis,
when we divided once again colon samples into RSC and LSC, we observed an even higher
proportion of genes associated with a decreased risk of death in LSC, demonstrating a similar

profile to that of rectum-located tumors.

3.3. Left side colon is more similar to Rectum than to Right side.

Among the DDR pathways, Base Excision Repair (BER), Fanconi Anemia (FA), and
Nucleotide Excision Repair (NER) have the most genes with expression significantly associated
with increased or decreased risk of death. NER and FA genes are predominantly associated
with a higher risk of RSC while BER genes are mostly associated with decreased risk on LSC
(Figure 2B). Moreover, when analyzing BER, FA, HRR, and NER, it is possible to observe that
LSC shares a protective state pattern with Rectal cancer, suggesting similarities between the
two. In the mentioned pathways, most genes’ expressions are associated with decreased risk of

death.

3.4. Kaplan—-Meier survival estimation curves also show the same opposing pattern.

Kaplan-Meier curves were created after gene expression was discretized to “high” and
“low” groups based on the median expression distribution of each queried gene (Supp. Files
S1, S2, S3). Survival differences between both groups assessed using a log-rank test showed
the same pattern with high expression of DDR genes increasing survival in samples from Left
origin, while low expression increases survival in Right origin samples (Fig 3). A transition
pattern from low expression associated with better survival in right to high expression in the

left illustrates the distinctiveness of RSC.
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Figure 3 - Summary of Kaplan—Meier survival estimation results. Number of DDR genes
associated with increased survival and laterality. Median overall survival differences between
high and low groups were assessed using the log-rank test. Patients were discretized by the
median as low (lower than the median) or high (higher than the median). * p<0.05; ** p<0.01,
*** n<0.001.

3.5. Differential gene expression corroborates Right/Left-Rectum divise.

Gene expression analysis demonstrates more evidence that LSC and Rectum share
similarities and differ from RSC. In total 70% (66/97) of genes show differences between RSC
and LSC or Rectum (Profiles 2, 5 and 6), with 32% (31/97) showing differences between RSC
and LSC and Rectum at the same time (Profile 2) (Fig 4). Out of the 31 Profile 2 genes, a sum
of 22 DDR genes is underexpressed in RSC while a total of 10 is overexpressed. In the samples
shown, genes BRCA2, PALB2, and MMS19 have indistinguishable expression levels in the
rectum and left-sided samples, while both are distinguishable from RSC samples (Fig 4).
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Figure 4 - Comparison of differentially expressed genes. A. Representative scheme guiding
Venn interpretation (left) and gene expression comparisons between Bowel Section (BS)
(Right). B. Venn diagrams show the number of common and unique DEGs between different
BSss. C. Differentially expressed genes in each BS combination. Genes were classified in 7

profiles according to each combination. DEG analyses shown have p-value < 0.05.

4. Discussion

In the last two decades, it has become a consensus that cancers differ from each other
molecularly, even considering tumors originating from the same anatomical sites. In parallel to
the characterization of intertumoral heterogeneity, omics studies have demonstrated the
presence of physiologically distinct subcompartments in human organs. Among these organs is
the large intestine, which presents distinct characteristics, for example, in the pattern of gene
expression, microbiota composition, immune functioning, and inflammatory profile. Thus, it is

plausible to infer that, from such different backgrounds, colorectal neoplasms present



particularities associated with laterality. However, the molecular characterization of these
differences remains poorly understood, especially considering key pathways in CRC
carcinogenesis and outcome. Here, we characterized the expression profile of DDR pathways
and its impact on the risk of death and prognosis of primary CRCs patients stratified by tumor
location. Our work goes further to demonstrate the association of DDR genes with clinical

parameters that would not be noted in the classical stratification of colon and rectal locations.

Here, we intended to show the transcriptional differences between CRC tumors
originating from different sublocations, focusing on major DNA repair (DDR) pathways.
Previous studies have shown right-side colon (RSC) tumors have a higher incidence of
mutations in the DNA mismatch repair pathway and do not respond well to conventional
chemotherapy[20]. To our thought, ours is the first study assessing the expression profile of
main DDR pathways and its impact on the risk of death and prognosis of primary CRCs patients
stratified by tumor location. Among the DDR pathways, Base Excision Repair (BER), Fanconi
Anemia (FA), and Nucleotide Excision Repair (NER) have the most genes with expression
significantly associated with increased or decreased risk of death. NER and FA genes have
expression predominantly associated with higher risk on RSC while BER genes are mostly
associated with decreased risk on LSC. Moreover, when analyzing BER, FA, HRR, and NER,
it is possible to observe that LSC shares a protective state pattern with Rectal cancer, suggesting
similarities between the two. In the mentioned pathways, most genes’ expressions are

associated with decreased risk of death.

Therefore, the literature has brought relevant evidence considering the impact of
laterality on the prognosis and risk of death in CRC. We found that patients from the LSC and
rectum subsets had more DNA repair genes with expression associated with better survival.
The right side, on the other hand, showed most genes with expression associated with worst
survival. Here, we also assessed the risk of death for CRC patients considering DDR pathways.
Compared to the entire cohort (i.e. RSC and LSC together), Cox regression showed different
profiles of risk of death when CRC patients were divided into Colon and Rectum, and further
divided into RSC, LSC, and Rectum. More significant genes are associated with risk when CRC
is divided into three subsections (Right, Left and Rectum). Cox regression analysis showed that
all significant DDR gene expressions in RSC were associated with an increased risk of death.
Whereas, LSC showed more genes with expression associated with decreased risk of death.

Petrelli et al. in a systematic review and meta-analysis analyzed 66 studies, with over 1.4 million
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subjects, and concluded that CRC patients with left-side origin have a 19% reduced risk of
death when compared with right-side[21]. In this case, laterality was shown to have prognostic

value independently of the stage, race, and adjuvant chemotherapy.

