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RESUMO

Medeiros, ABD. KRAS-G12C: um biomarcador negligenciado para detectar individuos com
Polipose Associada ao MUTYH. [Dissertacao]. Sao Paulo; Fundacao Antonio Prudente; 2025.

INTRODUCAO: A Polipose Associada ao MUTYH (MAP) é uma sindrome recessiva de
predisposi¢do ao cancer responsavel por 0,7% de todos os canceres colorretais (CCR). A
perda de fungdo do gene MUTYH gera transversoes G:C = T:A em diversos genes, incluindo
KRAS e PIK3CA. A mutacdo KRAS-G12C ocorre em <3% dos pacientes com CCR
esporadico e em >80% dos pacientes MAP; PIK3CA-Q546K, por sua vez, ocorre em 0,7% e
37%, respectivamente. Estudos demonstraram que 3% a 25% dos pacientes com CCR e
KRAS-G12C apresentaram variantes germinativas patogénicas (VGPs) em MUTYH.
OBJETIVOS: Avaliar a taxa de deteccdo de VGPs em MUTYH em pacientes com CCR e
KRAS-G12C e correlacionar aspectos clinicos com os gendtipos dos pacientes; avaliar a
utilidade de investigar KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em adenomas e CCR para classificar
variantes de significado incerto (VUS) em MUTYH. MATERIAL E METODOS: Para isso,
foram extraidos DNA de tumor fresco, parafina e leucdcito. Para o primeiro objetivo, foram
avaliadas as VGPs mais comuns de MUTYH no Brasil (p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp,
p-Arg241Trp, p.Ala385fs e delegdo ¢éxons 4-16) por PCR multiplex seguida de
sequenciamento de nova geracao (NGS) de amplicons. Pacientes com apenas uma variante em
heterozigose foram avaliados por sequenciamento completo do MUTYH. Para o segundo
objetivo, avaliamos a frequéncia de deteccdo das mutagcdes KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K
em adenomas e CCR de individuos diagnosticados com MAP (bialélicos) e suspeitos (com
presenga de VUS em MUTYH). RESULTADOS: Foram identificados 220 pacientes com
CCR e KRAS-G12C, dos quais 25 (11,4%) tinham pelo menos uma VGP em MUTYH. Destes,

13 foram submetidos ao sequenciamento completo, 9 se apresentaram como bialélicos no



sequenciamento inicial e 3 ndo possuiam material para o painel genético. Dentre os 25
pacientes detectados, 15 (6,8%) sdo bialélicos, sendo classificados como MAP, enquanto 10
(4,5%) sdo monoalélicos, dos quais 40% apresentaram perda de heterozigose. Pacientes MAP
apresentam uma média de idade de aparecimento do cancer menor do que pacientes com
MUTYH selvagem, além de maior presenca de polipos e histérico familiar para outros
canceres ¢ menor prevaléncia de tumores em estadio IV (p-valores de 0,008, 0,036, 0,014 ¢
0,029, respectivamente). Em relacdo ao segundo objetivo, de 16 pacientes MAP, 12 (75%)
sdo mutados para KRAS-G12C e 5 (31,2%) para PIK3CA-Q546K. De 17 adenomas
analisados, 8 (47%) foram mutados para KRAS-G12C e nenhum para PIK3CA-Q546K; de 13
adenocarcinomas analisados, os resultados foram de 12 (92,3%) e 5 (38,4%),
respectivamente. A identificagdo de qualquer uma das duas mutagdes em adenocarcinomas
detectou pacientes MAP com uma sensibilidade de 100%. Adenomas/CCR de trés pacientes
suspeitos para MAP com VUS em MUTYH revelaram a presenca de KRAS-G12C e/ou
PIK3CA-Q546K nos portadores de p.Pro301Arg e p.Trpl13Arg, suportando a reclassificagdo
das duas variantes para provavelmente patogénicas. CONCLUSAO: Podemos concluir que a
alta taxa de deteccdo de VGPs em MUTYH em pacientes com CCR e KRAS-G12C indica seu
uso como biomarcador para detectar pacientes MAP, e que a alta taxa de deteccdo de KRAS-
G12C e PIK3CA-Q546K em adenocarcinomas de pacientes MAP suporta sua utilizacdo na
reclassificagdo de VUS. PALAVRAS-CHAVE: Polipose Associada ao MUTYH, KRAS-

G12C, PIK3CA-Q546K, Cancer Colorretal.



ABSTRACT

Medeiros, ABD. KRAS-GI12C: a neglected biomarker to detect patients with MUTYH-

associated polyposis. [Dissertagao]. Sao Paulo; Funda¢ao Antonio Prudente; 2025.

INTRODUCTION: MUTYH-associated polyposis (MAP) is a recessive hereditary
predisposition syndrome responsible for 0.7% of all colorectal cancers (CRC). The loss of
function of the MUTYH gene generates G:C = T:A transversions in several genes, including
KRAS and PIK3CA. The KRAS-G12C mutation occurs in <3% of patients with sporadic
CRC and in >80% of MAP patients; PIK3CA-Q546K, in turn, occurs in 0.7% and 37%,
respectively. Studies have shown that 3% to 25% of CRC patients with KRAS-G12C harbor
germline pathogenic variants (GPVs) in MUTYH. PURPOSE: to evaluate the detection rate
of GPVs in MUTYH in patients with CRC and KRAS-G12C and to correlate their clinical
aspects with the genotypes; to evaluate the utility of investigate KRAS-G12C and PIK3CA-
Q546K in adenomas and CRC to classify variants of uncertain significance (VUS) in
MUTYH. MATERIAL AND METHODS: For this purpose, DNA from fresh tumor,
paraffin-embedded and leukocyte samples were extracted. For the first objective, the most
common GPVs of MUTYH in Brazil (p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp, p.Arg241Trp, p.Ala385fs
and exon deletion 4-16) were evaluated by multiplex PCR followed by next-generation
sequencing (NGS) of amplicons. Patients with one variant in heterozygosity were evaluated
by complete sequencing of MUTYH. For the second objective, we evaluated the frequency of
detection of KRAS-G12C and PIK3CA-Q546K mutations in adenomas and CRC of
individuals diagnosed with MAP (biallelic) and suspected (with presence of VUS in
MUTYH). RESULTS: A total of 220 patients with CRC and KRAS-G12C were identified, of
which 25 (11.4%) had at least one GPV in MUTYH. Of these, 13 underwent complete

sequencing, 9 were biallelic in the initial sequencing and 3 did not have material for the



genetic panel. Among the 25 patients, 15 (6.8%) are biallelic, being classified as MAP, while
10 (4.5%) are monoallelic, of which 40% had loss of heterozygosity. MAP patients have a
lower mean age at cancer onset than patients with wild-type MUTYH, in addition to a higher
presence of polyps and family history for other cancers and a lower prevalence of stage IV
tumors (p-values of 0.008, 0.036, 0.014, and 0.029, respectively). Regarding the second
objective, of 16 MAP patients, 12 (75%) were mutated for KRAS-G12C and 5 (31.12%) for
PIK3CA-Q546K. Of 17 adenomas assessed, 8 (47%) were mutated for KRAS-G12C and
none for PIK3CA-Q546K; of 13 adenocarcinomas assessed, the results were 12 (92.3%) and 5
(38.4%), respectively. The identification of either of the two mutations in adenocarcinomas
identified MAP patients with 100% sensitivity. Adenomas/CRC from three patients suspected
of MAP with VUS in MUTYH revealed the presence of KRAS-G12C and/or PIK3CA-
Q546K in carries of p.Pro301Arg and p.Trpl13Arg, supporting reclassification as likely
pathogenic in both cases. CONCLUSION: We can conclude that the high detection rate of
GPVs in MUTYH in patients with CRC and KRAS-G12C indicates its use as a biomarker to
detect MAP patients, and that the high detection rate of KRAS-G12C and PIK3CA-Q546K in
adenocarcinomas of MAP patients supports its use in VUS reclassification. KEYWORDS:

MUTYH-associated polyposis, KRAS-G12C, PIK3CA-Q546K, Colorectal Cancer.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Vias de desenvolvimento do cancer colorretal. ..........cceeevveeriieiniieeciieeiee e, 2
Figura 2. Esquema do Sistema de Reparo por Excisdo de Bases (BER). ......cccccveeevvevnieenneen. 4
Figura 3. Assinaturas mutacionais SBS18 e SBS36 caracteristicas de tumores de pacientes
IMLALP. ettt ettt et et a et ettt et e e n e ea e et e en e e te e te s teeaeenteeneenaeenteennens 9
Figura 4. Fluxograma da selecao da coorte e das andlises referentes aos objetivos geral e
SECUNAATION 1 @ 3. .ottt ettt e et e b e et e e bt e e abeesaeeebeenaeeeaee 15

Figura 5. Fluxograma da sele¢ao da coorte e das analises referentes ao objetivo secundario 4.

Figura 6. Regidoes e ¢xons abrangidos pelos iniciadores utilizados no sequenciamento
multiplex e na PCR ampliada do gene MUTYH. ........cc.oooeouveeiiiieeiieeeiee ettt saee e 21
Figura 7. Principais neoplasias observadas no historico familiar para outros canceres,
metéstases e outros tumores primarios e distribuicao dos estadios clinicos dos tumores. ....... 27
Figura 8. Exemplo de resultado de gel de agarose e de visualizagdao de variantes por meio do
SOTEWATE LGV . ettt ettt et ettt e et e aee e 29
Figura 9. Exemplo de visualizacdo das variantes avaliadas por PCR alelo-especifica para
confirmacao de heterozigose composta no software IGV.........ccceeviiieciienciiiccieeceeeeee, 33
Figura 10. Relagao do historico familiar para outros canceres de pacientes MAP. ................ 34

Figura 11. Comparagdo entre os grupos bialélico, monoalélico e sem variantes em MUTYH

nos dois centros em relacao a idade de aparecimento do CCR e a presenca de po6lipos. ......... 42
Figura 12. Heredograma da probanda portadora da VUS p.Lys450Met.........ccccceeeeuvverneenee. 49
Figura 13. Heredograma da probanda portadora da VUS p.Pro301AT1g. ..ccccvvveevvveecvveeeiienee 50

Figura 14. Heredograma da probanda portadora da VUS p. Trpl113Arg. .cccvvveeevveeerieeereeenne. 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Variantes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR
MUILIPIEX AO MUTYH. ..ottt et e e et e et eetaeeesaeeesseesssaeesssaeesnsaaens 19
Tabela 2. Iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na PCR multiplex ampliada do
IMUTYH.....oeeeeeee ettt ettt ettt ettt e e s et e e st e e st e st enteesee st enteentenseenseeneenseeneas 21
Tabela 3. Variantes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR alelo-
o] o oa ¥ i Lo PRSPPI 23
Tabela 4. Mutagdes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR
MUILIPIEX AO KRAS € PIKICA. ..oooeueeeeeieeeeeeeee et eeeeetee e teeesveeeaaeesaseesssaesnsaeesnsaeesnsaaenns 24
Tabela 5. VGPs detectadas em MUTYH em pacientes com CCR e KRAS-G12C................... 32
Tabela 6. Variantes encontradas no sequenciamento multiplex ou completo do gene MUTYH
e analise de perda de heterozigose (LOH) em pacientes monoalélicos...........cccecveereureernerennee. 35

Tabela 7. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte,

Tabela 8. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte,
comparando pacientes bialélicos € sem VGPs em MUTYH. .......ccccccoveeeiieecieeeiieeeieeeeeeeee 39
Tabela 9. Dados de idade, variantes e materiais analisados dos 16 pacientes MAP que
compuseram 0O grupo CONLIOIE POSIEIVO. ..vvveeviieeiiieeiieeeiieeeieeesteeeste e e e e etreeeeeeeesreeeseseeenenes 44
Tabela 10. Frequéncias de deteccdo observadas para KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em

adenomas e CCR de pacientes MAP da nossa coorte e de pacientes esporadicos da literatura.

Tabela 11. Valores de sensibilidade, especificidade e acuracia das mutacdes KRAS-G12C e

PIK3CA-Q546K para detectar pacientes MAP. .......coooviieiiiieiiiecie e 47



LISTA DE ABREVIATURAS

AFAP — Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada (do inglés Attenuated Familial
Adenomatous Polyposis)

ARMS - Sistema de Mutacao Refrataria a Amplificacdo (do inglé€s Amplification-Refractory
Mutation System)

ASP 1 — Iniciador alelo-especifico 1 — alelo selvagem especifica (do inglés Allele-Specific
Primer)

ASP 2 — Iniciador alelo-especifico 2 — alelo mutado (do inglés Allele-Specific Primer)
AS-PCR - PCR alelo-especifica (do inglés Allele-Specific PCR)

B — Benigna

BER — Reparo por Excisdo de Bases (do inglés Base Excision Repair)

CCR - Cancer Colorretal

CIN - Via de Instabilidade Cromossomica (do inglés Chromosomal Instability)

CIMP - Fenoétipo de Metilacao de Ilhas CpG (do inglés CpG Island Methylator Phenotype)
CON - Iniciador conservado

EGFR - Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (do inglés Epidermal Growth Factor
Receptor)

FAP — Polipose Adenomatosa Familiar (do inglés Familial Adenomatous Polyposis)

FFPE — Fixado em Formalina ¢ Emblocado em Parafina (do inglés Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded)

GST — Gene Supressor Tumoral

IC — Intervalo de Confianca

ITHQ — Imunohistoquimica

LOH — Perda de Heterozigose (do ingl€s Loss of Heterozygosity)



MAP — Polipose Associada ao MUTYH (do inglés MUTYH-associated polyposis)
Mb — Megabase

MMR - Reparo de Malpareamento (do inglés Mismatch Repair)

MSI — Instabilidade de Microssatélites (do inglés Microsatellite Instability)
MSI-H - Alta Instabilidade de Microssatélites (do inglés Microsatellite Instability High)
MSS — Estabilidade de Microssatélites (do inglés Microsatellite Stability)

NGS — Sequenciamento de Nova Geragao (do inglé€s Next-Generation Sequencing)
NSCLC - Cancer de Pulmao Nao Pequenas Células

OR - Razao de Chances (do inglés Odds Ratio)

n’ — Numero

P — Patogénica

PB — Provavelmente Benigna

PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)
PD-L1 — Ligante de Morte Programada 1 (do inglés Programmed Death Ligand 1)
PP — Provavelmente Patogénica

SBS — Substitui¢io de Base Unica (do inglés Single Base Substitution)

SL — Sindrome de Lynch

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TMB — Carga Mutacional Tumoral (do inglés High Mutational Burden)

VAF - Frequéncia Alélica da Variante (do inglés Variant Allele Frequency)

VCF - Formato de Chamada de Variantes (do inglés Variant Call Format)

VGP — Variante Germinativa Patogénica

VUS — Variantes de Significado Incerto (do inglés Variants of Uncertain Significance)



LISTA DE SIGLAS

ACCCC - A.C.Camargo Cancer Center

ACMG — American College of Medical Genetics and Genomics
ASMO - American Society of Clinical Oncology
ClinGen — Clinical Genome Resource

CEP - Conselho de Etica em Pesquisa

CONEP — Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
ESMO - European Society for Medical Oncology

FDA — Food and Drug Administration

gnomAD — Genome Aggregation Database

IGV — Integrative Genomics Viewer

LDG — Laboratorio de Diagnostico Gendmico

NCBI — National Center for Biotechnology Information
NCCN - National Comprehensive Cancer Network

TCGA — The Cancer Genome Atlas Program



1.

5

SUMARIO

INTRODUQCAQ ..ueeeeeeeeereeeeneeeesesesesssssssssssssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
1.1  Cancer Colorretal e Sindromes de Predisposicio Hereditaria relacionadas....... 1
1.2 Polipose Associada a0 MUTYH (MAP) .........ooviimmiiiiieieeeeeee et 3
1.3 Portadores Monoalélicos ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 6
1.4  Fenotipos tUMOTALS ..........coooviiiiiiiiiiiiecee et e e et e e e eeeaeeeenns 8
1.4.1 Assinaturas mutacionais SBS18 € SBS36 ......cooiiiiiiiiiie, 8
1.4.2 Associagdao com KRAS-G12C ¢ PIK3CA-Q546K ........oovieiiiiiiiieiieeeecee e 10
1.4.3 Reclassificacao de variantes de significado incerto (VUS) em MUTYH................... 11

OBIETIVOS ..iiiiitinnticnisninssissssisssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
2.0 ODJetivo Geral............cooooiiiiiiiiiii e aaee e 13
2.2 ODbjetivos SeCUNANIOS ...........c.cooiiiiiiiieciie et eeae e eaeeeeeaee s 13

CASUISTICA E DESENHO DO ESTUDO .....oouevreeeeerereresssessessessessessessessessessssssesss 14

METODOLOGIA 18
4.1  EXtracio de DNA ... a e 18
4.2 Deteccao de alteracoes pontuais em MUTYH por NGS-amplicon ..................... 18
4.3 Sequenciamento Completo do MUTYH ...............cccccovueeiiiieiieiiiiiieeeeiiieeeeeieeeenns 20
4.4 PCR multiplex ampliada do MUTYH ...............cccooooiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeieeeeeeieee e 21
4.5 PCR Alelo-Especifica.............c.ccoooiiiiiiiiiiiiceccece et 22
4.6  Analise de Perda de Heterozigose (LOH) ...............cccoooiiiiiiiiiniiieieeeeeee e, 23
4.7 Deteccao de alteracoes pontuais em KRAS e PIK3CA por NGS-amplicon......... 23
4.8 Reclassificacio de VUS ... 24
4.9 Coleta de dados e analises estatisticas................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiineee 25

RESULTADOS ..iiitiitinticniinensssesssicsssssssisssessssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26



5.1 Caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte geral............................ 26
5.2 Deteccao de variantes patogénicas em MUTYH em pacientes com CCR e KRAS-
G12C 28

5.3 Comparacao das caracteristicas clinicas observadas entre pacientes com VGPs
€ SeM VGPS €M MUTYH .........ccccocooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 35

54 Avaliacdo de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em adenomas e adenocarcinomas

de pacientes MAP ... e e e e e e s raeeeeenes 43
5.5 Analise de variantes de significado incerto (VUS) em MUTYH .......................... 47
DISCUSSAO 52

6.1 Taxa de deteccio de VGPs em MUTYH em pacientes com CCR e KRAS-G12C
52

6.2 Dados clinicos e anatomopatolégicos de pacientes com e sem VGPs em MUTYH

55
6.3 Inibidores de KRAS-G12C e Imunoterapia em pacientes MAP .......................... 58
6.4 Pacientes MONOAIELICOS ............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 60
6.5 Frequéncia de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K e reclassificacdo de VUS........... 61
CONCLUSOES ..cuouninninninsisscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 65
REFERENCIAS ..c.couininncnsncssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 66
ANEXOS aucviiiiiiinnisnicsncnnnssncssissssssessssssssssscsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssssssssssss 75

APENDICES ...eeeveveeeceeerenenssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssssnsassssssssssassssssssssnssssssssssnssssssssssssnsss 81



1. INTRODUCAO

1.1 Cancer Colorretal e Sindromes de Predisposicao Hereditaria
relacionadas

O cancer colorretal (CRC) ¢ responsavel por aproximadamente 11% de todos os
canceres diagnosticados e que levam a morte em todo o mundo. No Brasil, especificamente, a
estimativa ¢ de 704 mil novos casos para o triénio de 2023 a 2025, e desconsiderando o
cancer de pele ndo melanoma, o CCR ¢ o terceiro mais frequente no pais. (Santos et al. 2023;
Murphy, Zaki, 2024). Seu desenvolvimento normalmente se inicia a partir de uma lesao
precursora neoplasica denominada polipo, o qual, por sua vez, se origina a partir do acimulo
de alteragdes genéticas e epigenéticas em oncogenes € genes supressores de tumor (GST) em
células-tronco da base das criptas colonicas. Os polipos podem progredir para um carcinoma
devido ao processo de acimulo de novas alteragcdes genéticas, o qual leva cerca de 10 a 15
anos para ocorrer. Ademais, os polipos podem ser de varios tipos, incluindo adenomatosos,
serrilhados, entre outros (Dekker et al. 2019).

A via mais comum (cerca de 70% dos casos) de desenvolvimento do CCR,
denominada via adenoma-carcinoma ou via de instabilidade cromossomica (CIN), ¢
caracterizada pela presenca de podlipos adenomatosos principalmente no lado esquerdo do
colon, os quais sdo de formato peduncular. Eles surgem como resultado de anomalias
cromossOmicas estruturais e numéricas, geralmente ocasionadas por mutacdes de perda de
funcdo no GST APC seguidas por mutagdes secundarias nos oncogenes KRAS, PIK3CA e
SMAD4 ou no GST TP53. A segunda via mais comum (10-20%) ¢ a via serrilhada, também
chamada de via do fen6tipo de metilacdo de ilhas CpG (CIMP), caracterizada pela presenca
de pdlipos serrilhados/flats principalmente no lado direito do cdlon. Essa via é geralmente
definida por instabilidade epigenética e mutagdes ativadoras nos oncogenes BRAF ou KRAS.
Por fim, a via mais incomum (2-15%) de carcinogénese colorretal ¢ a via da instabilidade de
microssatélites (MSI). Em casos esporadicos, a via geralmente se inicia com uma mutacao
somatica no gene BRAF ou com o silenciamento epigenético no promotor do gene MLH]I,
pertencente a via de reparo de malpareamento (mismatch repair — MMR) e levando a MSI;
em casos germinativos, variantes germinativas patogénicas (VGP) nos genes MMR sdo as
responsaveis pelo fendtipo de MSI (Figura 1) (Dekker et al. 2019; Aiderus, Barker,
Tergaonkar, 2024; Pierantoni, Cosentino, Ricciardiello, 2024).
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Figura 1. Vias de desenvolvimento do cincer colorretal.

Legenda: A figura mostra as trés vias responsaveis pelo desenvolvimento do céancer colorretal: a via de
instabilidade cromossomica, também conhecida como via adenoma-carcinoma; a via de instabilidade de

microssatélites; ¢ a via serrilhada.

Por ser um cancer de desenvolvimento lento, o rastreamento preventivo em busca de
lesdes precursoras ou a deteccdo em estdgios iniciais para 0os casos em que o cancer ja se
estabeleceu garantem altas chances de cura. Sinais e sintomas clinicos como o relato de
sangue nas fezes, mudangas no habito intestinal, anemia e dor abdominal chamam a ateng¢ao
dos clinicos para realizar exames especificos. Atualmente, as abordagens mais utilizadas e
recomendadas incluem o teste de sangue oculto nas fezes realizado por imunoquimica fecal e
o rastreamento por colonoscopia, o qual possibilita a remog¢do dos polipos em muitos casos.
Este ultimo, infelizmente, por ser um teste invasivo, com necessidade de preparo e com risco
de sangramento e perfuragdo intestinal, ¢ realizado abaixo do recomendado. Caso a
colonoscopia seja realizada de forma incompleta ou inadequada, a tomografia
computadorizada pode ser uma alternativa. Apos o diagnostico, o tratamento pode ser feito de
forma cirurgica, por quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e outros (Dekker et al. 2019;
Brenner et al. 2024).

Hé varios fatores de risco associados ao seu desenvolvimento, incluindo género, idade
avancada, dieta e hereditariedade, sendo a Ultima responsavel por 20 a 30% dos casos e
podendo estar associada a genes de predisposicao ao cancer bem definidos ou ndo (Dekker et
al. 2019). Estima-se que 5 a 10% dos casos tenham relagdo com genes de predisposi¢cdo ao
cancer e sindromes genéticas, tais como a Sindrome de Lynch (SL), Polipose Adenomatosa

Familiar (FAP) e sua forma atenuada (AFAP), Polipose Associada ao MUTYH (MAP),



Sindrome de Peutz-Jeghers, Polipose Juvenil e Sindrome de Cowden. As sindromes
hereditarias ndo associadas a poliposes, como a SL, sdo as mais comuns relacionadas ao
cancer colorretal hereditario, e possuem, em grande parte, um padrao de herancga autossémico
dominante. Ja as sindromes hereditarias que cursam com fendtipo de polipose (com 10
polipos ou mais) variam em relacdo ao seu padrao de herangca. O exemplo mais conhecido ¢ a
FAP, sindrome autossomica dominante causada por VGPs no gene APC e caracterizada pela
presenca de mais de 100 polipos adenomatosos; a AFAP, por sua vez, ¢ considerada uma
forma atenuada da FAP pela presenca relativamente menor de polipos, variando de 10 a 100,
e sendo clinicamente confundida com a MAP, sindrome autossOmica recessiva a ser detalhada

na proxima sec¢ao (Wells, Wise, 2017; Ma et al. 2018).

1.2 Polipose Associada ao MUTYH (MAP)
1.2.1 Defini¢ao e descoberta

A Polipose Associada ao MUTYH ou MAP ¢ uma sindrome de predisposi¢cao ao CCR
responsavel por 0,7% de todos os CCR e 13% de todas as poliposes colorretais, possuindo
uma heranga autossOmica recessiva ¢ sendo causada pela inativacao bialélica do gene
MUTYH, o qual codifica uma DNA-glicosilase atuante no sistema de reparo por excisao de
bases (BER) do DNA (Aim¢é et al. 2015). Nao ha estimativas definidas em relagdo a
frequéncia de bialélicos na populagdo geral, apenas na caucasiana (0,01-0,04%); porém,
propoe-se que essa frequéncia esteja entre 1:20.000 e 1:60.000, considerando a frequéncia
conhecida de 1-2% de heterozigotos para MUTYH (Win et al. 2016; Barreiro et al. 2022). A
sindrome foi definida em 2002, quando Al Tassan e colaboradores (2002) avaliaram uma
familia britanica em que trés irmdos apresentavam multiplos pélipos e um havia falecido de
CCR, porém, sem VGPs no gene APC. O sequenciamento germinativo dos irmaos evidenciou
duas VGPs em heterozigose (NM 001128425.2:c.1187G>A; p.Gly396Asp e
NM 001128425.2:¢.536A>G; p.Tyr179Cys) no gene MUTYH, enquanto os familiares ndo
afetados eram heterozigotos para apenas uma das duas variantes, sugerindo a heranca

autossOmica recessiva.

1.2.2 Gene MUTYH e Sistema de Reparo por Excisdo de Bases (BER)

Ao sequenciamento somatico dos adenomas e adenocarcinomas da familia estudada

por Al Tassan et al. (2002), evidenciaram-se 15 de 18 mutagdes somaticas com transversao



G:C = T:A, incomuns em CCR esporadico ¢ na FAP. Essas transversdes caracteristicas da
MAP ocorrem pelo papel que o MUTYH desempenha no sistema BER. Esta via ¢ responsavel
por reparar danos oxidativos, de desaminagdo, alquilacdo e outros principalmente durante a
fase G1 do ciclo celular. O reparo ¢ feito por glicosilases de DNA, enzimas que excisam bases
modificadas especificas ao hidrolisarem ligagdes N-glicosidicas entre a base danificada e o
acucar, deixando um sitio apurinico/apirimidinico ou uma quebra de DNA fita simples
(Talhaoui et al. 2017; Chatterjee, Walker, 2017).

No caso do erro reparado pelo MUTYH, o estresse oxidativo, causado por espécies
reativas de oxigénio geradas por exposi¢do ambiental ou durante processos do metabolismo
celular, pode ocasionar danos no material genético levando a formagdo de bases estaveis 8-
oxo-guanina (8-0x0@), as quais se pareiam as citosinas. Posteriormente, durante a replicagao,
as citosinas sao substituidas por adeninas. A glicosilase de MUTYH atua no reparo removendo
a adenina, em conjunto com outras glicosilases (como OGGI e MTHI), que fazem o reparo
por meio da excisdo e hidrolise de 8-0xo0G. Porém, quando o MUTYH estd mutado, a timina
permanece no local da guanina e, assim, geram-se as transversdes G:C = T:A (Figura 2), as
quais afetam todo o genoma, inclusive genes driver importantes para a carcinogénese

colorretal (David, O’Shea, Kundu, 2007; Talhaoui et al. 2017).
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Fonte: David, O’Shea, Kundu, 2007.
Figura 2. Esquema do Sistema de Reparo por Excisdo de Bases (BER).

Legenda: Esquema demonstrando o reparo realizado por alguns genes envolvidos no sistema BER. O MUTYH,
particularmente, remove as adeninas erronecamente parcadas as 8-oxo-guaninas para que outras proteinas as

retirem, reparando o dano.



Grande parte das variantes patogénicas encontradas no gene MUTYH ¢ do tipo
missense, sendo uma minoria as variantes que afetam splicing ou as do tipo truncadoras. Em
2011, o estudo de Torrezan et al. identificou a primeira grande delecdo gendmica
NM _001128425.2:¢c.[348 + 33 *64 + 146del4285insTA] envolvendo os éxons 4 a 16 do gene
MUTYH, a qual também foi detectada, no mesmo ano, em uma paciente de um estudo francés
(Rouleau et al. 2011). Duas variantes consideradas fundadoras, p.Gly396Asp e p.Tyr179Clys,
sdao de origem caucasiana ¢ ja foram encontradas em pacientes MAP em estudos de diversos
paises, incluindo o Brasil. O estudo de Esperon et al. (2024), o primeiro a caracterizar o
espectro de VGPs em MUTYH em oito centros da América Latina (incluindo dois localizados
em Sdo Paulo), mostrou que essas variantes foram encontradas em 55% e 23%,
respectivamente, sendo as  mais  representadas, seguidas  pela  variante
NM 001128425.2:c.1147del; p.Ala385fs, com quase 5%. As outras variantes geralmente
apresentam frequéncias distintas a depender da populacdo estudada (Al Tassan et al. 2002;

Torrezan et al. 2013; Yamaguchi et al. 2014).

1.2.3 Apresentacdo clinica

A MAP ¢ considerada uma polipose atenuada por apresentar, na maioria dos casos, de
10 a 100 pdlipos, sendo adenomas tubulares (mais frequentes), tubulo-vilosos, polipos
hiperplésicos, mistos e séssil-serrilhados, com tumores acometendo mais frequentemente o
colon direito (52%) ou o reto (26%) (Kantor et al. 2017; Aelvoet et al. 2022; Zaffaroni et al.
2024). No Brasil, pacientes com fendtipo de polipose ou que sejam irmaos de pacientes com
VGP sabidamente conhecida em MUTYH possuem direito de realizagao do teste genético de
linhagem germinativa (ANS, 2021); porém, alguns pacientes MAP desenvolvem CCR na
auséncia de polipose e/ou historia familiar de polipose ou CCR, o que torna o fendtipo dessa
sindrome extremamente varidvel e muitas vezes apresentando-se como um caso esporadico,
dificultando o seu diagndstico. A falta de diagnostico precoce ¢ alarmante, principalmente
porque os pacientes MAP sdo caracterizados por um risco muito aumentado de CCR ao longo
da vida (em torno de 50% aos 60 anos de idade, sendo a idade média de aparecimento do
cancer 50 anos), o qual aumenta para 80%-90% quando ndo ha rastreamento preventivo
(Curia, Catalano, Aceto, 2020; Nielsen, Infante, Brand, 2021; Aelvoet et al. 2022).

O manejo clinico pode se basear apenas na polipectomia, principalmente para os
pacientes com fendtipo mais brando. Essa técnica ¢ comumente associada a colonoscopia e

geralmente o rastreio ¢ iniciado em pacientes MAP entre 25 e 30 anos, com intervalos de 2



em 2 anos; o guideline britanico, em contrapartida, indica o inicio do rastreio entre 18 e 20
anos, sendo repetido anualmente, mas ressalta que a polipectomia pode ndo ser eficaz por
conta da carcinogénese acelerada da MAP e risco de desenvolvimento de CCR mesmo sob
vigilancia. Quando ha presenga de multiplos polipos maiores que 10mm e/ou displasicos de
alto grau e/ou um rapido aumento no niimero de pdlipos, normalmente, a recomendagao
médica ¢ a colectomia, com extensdes variadas a depender do quadro clinico do paciente.
Ademais, mesmo apos a cirurgia, lesdes metacronicas no colon, reto e duodeno nao sao
incomuns, fazendo-se necessario a vigilancia continua (Nielsen, Infante, Brand, 2021;
Aclvoet et al. 2022; Zaffaroni et al. 2024).

Apesar de a sindrome estar altamente relacionada com CCR, a retirada de p6lipos no
duodeno pela endoscopia também deve ser feita, j& que cerca de 20-35% de individuos MAP
apresentam polipos nessa regido e existe um risco estimado de 1,5% de desenvolvimento de
cancer no duodeno. Indica-se que o rastreio deva iniciar entre 30 e 35 anos, com intervalos
entre 3 meses a 4 anos a depender da classificacdo de Spigelman; todavia, a eficacia
preventiva ainda ¢ incerta (Nielsen, Infante, Brand, 2021; Zaffaroni et al. 2024; NCCN,
2024). Em relagao a outros canceres, apesar de estudos anteriores terem identificado aumento
de risco ou incidéncia principalmente para cancer de bexiga e ovario, os dados sdo
insuficientes para justificar um rastreamento personalizado (Vogt et al. 2009; Win et al.
2016). O guideline mais recente da National Comprehensive Cancer Network (NCCN):
Genetic/Familial High-Risk Assessment: Colorectal guidelines 2024.3, por exemplo, nao
indica nenhum tipo de vigilancia adicional além da colonoscopia e endoscopia discutidas
anteriormente. Irmaos de individuos afetados possuem 50% de chance de serem monoalélicos
e 25% de chance de possuirem ou ndo a sindrome; caso ndo sejam testados, ¢ recomendado
seguir o acompanhamento multidisciplinar indicado para pacientes MAP (Nielsen, Infante,
Brand, 2021). Os casos de pacientes com apenas uma VGP em MUTYH (monoalélicos) serao

discutidos na sec¢do a seguir.

1.3 Portadores Monoalélicos

Individuos monoalélicos para MUTYH representam cerca de 1-2% dentro de
populagdes caucasianas, possuindo principalmente as variantes p.Tyr179Cys e p.Gly396Asp
(Aelvoet et al. 2022). Apesar de ndo apresentarem MAP, os estudos divergem em relagdao ao
risco de desenvolvimento de CCR e outros canceres. O primeiro estudo a avaliar uma grande

coorte para estimar o risco de canceres extracolonicos em pacientes monoalélicos para



MUTYH foi o de Win et. al (2016). Neste estudo, foram analisados casos diagnosticados com
CCR de registros populacionais de cancer e individuos de familias com multiplos casos de
cancer do Colon Cancer Family Registry (CCFR). Foram identificados 2.237 pacientes
monoalélicos, dentre os quais 363 foram confirmados e 1.874 foram estimados. Houve
aumento do risco até os 70 anos para os canceres de estomago (HR = 9,3%; IC 95% 6,7-13) e
figado (HR = 4,5%; IC 95% 2,7-7,5), além de um discreto aumento para endométrio (HR =
2,1%; 1C 95% 1,1-3,9) e mama (HR = 1,4%; IC 95% 1-2). Em contrapartida, o estudo de Fulk
et al. (2019), por exemplo, ao comparar 541 pacientes monoalélicos para MUTYH em 30.456
casos de cancer de mama com controles sem historico familiar e pessoal de cancer, nao
identificou associacdo. De maneira semelhante, Thompson et al. (2022), ao coletarem
retrospectivamente dados de painel genético e compararem 500 monoalélicos com CCR,
mama e/ou endométrio com controles sem cancer do Genome Aggregation Database
(gnomAD), ndo identificaram associagdo com nenhum dos trés canceres.

Uma das maiores coortes pan-cancer estudadas até o momento analisou dados
germinativos de 224 pacientes monoalélicos para MUTYH em uma coorte de 10.389 pacientes
com cancer do The Cancer Genome Atlas Program (TCGA), comparando-os com 1.695
individuos monoalélicos da coorte de 118.479 individuos do gnomAD. Eles demonstraram
que pacientes monoalélicos possuem um risco relativo maior, ainda que baixo, principalmente
para adenocarcinoma adrenal (RR = 4,55%; IC 95% 1,74-11,9; p valor = 0,012), o qual foi
correlacionado com eventos de LOH tumoral e a presenca das assinaturas mutacionais SBS18
e SBS36 (detalhadas na se¢do a seguir). Outros canceres com aumento de risco relativo
identificado incluem carcinoma esofagico (RR = 3,4%; IC 95% 1,54-0,48; p valor = 0,009),
sarcoma (RR = 2,4%; IC 95% 1,09-5,32; p valor = 0,04), adenocarcinoma de prostata (RR =
2,1%; IC 95% 1,14-3,89; p valor = 0,032) e carcinoma renal de células claras (RR = 1,96; IC
95% 1,06-3,62; p valor = 0,047) (Barreiro et al. 2022). Outro grande estudo pan-cancer
realizado por Paller et al. (2024) utilizou um algoritmo validado para inferir o status
germinativo do MUTYH (monoalélico ou bialélico) em uma coorte de 354.366 tumores do
Foundation Medicine que haviam sido previamente submetidos a um perfil gendmico
abrangente. Foram identificadas 5.982 amostras monoalélicas, das quais 5.244 sem LOH e
738 com LOH do alelo selvagem. Quando comparado a frequéncia de variantes germinativas
monoalélicas em MUTYH em CCR e na coorte geral (em torno de 2%), os tumores a seguir
apresentaram uma porcentagem maior de alteragdes monoalélicas no gene: tumores de células
das ilhotas pancreaticas (3,3%), glandula adrenal (3,0%), medular de tireoide (2,4%), timo

(2,3%), células germinativas (3,0%), carcinoides (2,9%), intestino delgado (2,6%) e sarcomas



0sseos (2,2%). Os tumores de células das ilhotas pancredticas e glandula adrenal,
particularmente, foram os que apresentaram maior prevaléncia de LOH e score da SBS18.
Apesar das evidéncias at¢ o momento, os dados variam consideravelmente e os
guidelines da NCCN 2024.3 nao apontam risco aumentado para CCR e outros, indicando
rastreamento equivalente ao realizado para a populacdo geral, exceto para pacientes com
historico familiar pessoal ou de primeiro grau de CCR ou pdlipos (os quais devem iniciar o
rastreamento por colonoscopia com 40 anos ou 10 anos antes do diagnéstico do(s) parente(s)

de primeiro grau).

14 Fenotipos tumorais
1.4.1 Assinaturas mutacionais SBS18 e SBS36

As transversoes G:C = T:A em diversos genes ocasionadas pela inativagao bialélica
do gene MUTYH acaba gerando o que chamamos de assinaturas mutacionais. As assinaturas
mutacionais sdo definidas como um padrao especifico de mutagdes no genoma gerado por
diversos processos enddgenos e exogenos, incluindo processos de dano, modificagdo,
replicacdo e reparo de DNA, os quais ocorrem durante toda a vida de um individuo. Sua
relevancia tem aumentado nos ultimos anos, em particular na area oncologica, ja que as
mutacgdes presentes no tumor podem ser utilizadas a fim de fornecer informagdes sobre a
etiologia tumoral e identificar processos mutagénicos, atuando como biomarcadores e
preditores de terapia. Além disso, a diminui¢do continua dos custos das tecnologias de
sequenciamento e a ampliacio do desenvolvimento de algoritmos e pipelines de
bioinformatica que facilitam a andlise de dados propiciam uma aplicagdo ainda maior das
assinaturas mutacionais (Van Hoeck et al. 2019; Alexandrov et al. 2020).

Os tipos de mutacdes que geram as assinaturas incluem substituicdes de base unica
(SBS) e dupla (DBS), pequenas inser¢oes e delegdes (ID), variagdes estruturais (SV),
alteragdes no nimero de copias (CN) e substituicdes de base tnica no RNA (RNA-SBS),
sendo que multiplas assinaturas mutacionais podem estar sobrepostas no genoma de um Unico
cancer (Alexandrov et al. 2020). Para MAP, as assinaturas mutacionais especificas
dominantes sdo a SBS18 e a SBS36, as quais aparecem em alta frequéncia em tumores de
portadores bialélicos e em uma menor frequéncia em monoalélicos, enquanto sdo raras em
pacientes com MUTYH selvagem (Disel et al. 2024). A SBS18 foi identificada pela primeira
vez no estudo de Alexandrov et al. (2013) e relacionada experimentalmente a danos por

espécies reativas de oxigénio no estudo de Kucab et al (2019). A SBS36, por sua vez, foi



identificada pela primeira vez nos estudos de Viel et al. (2017) e Pilati et al. (2017), sendo
validada experimentalmente por este Ultimo e relacionada com a inativagdo bialélica do
MUTYH e deficiéncia no sistema BER. Ambas as assinaturas sdo caracterizadas pelo
enriquecimento substancial de trocas C>A em detrimento de outras trocas (Viel et al. 2017;

Georgeson et al. 2022) (Figura 3).
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Figura 3. Assinaturas mutacionais SBS18 e SBS36 caracteristicas de tumores de

pacientes MAP.

Legenda: A imagem demonstra o perfil das duas assinaturas mutacionais relacionadas a MAP, nas quais
podemos ver o enriquecimento de trocas C>A, em diferentes contextos de trinucleotideos. A figura A ilustra a

assinatura SBS18, enquanto a figura B ilustra a assinatura SBS36.

Avaliagdes computacionais in silico demonstraram que mutagdes associadas as
assinaturas SBS18 e SBS36 estdo associadas com altos niveis de hidrofobicidade (propriedade
de repelir dgua), a qual ja foi relacionada com imunogenicidade e melhores desfechos apods a
imunoterapia previamente (Disel et al. 2024). Estudos anteriores também demonstraram
niveis modestos (10-30 mutagdes por megabase) de carga mutacional tumoral (TMB) e uma
taxa elevada de infiltracao linfocitaria intratumoral similar aos tumores com deficiéncia na via
MMR (Georgeson et al. 2022; Disel et al. 2024; Paller et al. 2024). Isso levantou a hipotese da

utilizagdo dos inibidores de checkpoint imunologico como terapia promissora em pacientes
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MAP, inclusive sendo relatados trés estudos de caso em que trés pacientes demonstraram
respostas completas ou sem progressdo de doenga apds submissdo as imunoterapias com
nivolumab e pembrolizumab. Estes dados ainda sdo pouco explorados e muito recentes,
necessitando de maior investigacao (Volkov et al. 2020; Mathias-Machado et al. 2023; Disel
et al. 2024).

1.4.2 Associacdo com KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K

Embora as transversdes G:C = T:A ocorram em todo o genoma em decorréncia da
deficiéncia de MUTYH, na mucosa intestinal elas levam ao enriquecimento de clones de
células contendo principalmente mutagdes especificas no oncogene KRAS e em outros GSTs
importantes para a carcinogénese do CCR, como o APC (Aelvoet et al. 2022). O KRAS
pertence a uma familia de proteinas da classe GTPase chamada Ras, responsavel por
transmitir sinais dentro das células que controlam a proliferagdo e sobrevivéncia celular. O
gene ¢ um dos primeiros a sofrerem mutacdo na via adenoma-carcinoma, além de ser um dos
principais mutados em CCR metastatico (cerca de 40% dos casos), sendo que a maioria das
mutacoes ¢ ativadora e ocorre nos codons 12, 13 e 61 (Walther et al. 2009; Chong et al.
2022). Mutagdes nesses trés cddons comprometem a capacidade de hidrolise do GTP ligado a
Ras, fazendo com que a via fique constitutivamente ativa. Em tumores de pacientes MAP, a
mutag¢do encontrada com maior frequéncia (>80%) ¢ a NM_004985.5:¢.34G>T; p.G12C, a
qual confere ganho de fun¢do ao gene e ¢ rara (2-3%) em pacientes com CCR sem o MUTYH
mutado (van Puejenbroiek et al. 2008; Georgeson et al. 2022).

Esse contraste levantou a hipotese de que a mutagdo KRAS-G12C poderia atuar como
um biomarcador barato e acessivel para direcionar a realizagdo do teste germinativo do
MUTYH, e, assim, aumentar a taxa de detec¢ao de pacientes MAP, ja que diversos painéis
para CCR incluem o KRAS e sdo utilizados na rotina clinica para predizer a resposta do
paciente a terapia de antagonistas do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR).
Até o momento, os estudos que avaliaram a taxa de detec¢do da MAP dentro de coortes
KRAS-G12C obtiveram valores entre 3-25%, resultados expressivos quando comparados a
representacdo de 0,7% da MAP dentre todos os casos de CCR (van Puijenbroek et al. 2008;
Aimé¢ et al. 2015; Yanus et al. 2018; Volkov et al. 2020; Georgeson et al. 2022; Imyanitov et
al. 2022).