In general, considering the prognosis, there is a consensus that patients with right-side
tumors have worse prognosis[22], [23]. However, sidedness also influences the incidence and
the impact of signaling pathways in the survival of CRC patients[24], while this effect seems
to be dependent on the genetic status of main driver genes, like KRAS and TP53. A meta-
analysis identified a worse prognosis for RSC patients in KRAS wild-type tumors but not in
KRAs-mutated tumors, at least in CRC patients with liver metastasis[25]. Furthermore,
sidedness also impacts the survival of patients with metastatic tumors, since patients with
recurrent liver metastasis from right-side tumors had shorter overall survival[26]. In a pioneer
study, Sugai et al observed an increased incidence of TP53 mutations in left-side CRCs[24].
Posteriorly, Pan et al assessed the influence of sidedness in the prognosis of CRC patients
considering the status of TP53. The authors found that the poorer survival of patients with RSC
in relation to LSC seems to be restricted to the subgroup of patients with non-gain-of-function
TP53 mutation. Complementary to that, only LSC patients had poorer survival when comparing
gain-of-function TP53 mutated patients versus those with no-gain-of-function TP53
mutation[27]. In Huang et al. 2023, the mutation landscape of CRC was explored, highlighting
frequently mutated genes and their association with RSC and LSC[28]. The study identified
differences in mutation frequencies, with APC and TP53 mutations more common in left-sided
CRC and PIK3CA mutations more common in right-sided CRC. The presence of DNA damage
response (DDR) mutations was observed in both MSI and MSS CRC.

Finally, we also investigated differences in CMS and MSI, which are clinically relevant
variables in CRC. Our results corroborate previous studies showing increased incidence of
CMS1 and MSI among right-sided tumors[4], [29]. The MSI profile impacts, for instance,
lymphocyte infiltration[30] and response to therapy[31], so the differences in MSI observed
here could underlie the differences in the immune composition of tumor microenvironment[18]
and in the sensitivity to classic chemotherapy and targeted therapies[32], [33] between right
and left CRC tumors. For example, patients with KRAS/RAS-wt mCRC treated with first-line
EGFR-1 plus chemotherapy with a LSC primary tumor showed improved results in a drug trial
when compared to RSC patients[14]. Furthermore, the specific differences in tumor

microenvironment between right and left colorectal tumors may also contribute to explaining
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the differential impact of immune-associated markers in the prognosis and response to
immunotherapy. For instance, PD-L1 expression is higher in right than left-side tumors and
associated with worse prognosis in left-side cancer. The same association was observed with
the Treg-specific marker Foxp3[18].

5. Conclusion

These results together suggest that DDR gene expression effect on Right Side Colon is
distinct from the other two subdivisions, and Left Side Colon and Rectum have similar profiles
and likely share more molecular similarities, including those associated with response to DNA
damaging agents such as chemotherapy. Because DNA damage response is an important aspect
of tumor response to different therapies, tumor localization should be accounted for when
developing and testing new drugs or electing subjects for clinical trials. Treating all samples as
one cohesive disease may lead to confounding effects that hide potential therapeutic benefits in
subgroups, which would otherwise be mistaken for null results. Furthermore, DDR gene
expression levels should not function as risk and prognostic markers for patients with CRC
unless the anatomical site of the tumor is taken into account. In conclusion, Right Side primary
tumors should be treated as a different neoplasm from tumors with a Left/Rectum origin due to

its DDR gene expression landscape.

Competing interests
The author(s) declare no competing interests.

Acknowledgements: We also thank the National Council for Scientific and Technological
Development (CNPq) for granting a scholarship to Juliano de Oliveira Silveira during his

doctorate.

Competing interests

The authors declare no competing interests.
Contributions

JOS, EC and JS wrote the main manuscript text, JOS and EC prepared figures 1, 2, 3 and 4. All

authors reviewed the manuscript.

Data availability


https://www.zotero.org/google-docs/?yh2Vma

The current research and analysis data sets come from the online database the Cancer Genome
Atlas (TCGA, http://can-cergenome.nih.gov/). Processed data and R language code used in the
analysis are available in the Supplemental Material file. Other data supporting the results of this

study can be obtained from the corresponding author upon reasonable request.

Para o proposito da tese, seguem 0s materiais complementares:

https://drive.google.com/drive/folders/1LgtHFWRE81IwkV7mcggQrxfEhD70Kb8q?usp=sharing



https://drive.google.com/drive/folders/1LqtHFwRE81lwkV7mcggQrxfEhD7oKb8q?usp=sharing

References

[1] T.I A.for R. on Cancer (IARC), “Global Cancer Observatory.” https://gco.iarc.fr/
(accessed Oct. 31, 2022).

[2] A. L. Norris et al., “Familial and sporadic pancreatic cancer share the same molecular
pathogenesis,” Fam. Cancer, vol. 14, no. 1, pp. 95-103, Mar. 2015, doi:
10.1007/s10689-014-9755-y.

[3] U. Testa, E. Pelosi, and G. Castelli, “Colorectal Cancer: Genetic Abnormalities, Tumor
Progression, Tumor Heterogeneity, Clonal Evolution and Tumor-Initiating Cells,” Med.
Sci., vol. 6, no. 2, p. 31, Apr. 2018, doi: 10.3390/medsci6020031.

[4] J. Guinney et al., “The consensus molecular subtypes of colorectal cancer,” Nat. Med.,
vol. 21, no. 11, Art. no. 11, Nov. 2015, doi: 10.1038/nm.3967.

[5] Y. K. Chae et al., “Genomic landscape of DNA repair genes in cancer,” Oncotarget, vol.
7, no. 17, pp. 23312-23321, Apr. 2016, doi: 10.18632/oncotarget.8196.

[6] R. A.Burrell, N. McGranahan, J. Bartek, and C. Swanton, “The causes and
consequences of genetic heterogeneity in cancer evolution,” Nature, vol. 501, no. 7467,
Art. no. 7467, Sep. 2013, doi: 10.1038/nature12625.