Porém, apesar de que se tenha sugerido o uso do KRAS-G12C como biomarcador para

identificacao de pacientes com MAP, ainda ndo ocorreu uma ampla adogao dessa abordagem.
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Por exemplo, nenhuma das diretrizes atuais da European Society for Medical Oncology
(ESMO), da American Society of Clinical Oncology (ASCO) e NCCN para triagem de risco
de cancer colorretal hereditario recomenda testar o gene MUTYH em pacientes com essa
mutacao somatica. Além disso, mesmo que as diretrizes da NCCN recomendem considerar a
solicitacdo de testes genéticos para todos os casos diagnosticados de CCR, a realidade da
maioria dos paises de baixa e média renda ndo sustentaria essa abordagem. Dessa forma, a
presenca da variante KRAS-G12C poderia ser util para direcionar a realizagdo do
sequenciamento de MUTYH e proporcionar o diagnéstico de MAP, levando a tratamentos
adequados e ao aconselhamento multidisciplinar de familiares (Aimé et al. 2015; Terlouw et
al, 2020; Gomes et al. 2021).

O gene PIK3CA codifica a subunidade catalitica alfa de PI3K e esté relacionado com
a proliferacao celular, atuando em conjunto com KRAS na regulacao da via de sinalizagdo a
jusante do EGFR. O gene estd mutado em cerca de 10-20% dos casos em uma variedade de
canceres, sendo os principais o de mama, endométrio e colorretal, sendo que as mutacdes
geralmente estdo presentes nas cinco regioes hotspots R88, ES42, E545, Q546 e H1074 (Lech
et al. 2016; Voutsadakis, 2021). Em CCR metastatico, particularmente, as mutacdes
observadas com maior frequéncia sdo a H1047R (9,8%), E545K (9,2%) e E542K (9,0%)
(Yasin et al. 2024). Recentemente, Georgeson et al. (2022) estudaram uma coorte de mais de
5.600 CCRs e demonstraram que, além da alta frequéncia de KRAS-G12C em MAP, a
mutacdo NM 006218.4:c.1636C>A; p.Q546K também aparece em alta frequéncia, estando
presente em 37% dos CCRs MAP em comparacdo a 0,7% dos CCRs controles. Este foi o
primeiro estudo a destacar PIK3CA-Q546K como biomarcador da MAP. Ademais, o estudo
de Georgeson et al. (2022) também demonstrou que a presenca de KRAS-G12C e/ou PIK3CA-
Q546K resulta em uma sensibilidade de 89,5% (area sob a curva = 0,932) para detectar
pacientes MAP, com ambas relacionadas a presenga das assinaturas mutacionais SBS18 e
SBS36 nos seus adenocarcinomas. Por conta disso, o estudo sugeriu a utilizacdo dessas duas
mutagdes em abordagens de classificacdo de variantes de significado incerto (VUS) em

MUTYH no cenario clinico.

1.4.3 Reclassificacdo de variantes de significado incerto (VUS) em MUTYH

A classificagdo de variantes germinativas em genes de doencas mendelianas ¢ feita
com base em uma variedade de critérios definida por um grupo de especialistas da American

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), da Association for Molecular
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Pathology (AMP) e do College of American Pathologists (CAP), além de recomendacdes de
experts do Clinical Genome Resource (ClinGen) (Richards et al. 2015). Os chamados critérios
ACMG/AMP envolvem a analise de dados funcionais, computacionais, frequéncia
populacional, segregacao familiar e outros sobre a variante em questdo para chegar a uma
classificagdo final das variantes em uma de cinco classes: benignas (B), provavelmente
benignas (PB), variantes de significado incerto (VUS), provavelmente patogénicas (PP) ou
patogénicas (P). As VUS sdo variantes que nao preenchem critérios especificos que permitam
classifica-las em uma das demais classes, ou que apresentam informagdes conflitantes. Com a
introdugdo de painéis multigénicos, sequenciamento de exoma e sequenciamento de genoma
completo, o nimero de variantes identificadas por pessoa aumentou progressivamente; em
paralelo, mais VUS passaram a ser identificadas. Essas variantes sdo comunicadas aos
pacientes, porém, ndo possuem valor clinico para direcionar a tomada de decisdes médicas ou
indicar a necessidade de se realizar testes preditivos em membros da familia (Richards et al.
2015; Morales, Hershberger, 2018; Fatkin, Johnson, 2020).

Estudos que reportam VUS em homozigose ou em heterozigose composta com uma
variante patogénica em casos suspeitos de MAP buscam maneiras de reclassificar essas
variantes e garantir o diagndstico correto dos pacientes (Ricci et al. 2017; Kidambi et al.
2018; Picango-Albuquerque et al. 2022). A reclassificacdo proposta por Georgeson et al.
(2022) utilizando a presenga de KRAS-G12C e/ou PIK3CA-Q546K no tecido tumoral poderia
ser feita por meio da aplicagdo do critério especifico PP4, o qual ¢ aplicado quando o fenotipo
ou histéria familiar do paciente sdo altamente especificos para uma doenga com uma etiologia
genética unica (Richards et al. 2015). Ainda, novas recomenda¢des em andamento do
ClinGen InSiGHT Hereditary Colorectal Cancer/Polyposis Variant Curation Expert Panel
reforcam essa ideia, uma vez que sugerem que caracteristicas fenotipicas tumorais, incluindo
KRAS-G12C, sejam consideradas como evidéncia de patogenicidade; dessa forma, a depender
de outros critérios que também possam ser aplicados, variantes VUS em MUTYH poderiam

ser, portanto, reclassificadas (Walsh et al. 2018).
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a taxa de deteccdo de variantes germinativas patogénicas/provavelmente
patogénicas (VGPs) no gene MUTYH em pacientes com cancer colorretal e mutacdo somatica

KRAS-G12C.

2.2 Objetivos Secundarios

1) Avaliar a frequéncia das variantes germinativas p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp, p.Arg241Trp,
p-Ala385fs e delecdo dos éxons 4 a 16 do gene MUTYH em pacientes com cancer colorretal e
mutagdo somatica KRAS G12C;

2) Realizar o sequenciamento completo do gene MUTYH em portadores monoalélicos das
variantes avaliadas;

3) Comparar aspectos clinicos e anatomopatoldgicos entre pacientes bialélicos, monoalélicos
e sem VGPs em MUTYH,

4) Avaliar a utilidade de investigar KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos de adenomas e
cancer colorretal para classificar variantes de linhagem germinativa de significado incerto em

MUTYH.
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3 CASUISTICA E DESENHO DO ESTUDO

Para os objetivos 1 a 3, pacientes acima de 18 anos, portadores de cancer colorretal e
mutagdo somatica KRAS-G12C foram selecionados através de busca no banco de dados
interno do Laboratorio de Diagnostico Gendmico (LDG) do A.C. Camargo Cancer Center
(ACCCC) e através de parceria com o Hospital de Amor (Barretos - SP), em colaboragdo com
o Dr. Rui Reis. De 4.139 testes KRAS realizados no ACCCC, 1.352 eram positivos, dos quais
108 eram KRAS-G12C. Em Barretos, de 3.478 testes KRAS realizados, 112 foram
identificados como KRAS-G12C, totalizando, portanto, 220 pacientes elegiveis (2,9%). Foram
excluidos individuos sem material biologico disponivel para andlise. A Figura 4 sintetiza as
coortes avaliadas e o desenho experimental do estudo.

Resumidamente, coletamos os dados clinicos e anatomopatologicos dos 220 pacientes
KRAS-G12C e solicitamos a extragdo de DNA dos seus materiais de leucocito e/ou parafina.
Posteriormente, esses materiais foram submetidos @ PCR multiplex das cinco variantes mais
comuns no Brasil (p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp, p.Arg241Trp, p.Ala385fs e delecao dos éxons
4-16), além de eletroforese para verificagdo das bandas e sequenciamento de nova geragao
(NGS) dos amplicons. Por fim, os pacientes seguiram um dos trés fluxos possiveis: 1. Quando
os pacientes eram homozigotos ou heterozigotos com duas das variantes avaliadas, avaliamos
a disponibilidade de material para a realizagdo de PCR alelo-especifica (PCR-AE) a fim de
confirmar a MAP, e quando ndo foi possivel realiza-la, inferimos a MAP. 2. Para pacientes
heterozigotos com uma das variantes avaliadas, realizamos o sequenciamento completo do
MUTYH: quando uma segunda VGP foi detectada, seguimos como no fluxo 1; quando outra
VGP ndo foi detectada, classificamos o paciente como monoalélico. 3. Para pacientes
negativos para as cinco variantes analisadas, presumimos que ndao possuem MAP. Mais

detalhes sobre a metodologia utilizada estdo disponiveis no capitulo 4.
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Fonte: Autoria propria.
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(Barretos)

220 KRAS-G12C

Figura 4. Fluxograma da selecio da coorte e das analises referentes aos objetivos geral e

secundarios 1 a 3.

Legenda: LDG = Laboratério de Diagnostico Gendmico, ACCCC = A.C.Camargo Cancer Center; PCR =
Reacdo em cadeia da polimerase; NGS = Sequenciamento de Nova Geracdo; PCR AE = PCR alelo-especifica; P
= Patogénica; PP = Provavelmente patogénica; MAP = Polipose Associada ao MUTYH. Transcrito utilizado para

as variantes em MUTYH: NM_001128425.2.

Para o objetivo 4 do estudo, buscamos VUS em MUTYH em uma coorte de mais de
3.200 testes genéticos realizados em pacientes do ACCCC em risco de sindromes de cancer
hereditario. A sele¢do dos pacientes foi feita revisando os bancos de dados de testes
germinativos do Laboratério de Diagnostico Gendmico, de projetos anteriores do grupo, do
Departamento de Oncogenética do ACCCC e por colaboracdo com os hospitais Haroldo
Juagaba — Instituto do Cancer do Ceara (CE) e Erasto Gaertner (PR). A Figura 5 sintetiza o
fluxo do estudo para esse objetivo especifico. Resumidamente, selecionamos individuos com
CCR e VUS em MUTYH em homozigose ou em heterozigose composta com uma variante
patogénica heterozigota. Identificamos trés pacientes com VUS candidatas e analisamos a
presenca de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em pelo menos duas amostras por paciente
(incluindo amostras de cancer colorretal e adenomas). Ainda, para confirmar a alta frequéncia
das mutagdes KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tumores de pacientes com MAP, avaliamos
como grupo controle positivo a presenca dessas mutagdes em tecidos de 16 pacientes ja
diagnosticados com MAP no ACCCC, comparando-os com um grupo controle negativo

obtido da literatura recente (Georgeson et al. 2022; Walker et al. 2024). Apds a detecgdo de
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pelo menos uma das duas hotspots nos pacientes VUS e comparagdo com os controles,
revisamos os dados clinicos do paciente em questdo e os critérios de classificagdo de variantes
da ACMG para avaliar a possibilidade de reclassificacdo. Mais detalhes sobre a metodologia

utilizada estdo disponiveis no capitulo 4.

/ Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 \

Dados da literatura UBlEEianiEs b 3.200 painéis multigenes | | Detec3ode KRAS-G12Ce
EoRdEiciics (LDG/Oncogenética) (LDG e Oncogenética) PIK3CA-Q546K
negativos para VGPs
em MUTYH l l
- 37 pacientes com VUS Revisdo ACMG, dados
Ll Frequéncia em MUTYH clinicos do paciente e
Frequéncia KRAS-G12Ce comparagdocom
KRAS-G12Ce PIK3CA-Q546K HM ou HT com VGP controles
PIK3CA-Q546K Material disponivel T
—* Reclassificagio B/PB |
Cancer colorretal
ColaboragBes —+ Manter como VUS |
iti E‘j
\ Comparacdo Controles positivos 3 pacientes | Reclassificagdo P/ly

Fonte: Autoria propria.
Figura S. Fluxograma da selecao da coorte e das analises referentes ao objetivo

secundario 4.

Legenda: *Georgeson et al. (2022) e Walker et al. (2024); VGPs = Variantes germinativas patogénicas; MAP =
Polipose Associada ao MUTYH; LDG = Laboratorio de Diagnostico Genomico; VUS = Variantes de significado
incerto, HM = Homozigoto, HT = Heterozigotos; ACMG = American College of Medical Genetics and

Genomics; B = Benigna; PB = Provavelmente benigna; P — Patogénica; PP — Provavelmente patogénica.

Para os pacientes selecionados, foi avaliada a disponibilidade de material bioldgico
(leucocito ou tumor congelado) para a extracdo de DNA no Biobanco institucional do
ACCCC. Pacientes do ACCCC e dos demais centros participantes que possuiam material
disponivel e que optaram no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pela
disponibilizacdo de seu material em pesquisas futuras sem necessidade de re-consentimento
foram incluidos no estudo diretamente, conforme diretrizes do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP). Para pacientes que apresentaram material armazenado no biobanco e
optaram por serem re-consentidos, ou pacientes apenas com material de tumor fixado em
formalina e emblocado em parafina (FFPE) disponivel no arquivo do Departamento de
Anatomia Patoldgica ou biorrepositério de DNA do LDG, realizamos o convite para
participagdo no estudo através de assinatura do TCLE do estudo e coleta de saliva ou raspado

bucal.
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Os dados clinicos dos pacientes e histopatologicos dos tumores foram obtidos por
consulta em prontudrio eletronico e armazenados de maneira anonimizada em banco de dados
estruturado na plataforma REDCap. Os pacientes nos quais detectamos VGPs receberam o
retorno dos resultados através de relatérios de pesquisa € em consulta de aconselhamento
genético no Departamento de Oncogenética das duas instituicdes participantes. Este projeto
de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer
Center / Fundagao Anténio Prudente (n° 3153/21) e do Hospital de Amor de Barretos /
Fundagao Pio XII (CAAE 53067621.3.3001.5437).
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4 METODOLOGIA

4.1 Extracio de DNA

As extracoes de DNA de tumor fresco, FFPE e leucdcito foram realizadas no
Biobanco dessa institui¢ao, de acordo com os protocolos operacionais padrdo estabelecidos. A
integridade do DNA foi avaliada pelo equipamento TapeStation (Agilent) e a concentragao
pelo equipamento Qubit® com o uso do reagente QUANT-IT DNA HS assay kit (Life
Technologies). As amostras foram identificadas por codigos padrao do Biobanco, garantindo
sua anonimizagdo. Além da extragdo realizada pelo Biobanco, quando disponivel, foi
utilizado DNA residual dos testes somaticos de KRAS feitos pelos Laboratérios de
Diagnéstico Gendmico do A.C.Camargo Cancer Center e do Hospital de Amor de Barretos.

A extragdo de DNA de saliva coletado para fins de confirmagdo de heterozigose
composta por PCR alelo-especifica foi feita na instituicdo com o uso do reagente preplT-L2P
(DNA Genotek), seguindo instrucdes do fabricante. A integridade do DNA foi avaliada pelo
equipamento NanoDrop (ThermoFisher) e a concentracdo pelo equipamento Qubit® com o
uso do reagente QUANT-IT DNA HS assay kit (Life Technologies). As amostras foram
identificadas por codigos derivados do codigo padrio do Biobanco, garantindo sua

anonimizagao.

4.2 Deteccao de alteracoes pontuais em MUTYH por NGS-amplicon

Para a detecgdo das alteragdes germinativas em MUTYH p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp,
p-Arg241Trp, p.Ala385fs e delecao dos éxons 4 a 16 foi utilizada a metodologia de NGS de
amplicons. Essas variantes foram selecionadas por serem as variantes mais frequentes na
populacdo brasileira e em pacientes MAP do Brasil (dados de testes genéticos internos;
Torrezan et al. 2014; Esperon et al. 2024). Para isto, primers especificos para as regides
dessas alteracdes foram desenhados utilizando a ferramenta online Primer 3 (Tabela 1).
Resumidamente, 20ng de DNA de leucocito ou tumor foram submetidos a reagdes de PCR
multiplex com o kit Qiagen Multiplex PCR para gerar amplicons das regides de interesse. As
condi¢des de ciclagem envolveram uma pré-incubagdo a 95°C por 5 minutos seguida por 40
ciclos de: desnaturagao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 90 segundos e
extensao a 72°C por 30 segundos. Por fim, uma etapa de extensao final a 68°C por 10 minutos

foi realizada.



19

Tabela 1. Variantes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR
multiplex do MUTYH.

Variante

Primer forward

Primer reverse

Tamanho do
amplicon

(pb)

c.1187G>A;
p-Gly396Asp

(éxon 13)

5’GGCAGTGGCATGAGTAACAA3’

5’GACGGGAACTCCCACAGTC3

112

c.536A>G;
p.Tyr179Cys

(éxon 7)

5’ACCCACAGGAGGTGAATCAAY’

5’CCAAGACTCCTGGGTTCCTA3’

120

c.721C>T;
p-Arg241Trp

(éxon 9)

5’GGTGTGGTGGATGGCAACY’

5’CCCAACATCCTACCAGAGCT3’

105

c.1147del;
p-Ala385fs
(éxon 12)

5’AGCTCTGCCACCTGTGTTCT?’

5’GCCGATTCCCTCCATTCTCT3’

140

Delegao

éxons 4-16

5’CAGAACCAAGCAGAACGTCA3®

5’GCCTGCTAAGCTGGTACGACS’

188

Fonte: Autoria propria.

Legenda: pb = Pares de base. Transcrito utilizado: NM_001128425.2.

Apo6s a confirmacao de amplificacdo por analise em gel de agarose, 10 a 100ng do

produto amplificado por PCR foi utilizado para a construgdo das bibliotecas de amplicon com

o kit Ion Plus Fragment Library (ThermoFisher), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para o sequenciamento, as etapas de PCR em emulsdo, enriquecimento e deposi¢ao no chip de

sequenciamento foram realizadas no equipamento Ion Chef (ThermoFisher). Por fim, o

sequenciamento foi realizado na plataforma Ion S5 (ThermoFisher). Os resultados do

sequenciamento foram analisados no TorrentSuite software e VariantCaller (ThermoFisher) e

comparados com a versao do genoma GRCh37/Hgl9. As variantes identificadas foram

inspecionadas visualmente no software Integrative Genomics Viewer (IGV). Foram

consideradas positivas amostras com variantes detectadas com pelo menos 30% do total de

leituras.
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4.3 Sequenciamento Completo do MUTYH

Pacientes nos quais detectamos apenas uma variante em heterozigose (alteracio
monoalélica) foram submetidos ao sequenciamento completo do gene MUTYH por
sequenciamento de painel multigenes por NGS. Resumidamente, para o sequenciamento
NGS, puderam ser utilizados dois painéis multigenes que contém o gene MUTYH. Para as
amostras com DNA extraido de leucoécito, foi utilizado um painel de captura contendo 26
genes. Para as amostras com DNA apenas de parafina disponivel, foi utilizado um painel de
amplicons contendo 409 genes, ja padronizado para avaliar esse tipo de DNA, que apresenta
alto grau de degradacao.

Para o painel de 26 genes, o DNA genomico foi fragmentado por digestdo enzimatica
e ligado a adaptadores e barcodes. A captura das regides alvo foi realizada através de
hibridizagdo com sondas biotiniladas para os 26 genes do painel (Painel HCS — Sophia
Genetics), seguindo as recomendagdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado na
plataforma NextSeq 500 ou MiniSeq (Illumina) e as andlises no programa Sophia DDM
(Sophia Genetics).

Para o painel de 409 genes, foi utilizado o painel comercial Comprehensive Cancer
Panel (ThermoFisher), de 1.300kb, o qual abrange 409 oncogenes e genes supressores de
tumor relacionados ao cancer, com 16.000 pares de primers distribuidos em quatro pools. A
abordagem se baseia na amplificagdo da regido codificadora dos genes alvo seguida de
sequenciamento na plataforma Ion S5. Os resultados do sequenciamento foram analisados no
TorrentSuite software e VariantCaller (ThermoFisher) e comparados com a versdo do genoma
GRCh37/Hgl9. Por fim, os arquivos VCFs foram importados para o software VarSeq
(Golden Helix) para anotacdes adicionais e filtragem de variantes. A classificagdo ACMG
descrita das variantes encontradas foi obtida da anotagdo do banco ClinVar do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) no préprio VarSeq; quando a informagdo nao
estava disponivel, a classificacdo final das variantes foi realizada considerando as
recomendacodes iniciais da ACMG/AMP (Richards et al 2015) e publicacdes mais recentes do

consorcio ClinGen.
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4.4 PCR multiplex ampliada do MUTYH

Para os pacientes detectados com uma variante em heterogizose no sequenciamento
multiplex e que ndo possuiam quantidade suficiente de material para a realizagdo de painel
genético (minimo 40ng de DNA), bem como apresentavam impossibilidade de nova coleta,
realizamos uma PCR multiplex ampliada contendo dez pares de primers previamente
disponiveis em nosso laboratorio que cobrem aproximadamente 57,8% da regido codificadora
do gene MUTYH (Figura 6). O protocolo e as condi¢des de ciclagem foram os mesmos
descritos para a secdo 4.2. As regides cromossomicas e ¢éxons abrangidos, os primers

utilizados e o tamanho dos amplicons gerados estao descritos na Tabela 2.

11.73 kb Forward strand  _gee

45,330,000 45,332,500 45,335,000 45,337,500 45,340,000
PHAI

Chromosome bands

MANE Plus Clinical ., NIl 1
Transcripts

45,330,000 45,332,500 45,335,000 45,337,500 45,340,000
- Reverse strand 1173 kb

Fonte: Produzido no software Ensembl Genome Browser (https://www.ensembl.org/index.html)

Figura 6. Regioes e éxons abrangidos pelos iniciadores utilizados no sequenciamento

multiplex e na PCR ampliada do gene MUTYH.

Legenda: A imagem demonstra as regides que os primers (representados por retangulos coloridos) utilizados no
sequenciamento multiplex inicial e na PCR ampliada abrangem em comparacdo as regides dos 16 éxons do
transcrito MANE Plus Clinical (NM_001128425.2) do gene MUTYH, representados por retingulos marrons. O

gene ¢ transcrito na fita reversa, e, portanto, o éxon 1 esta localizado a direita da imagem.

Tabela 2. Iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na PCR multiplex ampliada
do MUTYH.

Tamanho
Regido cromossdmica e do
Primer forward Primer reverse
éxon amplicon
(pb)
chr1:45334369-45334483
@ 2 5’TGGGAAGTGGTCACAGGAAG3’ | 5’GGGCCACAACCTAGTTCCTT3’ 115
éxon
chr1:45333407-45333543
@ 3 5’AAGAGGTGGTATTGCAGGCC3’ 5’GCCTACCCGTCTTCTCCATG3’ 137
éxon
chr1:45333066+45333196
@ ) 5’CATGACCCTTCCCTTCCTCC3’ 5’TCCTCATGCCAACCCCTTTC3’ 131
éxon
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ampliada do MUTYH.
chr1:45332825-45332960
(6x00 6) 5’GAAGTGGCCTACACTGCAG3’ 5’GATTCACCTCCTGTGGGTAG3’ 136
éxon
chr1:45332554-45332688
(6xon 8) 5’GGTGGTAGAGGAGCTAGGGG3’ 5’GGGGTGGGCTGTGAGATC3’ 135
éxon
chr1:45332132-45332277
5’GCCAGGAGATTTCAACCAAG3’ 5’GGACTTCTCACTGCCCCTTC3’ 146
(éxon 10)
chr1:45331959-45332117
(éxon 11) 5’GCCCTATGACACTCAACCCT3’ | 5’AACTGGAATGGGGCTTCTGA3’ 159
éxon
chr1:45331765-45331948
5’CCTGAGTAAGATTCTGCAGAAC3’ | 5>’ TTTCTGGGGAAGTTGACCAC3’ 184
(éxon 12)
chr1:45331459-45331637
5’GGCAGTGGCATGAGTAACAA3’ | 5>’ AGCCCAACGCTGTAGTTCCT3’ 179
(éxon 13)
chr1:45331062-45331229
(éxon 14) 5’ACGCAGGAGGAATTTCACAC3’ 5’GCAACAGAGCGATTCTCCG3’ 168
éxon

Fonte: Autoria propria.

Legenda: pb = Pares de base. Transcrito utilizado: NM_001128425.2.

4.5 PCR Alelo-Especifica

A metodologia de PCR alelo-especifica (PCR-AE ou AS-PCR — Allele-specific PCR)

ou ARMS (dmplification refractory mutation system) foi utilizada para confirmar a fase (cis
ou trans) das variantes presentes em individuos bialélicos heterozigotos, ou seja, confirmar se
as variantes estdo em cromossomos distintos. Essa técnica se baseia na dependéncia da PCR
do correto pareamento da extremidade 3 do oligo iniciador para que ocorra a sintese da fita
complementar. Para isso, utilizam-se dois iniciadores diferentes, um deles apresentando a
ultima base da extremidade 3’ complementar a um dos nucleotideos da alteragdo e o outro
iniciador sendo complementar ao outro nucleotideo possivel.

Em uma amostra de um individuo heterozigoto, cada um dos alelos ¢ amplificado
apenas na rea¢ao contendo o iniciador que apresente o nucleotideo complementar a este alelo.
A amplificagdo preferencial de apenas um dos alelos em cada reacdo permite a comprovagao
de variantes bialélicas, também chamadas heterozigotas compostas, em sindromes recessivas.
As condi¢des da PCR-AE e do sequenciamento de seus amplicons foram as mesmas que as

descritas acima para a PCR multiplex. As variantes para as quais foi realizada PCR alelo-
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especifica, bem como os primers utilizados e o tamanho dos amplicons gerados estdo

descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Variantes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR
alelo-especifica.

Tamanho do
Variante 1 Variante 2 ASP 1 ASP 2 CON amplicon
(pb)
c.325C>G; ¢.536A>G; 5’CTGGGCTGG 5’CTGGGCTGG 5’GCCTGCTAA
p.Argl09Gly p.Tyr179Cys CCTGGGCTA3’ CCTGGGCTG3’ | GCTGGTACGAC?’ 663
(éxon 7) (éxon 7) (reverse) (reverse) (forward)
c.721C>T; ¢.536A>G; 5’CTGGGCTGG 5’CTGGGCTGG 5’CACCCTTGT
p.Arg241Trp p.Tyr179Cys CCTGGGCTA3’ CCTGGGCTG3’ | TACCCCAACAT3’ 455
(éxon 9) (éxon 7) (reverse) (reverse) (forward)
c.1187G>A; c.933+3A>C; 5’CACAGTCCT 5’CACAGTCCT 5’CACAGTGTG
p-Gly396Asp p. spl? GCCAGCAGAC3’ | GCCAGCAGAT3’ | TACCCCACAGC3’ 701
(éxon 13) (intron 10) (reverse) (reverse) (forward)

Fonte: Autoria propria.
Legenda: ASP 1 = Iniciador alelo-especifico 1 — alelo selvagem; ASP 2 = Iniciador alelo-especifico 2 — alelo

mutado; CON = Iniciador conservado; pb = Pares de base. Transcrito utilizado: NM_001128425.2.

4.6 Analise de Perda de Heterozigose (LOH)

A avaliacdo da perda de heterozigose (LOH) foi realizada em tecido tumoral, a partir
de DNA tumoral fresco, congelado ou embebido em parafina (FFPE). Todo o material FFPE
foi revisado por um patologista especialista e apenas tecidos tumorais que contém mais de
40% de células tumorais foram considerados. Para esse objetivo, a amplificagdo por PCR, a
construgdo da biblioteca de amplicons e a realizagdo e andlise do sequenciamento foram
realizadas conforme previamente descrito na se¢do 4.2. As frequéncias das variantes foram
avaliadas visualmente no software IGV, sendo que apenas variantes com frequéncia alélica

acima de 65% foram consideradas portadoras de LOH.

4.7 Deteccao de alteracoes pontuais em KRAS e PIK3CA por NGS-amplicon

Para a detecgdo das mutagdes somaticas KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos de
adenomas e cancer colorretal do grupo controle positivo e dos pacientes VUS, foi utilizada a

mesma metodologia de NGS de amplicons e de andlise descritas no item 5.2. Primers
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especificos para as regides dessas alteragdes foram desenhados utilizando a ferramenta online
Primer 3 (Tabela 4). Foram consideradas positivas amostras com variantes detectadas com
pelo menos 3% do total de leituras. Para o grupo controle negativo, foram utilizados os dados
dos estudos de Georgeson et al. (2022) para CCR e Walker et al. (2024) para adenomas, os
quais analisaram a presenca das duas mutagdes em 5.364 CCR e 27 adenomas de pacientes

sem variantes germinativas ou somaticas patogénicas em MUTYH.

Tabela 4. Mutacdes, iniciadores e tamanho dos amplicons utilizados na técnica de PCR
multiplex do KRAS e PIK3CA.

Tamanho do
Mutacio Primer forward Primer reverse
amplicon (pb)
¢.34G>T;
p.Glyl2Cys | 5’AGGCCTGCTGAAAATGACTG3’ | 5’AGCTGTATCGTCAAGGCACTC3’ 81
(éxon 2)
c.1636C>A;
5’CTCAAAGCAATTTCTACACGA
p-GIn546Lys GA3: 5S’TGAGATCAGCCAAATTCAGTT3’ 148
(éxon 10)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: pb = Pares de base. Transcritos utilizados: NM_004985.5 (KRAS) e NM_006218.4 (PIK3CA).

4.8 Reclassificacao de VUS

As VUS identificadas no gene MUTYH foram reclassificadas seguindo os critérios
definidos pela ACMG e suas atualizagdes, as quais consideram dados populacionais,
funcionais, computacionais, de segregagado, alélicos e de outras fontes e bases de dados a fim
de classificar variantes encontradas em testes gendmicos. A variante em questdo pode ser
reclassificada como patogénica, provavelmente patogé€nica, benigna ou provavelmente
benigna a partir de uma somatoéria de pontos que podem ser aplicados a depender dos critérios
que sao atendidos. Ainda, a variante pode ser mantida como VUS, caso ndo exista critérios
suficientes que apoiem sua reclassificagdo. O critério especifico pontuado levando em
consideracdo a presenca das mutacdes KRAS-G12C e/ou PIK3CA-Q546K foi o critério PP4
(Richards et al. 2015).
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4.9 Coleta de dados e analises estatisticas

Dados clinicos dos pacientes (idade de acometimento, nimero de polipos, historia
familiar de cancer, entre outros) e histopatolégicos dos tumores (localizagdo, tipo histolégico,
grau, entre outros) foram obtidos por consulta em prontuario eletrénico. O numero de pélipos
descrito representou a carga total de pdlipos que o paciente apresentou durante todas as
colonoscopias realizadas nas instituicdes participantes e/ou realizadas em outras instituigoes,
sendo que quando a carga era de pelo menos 10 polipos, o paciente foi considerado como
portador de polipose. Pacientes nos quais ndo foram reportados pdlipos nas colonoscopias
foram considerados sem polipos. Pacientes apenas com dado de testagem de KRAS no
prontudrio eletronico foram considerados como sem informacgao para polipos e para os outros
dados coletados.

Os dados obtidos foram descritos com estatistica descritiva, incluindo a utilizagdo de
medianas, médias e desvios padrdes para dados continuos. Para variaveis continuas
comparadas entre dois grupos, utilizamos o teste T; para comparacdes entre mais de dois
grupos, utilizamos o0 ANOVA. Para dados categoricos dispostos em tabelas de contingéncia
2x2, a associacdo foi verificada por meio do Teste Exato de Fisher; quando as tabelas nao
seguiam esse padrdo, foi utilizado o Teste Qui-Quadrado de Pearson. Um valor de p bicaudal
<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A realizagdo das analises estatisticas
contou com o apoio do servigo de apoio estatistico do CIPE - A.C.Camargo Cancer Center,

para defini¢cdo dos testes adequados aos resultados obtidos.
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S RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte geral

De um total de 7.617 testes KRAS realizados no A.C.Camargo Cancer Center (4.139
testes) e no Hospital de Amor de Barretos (3.478 testes), identificamos 220 pacientes (2,9%)
com CCR e KRAS ¢.34G>T p.G12C, sendo 108 pacientes advindos do A.C.Camargo e 112 do
Hospital de Amor. A coorte apresentou média de idade de 58 anos (24 a 92), com 96/163
(58,9%) apresentando pelo menos um polipo e 40/157 (25,4%) apresentando historico
familiar para CCR. Cerca de metade dos pacientes (81/156 — 52%) apresentaram historico
familiar para outros tipos de cancer e 29/174 (16,6%) possuiam histérico de outros tumores
primarios. Dos 184 pacientes com informagdes sobre estadiamento tumoral, a maior parte
(64,1%) apresentou estadio IV, seguido por 41 (22,3%) com estadio III, 19 (10,3%) com
estadio 11 e 6 (3,3%) com estadio I. Em relagdo ao desenvolvimento de metastase, 123/187
(65,7%) pacientes apresentaram a condi¢do. A relagdo das principais neoplasias observadas
no histérico familiar, outros tumores primarios, bem como a distribui¢do dos estadios

tumorais e locais de metéastase podem ser observados na Figura 7.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 7. Distribuicao de caracteristicas clinicas na coorte total.

Legenda: A — Principais neoplasias observadas nos casos com histérico familiar positivo (81 pacientes). B —
Outros tumores primarios apresentados por 29 pacientes. C — Distribui¢do dos estadios clinicos dos tumores
colorretais (184 pacientes). D — Localizagdo dos sitios metastaticos em 123 pacientes. OBS: Alguns pacientes da

coorte contribuiram com mais de uma categoria.

Grande parte dos pacientes se autodeclarou branco (135/181 — 74,5%), seguido por
pardo (40/181 — 22%), amarelo (4/181 — 2,2%) e preto (2/181 — 1,1%). A localizagdo tumoral
predominante foi o lado esquerdo (128/190 — 67,3%), o qual abrange os c6lons descendente e
sigmoide e o reto. A maior parcela dos pacientes nao realizou imunohistoquimica (IHQ) para
avaliar a perda da expressao das proteinas MMR, mas dos 85 que a realizaram, 83 (97,6%)
ndo apresentaram perda de expressdo. De forma semelhante, a maior parte dos pacientes
também nao teve avaliacdo de MSI. Dos 81 pacientes que realizaram a avaliagdo, 78 (96,2%)

nao apresentaram instabilidade.

. Pele ndo melanoma
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5.2 Detecciao de variantes patogénicas em MUTYH em pacientes com CCR
e KRAS-G12C

Todos os 220 pacientes foram submetidos ao sequenciamento multiplex inicial, sendo
que 25 (11,4%) apresentavam pelo menos uma VGP em MUTYH e 1 apresentava uma VUS
em heterozigose (NM 001128425.2:c.710G>A; p.Gly237Asp). A Figura 8 apresenta um
exemplo de como foram analisados os resultados da multiplex. Na Figura 8A, podemos
observar a disposi¢ao de bandas na eletroforese apos a realizagdo da PCR; na Figura 8B,
observamos a analise do resultado posterior ao sequenciamento, feito no software IGV; por
fim, na Figura 8C, vemos como ¢ feita a analise para pacientes que possuem a dele¢ao dos

éxons 4 a 16.
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Fonte: Autoria propria e obtida do software Integrative Genomics Viewer (IGV).

Figura 8. Exemplo de resultado de gel de agarose e de visualizacdo de variantes por meio

do software IGV.

Legenda: A figura A trata-se de um resultado de gel de agarose apos a realizagdo da Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) multiplex. No primeiro pogo, a esquerda, tem-se o padrdo de peso molecular; nos dois

ultimos, a direita, o controle positivo e negativo, respectivamente. Os demais pogos, por fim, contém as

amostras. As figuras B e C demonstram como ¢ feita a visualiza¢@o de variantes no software IGV: na B, tem-se

um exemplo de um paciente homozigoto para a variante missense p.Tyr179Cys; na C, compara-se a visualizagao

da regido onde ocorre a delecdo dos éxons 4 a 16 entre um paciente sem a delecdo, onde podemos observar que

as leituras mostram somente o alinhamento do primer, ¢ um com a delegdo, onde podemos observar o trecho

inicial do amplicon de 188 pares de base (pb) formado.
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Dos 25 pacientes com VGPs em MUTYH, 9 se apresentaram como bialélicos
homozigotos ou heterozigotos no sequenciamento inicial, 13 foram submetidos ao
sequenciamento completo do gene e 3 ndo possuiam material suficiente para a realizacao de
painel genético. A média de cobertura vertical em 100x dos painéis realizados foi de 96,14%
(93,92%-100%). Dentre os 25 pacientes detectados, 15 (6,8% da coorte total) foram
identificados com VGPs bialélicas, sendo classificados como MAP, enquanto 10 (4,5%)
possuiam apenas uma VGP, sendo classificados como monoalélicos. Quando estratificado por
idade, para pacientes com menos de 60 anos, 19/110 (17,2%) possuiam pelo menos uma VGP
em MUTYH, sendo que 12 (10,9%) foram classificados como MAP e 7 como monoalélicos
(6,3%). Ja estratificando por polipos, 19/96 (19,7%) possuiam pelo menos uma VGP em
MUTYH, 11 (11,4%) foram classificados como MAP e 8 (8,3%) como monoalélicos (Tabela
5).

Todas as cinco variantes selecionadas para rastreamento por sequenciamento
multiplex foram identificadas pelo menos uma vez. A variante mais frequentemente
encontrada foi a p.Tyr179Cys (40%), seguida por p.Gly396Asp (28%), p.Ala385fs (20%) e
delecdo dos éxons 4 a 16 e p.Arg241Trp, cada uma com 12%. Analisando apenas pacientes
bialélicos, as frequéncias encontradas foram de 40%, 26,6%, 20%, 20% e 13,3%,
respectivamente. As demais variantes detectadas no sequenciamento completo do gene
MUTYH apareceram uma Unica vez dentre os pacientes analisados (Tabela 5).

Dos 15 pacientes MAP identificados, 3 (ID1, ID3 e ID8) que continuam em
acompanhamento com a equipe médica do ACCCC e que possuiam amostra de leucécito e/ou
saliva disponiveis foram submetidos a analise por PCR Alelo-Especifica (PCR-AE) para
confirmagdo da heterozigose composta (Figura 9). Todos os trés foram confirmados como
MAP. Os pacientes ID23, ID24 e ID25, inicialmente identificados com uma frequéncia alélica
da variante (VAF) de 99% para as suas respectivas variantes no tecido tumoral, foram
posteriormente confirmados como MAP através de PCR seguida por NGS em tecido normal
adjacente, confirmando a homozigose. Em contrapartida, o paciente ID17, inicialmente
identificado com uma VAF de 100% para a variante p.Ala385fs, ao ser testado seu tecido
normal adjacente, foi classificado como monoalélico (VAF 81,5% no tecido normal).

Os pacientes com dele¢@o dos éxons 4 a 16 homozigotas (ID2 e ID5) ou heterozigotos
com outra VGP dentro desses éxons (ID14) foram confirmados como MAP, enquanto
pacientes com duas VGPs heterozigotas em MUTYH com insuficiéncia de amostra disponivel
para a realizacdo de PCR-AE e impossibilidade de uma nova coleta (ID4, ID7, ID10, ID15,
ID21, ID22) foram inferidos como MAP. Por fim, os pacientes ID13, ID16 e ID20, por nao
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possuirem amostra suficiente para a realizacdo do sequenciamento completo do MUTYH,
foram submetidos a PCR ampliada do gene para o rastreamento de possiveis VGPs. Todos os
trés nao apresentaram variantes nas regides abrangidas pelos iniciadores utilizados e foram

classificados como monoalélicos inferidos (Tabela 5).



Tabela 5. VGPs detectadas em MUTYH em pacientes com CCR e KRAS-G12C.
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ID | Idade | Polipos Historia Familiar CCR VGPs multiplex Sequencia‘lln(:lll)tso MUTYH Classificacao

ID1 58 | Multiplos Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" ¢.325C>G; p.Argl109Gly"" Bialélico confirmado (MAP)
ID2 27 1 Pai (61a), 2 tios paternos ¢.348+33_*64+146del4285; p.? (Del E4-E16™) - Bialélico confirmado (MAP)
D3 56 | Multiplos Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" / ¢.721C>T; p.Arg241Trp™" - Bialélico confirmado (MAP)
ID5 44 2 Irméo c.348+33_*64+146del4285; p.? (Del E4-E16™) - Bialélico confirmado (MAP)
D8 50 33 Ausente c.1187G>A; p.Gly396Asp™" ¢.933+3A>C; p.spl?"" Bialélico confirmado (MAP)
ID14 | 44 | Multiplos Ausente .348+33_*64+146del4285; p.? (Del E4-E16"T) ¢.688C>T; p.GIn230Ter"" Bialélico confirmado (MAP)
ID23 50 Ausente 2 irmaos (44a e 49a) c.1147del; p.Ala385£s"™ Ausente Bialélico confirmado (MAP)
1D24 68 Multiplos Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys™ Ausente Bialélico confirmado (MAP)
ID25 | 49 1 Ausente c.1187G>A; p.Gly396Asp™ - Bialélico confirmado (MAP)
D4 63 NI NI ¢.1187G>A; p.Gly396Asp"" / ¢.721C>T; p.Arg241Trp"" - Bialélico inferido (MAP)
ID7 | 59 | Ausente Tia ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" / ¢.1187G>A; p.Gly396Asp"" - Bialélico inferido (MAP)
ID10 | 32 >1 Bisavo paterno (>60a) ¢.536A>G; p.Tyr1 79Cys"" ¢.818C>G; p.Pro301Arg"™ Bialélico inferido (MAP)
ID15 | NI NI NI ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" / c.1147del; p.Ala385fs"" - Bialélico inferido (MAP)
ID21 43 >50 Ausente c.1147del; p.Ala385fs"" ¢.389-1G>C; p.spl?™'" Bialélico inferido (MAP)
D22 | 43 | Multiplos 2 pr(‘f;zser‘;%tj)mas Ausente c.1 czfgééi?“gcﬁgglg%gfﬁf / Bialélico inferido (MAP)
ID6 51 11 Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" Ausente Monoalélico confirmado
1D9 53 Multiplos Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" Ausente Monoalélico confirmado
IDI1 64 2 Ausente c.1147del; p.Ala385fs"" Ausente Monoalélico confirmado
ID12 54 4 Ausente ¢.721C>T; p.Arg241 Trp"" Ausente Monoalélico confirmado
ID17 | 44 NI NI c.1147del; p.Ala385fs"" Ausente Monoalélico confirmado
ID18 NI 1 NI ¢c.1187G>A; p.Gly396Asp"" Ausente Monoalélico confirmado
ID19 55 7 Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" Ausente Monoalélico confirmado
IDI3 | 56 2 Ausente c.1187G>A; p.Gly396Asp™" - Monoalélico inferido
ID16 31 Ausente Ausente ¢.1187G>A; p.Gly396Asp™" - Monoalélico inferido
D20 | 75 4 Ausente ¢.536A>G; p.Tyr179Cys"" - Monoalélico inferido

Fonte: Autoria propria.
Legenda: NI = Nao informado; HM = Homozigoto; HT = Heterozigoto; a = Anos; MAP = Polipose Associada ao MUTYH. Transcrito utilizado: NM_001128425.2. *Variante
reclassificada como provavelmente patogénica, conforme descrito no item 5.5
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Fonte: Obtida do software Integrative Genomics Viewer (IGV).

Figura 9. Exemplo de visualizacdo das variantes avaliadas por PCR alelo-especifica para

confirmacao de heterozigose composta no software IGV.

Legenda: A figura demonstra o resultado de duas Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) distintas: na
primeira, observa-se a amostra em que foi utilizado o primer reverse que anela preferencialmente no alelo
mutado para a variante p.Tyr1 79Cys, a qual esta presente na imagem; na segunda, observa-se a amostra em que
foi utilizado o primer reverse que anela preferencialmente no alelo wild type, onde podemos observar a presenga

da segunda variante p.Argl109Gly, confirmando a heterozigose composta.

Em relagdo as caracteristicas clinicas dos 15 pacientes MAP, a idade de diagnéstico do
CCR variou de 27 a 68 anos. Dos 11 pacientes MAP que continham dados disponiveis sobre
polipos, 7 (63,6%) possuiam um fendtipo classico de polipose. Apenas 4/13 (30,7%)
pacientes evoluiram para um quadro metastatico e 2/13 apresentaram outros tumores
primarios, sendo um caso de cancer de pulmdo e um de angiomiolipoma renal. Seis pacientes
(6/13 — 46,1%) apresentaram tumores com estddio III, localizados principalmente no lado
esquerdo do colon (8/14 — 57,1%) e moderadamente diferenciados (10/12 — 83,3%). Por fim,
sobre a presenga/auséncia de historia familiar para CCR, nenhuma prevaléncia foi observada;
em contrapartida, 11/13 (84,6%) pacientes MAP apresentaram historico familiar para outros
canceres. A Figura 10 demonstra um grafico de barras com a quantidade de casos dos tipos

de cancer ocorrentes na nossa coorte.
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Relacao do histérico familiar para outros canceres
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Fonte: Autoria propria.