[7]1 N. M. Reilly, L. Novara, F. Di Nicolantonio, and A. Bardelli, “Exploiting DNA repair
defects in colorectal cancer,” Mol. Oncol., vol. 13, no. 4, pp. 681-700, Apr. 2019, doi:
10.1002/1878-0261.12467.

[8] R.Ijsselsteijn, J. G. Jansen, and N. de Wind, “DNA mismatch repair-dependent DNA
damage responses and cancer,” DNA Repair, vol. 93, p. 102923, Sep. 2020, doi:
10.1016/j.dnarep.2020.102923.

[9] Y. Zhang, F. Chen, D. S. Chandrashekar, S. Varambally, and C. J. Creighton,
“Proteogenomic characterization of 2002 human cancers reveals pan-cancer molecular
subtypes and associated pathways,” Nat. Commun., vol. 13, no. 1, Art. no. 1, May 2022,
doi: 10.1038/s41467-022-30342-3.

[10] M. P. L. van der Sijp et al., “Differences between colon and rectal cancer in
complications, short-term survival and recurrences,” Int. J. Colorectal Dis., vol. 31, no.
10, pp. 1683-1691, Oct. 2016, doi: 10.1007/s00384-016-2633-3.

[11] D.J. Wilson and B. Bordoni, “Embryology, Bowel,” in StatPearls, Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing, 2023. Accessed: Jul. 03, 2023. [Online]. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK545247/

[12] S. Vatandoust, T. J. Price, and C. S. Karapetis, “Colorectal cancer: Metastases to a single
organ,” World J. Gastroenterol., vol. 21, no. 41, pp. 1176711776, Nov. 2015, doi:
10.3748/wjg.v21.i41.11767.

[13] F. Benedix et al., “Comparison of 17,641 patients with right- and left-sided colon
cancer: differences in epidemiology, perioperative course, histology, and survival,” Dis.
Colon Rectum, vol. 53, no. 1, pp. 57-64, Jan. 2010, doi:
10.1007/DCR.0b013e3181c703a4.

[14] M. Benavides et al., “Tumour location and efficacy of first-line EGFR inhibitors in
KRAS/RAS wild-type metastatic colorectal cancer: retrospective analyses of two phase
IT randomised Spanish TTD trials,” ESMO Open, vol. 4, no. 6, p. 000599, Dec. 2019,
doi: 10.1136/esmoopen-2019-000599.

[15] S. K. Baek, “Laterality: Immunological Differences Between Right-Sided and Left-
Sided Colon Cancer,” Ann. Coloproctology, vol. 35, no. 6, pp. 291-293, Dec. 2019, doi:
10.3393/ac.2019.11.11.

[16] T. Nawa et al., “Differences between right- and left-sided colon cancer in patient
characteristics, cancer morphology and histology,” J. Gastroenterol. Hepatol., vol. 23,
no. 3, pp. 418-423, Mar. 2008, doi: 10.1111/].1440-1746.2007.04923.Xx.


https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb

[17] B. Iacopetta, “Are there two sides to colorectal cancer?,” Int. J. Cancer, vol. 101, no. 5,
pp. 403-408, Oct. 2002, doi: 10.1002/ijc.10635.

[18] C. Takasu et al., “Impact of sidedness of colorectal cancer on tumor immunity,” PLOS
ONE, vol. 15, no. 10, p. e0240408, Oct. 2020, doi: 10.1371/journal.pone.0240408.

[19] “COSMIC: the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer | Nucleic Acids Research |
Oxford Academic.”
https://academic.oup.com/nar/article/47/D1/D941/5146192?login=false (accessed Oct.
31, 2022).

[20] “Difference Between Left-Sided and Right-Sided Colorectal Cancer: A Focused Review
of Literature - PMC.” https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6089587/
(accessed Dec. 19, 2022).

[21] F. Petrelli et al., “Prognostic Survival Associated With Left-Sided vs Right-Sided Colon
Cancer: A Systematic Review and Meta-analysis,” JAMA Oncol., vol. 3, no. 2, pp. 211-
219, Feb. 2017, doi: 10.1001/jamaoncol.2016.4227.

[22] I. Azar et al., “The impact of primary tumor sidedness on survival in early-onset
colorectal cancer by stage: A National Veterans Affairs retrospective analysis,” Cancer
Med., vol. 10, no. 9, pp. 2987-2995, May 2021, doi: 10.1002/cam4.3757.

[23] S. Malakorn et al., “Tumor Sidedness, Recurrence, and Survival After Curative
Resection of Localized Colon Cancer,” Clin. Colorectal Cancer, vol. 20, no. 1, pp. e53—
e60, Mar. 2021, doi: 10.1016/j.clcc.2020.08.007.

[24] T. Sugai et al., “Analysis of Molecular Alterations in Left- and Right-Sided Colorectal
Carcinomas Reveals Distinct Pathways of Carcinogenesis,” J. Mol. Diagn. JMD, vol. 8,
no. 2, pp. 193-201, May 2006, doi: 10.2353/jmoldx.2006.050052.

[25] M. Belias et al., “Is Laterality Prognostic in Resected KRAS-Mutated Colorectal Liver
Metastases? A Systematic Review and Meta-Analysis,” Cancers, vol. 14, no. 3, p. 799,
Feb. 2022, doi: 10.3390/cancers14030799.

[26] K. Sasaki et al., “The prognostic implications of primary colorectal tumor location on
recurrence and overall survival in patients undergoing resection for colorectal liver
metastasis,” J. Surg. Oncol., vol. 114, no. 7, pp. 803-809, Dec. 2016, doi:
10.1002/js0.24425.

[27] M. Pan et al., “TP53 Gain-of-Function and Non-Gain-of-Function Mutations Are
Differentially Associated With Sidedness-Dependent Prognosis in Metastatic Colorectal
Cancer,” J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol., vol. 40, no. 2, pp. 171-179, Jan.
2022, doi: 10.1200/JC0.21.02014.

[28] W. Huang et al., “Differences in DNA damage repair gene mutations between left- and
right-sided colorectal cancer,” Cancer Med., vol. 12, no. 9, pp. 10187-10198, Apr. 2023,
doi: 10.1002/cam4.5716.