Figura 10. Relacio do histérico familiar para outros cinceres de pacientes MAP.
Legenda: A figura demonstra um grafico de barras horizontais, sendo o eixo y referente ao tipo de cancer
(conforme descrito no laudo, informado pelo proprio paciente), e o eixo x referente a quantidade de casos com
aquele tipo tumoral. Canceres com mesmo numero de casos estdo marcados com a mesma cor. OBS: O cancer
referido pelos pacientes como “garganta” ¢ subjetivo, uma vez que essa regido engloba varios 6rgdos; dessa
forma, apesar de possuir maior nimero de casos, existe a probabilidade de que os casos de dentro desta classe
tenham ocorrido em diferentes 6rgdos para cada familiar do paciente em questdo, assim como podem se
enquadrar em 6rgdos previamente relatados por outros pacientes, tais como “laringe” ou “es6fago”, modificando

as prevaléncias observadas.

Dez pacientes (ID6, ID9, ID11, ID12, ID13, ID16, ID17, ID18, ID19 e ID20) que
foram confirmados ou inferidos como monoalélicos seguiram para a analise de LOH no DNA
do tumor. Quatro pacientes (ID6, ID11, ID17 e ID20) apresentaram VAF >65%, confirmando
a LOH do alelo selvagem, ¢ um paciente (ID19) apresentou uma VAF proxima ao limiar
(64%) (Tabela 6). Um unico paciente apresentou uma variante somatica em MUTYH,
classificada no momento como VUS (ID9, variante NM 001128425.2:c.710G>A;
p-Gly237Asp).
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Tabela 6. Variantes encontradas no sequenciamento multiplex ou completo do gene

MUTYH e analise de perda de heterozigose (LOH) em pacientes monoalélicos.

. % de células
D VGP (HGVS) V””“”tAgffFf TEqUEncy | tumorais (CT) ou
VAF KRAS-G12C
ID6 ¢.536A>G; p.Tyr179Cys 88% (LOH) 70% CT
ID9 ¢.536A>G; p.Tyr179Cys 42% 90% CT
IDI11 c.1147del; p.Ala385fs 67% (LOH) -
ID12 c.721C>T; p.Arg241Trp 45% 90% CT
ID13 c.1187G>A; p.Gly396Asp 48% -
ID16 c.1187G>A; p.Gly396Asp 54% 29% VAF
ID17 c.1147del; p.Ala385fs 81% (LOH) 28% VAF
ID18 c.1187G>A; p.Gly396Asp 51% 25% VAF
ID19 €.536A>G; p.Tyr179Cys 64% 45% VAF
1D20 ¢.536A>G; p.Tyr179Cys 67% (LOH) 24% VAF

Fonte: Autoria propria.
Legenda: ID — Identificacdo. VGP — Variante germinativa patogénica. HGVS — Critérios para nomenclatura de
variantes do Human Genome Variation Society. VAF — Frequéncia alélica da variante. CT — Células tumorais.

LOH — Perda de heterozigose. Transcrito utilizado — NM_001128425.2.

Em relacdao aos dados clinicos e anatomopatologicos destes pacientes, a idade variou
de 31 a 75 anos, com a maioria dos pacientes (8/9 — 88,8%) apresentando polipos e evoluindo
para quadros metastaticos (7/10 — 70%) e metade apresentando histdrico familiar para outros
canceres (4/8 — 50%), sendo que todos foram regularmente distribuidos, sem nenhuma
prevaléncia observada. Um paciente (1/9 — 11,1%) apresentou um segundo tumor primario
(carcinoma basocelular nodular ulcerado) e nenhum apresentou historico familiar para CCR.
De caracteristicas anatomopatoldgicas, a maioria (7/10 — 70%) apresentou um estadio clinico

IV e tumores no lado direito do c6lon, moderadamente diferenciados (5/7 — 71,4%).

5.3 Comparacio das caracteristicas clinicas observadas entre pacientes
com VGPs e sem VGPs em MUTYH

Dados clinicos (média de idade, sexo, historia familiar para CCR e outros canceres,
polipos, metastases e outros tumores primdrios) e anatomopatologicos (estadiamento do
cancer, localiza¢do do tumor e grau de diferenciacdo) foram comparados entre pacientes com
e sem VGPs em MUTYH (Tabela 7). Essa comparagao foi feita em trés cenarios distintos: 1.
Analisando a coorte geral; 2. Analisando apenas a coorte do A.C.Camargo; 3. Analisando

apenas a coorte de Barretos, de modo a observar possiveis diferengas entre os centros. A
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média de idade (p-valor = 0,002) e a presenca de polipos (p-valor = 0,005) mostraram uma
associacdo estatisticamente significativa entre os grupos na coorte geral, indicando que
pacientes com VGPs em MUTYH apresentam uma média de idade menor de aparecimento do
CCR (51 X 59; p-valor = 0,002) e maior presenca de pdélipos em comparagdo com aqueles
sem VGPs (OR = 5,26; IC 95% 1,49-18,59; p-valor = 0,005). Essas mesmas varidveis,
juntamente com histérico familiar para outros canceres, metdstase e estadiamento, também
apresentaram valores estatisticamente significativos quando comparado apenas pacientes

bialélicos e pacientes sem VGPs em MUTYH, excluindo monoalélicos (Tabela 8).
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Tabela 7. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte, comparando pacientes com VGPs e sem VGPs

em MUTYH.
GERAL A.C.CAMARGO BARRETOS
i Com VGPs | Sem VGPs Com VGPs | Sem VGPs Com VGPs | Sem VGPs
CARACTERISTICAS p-valor p-valor p-valor
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Média de idade (intervalo) 50,8 (27-75) | 59 (24-92) 0,002 | 50,9 (27-64) | 60,7 (26-92) | 0,015 | 50,7 (31-75) | 57,2 (24-84) | 0,065
F 11 (44%) 97 (50,5%) 6 (50%) 54 (56,3%) 5 (38,5%) 43 (44,8%)
Sexo 0,671 0,763 0,771
M 14 (56%) 95 (49,5%) 6 (50%) 42 (43,8%) 8 (61,5%) 53 (55,2%)
Presente | 6 (28,6%) 34 (25%) 4 (36,4%) 18 (28,1%) 2 (20%) 16 (22,2%)
Historia Familiar para CCR 0,789 0,721 1,000
Ausente | 15 (71,4%) 102 (75%) 7 (63,6%) 46 (71,9%) 8 (80%) 56 (77,8%)
Presente | 15 (71,4%) | 66 (48,9%) 9 (81,8%) 36 (56,3%) 6 (60%) 30 (42,3%)
Histéria familiar para outros cinceres 0,063 0,182 0,327
Ausente | 6 (28,6%) 69 (51,1%) 2 (18,2%) 28 (43,8%) 4 (40%) 41 (57,7%)
Presente | 19 (86,4%) | 77 (54,6%) 10 (90,9%) 46 (63%) 9 (81,8%) 31 (45,6%)
Pélipos 0,005 0,090 0,048
Ausente | 3 (13,6%) 64 (45,4%) 1(9,1%) 27 (37%) 2 (18,2%) 37 (54,4%)
Presente | 11 (47,8%) | 112 (68,3%) 4 (36,4%) 47 (60,3%) 7 (58,3%) 65 (75,6%)
Metastase 0,062 0,194 0,293
Ausente | 12 (52,2%) | 52 (31,7%) 7 (63,6%) 31 (39,7%) 5 (41,7%) 21 (24,4%)
Presente | 3 (13,6%) 26 (17,1%) 2 (18,2%) 18 (25,7%) 1(9,1%) 8 (9,8%)
Outros tumores primarios 1,000 0,723 1,000
Ausente | 19 (86,4%) | 126 (82,9%) 9 (81,8%) 52 (74,3%) 10 (90,9%) | 74 (90,2%)
I 0 4 (2,5%) 0 4 (5,1%) 0 0
II 4 (17,4%) 14 (8,7%) 4 (36,4%) 8 (10,3%) 0 6 (7,2%)
Estadiamento 0,154 0,088 0,134
III 8 (34,8%) 33 (20,5%) 3(27,3%) 18 (23,1%) 5 (41,7%) 15 (18,1%)
v 11 (47,8%) | 110 (68,3%) 4 (36,4%) 48 (61,5%) 7 (58,3%) 62 (74,7%)
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Con/Tabela 7. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas da coorte, comparando pacientes com VGPs e sem

VGPs em MUTYH.
9 50 5 29 4 21
Direito (ascendente e transverso)
(37,5%) | (30,1%) (41,7%) | (35,4%) (33,3%) (25%)
Localizacio do tumor 15 113 0,638 7 53 0,752 8 60 0,690
Esquerdo (descendente, sigmoide e reto)
(62,5%) | (68,1%) (58,3%) | (64,6%) (66,7%) | (71,4%)
Outros (apéndice) 0 3 (1,8%) 0 0 0 3 (3,6%)
2 16 8 8
Bem diferenciado 0 2 (25%)
(10,5%) | (11,1%) (11,6%) (10,7%)
15 119 10 57 5 62
Grau de diferenciacio Moderadamente diferenciado 0,784 0,468 0,380
(78,9%) | (82,6%) (90,9%) | (82,6%) (62,5%) | (82,7%)
2 1
Pouco diferenciado 9 (6,3%) 1(9,1%) | 4 (5,8%) 5(6,7%)
(10,5%) (12,5%)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: VGP = Variante germinativa patogénica; CCR = Cancer colorretal; N = Numero total analisado; F = Feminino; M = Masculino.
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Tabela 8. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas da coorte, comparando pacientes bialélicos e sem VGPs

em MUTYH.
GERAL A.C.CAMARGO BARRETOS
; Bialélicos | Sem VGPs Bialélicos | Sem VGPs Bialélicos Sem VGPs
CARACTERISTICAS p-valor p-valor p-valor
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Média de idade (intervalo) 49 (27-68) | 59 (24-92) 0,008 48 (27-63) | 60,7 (26-92) | 0,034 | 49,5 (43-68) | 57,2 (24-84) | 0,220
F 8(53,3%) | 97 (50,5%) 5(62,5%) | 54 (56,3%) 3 (42,9%) 43 (44,8%)
Sexo 0,834 1,000 1,000
M 7 (46,7%) | 95 (49,5%) 3(37,5%) | 42 (43,8%) 4 (57,1%) 53 (55,2%)
Presente | 7 (53,8%) 102 (75%) 4(57,1%) | 18(28,1%) 2 (33,3%) 16 (22,2%)
Historia Familiar para CCR 0,100 0,192 0,617
Ausente | 6 (46,2%) 34 (25%) 3(42,9%) | 46(71,9%) 4 (66,7%) 56 (77,8%)
Presente | 2 (15,4%) | 69 (51,1%) 6 (85,7%) | 36 (56,3%) 5 (83,3%) 30 (42,3%)
Historia familiar para outros canceres 0,014 0,228 0,086
Ausente | 11 (84,6%) | 66 (48,9%) 1(14,3%) | 28 (43,8%) 1 (16,7%) 41 (57,7%)
Presente | 2 (15,4%) | 64 (45,4%) 6 (85,7%) 46 (63%) 5 (83,3%) 31 (45,6%)
Pélipos 0,036 0,412 0,103
Ausente | 11 (84,6%) | 77 (54,6%) 1 (14,3%) 27 (37%) 1 (16,7%) 37 (54,4%)
Presente | 9 (69,2%) | 52 (31,7%) 2 (28,6%) | 47 (60,3%) 2 (33,3%) 65 (75,6%)
Metastase 0,006 0,128 0,044
Ausente | 4 (30,8%) | 112 (68,3%) 5(71,4%) | 31(39,7%) 4 (66,7%) 21 (24,4%)
Presente | 11 (84,6%) | 126 (82,9%) 2 (28,6%) | 18(25,7%) 0 8(9,8%)
Outros tumores primarios 0,874 0,869 0,422
Ausente | 2 (15,4%) | 26 (17,1%) 5(71,4%) | 52 (74,3%) 6 (100%) 74 (90,2%)
I 0 4 (2,5%) 0 4 (5,1%) 0 0
11 3(23,1%) 14 (8,7%) 3 (42,9%) 8 (10,3%) 0 6 (7,2%)
Estadiamento 0,029 0,075 0,019
111 6 (46,2%) | 33 (20,5%) 2 (28,6%) | 18 (23,1%) 4 (66,7%) 15 (18,1%)
v 4 (30,8%) | 110 (68,3%) 2 (28,6%) | 48 (61,5%) 2 (33,3%) 62 (74,7%)
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Con/Tabela 8. Analises estatisticas das caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas da coorte, comparando pacientes bialélicos e sem
VGPs em MUTYH.

6 50 29 2 21
Direito (ascendente e transverso) 4 (50%)
(42,8%) | (30,1%) (35,3%) (66,6%) (25%)
Localizacio do tumor 8 113 0,569 53 0,347 4 60 0,942
Esquerdo (descendente, sigmoide e reto) 4 (50%)
(57,2%) (68%) (64,7%) (33,4%) | (71,4%)
Outros (apéndice) 0 3 (1,9%) 0 0 0 3 (3,6%)
16 8 8
Bem diferenciado 0 0 0
(11,1%) (11,6%) (10,6%)
) ) 10 119 6 57 62
Grau de diferenciaciao Moderadamente diferenciado 0,317 0,440 | 4 (80%) 0,652
(83,3%) | (82,6%) (85,7%) | (82,6%) (82,6%)
2 1
Pouco diferenciado 9 (6,3%) 4 (5,8%) 1 (20%) | 5 (6,8%)
(16,7%) (14,3%)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: VGP = Variante germinativa patogénica; CCR = Cancer colorretal; N = Numero total analisado; F = Feminino; M = Masculino.
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Por fim, o grupo de pacientes com VGPs foi dividido entre pacientes bialélicos e
monoalélicos para compara-los com os pacientes sem variantes a fim de verificar se existia
diferenca entre os trés grupos, €, caso existisse, se o grupo monoalélico era mais semelhante
ao grupo bialélico ou ao grupo nao mutado. De forma geral, ndo encontramos valores
estatisticamente significativos, apenas para p6lipos e idade, como demonstrado na Figura 11.
Pacientes monoalélicos se assemelharam aos bialélicos em relagdo a presenca de polipos (p-
valor = 0,019); ja& em relagdo a idade, foi identificada uma diferenga estatisticamente
significativa entre os trés grupos (p-valor = 0,007), observada entre o grupo bialélico x grupo

sem variantes (p-valor = 0,008).
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Fonte: Autoria propria.
Figura 11. Comparacio entre os grupos bialélico, monoalélico e sem variantes em

MUTYH nos dois centros em relagio a idade de aparecimento do CCR e a presenca de

polipos.
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Legenda: A figura A ¢ um grafico de boxplots comparando a distribuig¢do das idades de aparecimento do CCR
nos grupos bialélico (vermelho), monoalélico (verde) e sem variantes (azul). O eixo X contém os diferentes
grupos, enquanto o eixo Y se refere a idade. As figuras B e C sdo graficos de barras empilhadas mostrando a
propor¢ao de pacientes com poélipos/polipose (vermelho) e sem poélipos (azul) para cada um dos 3 grupos
anteriormente referidos. O eixo X se refere aos diferentes grupos, enquanto o eixo Y contém a proporcao de

pacientes com e sem polipos. CCR = Céncer colorretal.

5.4 Avaliacdo de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em adenomas e
adenocarcinomas de pacientes MAP

Para a avaliacdo de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em adenomas ¢ CCRs de
pacientes MAP e suspeitos para MAP utilizados como controle positivo, foi solicitada ao
biobanco a extragdo de DNA de blocos de adenoma e adenocarcinoma, quando disponiveis.
Para todos os 16 pacientes dessa coorte obtivemos amostras, totalizando 17 adenomas (1 de

alto grau e 16 de baixo grau) e 13 adenocarcinomas (Tabela 9).
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Tabela 9. Dados de idade, variantes e materiais analisados dos 16 pacientes MAP que compuseram o grupo controle positivo.

Adenomas Adenocarcinomas
Paciente Idade Variante
Grau %CT Analise (VAF) %CT Analise (VAF)
c.1187G>A; p.Gly396Asp / ¢.536A>G; Baixo 100% KRAS-G12C (10%)
MAP 1 39 Nao analisado
p-Tyr179Cys Baixo 50% KRAS-G12C (10%)
Baixo 80% Negativo
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / c.721C>T; : : ]
MAP 2 46 Baixo 10% Negativo Nao analisado
p.Arg241Trp
Baixo 10% Negativo
¢.389-1G>C; p. spl? / c.1147del, Baixo 50% Negativo
MAP 3 34 80% PIK3CA-Q546K (18%)
p.Ala385fs Baixo 40% Negativo
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / ¢.389-1G>C; p. KRAS-G12C (20%);
MAP 4 52 Nao analisado 80%
spl? PIK3CA-Q546H (11%)
M Baixo 20% Negativo
MAP 5 31 c.721C>T; p.Arg241Trp Nao analisado
Baixo 80% Negativo
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / ¢.1227-1228dup; ) ) )
MAP 6 31 Baixo 15% Negativo Nao analisado
p-Glu410Glyfs*43
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / c.1147del; )
MAP 7 52 Alto 80% KRAS-G12C (26%) Nao analisado
p-Ala385fs
MAP 8 44 .348+33_*64+146del4285; p.spl? ™ Baixo 50% KRAS-G12C (25%) 80% KRAS-G12C (30%)
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / ¢.325C>G; )
MAP 9 58 Baixo 50% KRAS-G12C (29%) NI KRAS-G12C (ND)
p-Argl09Gly
- ) KRAS-G12C (ND),
MAP_10 27 c.348+33 *64+146del4285; p.spl? Nao analisado NI
PIK3CA-Q546K (33%)
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Con/Tabela 9. Dados de idade, variantes e materiais analisados dos 16 pacientes MAP que compuseram o grupo controle positivo.

¢.536A>G; p.Tyr179Cys / c.721C>T; )
MAP 11 56 Baixo 60% KRAS-G12C (6%) 50% KRAS-G12C (ND)
p-Arg241Trp
c.1187G>A; p.Gly396Asp / ¢.721C>T; ) KRAS-G12C (ND),
MAP_12 63 Nao analisado 60%
p.Arg241Trp PIK3CA-Q546K (4%)
KRAS-G12C
Baixo 90% (35%) 60% KRAS-G12C (11%)
(]
MAP 13 44 .348+33_*64+146del4285; p.spl? ™
KRAS-G12C KRAS-G12C (6%);
Baixo 40% 50%
(15%) PIK3CA-Q546K (8%)
c.1187G>A; p.Gly396Asp / ¢.536A>G; )
MAP 14 59 Nao analisado 70% KRAS-G12C (49%)
p-Tyr179Cys
c.1187G>A; p.Gly396Asp / ¢.933+3A>C; ) )
MAP_15 50 1 Baixo 40% Negativo 80% KRAS-G12C (43%)
p-spl?
¢.536A>G; p.Tyr179Cys / ¢.902C>G; ) KRAS-G12C (9%);
MAP_16 32 Nao analisado 40%
p.Pro301Arg PIK3CA-Q546K (8%)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: HM = Homozigoto; NI = Nao informado; %CT = Porcentagem de células tumorais; VAF = Frequéncia alélica da variante. ND = Nao disponivel. A idade
informada se refere a idade de aparecimento do CCR; porém, quando o paciente ndo apresentou adenocarcinoma, foi informada a idade de deteccdo do(s) primeiro(s)

polipo(s). Transcrito utilizado MUTYH — NM_001128425.2
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Doze pacientes foram positivos para KRAS-G12C (75%) e cinco (31,2%) para
PIK3CA-Q546K. Um paciente positivou para outra variante patogénica em PIK3CA
(c.1638G>T; p.Q546H) nos dois blocos do adenocarcinoma analisado. Em relagdo a
frequéncia das variantes a depender do material, de 17 adenomas analisados, 8 (47%)
positivaram para KRAS-GI12C e nenhum para PIK3CA-Q546K. Ja para os 13
adenocarcinomas analisados, 12 (92,3%) positivaram para KRAS-G12C e 5 (38,4%), para
PIK3CA-Q546K. Os dados de frequéncia da deteccdo das duas hotspots em CCR e adenomas
esporadicos (controle negativo) foram obtidos da literatura, sendo os valores de 2,4% (CCR) e
7,4% (adenomas) para KRAS-G12C, e 0,7% (CCR) e nao detectado (adenomas) para
PIK3CA-Q546K (Georgeson et al. 2022; Walker et al. 2024) (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncias de deteccio observadas para KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em
adenomas e CCR de pacientes MAP da nossa coorte e de pacientes esporadicos da
literatura.

Dados esporadicos
Dados MAP (este estudo) Walker et al. Georgeson et al.
Variante (2024) (2022)
Adenomas Adenocarcinomas Adenomas Adenocarcinomas
(n=17) (n=13) (n=27) (n=5364)
KRAS-G12C 8 (47%) 12 (92,3%) 2 (7,4%) 127 (2,4%)
PIK3CA-

Q546K Nao detectada 5 (38,4%) Nao detectada 36 (0,7%)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: MAP = Polipose associada ao MUTYH. n = nimero.

Adenocarcinomas demonstraram ser um material mais preciso na identificacao de
pacientes MAP ao se detectar KRAS-G12C, e especialmente ao considerar a presenca de
qualquer uma das duas mutagdes. A detec¢do de KRAS-GI2C em CCR apresentou alta
sensibilidade (92,3%), especificidade (97,6%) e acuracia (97,6%), de maneira semelhante a
detecgao de KRAS-G12C e/ou PIK3CA-Q546K (100%, 96,9% e 97%, respectivamente). A
testagem apenas de PIK3CA-Q546K em CCR e a testagem de KRAS-G12C em adenomas ndo
detecta boa parte dos pacientes MAP (38,4% e 47%, nessa ordem), apesar de serem altamente
especificos (99,3% e 92,6%) e acurados (98,9% e 92,2%). Os valores de sensibilidade,
especificidade e acurdcia ndo foram testados para PIK3CA-Q546K em adenomas, uma vez

que o biomarcador ndo foi detectado nesse material (Tabela 11).
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Tabela 11. Valores de sensibilidade, especificidade e acuracia das mutacéoes KRAS-G12C
e PIK3CA-Q546K para detectar pacientes MAP.

MAP NAO MAP* Sensibilidade Especificidade  Acuracia

ADENOCARCINOMAS
KRAS-G12C positivo 12 127
92,3% 97,6% 97,6%
KRAS-G12C negativo 1 5237
PIK3CA-Q546K positivo 5 36
38,4% 99,3% 98,9%
PIK3CA-Q546K negativo 8 5328
KRAS-G12C e/ou PIK3CA-Q546K
13 162
positivos
100% 96,9% 97%
KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K
) 0 5202
negativos
ADENOMAS
KRAS-G12C positivo 8 2
47% 92,6% 92,2%
KRAS-G12C negativo 9 25

Fonte: Autoria propria.
Legenda: MAP = Polipose associada ao MUTYH. *Valores obtidos do estudo de Georgeson et al. (2022) para

adenocarcinomas e de Walker et al. (2024) para adenomas.

5.5 Analise de variantes de significado incerto (VUS) em MUTYH

Trés pacientes com variantes de significado clinico incerto (VUS) em MUTYH foram
identificados e avaliados quanto a presenca de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos
tumorais. Dois pacientes apresentavam uma variante patogénica em heterozigose no MUTYH
e uma segunda variante em heterozigose, de significado clinico incerto. Um terceiro paciente
apresentava uma VUS em homozigose.

A primeira probanda apresentou a variante patogénica NM_001128425.2:¢.734G>A;
p.-Arg245His e a VUS NM_001128425.2:¢.1349A>T; p.Lys450Met, com histdrico familiar de
CCR de ambos os pais (sendo a mae portadora de MAP) e de uma tia materna e dois irmaos
heterozigotos para a variante p.Arg245His. Tanto ela como os irmaos apresentaram polipos,
apesar de ndo possuirem polipose (a probanda apresentou 5 poélipos, o irmdo do meio 7 € o
irmao mais novo 3) ou CCR (Figura 12). Dois adenomas da probanda foram analisados,
sendo um negativo ¢ um possuindo a mutacdo KRAS-G12V. Para essa paciente nao houve
suporte para reclassificagdo da VUS, uma vez que s6 foi possivel pontuar as evidéncias
PM?2 supp (ausente ou em frequéncia extremamente baixa em controles do banco de dados

gnomAD) e PP3_moderate (multiplas linhas de evidéncia computacional suportam um efeito
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deletério no gene ou seu produto), sendo a ultima pontuada de acordo com os thresholds do
REVEL, o qual aponta um efeito deletério moderado.

A segunda probanda, por sua vez, apresentou as variantes p.Tyr179Cys (patogénica)
e NM_001128425.2:¢.902C>G; p.Pro301Arg (VUS), além de CCR aos 32 anos, historico de
polipos (reportado no laudo clinico como “mais de um”) e histérico familiar de um bisavo
materno com CCR acima de 60 anos (Figura 13). No adenocarcinoma analisado, foi
encontrada a mutacdo KRAS-G12C. A variante foi inicialmente pontuada com as regras
PP3 strong, PM2 supp ¢ PM3 supp (para doengas recessivas, detectada em frans com uma
variante patogénica), e com a identificagdo da mutacdo KRAS-G12C, foi possivel acrescentar
a pontuagdo da regra PP4_moderate, a qual se refere a um fenotipo altamente especifico para
uma doenca com etiologia genética Unica. Assim, apoiou-se a reclassificacdo da variante
p-Pro301Arg para provavelmente patogénica.

Por fim, a terceira probanda, descendente de um casal consanguineo, apresentou a
VUS NM 001128425.2:¢.337T>C; p.Trpl13Arg, juntamente com dois CCR metacronicos,
um aos 56 e outro aos 64 anos, além de historico de polipose e historico familiar de dois
irmaos ¢ uma tia materna com CCR (Figura 14). Foram analisados materiais de adenoma e
adenocarcinoma da paciente, com KRAS-G12C presente no adenoma e KRAS-G12C e
PIK3CA-Q546K presentes no adenocarcinoma. Depois de aplicadas as evidéncias PM2_supp,
PP3 _moderate, PM3 supp e PP4 moderate, foi possivel reclassificar a variante para

provavelmente patogénica.



49

1.1 .2 1.3 1.4
50
[ | | | . | | , | |
1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 .7 1.8 1.9 1. 10 1. 11 .12 11.13
55 53 69 57

c.734G>A; p.Arg245His (P)
¢.1187G>A; p.Gly396Asp (P)

1.1 1. 2 1.3 g .5 1.6 mn.7 .8 . 9

C.734G>A; p.Arg245His (P) c.1187G>A; p.Gly396Asp (P) ¢.1187G>A; p.Gly396Asp (P)
C.1349A>T; p.Lys450Met (VUS)

E CCR B Polipose G Cancer de Figado _I Cancer sem especificagao

Fonte: Autoria propria.

Figura 122. Heredograma da probanda portadora da VUS p.Lys450Met.
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Legenda: CCR = Cancer colorretal; P = patogénica; VUS = variante de significado incerto. As idades destacadas para alguns familiares sdo as idades de diagnodstico dos

respectivos canceres. Todas as variantes descritas estdo em heterozigose.
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6 DISCUSSAO

6.1 Taxa de deteccao de VGPs em MUTYH em pacientes com CCR e
KRAS-G12C

Neste estudo, até o momento, avaliamos a segunda maior coorte de CCR com mutagao
somatica KRAS-G12C e a primeira coorte estudada no Brasil com essas caracteristicas para
avaliar o potencial uso de KRAS-G12C em aprimorar o diagndstico da MAP. O
encaminhamento desses pacientes para a testagem germinativa do MUTYH demonstrou um
aumento significativo na taxa de deteccdo de VGPs no gene (11,4%) e uma maior deteccao de
pacientes MAP (6,8%), especialmente entre pacientes com menos de 60 anos (10,9%). A taxa
de deteccio de MAP em pacientes com CCR e KRAS-G12C se mostrou elevada,
principalmente quando comparada com as baixas taxas de deteccdo observadas em coortes de
CCR (0,7%) e na populagdo em geral (0,01%) (Aime et al. 2015; Win et al. 2017).

Nossos achados estdo alinhados com estudos anteriores que avaliaram a detecg¢do de
MAP dentro de coortes KRAS-G12C/CCR. O estudo de van Puijenbroek et al. (2008), o
primeiro a estudar uma coorte com essas caracteristicas, analisou 10 pacientes com KRAS-
G12C, identificando uma (10%) mulher de 61 anos com MAP que tinha CCR e 3 adenomas;
seu irmao tinha 10-15 adenomas e as mesmas variantes patogénicas de MUTYH identificadas
por meio de testagem germinativa. Posteriormente, Yanus et al. (2018) avaliaram 90 pacientes
com KRAS-G12C testados para a identificacdo de pacientes elegiveis para terapia direcionada
ao EGFR. Os dados sobre a idade de inicio do CCR e historico familiar ndo foram fornecidos;
no entanto, eles relataram que aproximadamente 44 de 90 pacientes (49%) tinham menos de
50 anos. Entre esses pacientes, 6/90 (6,7%) foram identificados como MAP, com 5 (83,3%)
com menos de 60 anos e 3 (50%) apresentando pdlipos (os dados sobre pdlipos ndo estavam
disponiveis para os trés pacientes restantes). Georgeson et al. (2022) analisaram o cenério de
mutacoes somaticas em casos de CCR e encontraram que 143 de 5364 casos possuiam a
mutagdo KRAS-G12C, com 16 (11%) identificados como MAP. Os dados clinicos para este
estudo ndo foram especificados. Em contraste, Aimé et al. (2015) identificaram 25% (7/28) de
pacientes MUTYH bialélicos em uma coorte KRAS-G12C/CCR de 2008 a 2012, sendo uma
porcentagem maior em comparacdo a de nossas descobertas e as de outros estudos. No
entanto, esse resultado pode ser tendencioso devido ao menor tamanho de sua coorte e a
indisponibilidade de dados clinicos para todos os pacientes incluidos, o que seria de particular
interesse, especialmente considerando a idade de inicio do CCR e a presenga de polipos.

Como demonstrado neste estudo e em outros anteriores (Esperon et al. 2024, Thet et al. 2024),



53

pacientes MAP possuem uma média de idade de aparecimento do CCR menor e maior
prevaléncia de polipos; se a coorte estudada por Aimé et al. (2015) for preferencialmente mais
jovem e/ou com polipos, a tendéncia € que a deteccao de MAP realmente seja maior.

Dois estudos que reportaram menor frequéncia de MAP em pacientes com CCR e
KRAS-G12C sdo, curiosamente, provenientes da Russia, realizados em colaboragdo entre
centros localizados na mesma regido (Sao Petersburgo). Volkov et al. (2020) e Imyanitov et
al. (2022), ao realizarem o screening inicial do MUTYH em pacientes russos com CCR,
utilizaram como base trés variantes previamente identificadas como Aotspots russas no estudo
de Yanus et al. (2018), também de Sao Petersburgo: p.Gly396Asp, p.Tyrl79Cys e
p.-Arg245His. As taxas de deteccdo encontradas foram de 4,73% (9/190) e 3% (7/223),
respectivamente, valores inferiores aos observados em nosso estudo. Essa menor taxa de
deteccao nos estudos russos pode estar relacionada a maior frequéncia de mutagdes KRAS-
G12C dentre todas as mutagdes KRAS em CCR na populagdo avaliada, em comparacdo a
outras regides. Por exemplo, nos estudos conduzidos por Aimé¢ et al. (2015) e Georgeson et al.
(2022), na Franca e Australia, a frequéncia de mutagoes KRAS-G12C entre todas as mutagcdes
KRAS foi de 2,1% e 2,4%, respectivamente, enquanto em nosso estudo foi de 2,9%. Em
contraste, nos trés estudos russos, as frequéncias foram razoavelmente maiores: 3,4%, 3,8% e
6,4%, superiores aos usualmente descritos na literatura. Esses achados podem sugerir a
existéncia de mecanismos adicionais que contribuam para o aparecimento da mutagdo KRAS-
G12C em CCR e a existéncia de outras VGPs comuns na populagdo russa que nao tenham
sido detectadas e incluidas no screening inicial. Ainda, por serem estudos envolvendo o
mesmo centro de pesquisa, ndo necessariamente se referem a evidéncias independentes,
podendo haver uma sobreposi¢ao das coortes.

Como ndo existem muitos estudos que caracterizem VGPs em MUTYH encontradas
em maior frequéncia na América Latina, ¢ limitante fazer comparativos amplos. No entanto,
as variantes mais frequentemente encontradas p.Tyr179Cys e p.Gly396Asp, observadas em
nosso estudo nesta ordem de frequéncia, corroboram os achados do estudo brasileiro, em Sao
Paulo, de Torrezan et al. (2013). Por outro lado, estudos como o de Rodriguez-Rojas et al.
(2023), realizado na Coloémbia, identificaram 11 pacientes com VGPs em MUTYH, destes,
sete (63,6%) apresentavam a variante p.Gly396Asp e dois (18,1%) a variante p.Tyr179Cys. O
estudo de Pitroski et al. (2011), que analisou a frequéncia dessas variantes em 5 pacientes com
diagnostico de CCR no sul do Brasil, também relatou maior frequéncia da p.Gly396Asp
(60%) em comparacdo com a p.Tyr179Cys (40%), enquanto a p.Ala385fs foi identificada em

um paciente (20%). O estudo de Esperon et al. (2024), citado na introdu¢do como o maior
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envolvendo centros de diferentes paises da América Latina, também encontrou a
p-Gly396Asp como a mais frequente, seguida pela p.Tyr179Cys, destacando uma diferenca
em relacdo aos nossos resultados. A maior frequéncia da variante p.Gly396Asp, também
observada por outros grandes estudos fora da América Latina (Georgeson et al. 2022;
Thompson et al. 2022; Paller et al. 2024), demonstra que essas diferengas podem refletir tanto
uma questdo de coorte quanto uma real diferenca no espectro de VGPs em MUTYH da
populagdo brasileira, ou, pelo menos, do sudeste do pais.

Ainda que os nossos achados de deteccdo de VGPs em MUTYH tenham se mostrado
semelhantes aos poucos estudos existentes em literatura, ¢ importante ressaltar que existem
algumas limitagcdes. Em 16 dos 25 pacientes com VGPs no gene, as variantes detectadas
foram confirmadas como sendo de origem germinativa. Para o restante, embora variantes
somaticas em MUTYH sejam raras (Paller et al. 2024), existe uma pequena possibilidade de
que as variantes encontradas ndo sejam germinativas. Além disso, apenas trés pacientes foram
submetidos a PCR-AE por indisponibilidade de amostra de leucocito e/ou saliva, resultando
na classificagdo de alguns pacientes como MAPs inferidos em vez de confirmados. Apesar da
triagem das cinco variantes mais comuns no Brasil, ¢ possivel que alguns pacientes MAP e
monoalélicos tenham sido perdidos devido a variantes patogénicas em outras regides. Um
exemplo ¢é o ID22 (c.1227 1228dup; p.Glud10fs™" / ¢.1012C>T; p.GIn338Ter""), o qual so
foi identificado por um painel germinativo realizado anteriormente por solicitagdo da
Oncogenética. Apesar disso, as 5 variantes selecionadas neste estudo exibiram alta
sensibilidade, identificando a maioria dos pacientes MAP diagnosticados no ACCCC (12/14
pacientes — 85,7%). Isso pode se refletir para todo o pais ou ndo, principalmente considerando
que boa parte da nossa coorte ¢ branca (74,5%) e que talvez essas variantes sejam menos
frequentes em populagdes ndo majoritariamente brancas. Por fim, as coortes dos dois centros
avaliadas em nosso estudo sdo enviesadas para pacientes em estagios mais avancados, uma
vez que o encaminhamento médico no Brasil comumente ocorre meses apds os sintomas
iniciais, além de que painéis direcionados para genes com papel preditivo em CCR, incluindo
KRAS, sao geralmente realizados apenas para casos metastaticos (Yanus et al. 2018;
Guimaraes et al. 2021; Koulouridi et al. 2022). Assim, a verdadeira frequéncia de MAP
dentro de uma coorte KRAS-G12C nao selecionada pode ser distinta.

E importante destacar que apenas quatro dos 15 pacientes MAP haviam sido
previamente submetidos a testes genéticos: ID10, ID21 e ID22 apresentaram um inicio
precoce de cancer colorretal (32, 43 e 43 anos, respectivamente), juntamente com um fenotipo

de polipose e/ou historico familiar de CCR e/ou outros tumores primarios; o paciente 1D24,
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por sua vez, foi diagnosticado em uma idade mais avancada (68 anos), mas exibiu um
fenotipo de polipose e relatou consanguinidade. Em contraste, outros pacientes, como 1D2,
ID5 e ID25, apesar de apresentarem inicio precoce do CCR (27, 44 e 49 anos,
respectivamente) e historico familiar de CCR (ID2 e ID25), ndo foram atendidos pelo servigo
de Oncogenética. Nossos dados demonstram como a MAP ainda ¢é uma condi¢ao
subdiagnosticada seguindo os critérios atuais para a realizagdo de testes germinativos,
reforcando a importancia da identificacio de biomarcadores que possam facilitar o
diagnostico.

A utilizagdo de KRAS-G12C como biomarcador para identificar pacientes com
suspeita de MAP facilitaria o seu diagndstico, visto que a MAP possui grande variagdo de
fenotipos, sendo em alguns casos semelhante a outras sindromes como FAP ¢ AFAP e em
outros podendo ser confundida com casos de CCR esporadico, quando nao ha historico
familiar de cancer ou pdlipos intestinais. Além disso, o valor prognoéstico e preditivo do teste
somatico para identificacdo de mutagdes no gene KRAS faz com que ele seja realizado
rotineiramente nos pacientes com CCR metastatico e em outros cenarios especificos, por meio
da realizacdo de pequenos painéis direcionados de NGS de baixo custo ou perfis gendomicos
abrangentes. Por outro lado, o exame de deteccdo da MAP se dd pelo sequenciamento
completo do gene MUTYH, teste que, por ser custoso, somente ¢ realizado quando ha uma

suspeita clinica de MAP (Aimé et al. 2015; Koulouridi et al. 2022).

6.2 Dados clinicos e anatomopatologicos de pacientes com e sem VGPs em
MUTYH

Nossos achados demonstraram que pacientes com VGPs em MUTYH apresentam
menor idade de aparecimento do CCR (p-valor = 0,002) e maior prevaléncia de polipos (p-
valor = 0,005) em comparagcdo com pacientes sem VGPs no gene, dados similares aos de
outros estudos (Nielsen, Infante, Brand, 2021; Esperon et al. 2024). Porém, apesar da
diferenca estatisticamente significativa encontrada em relacdo a podlipos ¢ da MAP ser
considerada uma polipose atenuada, em literatura, cerca de 1/3 dos pacientes podem
apresentar CCR isoladamente, sem polipos concomitantes ou com menos de 10 ao exame
clinico (Nielsen, Infante, Brand, 2021; Thet et al. 2024). Em nossa coorte, também
encontramos que aproximadamente 1/3 dos pacientes (5/13 - 38,4%) ndo apresentaram um
fendtipo classico de polipose. Visto que o rol da ANS (2021) e os guidelines mais recentes da

NCCN delimitam a polipose para recomendar a testagem germinativa do MUTYH nos
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servigos de saude, nossos dados mostram que considerar esse requisito para a realizagdo de
testes genéticos gera uma falha em detectar uma parcela dos pacientes com fenotipo mais
brando.

A diferenga de fenotipos em portadores de variantes patogénicas em MUTYH pode ser
atribuida a penetrancia, expressividade e ao impacto funcional dessas alteragdes. Al Tassan et
al. (2002), quando caracterizaram a MAP pela primeira vez, demonstraram que a variante
p-Tyr179Cys reduz a atividade génica em 98%, comprometendo o dominio pseudo-HhH
(essencial na remoc¢do da adenina) e resultando em uma proteina instavel, enquanto a
p.Gly396Asp reduz a atividade em 86%, gerando uma proteina parcialmente funcional.
Posteriormente, estudos funcionais avaliaram que a p.Tyrl79Cys estd relacionada a um
fenotipo mais agressivo, a um inicio mais precoce do CCR e a uma maior frequéncia da
assinatura mutacional SBS18 (Barreiro et al. 2022; Thet et al. 2024). De fato, dos cinco
pacientes MAP que ndo apresentavam polipose, somente um apresentou a variante
p.-Tyr179Cys em heterozigose composta, enquanto os outros apresentavam outras variantes
em homozigose ou heterozigose composta. Variantes que tendem a prejudicar
consideravelmente a funcionalidade da proteina, como as frameshifts e a delegao dos éxons 4
a 16, estavam presentes em pacientes com fenotipo de polipose severa (ID14, ID21 e 1D22);
em contraste, os pacientes ID2 e ID5, mesmo possuindo a delecdo em homozigose,
apresentaram apenas um e dois pdlipos, respectivamente. Pelo fato de diferentes pacientes
com a mesma VGP apresentarem caracteristicas clinicas distintas, supde-se que a
heterogeneidade fenotipica esteja relacionada ndo somente com fatores genéticos, mas
também com epigenéticos e ambientais (Thet et al. 2024).

Como nossa coorte MAP ¢ limitada, ndo foi possivel avaliar de maneira significativa o
espectro de tumores extracolonicos que ocorrem em MAP. Em literatura, foi demonstrado que
esses pacientes podem possuir um aumento de risco de desenvolver alguns canceres
extracolonicos em relagdo a populagdo saudavel, principalmente o de ovario e bexiga. Os
outros tumores primarios que os dois pacientes de nossa coorte apresentaram, sendo um caso
de pulmao e um angiomiolipoma renal, ndo sao frequentemente relatados em estudos que
avaliam canceres ndo colorretais associados a MAP, e, quando sdo, ndo apresentam
associagdo estatisticamente significativa (Vogt et al. 2009; Win et al. 2016). Ainda,
angiomiolipomas renais sdo frequentemente benignos e de causa esporadica (Skelton, Leslie,
2024). Outros estudos ja reportaram tumores fora do espectro conhecido para a MAP, como
Villy et al. (2023), que reportaram o primeiro caso de um paciente MAP com

meduloblastoma, e Guarrera, Prezzano, Mannava (2024), que descreveram um caso de um
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paciente MAP com multiplos sebaceomas, em um fenotipo semelhante ao de Muir-Torre.
Porém, os canceres ocorridos aqui podem se tratar tanto de casos esporadicos como terem
relagdo com VGPs em outros genes, sem necessariamente ter uma relagdo com MUTYH.

Existem alguns pontos na nossa coorte que devem ser ressaltados. A alta incidéncia de
historico familiar para outros canceres (84,6%; p-valor = 0,014) observado na coorte MAP,
por exemplo, ¢ um dado complicado de se explorar neste estudo. Grande parte da literatura
aborda o histérico familiar de pacientes MAP apenas em relagdo a ocorréncia do proprio CCR
ou de adenomas em familiares, ndo trazendo informagdes relevantes sobre a ocorréncia de
outros canceres. Isso pode ser tanto pela auséncia de casos como por ndo abordar a
informagao, ja que o CCR ¢ o mais relevante para essa sindrome. Ademais, nenhum dos
familiares dos pacientes do nosso estudo foi submetido a um teste germinativo, podendo se
tratar de casos esporadicos ou ndo. Outro ponto ¢ a localizagdo tumoral: em literatura,
enquanto tumores colorretais em pacientes esporadicos sdo mais frequentemente encontrados
no lado esquerdo ou distal, em MAP, os tumores acometem com maior frequéncia o lado
direito ou proximal, o qual engloba o ceco e os cdlons ascendente e transverso. Em nossa
coorte MAP, encontramos que um pouco mais da metade (57,1%) dos pacientes apresentaram
tumores do lado esquerdo; porém, além dessa frequéncia mais prevalente no lado direito
poder variar entre 29% a 69% (Curia, Catalano, Aceto, 2020), nossa coorte de pacientes com
CCR e KRAS-G12C ¢ composta primariamente por pacientes com tumores do lado esquerdo,
0 que pode gerar um Vviés.