[29] S. Stintzing et al., “Consensus molecular subgroups (CMS) of colorectal cancer (CRC)
and first-line efficacy of FOLFIRI plus cetuximab or bevacizumab in the FIRE3 (AIO
KRK-0306) trial,” Ann. Oncol., vol. 30, no. 11, pp. 1796-1803, Nov. 2019, doi:
10.1093/annonc/mdz387.

[30] A. Buckowitz et al., “Microsatellite instability in colorectal cancer is associated with
local lymphocyte infiltration and low frequency of distant metastases,” Br. J. Cancer,
vol. 92, no. 9, Art. no. 9, May 2005, doi: 10.1038/sj.bjc.6602534.

[31] S. T. Kim et al., “The Impact of Microsatellite Instability Status and Sidedness of the
Primary Tumor on the Effect of Cetuximab-Containing Chemotherapy in Patients with
Metastatic Colorectal Cancer,” J. Cancer, vol. 8, no. 14, pp. 2809-2815, 2017, doi:
10.7150/jca.18286.

[32] D.J. Sargent et al., “Defective mismatch repair as a predictive marker for lack of
efficacy of fluorouracil-based adjuvant therapy in colon cancer,” J. Clin. Oncol. Off. J.


https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb

Am. Soc. Clin. Oncol., vol. 28, no. 20, pp. 3219-3226, Jul. 2010, doi:
10.1200/JC0.2009.27.1825.

[33] A. Passardi, M. Canale, M. Valgiusti, and P. Ulivi, “Immune Checkpoints as a Target for
Colorectal Cancer Treatment,” Int. J. Mol. Sci., vol. 18, no. 6, p. E1324, Jun. 2017, doi:
10.3390/ijms18061324.


https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb
https://www.zotero.org/google-docs/?hzCnnb

Discussdo

Nos Ultimos vinte anos, tornou-se consenso que os cénceres diferem
enfre si molecularmente, mesmo considerando ftumores originados dos
mesmos locais anatdbmicos. Paralelamente & caracterizacdo da
heterogeneidade intertumoral, estudos dmicos demonstraram a presenca de
subcompartimentos fisiologicamente distintos em érgdos humanos. Entre esses
orgdos estd o intestino grosso, que apresenta caracteristicas distintas, por
exemplo, no padrdo de expressdo génica, composicdo da microbiota,
funcionamento imunoldgico e perfil inflamatorio.

Assim, & plausivel inferir que, a partir de contextos tdo diferentes, as
neoplasias colorretais apresentem particularidades associadas d lateralidade.
No entanto, a caracterizacdo molecular dessas diferencas permanece pouco
compreendida, especialmente considerando as principais vias na
carcinogénese e desfecho do CCR. Aqui, caracterizamos o perfil de
expressdo das vias de RDD e seu impacto no risco e progndstico de pacientes
com CCRs primdrios estratificados pela localizacdo do tumor. Nosso trabalho
vai além, ao demonstrar a associacdo dos genes de DDR com pardmetros
clinicos que ndo seriam notados na estratificacdo classica de localizagcdes de
colon e reto. A inferacdo entre as vias de DDR e o CCR destaca a natureza
complexa da oncogénese, especialmente no contexto da lateralidade. A
seguir discutimos nossos resultados das vias MMR, BER, NER e FA. Cada um
desempenha um papel critico na manutencdo da estabilidade gendmica,
demonstrando a complexidade dos nossos sistemas de salvaguarda

gendmica, e apresenta fatores importantes na biologia do CRC.



Uma dessas vias importantes no CCR € a de reparo ao dano de DNA
por malpareamento. Também conhecida como Mismatch Repair (MMR),
desempenha um papel crucial na manutencdo da estabilidade gendmica ao
corrigir erros de pareamento de bases que ocorrem durante a replicacdo do
DNA- (citar a mesma referéncia da infroducdo). Quando o sistema MMR é
deficiente, como resultado de mutacoes ou baixa expressdo em genes-chave
dessa via, ocorre um fendmeno conhecido como instabilidade de
microssatélites (MSI), caracterizado por uma alta taxa de mutacdes. Estas
alteracdes gendmicas aceleradas podem promover a carcinogénese, (ref)
contribuindo para o desenvolvimento e progressdo de vdrias formas de
cancer, incluindo o cdncer colorretal. De fato, a deficiéncia de MMR estd
associada a uma subcategoria distinfa de céncer colorretal, conhecida
como cdancer colorretal com instabilidade de microssatélites, que tem
caracteristicas clinicopatologicas e progndstico distintos, como j& descrito na
infroducdo. Nossos achados sobre a expressdo de RPA2 e RFC4, proteinas
envolvidas na via de MMR, em CCR do lado direito e sua associacdo com o
risco de mortalidade ampliam ainda mais a compreensdo da base molecular
do cdncer colorretal, conforme descrito por Liu et al. (2019), Wang et al. (2014),
Dobbelstein et al. (2015), e Karatzas et al (2007).

Nos estudos de Liu et al (2019). e Wang et al. (2015), a superexpressdo
de RFC4 foi associada a progressdo do cdncer, A radioresisténcia e ao pior
progndstico em CCR. O resultado do nosso trabalho sobre MMR adiciona uma
nova dimensdo a esse entendimento, especificando que a superexpressdo de

RFC4, particularmente em CCR do lado direito, estd associada a um aumento



Nno risco de morte. Isso NnGo apenas apoia as descobertas anteriores sobre o
papel de RFC4 como um potencial marcador progndstico, mas também
enfatiza a importéncia da localizacdo do tumor nos resultados clinicos de
pacientes com CCR. Em nossa pesquisa, foi demonstrado que a
superexpressdo do gene RFC4 estd correlacionada com um risco elevado de
morte, enquanto a literatura cientifica aponta para um envolvimento desse
gene na radioresisténcia, que pode, também, estar associada a maior risco
de morte (Ref). Infelizmente, a coorte de pacientes utilizada em nosso estudo
ndo dispunha de dados suficientes relativos ao tratamento, impossibilitando a
realizacdo de uma andlise direta desta possivel relacdo. Contudo, é plausivel
postular que exista uma resposta diferencial & radioterapia de acordo com a
lateralidade do tumor, dado que esta caracteristica tem demonstrado
relevancia nas particularidades do cdncer colorretal. Esta hipdtese, embora
ndo confirmada por nosso estudo, abre um campo promissor para pesquisas
futuras.