A maior prevaléncia de CCR metastatico (p-valor = 0,006) e estadio IV (p-valor =
0,029) em pacientes sem VGPs pode ser explicada por algumas razdes. Tumores com
MUTYH inativo tendem a apresentar um bom prognéstico por conta da alta infiltracdo
linfocitaria, o que reflete em uma resposta imune mais acentuada contra as células tumorais e,
consequentemente, em uma menor chance de evoluir para metastase (Yanus et al. 2018; Disel
et al. 2024). Ainda, cerca de metade dos pacientes MAP possuem polipose, o que pode levar a
um rastreamento preventivo mais frequente e, por conseguinte, a um diagndstico mais
precoce, em comparagdo a pacientes sem historico de adenomas. Por fim, nenhum paciente
MAP com teste de IHQ para as proteinas MMR e/ou teste de MSI apresentou perda nas
proteinas ou instabilidade, caracteristica que, segundo a literatura, ¢ esperada para a maioria

desses pacientes (Nielsen, Infante, Brand, 2021).
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6.3 Inibidores de KRAS-G12C e Imunoterapia em pacientes MAP

O primeiro medicamento anti-KRAS G12C aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) foi o Sotorasibe, o qual ndo apresentou resultados tdo eficazes em
monoterapia para CCR quando comparados aos observados no cancer de pulmao de ndo
pequenas células (NSCLC) com KRAS-G12C mutado. O Adagrasibe, segundo medicamento a
entrar no cenario clinico, seguiu na mesma linha, ndo apresentando resultados tdo satisfatorios
em monoterapia para o tratamento de CCR. Por esse motivo, novos ensaios clinicos testando a
eficacia da combinagdo de inibidores de KRAS-G12C com outras terapias, como anti-EGFR e
imunoterapias, tém sido desenvolvidos de forma a atingir respostas maiores nesses pacientes.
Alguns exemplos sdo as combinagdes de Sotorasibe + Panitumumabe (NCT04185883
CodeBreak 101 Phase I), Adagrasibe + Cetuximabe (NCT03785249 KRYSTAL-1 Phase I) e
Adagrasibe + Pembrolizumabe (NCT04613596 KRYSTAL-7), os quais apresentaram taxas
de resposta objetiva de 30%, 46% e 49%, respectivamente (Piazza et al. 2024). Nao ¢ de
nosso conhecimento estudos que tenham avaliado a efic4cia dos inibidores de KRAS-G12C
particularmente em CCR de pacientes MAP. Todavia, caso essas combinagdes futuramente
sejam aplicadas na clinica, estes pacientes poderiam ser beneficiados, principalmente quando
pensamos na combinacao de Adagrasibe + imunoterapico (Pembrolizumabe), ja que conforme
apresentado na se¢do 1.4.1, pacientes MAP aparentam ter uma maior infiltragdo linfocitaria
tumoral.

Neste contexto, a imunoterapia tem recentemente emergido como uma possibilidade
de tratamento para pacientes MAP. Volkov et al. (2020) ja havia descrito anteriormente que
CCR de pacientes MAP apresentam uma infiltragdo linfocitdria de células CD8+ comparavel
a observada em tumores MSI-H, ainda que com poucos pacientes avaliados. Posteriormente,
Georgeson et al. (2021) identificaram um valor de TMB mais alto (>10 mutagdes/Mb) em
MUTYH bialélicos em comparacao a MUTYH wild-type com CCR MMR proficientes, o que
estimulou investigacdes posteriores. Disel et al. (2024) demonstraram que amostras de CCR
de pacientes com alteragdes germinativas em MUTYH foram correlacionadas com um valor
de TMB médio (10-20 mutacdes/Mb). Especificamente, de 563 amostras, 135 foram
classificadas como TMB-High (>=10 mutacdes/Mb), das quais 85 (63%) apresentaram >20
mutagdes/Mb. Em consonancia, Paller et al. (2024) identificaram 27% (aproximadamente
32/119) das amostras bialélicas germinativas com pelo menos 10 mutacdes/Mb, apesar de
nem todas serem de CCR. Em relacdo a expressdo do ligante de morte programada 1 (PD-L1),

outro biomarcador de predicdo de resposta a imunoterapia, Disel et al (2024) nao
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identificaram associagdo. No entanto, Permata et al. (2019) demonstraram que a deficiéncia
da via BER esta associada a uma maior regulagdo positiva de PD-L1; ainda, relataram que
dados do TCGA indicam que sua expressao em tumores € negativamente correlacionada com
a expressao de mRNAs de genes da via, e que tumores mutados para qualquer um dos genes
BER apresentam alta expressdo de neoantigenos em comparagdo com amostras ndo mutadas
para esses genes. Apesar dos valores de TMB e expressdo de PD-L1 variarem entre os
estudos, ¢ interessante que pesquisas clinicas futuras avaliem a eficacia da imunoterapia para
beneficiar pelo menos parte dos pacientes MAP.

Até o momento, trés estudos de caso de pacientes MAP submetidos a imunoterapia
foram publicados. O primeiro, de Volkov et al. (2020), relatou o caso de uma paciente russa
de 66 anos heterozigota composta para as variantes p.Tyr179Cys e p.Gly396Asp, sem polipos
e com dois CCR metacronicos, sendo o segundo positivo para a mutagdo KRAS-G12C. Apos a
avaliagdo de um alto nivel de infiltracdo de linfocitos nos seus tecidos tumorais, a paciente foi
submetida ao tratamento experimental com Nivolumabe. As varreduras de tomografia
computadorizada feitas posteriormente demonstraram uma reducao continua do tumor, e, até
0o momento descrito no artigo, a paciente permaneceu com o tratamento por um periodo de
sete meses sem evidéncia de progressao da doenca.

O segundo caso, de Mathias-Machado et al. (2023), avaliou uma paciente brasileira de
21 anos homozigota para a variante p.Tyr179Cys sem historico familiar de cancer e com
antecedente pessoal de CCR e adenocarcinomas primarios de pulmao e estbmago. A IHQ nao
revelou perda das proteinas de reparo no adenocarcinoma gastrico e a coloragdo PD-L1
demonstrou alta expressdo do biomarcador. Apds a recusa da paciente pela quimioterapia e a
infiltracdo linfocitaria com alta expressdo de PD-L1, a equipe médica iniciou o tratamento
com Pembrolizumabe em janeiro de 2021. A paciente obteve resposta clinica completa em
2023 e permaneceu em remissdo até o momento em que foi descrito no estudo. A
caracterizacdo tumoral feita posteriormente demonstrou mutagdes somdticas em diversos
genes, incluindo KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K, além de MSS e TMB de 26,5 mutagdes/Mb.

Por fim, o terceiro caso, de Disel et al. (2024), apresentou uma paciente de 38 anos
com CCR metastatico para o figado e histérico familiar de CCR em dois parentes de primeiro
grau. A paciente possuia uma VGP em MUTYH e a assinatura mutacional SBS18; porém, os
autores ndo relataram qual variante ou se apresentava LOH. Apds bidpsia do tumor, houve a
identificacdo de um score de propor¢ao tumoral PD-L1 de 80% e um valor de TMB de 16
mutacoes/Mb, além da mutacao somatica KRAS-G12C. Ao esquema FOLFOX-6 que ja estava

em andamento, foi acrescentado Nivolumabe; posteriormente, foi administrada radioterapia
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no reto em conjunto com o Nivolumabe e infusdo continua de 5-fluorouracil. Por fim, foram
realizadas radioterapia, cirurgia retal curativa e ressec¢do da metastase no figado, além da
administracao de Nivolumabe de manuten¢do. Nao houve evidéncia de doenca em 24 meses
apos o diagnostico. Esses relatos demonstram que o diagnoéstico de MAP pode potencialmente
apresentar um papel preditivo, refor¢ando a relevancia de estratégias para a detec¢do desses

pacientes.

6.4 Pacientes monoalélicos

Variantes patogénicas monoalélicas em MUTYH encontradas em pacientes
oncologicos permanecem controversas em relacdo a sua associagdo com risco de cancer,
implicagdes clinicas e tratamento do paciente. Conforme abordado anteriormente, as diretrizes
atuais da NCCN ndo recomendam triagem especifica para individuos com variantes
monoalélicas, a menos que tenham histérico familiar ou de primeiro grau para CCR ou
polipos (NCCN, 2024). Estudos recentes ndo identificaram um aumento de risco para CCR,
endométrio e mama, por exemplo, apoiando essas diretrizes (Fulk et al. 2019; Thompson et al.
2022), no entanto, outros sugerem um aumento de risco baixo a moderado para varios tipos de
cancer, como o adrenal, sarcoma, mama, esofagico e outros (Win et al. 2017; Barreiro et al.
2022; Paller et al. 2024). Em nossa coorte, apenas um paciente dos casos monoalélicos
apresentou um segundo tumor primario (um carcinoma basocelular nodular ulcerado aos 75
anos).

E importante relembrar que todos os pacientes da coorte geral eram pacientes com
CCR e mutagao somatica KRAS-G12C; uma vez que esta ocorre em frequéncia extremamente
baixa em casos esporadicos, estd altamente relacionada com as transversdes geradas pela falha
do MUTYH na via BER e que muitos estudos demonstraram que variantes monoalélicas no
gene nao podem, por si sO, levar ao desenvolvimento do CCR, conclui-se que o alelo
selvagem deva ser, de alguma maneira, inativado. Dentre os mecanismos sugeridos, como
segundos hits somaticos, variantes patogénicas em regides ndo cobertas por painéis
germinativos comuns, VUS concomitante em MUTYH que pode, na realidade, ser patogénica,
efeitos sinérgicos com VGPs em outros genes relacionados ao CCR, como NTHLI, MSH3,
MSH6 ¢ POLE, a LOH do alelo selvagem no tumor ¢ o mais amplamente aceito e
demonstrado por outros estudos (Schubert et al. 2020; Dell'Elice et al. 2021; Barreiro et al.
2022; Georgeson et al. 2022; Paller et al. 2024). Em nossa analise de LOH, quatro pacientes
(ID6, ID11, ID17 e ID20), os quais representam 40% da coorte monoalélica, exibiram LOH, o
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que demonstra que esse processo ¢ comum como mecanismo de perda do alelo selvagem. O
valor encontrado ¢ bem maior do que os reportados por estudos como o de Georgeson et al.
(2022) (4%) e Paller et al. (2024) (12%) e em coortes como a Pan-Cancer Analysis of Whole
Genomes (0/60) e o TCGA (69/583 — 12%), porém, como dito anteriormente, a coorte
selecionada em nosso estudo apresenta KRAS-G12C, o que ja ¢ um indicio da existéncia de
mecanismos inativadores do alelo selvagem do MUTYH. Para os pacientes sem LOH com
resultado de painel, ndo foram identificadas VGPs em outros genes que poderiam explicar o
desenvolvimento neoplasico; assim, com base na discussao de literatura, casos nao explicados
por LOH podem ter relacdo com outros mecanismos que nao foram explorados neste estudo.
Em relagdo a idade, pacientes monoalélicos ndo diferiram estatisticamente nem do
grupo bialélico (p-valor = 0,637) e nem do grupo sem VGPs em MUTYH (p-valor = 0,394). J&
em relacdo a prevaléncia de polipos, os pacientes monoalélicos parecem ser mais semelhantes
aos bialélicos, com maior prevaléncia de polipos em relagdo a populagdo sem VGPs (p-valor
= 0,019). Nossos achados contrastam com os de Patel et al. (2021). Neste estudo
retrospectivo, os autores analisaram dados de 125 pacientes monoalélicos confirmados por
teste genético entre 1994 e 2019. Destes, apenas 28 (22,4%) desenvolveram pdlipos, o que os
autores concluiram ser um valor similar ao encontrado em coortes da populagdo geral (20-
30%). Porém, além de ter se tratado de um estudo unicéntrico (observando apenas o ACCCC,
por exemplo, também ndo foi vista diferenca estatisticamente significativa entre os grupos),
os pacientes monoalélicos analisados eram relativamente mais jovens do que os selecionados
nas coortes da populacdo geral citadas. Ademais, 66% da coorte eram descendentes de
indianos Gujerati, carreadores da variante NM 001128425.2:c.1438G>T; p.Glu480Ter;
assim, ha a probabilidade de ser observado um fendtipo distinto dos encontrados em outras

populagdes.

6.5 Frequéncia de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K e reclassificacio de VUS

A alta frequéncia de KRAS-G12C em tumores de pacientes MAP ndao ¢ uma
associacdo recente. O estudo de Lipton et al. (2003), um dos primeiros a investigar a
carcinogénese mediada pelo MUTYH, identificou a mutagdo em 9 de 14 (64%) CCR e 13 de
30 (43%) adenomas de pacientes MAP. Alguns anos depois, outros estudos relataram a
presenga da mutacdo em frequéncias variaveis, entre 18-62% nos adenomas e 16-80% nos
adenocarcinomas (Jones et al., 2004; Venesio et al., 2013; Castillejo et al., 2014; Guarinos et

al., 2014; Aimé et al. 2015). Esses estudos mais antigos apresentavam uma variagdo
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consideravel na frequéncia de KRAS-G12C, em especial em adenocarcinomas, possivelmente
devido a utilizacdo de técnicas de deteccdo mais antigas, como o pirosequenciamento e
métodos baseados em eletroforese capilar, os quais necessitam de frequéncias alélicas maiores
para detectar a mutacao apropriadamente (Zhu et al. 2021). De qualquer forma, os valores
obtidos ja eram considerados relevantes quando comparados aos 2-3% descritos na literatura
para CCR com MUTYH selvagem (van Puijenbroek et al. 2008; Georgeson et al. 2022).

Posteriormente, estudos mais amplos e/ou que utilizaram tecnologias mais robustas,
como o de Viel et al. (2017), Furlan et al. (2017) e Georgeson et al. (2022), identificaram
taxas maiores de detec¢do de KRAS-G12C em adenocarcinomas MAP, sendo os valores
encontrados de 70,5%, 89% e 84%, respectivamente; em adenomas, o estudo mais recente
identificou a mutagdo em 66,7% (Walker et al. 2025). Nossos achados mostraram que 47%
dos adenomas e 92,3% dos CCR de MAP sao mutados para KRAS-G12C. Esses resultados
corroboram os achados da literatura e sdo esperados, uma vez que mutacdes em KRAS
comumente ocorrem na passagem do adenoma em estdgio inicial para um estigio mais
intermediario/avangado (Walther et al. 2009). Assim, a depender do grau do adenoma
analisado (em nosso estudo, por exemplo, apenas um era de alto grau), a mutacdo pode estar
presente ou ndo; ja em adenocarcinomas, ¢ esperado que ela esteja presente na maior parte
dos casos, apresentando alta sensibilidade (92,3%), especificidade (97,6%) e acuracia (97,6%)
na deteccdo de pacientes MAP.

No que se refere a PIK3CA-Q546K e MAP, a primeira relagao foi feita no estudo de
Georgeson et al. (2022), citado na introdugdo, o qual demonstrou pela primeira vez o
enriquecimento dessa mutagdo (37%) em MAP em comparacao a pacientes sem VGPs (0,7%)
no MUTYH. Estudos anteriores ja haviam detectado essa muta¢do em uma frequéncia maior,
porém, apesar de ela ser rara (0,4-3,5%) em coortes de CCR de artigos e do TCGA, o dado
nao foi explorado (Fu et al. 2021). Viel et al. (2017), por exemplo, analisaram o espectro
mutacional de oncogenes e GSTs envolvidos na carcinogénese colorretal e associados ao
MUTYH inativo. Nesse estudo, PIK3CA-Q546K foi encontrada em 4/17 (23,5%) dos
adenocarcinomas e 2/26 (7,7%) dos adenomas. O estudo de Furlan et al. (2017), por sua vez,
ao analisar 10 adenocarcinomas de pacientes MAP para avaliar as caracteristicas genéticas e
epigenéticas iniciais em lesdes colorretais, identificou a mutagdo em 2/10 (20%)
adenocarcinomas. Nossos resultados estdo de acordo com o encontrado em literatura, com
5/13 (38,4%) dos adenocarcinomas MAP mutados para PIK3CA-Q546K, um achado mais
proximo ao de Georgeson et. al (2022). Nenhum dos 17 adenomas analisados apresentou a

mutacdo, assim como encontrado no estudo de Walker et al. (2025) — 0 adenomas de 27
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analisados; entretanto, este achado ¢ esperado, uma vez que mutagdes em P/IK3CA tendem a
ocorrer mais tardiamente na carcinogénese colorretal, quando o adenoma ja esta progredindo
para adenocarcinoma (Ottaiano et al. 2021). Dessa forma, praticamente nenhum paciente
MAP seria identificado tentando detectar apenas PIK3CA-Q546K no adenoma, assim como
muitos nao seriam identificados no tumor (sensibilidade = 38,4%).

O gene PIK3CA pode apresentar mutagdes simultaneas com KRAS em MAP, como
evidenciado por Furlan et al. (2017), que apontaram essa co-ocorréncia como suporte para a
carcinogénese acelerada em pacientes MAP. Embora a condicdo tenha sido inicialmente
comparada & AFAP, o risco de desenvolvimento de CCR ndo estd necessariamente
relacionado a presenga de adenomas, visto que muitos pacientes desenvolvem o cancer
mesmo na auséncia de polipos. Outros fatores também reforcam a ideia de progressao tumoral
acelerada: uma propor¢ao consideravel de pacientes MAP desenvolve CCR na primeira
década apos o diagnodstico inicial da polipose; mais de 1/3 dos pacientes submetidos a
resseccdo parcial necessitam de cirurgia secundaria em curto prazo; o risco de CCR
metacronico em 5 anos ¢ de 9-11%; e os adenomas MAP apresentam de duas a quatro vezes
mais mutacdes somadticas na regido codificadora do que os adenomas FAP. Esses dados
sugerem que a inativacdo bialélica do MUTYH leva a um mutator phenotype, caracterizado
por uma alta taxa de mutagdes no DNA, promovendo a carcinogénese acelerada
(Nieuwenhuis et al. 2012; Rashid et al. 2016). Furlan et al. (2017) observaram a co-ocorréncia
de mutacdes em KRAS e PIK3CA em mais de um terco dos pacientes, com KRAS-G12C e
PIK3CA-Q546K encontrados em 25% (2/8). De forma semelhante, identificamos a co-
ocorréncia de KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em 25% (4/16) dos pacientes, valor que
aumenta para 31,2% ao incluir um caso com KRAS-G12C e PIK3CA-Q546H. A detecgao de
qualquer uma das duas mutagdes em adenocarcinomas identifica todos os pacientes MAP
(sensibilidade = 100%), uma vez que todos os 13 CCR testados apresentavam pelo menos
uma das duas hotspots.

Conforme demonstrado por Georgeson et al. (2022), apesar de a deteccdo das
assinaturas mutacionais SBS18 e SBS36 apresentarem maior especificidade (100%) e
acuracia (100%) em comparagdo com os valores obtidos neste estudo detectando as mutagdes
KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em adenocarcinomas (96,9% e 97%, respectivamente), a
detec¢do das hotspots € bem mais vidvel financeiramente quando comparada a andlise de
assinaturas, a qual necessita da realizagdo de exoma ou genoma completo. Esses dados,
portanto, apoiam a utilizacdo de adenocarcinomas como um bom material para a andlise de

KRAS-G12C/PIK3CA-Q546K e reclassificagdo de VUS em MUTYH. No que se refere aos
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adenomas, KRAS-G12C estd presente de maneira varidvel, enquanto PIK3CA-Q546K
praticamente inexiste, o que faria este material ndo ser o ideal no contexto de reclassificacdo
de variantes. Porém, recentemente, Walker et al. (2025) detectaram as assinaturas SBS18 e
SBS36 em adenomas MAP em propor¢des equivalentes aquelas encontradas nos
adenocarcinomas MAP, além de serem propor¢des significativamente maiores as observadas
em casos de adenomas/CCR nao hereditarios. Assim, apesar de ser uma alternativa mais cara,
a deteccdo de assinaturas mutacionais em adenomas ¢ interessante para a reclassificagao de
VUS em MUTYH e para a deteccao precoce da MAP, fazendo com que pacientes que ainda
ndo desenvolveram um tumor possam ter um acompanhamento personalizado. Ainda, mesmo
a detecgdo de KRAS-G12C de maneira isolada em adenomas pode ser mais eficiente quando
mais de um adenoma (de alto e baixo grau) puder ser avaliado e for positivo para essa
mutacao.

Considerando o exposto, a deteccdo das hotspots especificamente nos
adenocarcinomas de pacientes com VUS + VGP em MUTYH foi considerada para a
pontuagdo da evidéncia PP4, conforme explicado na se¢ao 1.4.3. Das trés pacientes avaliadas,
duas tiveram suas VUS reclassificadas; a probanda com a VUS p.Lys450Met nao apresentava
adenocarcinoma disponivel para a andlise e as evidéncias pontuadas (PM2 supp +
PP3 moderate) ndo suportam a reclassificagdo. Essa variante foi reportada apenas uma vez
no ClinVar pelo mesmo laboratério particular que realizou o teste de nosso caso, o qual a
classificou como VUS. A segunda probanda com a variante p.Pro301Arg apresentou KRAS-
G12C em seu adenocarcinoma e pdde ser reclassificada para provavelmente patogénica
(PP3_strong + PM2 supp + PM3 supp + PP4_moderate). Nao ha submissdes dessa variante
no ClinVar e ndo a encontramos em artigos da literatura. Por fim, a terceira probanda com a
variante p.Trpl13Arg apresentou tanto KRAS-G12C como PIK3CA-Q546K em seu
adenocarcinoma e também pode ser reclassificada para provavelmente patogénica (PM2_supp
+ PP3_moderate + PM3 supp + PP4 _moderate). A variante foi reportada pela primeira vez
no estudo de McVeigh et al. (2017), o qual a detectou em dois pacientes em heterozigose
composta com a variante patogénica p.Tyrl79Cys: um deles com polipose e CCR
diagnosticado aos 36 anos e o outro também com polipose. Posteriormente, foi reportada por

dois laboratorios no ClinVar, os quais a classificaram como VUS.
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7 CONCLUSOES

No6s demonstramos que pacientes com CCR e KRAS-G12C apresentam uma maior
taxa de deteccdo (11,4%) de VGPs no gene MUTYH e que a presenca dessa mutacdo deve ser
considerada como biomarcador para a realizacdo do sequenciamento completo do gene e
possivel diagnostico da MAP, uma vez que aumenta sua identificacio (6,8%), especialmente
entre pacientes abaixo de 60 anos (10,9%). Os pacientes monoalélicos para MUTYH
representaram 4,5% de toda a coorte, com quase a metade (40%) apresentando LOH como
mecanismo de inativagdo do alelo selvagem. Todas as cinco variantes mais presentes na
populacdo brasileira foram encontradas em nossos pacientes, com as frequéncias de 40%
(p-Tyr179Cys), 28% (p-Gly396Asp), 20% (p.Ala385fs) e 12% (delecdo dos éxons 4 a 16 e
p-Arg241Trp).