Da mesma forma que com RFC4, o estudo de Karatzas et al. (ano)
mostrou que RPAT e RPA2 estdo associados a estdgios avancados da doenca
e a pior sobrevida geral. Nossos resultados corroboram essas descobertas e as
ampliam, sugerindo que a expressdo elevada de RPA2 & particularmente
prejudicial no CCR do lado direito. O trabalho de Dobbelstein et al. (ano)
revelou que o medicamento de quimioterapia 5-FU interfere com o reparo do
DNA, especificamente pela via de MMR, que normalmente envolveria RPA2.
Embora o estudo ndo envolva diretamente RFC4, a interacdo dessas proteinas

na complexa rede de reparo do DNA e no ciclo celular pode ter implicacdes



para o fratamento, particularmente em casos de CCR do lado direito.
Coletivamente, essas descobertas sugerem um panorama do cdncer
colorretal, onde tanto as caracteristicas moleculares do ftumor (como os niveis
de expressdo de RFC4 e RPA2) quanto a localizacdo anatdbmica do tumor
(CCR do lado direito) impactam significativamente o progndstico do
paciente. Mais pesquisas sdo necessarias para entender completamente
essas intferacdes e suas implicagcdes para o tratamento, mas esse
conhecimento pode abrir o caminho para estratégias terapéuticas mais
personalizadas e eficazes para o CCR utilizando a via de MMR.

O reparo por excisdo de base (BER) € uma via fundamental de reparo
de DNA gue se dedica a correcdo de lesdes em bases individuais causadas
por desaminacdo, oxidacdo ou alquilacdo. A falha ou ineficiéncia desta via
pode resultar em acumulo de danos no DNA que, por sua vez, podem levar a
mutacdo e instabilidade gendmica - fatores que sdo bem conhecidos por
conftribuir para o desenvolvimento de cdncer, incluindo o CCR. Alteracdes na
eficiéncia da via BER, seja por mutacdes em genes-chave ou por mudangcas
na expressdo desses genes, podem influenciar tanto a susceptibilidade ao
CCR quanto a resposta ao tratamento, uma vez que muitos agentes
quimioterdpicos exercem seus efeitos causando danos que sdo alvos da via
BER (ref). Como tal, o papel do BER na carcinogénese e terapéutica do CCR
€ um topico ativo de pesquisa na biologia molecular do cdncer. Em nosso
estudo, identificamos uma associacdo significativa entre a expressdo de
genes de BER, especificamente LIG3, NTHL1, PARP1 e UNG, e um menor risco

de mortalidade em pacientes diagnosticados com CCR primario proveniente



do lado esquerdo. Nossos resultados sugerem um possivel papel protetor para
esses genes no contexto de CCR, uma nocdo que se alinha com o
entendimento atual da funcdo integral que esses genes tém na manutencdo
da estabilidade genémica.

O gene NTHLI1, por exemplo, desempenha um papel critico na via BER
como uma glicosilase de DNA, conforme destacado por Sweasy et al. (2020).
A pesquisa deles indicou que mutacoes e funcdo alterada no NTHL1 poderiam
conftribuir para a progressdo do cancer e envelhecimento, destacando seu
papel em uma sindrome tumoral rara, a polipose associada a NTHLT (NAP).
Isso se alinha com nossos achados do possivel papel protetor do NTHLT no
CCR, sugerindo que a funcdo regular desse gene pode ser fundamental para
prevenir a instabilidade gendmica que poderia promover o desenvolvimento
e a progressdo do tumor no CCR. Além disso, o trabalho de Dantzer et al.
(2014) também fornece um contexto esclarecedor para nossas descobertas a
respeito do papel do PARP1. O PARP1 é um participante vital na resposta e
reparo do dano ao DNA, incluindo a BER. Ele € afivado em resposta ao dano
ao DNA e conftribui para o reparo de quebras de fita simples (SSBs). A revisdo
de Dantzer e colaboradores indica que a inibicdo do PARP1 e a deplecdo da
via BER contribuem para o acumulo de SSBs na fase S, levando ao colapso da
forquilna de replicacdo, quebras de fita dupla e, consequentemente, d morte
celular. Assim, a manutencd@o da funcdo do PARP1, conforme sugerido por
nosso estudo, poderia ajudar a prevenir essa cascata prejudicial e, assim,
contribuir para um melhor progndstico do CCR. Nossos resultados, no contexto

desses estudos anteriores, destacam a importGncia da via BER e seus



respectivos genes no CCR, oferecendo uma drea promissora para futuras
pesquisas em estratégias terapéuticas direcionadas.

Na paisagem molecular do CCR, a via de reparo por excisdo de
nucleotideos (NER) assume um papel crucial. Essa via é responsavel pela
remocdo de uma ampla gama de lesdes no DNA, incluindo aquelas
infroduzidas por agentes que induzem grandes distorcdées na dupla hélice,
como adutos, pontes intra e inter cadeia e radiacdo ultravioleta. Em particular,
variagcdes genéticas, como polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) em
genes envolvidos em NER, como o ERCC4, tém sido associados d
susceftibilidade ao CCR. Deficiéncias nessa via de reparo podem
comprometer a estabilidade gendmica, favorecendo a acumulacdo de
mutacoes e promovendo a transformacdo maligna e a progressdo do tumor
(ref). Portanto, a funcdo adequada do NER é essencial para a manutencdo
daintegridade do genoma e a prevencdo do desenvolvimento do CCR. Além
disso, a expressdo e atividade desses genes de reparo podem ter implicacoes
significativas para a resposta ao tratamento e o progndstico em pacientes
com CCR. Em nossa investigacdo observamos uma correlacdo notével entre
a expressdo dos genes de reparo por BER ERCC3, MMS19, POLR2D, POLRDH,
RAD23B e RPA2 e o progndstico do paciente. Especificamente, niveis mais
elevados de expressdo desses genes estavam associados a um risco maior de
morte em pacientes com tumores de CCR primdrios localizados no lado
direito.

Wu et al. (2019) elucidaram o papel do gene ERCC4, envolvido na via

de reparo de excisdo de nucleotideos (NER), na suscetibilidade ao CCR. Um



polimorfismo de uUnico nucleofideo (SNP) neste gene (rs6498486 AC/CC)
estava associado a um risco diminuido de CCR em comparagcdo com o
gendtipo AA. No contexto de nossas descobertas, isso destaca a complexa
interacdo entre diferentes mecanismos de reparo de DNA e sua influéncia no
prognostico do CCR, em especial o efeito de um polimorfismo em diminuir o
risco analogamente ao efeito da baixa expressdo. Por fim, Zhao et al. (2021)
identificaram um papel para RAD23B, uma proteina relacionada ao reparo do
dano ao DNA, na facilitacdo da invasdo e metdstase das células de CCR,
ambos fatores-chave na progressdo da doenca e na sobrevivéncia do
paciente. Intrigantemente, descobrimos que uma maior expressdo de RAD23B
correlacionou-se com piores desfechos em CCR do lado direito, sublinhando
ainda mais o papel critico das vias de reparo do DNA no progndstico do
cdancer.

A via de reparo de DNA da Anemia de Fanconi (FA) desempenha um
papelimportante a manutencdo da integridade genémica, reparando danos
no DNA por meio de um complexo inter-relacionamento entre vdarias proteinas
FA. Alteracdes nesta via, através de mutacdes ou disfuncdes em genes FA,
podem levar d instabilidade gendmica, um fator chave na carcinogénese do
CCR. Nossos achados revelaram uma nova camada de complexidade na
relev@ncia progndstica dos genes da FA no CCR. Descobrimos que a
expressdo dos genes FA PALB2 e BRCA2 estd associada a um menor risco de
morte em pacientes com tumores primdrios de CCR localizados no reto,
enquanto o gene TELO2 exerce um efeito semelhante no CCR do lado

esquerdo. Por outro lado, a expressdo dos genes FA FANT, FANCC, FANCG e



FANCL foi encontrada associada a um maior risco de morte em pacientes
com tumores primdrios de CCR localizados no lado direito. Esses resultados
sublinham o papel bidirecional dos genes FA no progndstico do CCR e
destacam a importé@ncia da localizacdo do tumor em influenciar esses
desfechos.

Hou et al. (2020) mostraram que a delecdo do numero de copias do
gene PALB2 e a baixa expressdo de mRNA, levando a uma reducdo na
localizacdo do BRCAZ2 e subsequente prejuizo na via FA, poderiam servir como
indicadores progndsticos ruins no CCR. Em linha com essas descobertas, nosso
estudo demonstrou um papel protetor da expressdo de PALB2 e BRCA2 no
cancer retal, corroborando ainda mais a importdncia desses genes no
prognoéstico do CCR. Da mesma forma, o frabalho de Antoniou et al. (2022)
forneceu evidéncias de que variantes patogénicas em BRCA1 e BRCA2
estavam associadas a um risco aumentado de vdrios canceres, incluindo
CCR. Nossas observacoes ddo mais apoio ao papel central do BRCA2 no
prognodstico do CCR, com uma expressdo mais alta vinculada a melhores
resulfados em pacientes com cancer retal.

Huang et al. (2020) descobriram uma correlacdo entre a superexpressdo
de TELO2, uma proteina que interage com mTOR, e piores resultados clinicos
em pacientes com CCR. No entanto, em nosso estudo, observamos que a
expressdo aumentada de TELO2 estava associada a um menor risco de morte
no CCR do lado esquerdo. Essa aparente discrepdncia pode ser devido &
heterogeneidade do tumor ou a diferencas nas populacdes de pacientes

estudadas e requer investigacdo adicional. A pesquisa de Valle et al. (2015)



ligou mutacdes no gene FANT ao aumento da suscetibiidade ao CCR em
familias. De maneira similar, descobrimos que a expressdo aumentada de
FANT, junto com outros genes FA FANCC, FANCG e FANCL, estava vinculada
a um prognodstico pior em pacientes com CCR do lado direito. Essa
observacdo destaca ainda mais os papéis multifacetados dos genes FA na
patogénese e progressdo do CCR. Por fim, o tfrabalho de Mini et al. (2020)
sugeriu que os genes FA poderiam servir como biomarcadores progndsticos e
preditivos significativos para o manejo e tratamento do CCR. Nosso estudo se
alinha a essa perspectiva, revelando que os niveis de expressdo de genes FA
especificos, dependendo da localizacdo do tumor, podem fornecer
informacdes valiosas sobre o progndstico do paciente.

Neste frabalho, nds objetivamos mostrar as diferencas transcricionais
entre fumores CRC origindrios de diferentes sublocalizacdes, com foco nas
principais vias de reparo do DNA. Estudos anteriores mostraram que os fumores
do coélon direito (RSC) tém uma maior incidéncia de mutacdes na via de
reparo de malpareamento e ndo respondem bem 4 quimioterapia
convencional (Baran et al., 2018). De nosso conhecimento, este € o primeiro
estudo avaliando o perfil de expressdo das principais vias de DDR e seu
impacto no risco e progndstico de pacientes com CCR primdrio estratificado
por localizacdo tumoral. Entre as vias de DDR, Reparo por Excisdo de Base
(BER), Anemia de Fanconi (FA) e Reparo por Excisdo de Nucleotideo (NER) tém
a maioria dos genes com expressdo significativamente associada a risco
aumentado ou diminuido. Os genes NER e FA tém expressdo

predominantemente associada a maior risco de RSC, enquanto os genes BER



est@o mais associados a menor risco de LSC. Além disso, ao analisar BER, FA,
HRR e NER, é possivel observar que o LSC compartiiha um padrdo de estado
protetor com o cdncer retal, sugerindo semelhancas entre os dois. Nas vias
mencionadas, a expressdo da maioria dos genes estd associada a diminuicdo
do risco de morte.

Ainda que escassas, hd evidéncias relevantes considerando o impacto
da lateralidade no progndstico e risco de CCR. Contribuindo na drea, neste
estudo identificamos que os pacientes dos subconjuntos LSC e reto
apresentam mais genes de reparo de DNA com expressdo associada a melhor
sobrevida. Pacientes com tumores do lado direito, por outro lado,
apresentaram a maioria dos genes com expressdo associada d pior sobrevida.
Nos também avaliamos o risco de morte para pacientes com CRC
considerando as vias DDR. Em comparacdo com toda a coorte (ou seja, RSC
e LSC juntos), aregressdo de Cox mostrou diferentes perfis de risco quando os
pacientes com CRC foram divididos em codlon e reto e posteriormente
divididos em RSC, LSC e Reto. Mais genes com resultados significativos estdo
associados ao risco quando o CCR é dividido em trés subsecdes (direito,
esquerdo e reto). A andlise de regressdo de Cox mostrou que todas as
expressoes significativas de genes de DDR em RSC foram associadas a um risco
aumentado de morte, enquanto LSC mostrou mais genes com expressdo
associada a diminuicdo do risco de morte. Petrelli et al. em uma revisdo
sistemdatica e meta-andlise analisaram 66 estudos, com mais de 1,4 milhdo de
individuos, e concluiram que pacientes com CCR com origem no lado

esquerdo tém um risco de morte 19% menor quando comparados com o lado



direito (Petrelli et al., 2017). Neste caso, a lateralidade mostrou ter valor
prognostico independentemente do estagio, raca e quimioterapia adjuvante.

De fato, estudos posteriores nos levaram a um consenso atual de que
pacientes com tumores do lado direito tém pior progndstico (Azar et al., 2021;
Malakorn et al., 2021). No entanto, a lateralidade também influencia a
incidéncia e o impacto das vias de sinalizacdo na sobrevivéncia de pacientes
com CCR (Sugai et al., 2006), enquanto esse efeito parece ser dependente do
status genético dos principais genes drivers, como KRAS e TP53. Uma meta-
andlise identificou um pior progndstico para pacientes com RSC em tumores
com KRAS tipo selvagem, mas ndo em tumores com mutacdo KRAS, pelo
menos em pacientes com CRC com metdastase hepdtica (Belias et al., 2022).
Além disso, a lateralidade também afeta a sobrevida de pacientes com
tumores metastaticos, uma vez que pacientes com metdstase hepdtica
recorrente de tumores do lado direito tiveram sobrevida geral mais curta
(Sasaki et al., 2016). Em um estudo pioneiro, Sugai e colaboradores
observaram um aumento da incidéncia de mutacdes TP53 em CCRs do lado
esquerdo (Sugai et al., 2006). Posteriormente, Pan et al. avaliaram a influéncia
da lateralidade no prognéstico de pacientes com CCR considerando o
estado de TP53. Os autores constataram que a pior sobrevida dos pacientes
com RSC em relacdo ao LSC parece estar restrita ao subgrupo de pacientes
com mutacdo TP53 sem ganho de funcdo. Complementarmente, apenas os
pacientes LSC tiveram uma sobrevida pior ao comparar pacientes com
mutacdo TP53 com ganho de funcdo versus aqueles com mutacdo TP53 sem

ganho de funcdo (Pan et al., 2022).



Finalmente, também investigamos diferencas em CMS e MSI, que sdo
varidveis clinicamente relevantes no CRC (Rebersek, 2020). Nossos resultados
corroboram estudos anteriores mostrando maior incidéncia de CMS1 e MSI
entre os tumores do lado direito (Guinney et al., 2015; Stintzing et al., 2019). O
perfil do MSI impacta, por exemplo, a infiltracdo de linfocitos (Buckowitz et al.,
2005) e a resposta a terapia (Kim et al., 2017), entdo as diferencas no MSI
observadas aqui podem ser a base das diferencas na composicdo imunitdria
do microambiente do fumor (Takasu et al., 2020) e na sensibilidade a
quimioterapia classica e terapias direcionadas (Passardi et al., 2017; Sargent
et al., 2010) entre tumores CRC direito e esquerdo. Por exemplo, pacientes
com CCR metastdatico KRAS/RAS-wt tratados com EGFR-I de primeira linha
mais quimioterapia com um tumor primario LSC mostraram melhores resultados
em um feste de fadrmacos quando comparados a pacientes com RSC
(Benavides et al., 2019). Alem disso, as diferencas especificas no
microambiente tumoral entre os tumores colorretais direito e esquerdo
também podem contribuir para explicar o impacto diferencial dos
marcadores imunoassociados no progndstico e na resposta a imunoterapia.
Por exemplo, a expressdo de PD-L1 &€ maior em tumores do lado direito do que
no lado esquerdo e associada a pior progndstico no céncer do lado
esquerdo. A mesma associacdo foi observada com o marcador especifico de
Treg Foxp3 (Takasu et al., 2020).

A lateralidade é observada em mais érgdos no corpo humano e outros
pesquisadores j& buscaram verificar associacdes entre essa diferenca e

desfechos no cdncer. Em um estudo, Roychoudhuri et al. examinaram os



correlatos epidemioldgicos da lateralidade do cdncer nos cinco principais
orgdos pareados do corpo (mamas, pulmoes, rins, testiculos e ovdarios).
Descobriu-se que as diferencas na incidéncia de cdncer por lateralidade
coincidem com diferencas no famanho dos 6rgdos, muito acentuadamente
nos pulmoes, tanto em homens quanto nas mulheres, e também nos testiculos
e rins, sugerindo que o famanho dos érgdos € um fator importante subjacente
a assimetria na incidéncia de céncer nesses 6rgdos (Roychoudhuri et al.,
2006). Esses resultados sugerem que a massa de tecido nesses orgdos € um
importante contribuinte para a assimetria na incidéncia de cdncer e essa
varidvel deve também ser investigada no CCR. Além disso, a lateralidade do
tumor pode ser um fator progndstico independente em pacientes com
c@ncer de ovdrio avancado (Yamada et al., 2021). A incorporacdo da
lateralidade do tumor pode melhorar o desempenho preditivo do sistema de
estadiamento FIGO em pacientes com cdncer de ovdrio avancado. Jd em
cncer de mama, um estudo retfrospectivo com pacientes recém-
diagnosticados de janeiro de 2000 a junho de 2016 na Africa do Sul
demonstrou relacdo estatisticamente significativa entre lateralidade e
estdgio, com a mama direita apresentando cdnceres em estdgio mais
avancado (Mokone-Fatunla et al., 2019). Assim como o dos seus parceiros
bilaterais, e talvez ainda mais criticamente, o comportamento do CCR é
altamente afetado pela localizacdo anatébmica do tumor, que por sua vez
afeta suas caracteristicas moleculares e imunoldégicas. Compreender as
caracteristicas dessas duas entidades diferentes € muito importante tanto

para rastreamento quanto para o desenvolvimento de terapias eficazes.



Em resumo, nosso estudo, em conjunto com frabalhos anteriores,
destaca a interacdo complexa entre genes de reparo ao dano de DNA,
localizacdo do tumor e progndstico do CCR. Essas descobertas lancam luz
sobre as complexidades da maquinaria de reparo do DNA no CCR, lancando
as bases para estratégias de medicina personalizada baseadas nas

caracteristicas moleculares dos fumores.



Conclusdo e perspectivas

De maneira conjunta, nossos resultados sugerem que o efeito da
expressdo de genes de DDR no lado direito do cdélon é distinto das outras duas
subdivisdes. De fato, o lado esquerdo do cdlon e o reto tém perfis semelhantes
e provavelmente compartiham mais semelhancas moleculares, incluindo
aquelas associadas a resposta a agentes prejudiciais ao DNA, como a
guimioterapia. Como a resposta ao dano do DNA é um aspecto importante
da resposta do tumor a diferentes terapias, a localizacdo do fumor deve ser
considerada no desenvolvimento e teste de novos medicamentos ou na
selecdo de individuos para ensaios clinicos. Tratar todas as amostras como
uma doenca coesa pode levar a vieses de confusdo que ocultam potenciais
beneficios terapéuticos em subgrupos, que de outra forma seriam
confundidos com resultados nulos. Além disso, os niveis de expressdo de genes
de DDR ndo devem funcionar como marcadores de risco e progndstico para
pacientes com CCR, a menos que o local anatémico do tumor seja levado
em consideracdo.

Em suma, os tumores primdrios do lado direito devem ser tratados como
uma neoplasia diferente dos tumores com origem no esquerdo/reto devido
ao seu cendrio de expressdo génica do DDR. Nossas conclusdes sdo
relevantes para a interpretacdo da doenca do céncer de colon e reto.
Demonstramos que as expressdes de genes de DDR contribuem para
descrever o comportamento diferencial de carcinomas em diferentes lados
do cdlon, o que deve ser clinicamente relevante para andlises de prognostico

e para projetar e melhor interpretar os resultados de terapias experimentais. O



uso de abordagens semelhantes as descritas no presente estudo podem ser
Uteis para melhor entender o potencial vinculo entre a heterogeneidade na
lateralidade do CCR com o comportamento maligno e o progndstico do CCR.

Com base nos nossos achados, algumas perspectivas podem ser
propostas, incluindo:

1. Replicacdo em outras coortes: embora o estudo aqui apresentado
esclareca as diferencas moleculares entre os CCRs do lado esquerdo e
do lado direito, ele se baseia no banco de dados The Cancer Genome
Atlas. A replicacdo em outros bancos de dados seria Util para validar os
achados e avaliar sua generalizacdo.

2. Validacdo funcional das diferencas de expressdo génica: no presente
estudo, foram identificadas diferencas no efeito da expressdo génica de
DDR entre os CCRs do lado esquerdo e do lado direito, mas as
implicacdes funcionais dessas diferencas ndo sdo totalmente
compreendidas. Estudos seguintes podem ter como objetivo validar o
significado funcional dessas diferencas, por exemplo, avaliondo como a
expressdo génica afeta a resposta a quimioterdpicos de linhagens
celulares provenientes de diferentes regides do intestino.

3. Exploracdo de outras vias moleculares: embora o estudo tenha se
concentrado nas vias de reparo do DNA, é possivel que outras vias
moleculares também difiram entre os CCRs dos lados direito, esquerdo e
do reto. Estudos futuros poderiam explorar outras vias, como vias de
sinalizacdo celular ou vias metabdlicas, para identificar diferencas

adicionais que poderiam ser exploradas para fins terapéuticos.



4. Integracdo de dados multi-bmicos: nos ultimos anos, fem havido um
interesse crescente na integracdo de dados de multiplas tecnologias
6micas, como gendmica, transcriptdmica, protedmica e metaboldmica.
As andlises integrativas podem fornecer um quadro mais completo das
diferencas moleculares e clinicas entre os CCRs do lado esquerdo e do
lado direito e levar a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

Por fim, nossos resultados contribuem com uma nova perspectiva para
uma melhor compreensdo do comportamento do CCR, podendo ainda servir
como prova de conceito para outros tumores bilaterais como os de mama,
ovdrio, pulmdo, testiculos ou rim. Este trabalho pode influenciar futuros
experimentos, bem como futuras intervencdes diagndsticas e terapéuticas em

CCR e outros tipos de cancer com assimetrias esquerda-direita.
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