Em relacdo as caracteristicas clinicas e anatomopatologicas, pacientes MAP tendem a
apresentar uma idade de diagnostico do CCR menor e maior prevaléncia de polipos em
comparacdo a pacientes sem VGPs em MUTYH, dados concordantes com outros estudos,
ainda que alguns pacientes da nossa coorte ndo tenham seguido esse padrao. Outro achado
também foi um maior histérico familiar para outros canceres ndo colorretais em pacientes
MAP, apesar de ter sido pouco explorado neste estudo principalmente pela falta de dados
mais detalhados dos familiares, incluindo dados germinativos. Estadiamento e metéstase
também apareceram com valores estatisticamente significativos, apresentando maior
prevaléncia do estadio IV e metdstase em pacientes sem VGPs. Pacientes monoalélicos se
assemelharam aos bialélicos em relacdo a presenca de pdlipos, diferindo do grupo MUTYH
selvagem (p-valor = 0,019); porém, os outros dados clinicos e anatomopatoldgicos analisados
dos pacientes monoalélicos ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas nem
quando comparados ao grupo bialélico e nem ao grupo sem VGPs em MUTYH.

Por fim, a alta frequéncia de KRAS-G12C (92,3%) e PIK3CA-Q546K (38,4%) em
adenocarcinomas de pacientes MAP, em comparacao a frequéncia identificada em pacientes
esporadicos da literatura (2,4% e 0,7%, respectivamente), demonstrou sua aplicacdo na
reclassificagdo de VUS em MUTYH, identificando todos os pacientes MAP do grupo controle
positivo (sensibilidade = 100%). Dos trés pacientes suspeitos para MAP avaliados neste
estudo com VUS no gene, as VUS de dois pacientes (p.Pro301Arg e p.Trpl13Arg) puderam
ser reclassificadas para provavelmente patogé€nicas considerando a identificacdo de KRAS-

G12C e/ou PIK3CA-Q546K em seus adenocarcinomas.
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Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos itens "Apresentagao do Projeto", "Objetivo da Pesquisa”, "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_2181788_E2.pdf",
gerado pela Plataforma Brasil em 11/08/2023.

Resumo:

A Polipose Associada a MUTYH (MAP) é responsavel por 0,7% de todos os canceres colorretais (CCR) e
13% de todas as poliposes colorretais. O gene MUTYH faz parte do sistema de reparo de excisao de bases
do DNA e, quando mutado, leva a transversdes G:C T:A em diversos genes, incluindo o KRAS. Em cancer
colorretal (CCR), mutagdes em KRAS sao observadas em cerca de 50% dos casos, e sao, em sua grande
maioria, mutacdes do tipo missense nos coédons 12 e 13. A mutagdo somatica ¢.34G>T; G12C é uma
mutagao mais rara, ocorrendo em menos de 10% dos pacientes com mutagao KRAS. Estudos anteriores
demonstraram uma elevada frequéncia da mutagcdo somatica KRAS-G12C em pacientes com MAP, sendo
que em torno de 25% dos pacientes com CCR mutagao G12C apresentaram variantes patogénicas
bialélicas em MUTYH. Os objetivos do estudo sdo: avaliar a taxa de detecgao de variantes germinativas
patogénicas/provavelmente patogénicas (P/PP) no gene MUTYH em pacientes com céncer colorretal e
mutagao somatica KRAS G12C; avaliar a utilidade de investigar KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos
de adenomas e cancer colorretal para classificar variantes germinativas de significado incerto em MUTYH.
Para
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isso, serao extraidos DNA de tumor fresco, tumor fixado em formalina e emblocado em parafina (FFPE) e
leucécito. Para o primeiro objetivo, serao avaliadas 4 variantes de MUTYH (p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp,
p.Arg241Trp e delegao dos éxons 4 a 16) através de PCR multiplex seguida por sequenciamento de nova
geragdo (NGS) de amplicons. Pacientes com apenas 1 variante em heterozigose serdo avaliados por
sequenciamento completo do gene MUTYH, e os resultados encontrados serao descritos com estatistica
descritiva. Para o segundo objetivo, iremos avaliar a frequéncia de detecgdo das mutagdes somaticas KRAS
-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos de adenomas e cancer colorretal de individuos diagnosticados com
MAP (bialélicos) e de individuos suspeitos para MAP (com presenga de VUS em MUTYH). Esperamos que
nosso estudo possibilite uma melhoria nas estratégias de diagndstico de pacientes com MAP e seus
familiares, permitindo acompanhamento, vigilancia e medidas preventivas adequadas para esses individuos.

Hipbtese:

Pacientes com cancer colorretal e mutagao somatica KRAS-G12C apresentam maior risco de detecgao de
variantes germinativas patogénicas no gene MUTYH. Além disso, este biomarcador pode ser usado para
auxiliar na reclassificagao de VUS em MUTYH.

Metodologia Proposta:

As extragdes de DNA de tumor fresco, tumor fixado em formalina e emblocado em parafina (FFPE) e
leucécito serdo realizadas no Biobanco dessa instituicdo, de acordo com os protocolos operacionais padrao
estabelecidos. A integridade do DNA sera avaliada pelo equipamento TapeStation (Agilent) e a
concentragdo pelo equipamento Qubit® com o uso do reagente QUANT-IT DNA HS assay kit (Life
Technologies). As amostras serao identificadas por cédigos padrao do Biobanco, garantindo sua
anonimizagao. Para a detecgdo das alteragdes germinativas MUTYH p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp,
p.Arg241Trp e delegao dos éxons 4 a 16 sera utilizada a metodologia de sequenciamento de nova geragao
(NGS) de amplicons. Para isto, primers especificos para as regides dessas alteragdes serao desenhados
utilizando a ferramenta online Primer 3. Resumidamente, 20ng de DNA de leucdcito, saliva ou tumoral serao
submetidos a reagdes de PCR multiplex com o kit Qiagen Multiplex PCR para gerar amplicons das regides
de interesse. Apos a confirmagao de amplificagdo por analise em gel de agarose, 10 a 100ng do produto
amplificado por PCR serd utilizado para construgédo das bibliotecas de amplicon com o kit lon Plus Fragment
Library (Thermo Fisher), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para o sequenciamento, as etapas de
PCR em emulsao, enriquecimento e deposi¢éao no chip de sequenciamento serio
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realizadas no equipamento lon Chef (Thermo Fisher). Por fim, o sequenciamento sera realizado na
plataforma lon S5 (Thermo Fisher). Os resultados do sequenciamento serao analisados no Torrent Suite
software e Variant Caller (Thermo Fisher) e serdo comparados com a versao do genoma GRCh37/Hg19. Os
arquivos contendo as variantes chamadas (VCFs) serdo avaliados no software VarSeq para anotagao e
filtragem das variantes. Serao consideradas positivas amostras com variantes detectadas com pelo menos
30% do total de leituras. As variantes identificadas serao inspecionadas visualmente no software Integrative
Genomics Viewer (IGV). Pacientes nos quais for detectada apenas 1 variante em heterozigose (alteragao
monoalélica) serdo avaliados por sequenciamento completo do gene MUTYH por sequenciamento de painel
multigenes por NGS. Para a deteccao das mutacdes somaticas KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em tecidos
de adenomas e cancer colorretal sera utilizada a mesma metodologia de NGS de amplicons e de andlise
descritas no item 5.2. Serdo consideradas positivas amostras com variantes detectadas com pelo menos 5%
do total de leituras.

Critério de Inclusao:

Pacientes com mais de 18 anos de idade, diagnosticados com cancer colorretal e mutagdo somatica KRAS-
G12C diagnosticada em teste molecular prévio. Pacientes com mais de 18 anos de idade, diagnosticados
com MAP ou com variante de significado incerto em MUTYH em teste genético prévio.

Critério de Exclusdo: Individuos que recusarem participar do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a taxa de detecgao de variantes germinativas patogénicas/provavelmente patogénicas (P/PP) no
gene MUTYH em pacientes com cancer colorretal e mutagéo somatica KRAS G12C e a utilidade deste
biomarcador para auxiliar na reclassificagdo de VUS em MUTYH.

Objetivo Secundario: 1) Avaliar a frequéncia das variantes germinativas p.Tyr179Cys, p.Gly396Asp,
p.Arg241Trp e delegao dos éxons 4 a 16 do gene MUTYH em pacientes com cancer colorretal e mutagao
somatica KRAS G12C; 2) Realizar o sequenciamento completo do gene MUTYH em portadores
monoalélicos das variantes avaliadas; 3) Avaliar a utilidade de investigar KRAS-G12C e PIK3CA-Q546K em
tecidos de adenomas e cancer colorretal para classificar variantes de linhagem germinativa de significado
desconhecido em MUTYH. 4) Correlacionar as variantes germinativas
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P/PP bialélicas e monoalélicas detectadas em MUTYH com aspectos clinicos das pacientes e
histopatologicos dos tumores.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Existe a possibilidade de identificarmos nos pacientes alteragoes genéticas que podem influenciar o
risco de desenvolver cancer. A detecgdo destas alteragdes pode resultar em mudancgas na forma como o
paciente deve ser acompanhado, ao indicar a necessidade de realizar novos exames laboratoriais e ao
indicar quais familiares deveriam iniciar acompanhamento médico especifico. O resultado do exame
genético pode causar angustias e ansiedade, e para minimizar estes riscos ele sera realizado em consulta
de aconselhamento genético. Existe também o risco relacionado a perda do sigilo e confidencialidade
durante a coleta e o uso dos dados clinicos das amostras. Os pesquisadores desse estudo se
comprometem a seguir procedimentos de anonimizacao e de controle de acesso aos resultados para
minimizar esse risco.

Beneficios: A maioria dos participantes ndo se beneficiara diretamente com a participagdo nesse estudo.
Contudo, em alguns casos o estudo podera identificar alteragbes genéticas com relevancia clinica. Esses
resultados serao retornados aos participantes, que poderao se beneficiar de condutas clinicas mais
adequadas a eles e seus familiares. O estudo ainda tem o beneficio de ampliar o conhecimento sobre a
sindrome de polipose associada ao MUTYH em nossa populagao.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de submissao de EMENDA 2

De acordo com o documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_2181788_E2.pdf" criado em 11/08/2023 a
emenda proposta trata-se de inclusdo de centro co-participante:

"Justificativa da Emenda: Encaminho para andlise deste Comité a solicitacdo de emenda 2 ao projeto com o
objetivo de solicitagdo de inclusdo de centro co-participante (Hospital do Cancer de Barretos/Hospital de
Amor) e novos pesquisadores colaboradores. O centro co-participante ir4 contribuir com o envio de
amostras biolégicas (DNA de tumor) para um dos objetivos do estudo.”

FUNDACAO PIO XII
Pesquisador responsavel: Rui Manuel Reis
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A instituicao co-participante envia carta de concordéancia e colaboragéo com o presente estudo.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes"
Recomendacoes:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes"
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Apos apreciagao da presente emenda este Comité de Etica em Pesquisa nao observa 6bices éticos.
Consideragbes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_218178 11/08/2023 Aceito
do Projeto 8 E2.pdf 09:09:56
Qutros 5_ldentificacao_dos_CVs_V2cor.docx 11/08/2023 |GIOVANA TARDIN Aceito
09:09:36 | TORREZAN

Declaragéo de Carta_Concordancia_Barretos.pdf 27/07/2023 |GIOVANA TARDIN Aceito

concordancia 17:49:55 [TORREZAN

Outros MDTA_ACC_Barretos.pdf 27/07/2023 |GIOVANA TARDIN Aceito
17:49:45 |TORREZAN

Outros 2023_07_27_Carta_Emenda2.doc 27/07/2023 |GIOVANA TARDIN Aceito
17:49:31 | TORREZAN

Projeto Detalhado / | 16_Projeto MUTYH_KRAS_G12C_V3.d| 27/07/2023 |GIOVANA TARDIN Aceito

Brochura ocx 17:49:14 |TORREZAN

Investigador

Folha de Rosto ProjetofolhaDeRostoGiovana_assinado. | 19/12/2022 |GIOVANA TARDIN Aceito

pdf 15:12:58 |TORREZAN

Outros 1_Formulario_CEP_V2.pdf 12/12/2022 |GIOVANA TARDIN Aceito
15:40:12 [ TORREZAN

TCLE/Termosde [11_2022_12_12 TCLE_pacientes_V2_tr] 12/12/2022 |GIOVANA TARDIN Aceito

Assentimento / ack.docx 15:38:44 |TORREZAN

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termosde [11_2022_12_12_TCLE_pacientes_V2.d| 12/12/2022 |GIOVANA TARDIN Aceito

Assentimento / ocx 15:38:32 |TORREZAN

Justificativa de

Endereco: Rua Professor Anténio Prudente, 211, Liberdade, Atrium - Subsolo

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_accamargo@accamargo.org.br
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Espeermaleado em Vida

FUNDACAO ANTONIO
PRUDENTE - A.C. CAMARGO

Q=

CANCER CENTER
Continuagéo do Parecer: 6.264.601

Auséncia 11_2022_12_12_TCLE_pacientes_V2.d | 12/12/2022 |GIOVANA TARDIN Aceito
0CX 15:38:32 | TORREZAN

Outros Declaracoes_CEP.pdf 05/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
10:29:53 | TORREZAN

Outros 15 _DECLARACAO DE_CIENCIA Onco| 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
genetica.pdf 10:056:07 | TORREZAN

Outros 14 DECLARACAO DE_CIENCIA_ANA | 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
TOMIA PATOLOGICA.pdf 10:04:47 | TORREZAN

Outros 13_DECLARACAO DE_CIENCIA_CR_d 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
olorretal.pdf 10:04:31 | TORREZAN

QOutros 12_TERMO_DE_DISPENSA_TCLE.pdf | 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
10:03:57 | TORREZAN

Declaragao de 10_DECLARACAO_INFRA_CIPE.pdf 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
Instituicdo e 10:03:19 | TORREZAN

Infraestrutura

Outros 9 USO _E DESTINO DO MATERIAL | 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
BIOLOGICO.pdf 10:02:49 | TORREZAN

Outros 8 _DECLARACAO _DE_CIENCIA_ Bioba | 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
nco.pdf 10:02:00 | TORREZAN

Outros 7_DECLARACAO PUBLICACAO_DOS | 04/11/2021 |GIOVANA TARDIN Aceito
DADOS.pdf 10:00:08 | TORREZAN

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néao

Enderego: Rua Professor Anténio Prudente, 211, Liberdade, Atrium - Subsolo
Bairro: Liberdade

UF: SP

Telefone: (11)2189-5020 Fax:

SAO PAULO, 28 de Agosto de 2023

Assinado por:

LUCIANA DE MOURA LEITE

(Coordenador(a))

CEP: 01.509-900

Municipio: SAO PAULO

(11)2189-5020 E-mail:

cep_accamargo@accamargo.org.br
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APENDICES

Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

A.C.Camargo
Cancer Center
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCZ\O 466/12 CNS/MS

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

LINOIIE D0 PARTI TP AN TS s comisuiiossnsos ssson oo osssssontonsisoonss s 5 s 516y G550 s e A A
(201 - SN SEXO: M F TELEFONE: DDD (...

2 RESPONSAVEL LEGAL: .......ceevreereireeines e
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUradOr 8C.): c..c.oiuiiiiiiieeiiicie ettt et e et e e s
TELEFONE: DDD (............ Vi R R R

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO: KRAS-G12C: um biomarcador negligenciado para detectar pacientes com polipose

associada ao MUTYH

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra Giovana Tardin Torrezan — CIPE - A.C.Camargo Cancer

Center

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

e Dra. Dirce Maria Carraro, CIPE - A.C.Camargo Cancer Center

e Dr. José Claudio Casali da Rocha, Dept. de Oncogenética - A.C.Camargo Cancer Center

e Dr Samuel Aguiar Junior, Centro de Referéncia de Tumores Colorretais - A.C.Camargo
Cancer Center

e Dr. Warley Abreu Nunes, Dept. de Anatomia Patoldgica - A.C.Camargo Cancer Center

e Outros membros do corpo clinico do Dept. de Oncogenética - A.C.Camargo Cancer
Center

4, DURAGAO DA PESQUISA: 36 meses

INFORMAGOES AO PARTICIPANTE

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “KRAS-G12C: um
biomarcador negligenciado para detectar pacientes com polipose associada ao MUTYH”,
que sera realizada no A.C.Camargo Cancer Center.

O convite para vocé participar do estudo serd feito em uma de suas visitas na
instituicdo ou por contato telefénico do seu médico, de um enfermeiro(a) de pesquisa ou de
um aluno(a) envolvido no projeto. Este documento fornece as informagdes sobre esse
estudo e vocé deve ler com atengdo e tirar todas as suas duvidas. Se vocé aceitar participar
desse estudo, vocé devera preencher/assinar esse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Vocé estad sendo convidado (a) para participar desse projeto de pesquisa por um dos
seguintes motivos:

Rubrica do Rubrica do responsavel
participante: pelo consentimento:
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1. Vocé foi diagnosticado com cancer colorretal e com mutagdo somatica no gene
KRAS do tipo G12C em um teste molecular realizado previamente quando vocé
realizou seus exames no hospital A.C.Camargo Cancer Center ou;

Vocé foi diagnosticado a Sindrome de Polipose Associada a MUTYH (MAP) ou;

3. Vocé foi diagnosticado com uma variante de significado clinico incerto (VUS) em

um teste genético prévio;

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA

Este projeto ira avaliar a relagdo entre variantes genéticas germinativas patogénicas
no gene MUTYH em individuos com cancer colorretal e a mutagdo somatica do tipo G12C no
gene KRAS. Uma variante genética germinativa ou uma mutagdo somatica sao alteragdes em
nosso DNA, ou seja, em nosso material genético, que é responsavel pela determinagdo das
caracteristicas das células. O DNA ¢ organizado em varias partes que sdo chamadas de
“genes”, e dois desses genes, mais especificamente o MUTYH e o KRAS, podem sofrer
alteragbes que estdo relacionadas ao desenvolvimento de cancer colorretal.

O gene MUTYH, quando apresenta variantes patogénicas, ou seja nocivas, e
germinativas (que estdo presentes em todas as células do corpo), esta associado a uma
doencga chamada Sindrome de Polipose Associada ao MUTYH (MAP), caracterizada pelo
aparecimento de pdlipos na regido do cdlon e do reto e com o aumento de risco para
desenvolvimento de cancer colorretal. A mutagdo somatica (ou seja, que acontece apenas
nas células do tumor) no gene KRAS ocorre frequentemente em tumores colorretais. Um
tipo especifico de mutagdo no gene KRAS chamada G12C é mais frequente em individuos
com MAP e por isso, pode ajudar a identificar pacientes com risco de serem portadores da
MAP.

DESENHO DA PESQUISA

Cerca de 150 individuos serdo incluidos no estudo. Dados clinicos dos participantes
de pesquisa (idade de acometimento, histdrico de outros tumores e histdria familiar de
cancer) e dados histopatoldgicos dos tumores (tipo histolégico, grau, marcadores
moleculares, entre outros) serdo obtidos por consulta em prontudrio eletronico e
armazenados de maneira anonimizada. Iremos utilizar DNA de saliva, de sangue ou de tumor
para analisar variantes no gene MUTYH, no gene KRAS e no gene PIK3CA através da técnica
de sequenciamento de DNA. Sequenciamento é um tipo de teste genético realizado quando
se quer observar determinada regido do material genético de uma pessoa.

Além disso, vamos comparar as variantes detectadas em MUTYH com aspectos
clinicos dos participantes, ou, em outras palavras, dos sinais e sintomas apresentados por
eles; bem como relacionar com aspectos histopatoldgicos (caracteristicas do tecido) dos
tumores. Com os resultados, poderemos avaliar se a detecgdo da mutagdo G12C em KRAS

Rubrica do
participante:
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pode indicar quais pacientes devem ser investigados para Sindrome de Polipose Associada
ao MUTYH.

DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, os pesquisadores envolvidos irdo
acessar suas informagdes de saude pessoal, incluindo as informagdes de tumores
desenvolvidos, através da revisdo do prontuario hospitalar e/ou de comunicagdo pessoal em
consulta de aconselhamento genético (consulta no Departamento de Oncogenética).

Se disponivel, utilizaremos suas amostras de leucdcito e tumor congelado que ja
estejam no Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center para realizarmos o sequenciamento.
Caso nao tenhamos esse material em biobanco, pode ser necessario coletar uma amostra de
saliva ou raspado bucal, ou solicitar seu material de tumor em outro servigo, para
realizarmos o sequenciamento. Para a coleta de saliva, vocé ndo podera ter comido, bebido,
fumado ou mastigado chiclete nos 30 minutos que antecede a coleta.

As amostras de saliva, raspado bucal ou tumor serdo processadas e o DNA extraido
sera armazenado pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. O DNA sera utilizado para
realizagdo do sequenciamento no Laboratério de GenOmica e Biologia Molecular do
A.C.Camargo Cancer Center. Toda identificacdo do seu material sera feita por cdédigos para
preservar sua identidade.

Vocé podera ter acesso ao resultado do seu exame em qualquer momento que
solicitar. Caso com a analise de DNA seja identificada alguma variante patogénica, vocé
recebera o resultado desta andlise posteriormente, em uma consulta de aconselhamento
genético com um médico geneticista colaborador deste projeto, que ira explicar
detalhadamente as implicages dos resultados encontrados.

Caso vocé concorde em participar do estudo, esta serda uma colaboragdo voluntaria,
nao havendo nenhuma forma de remuneragao por isto. Do mesmo modo, esta decisdo nao
afeta de nenhum modo o que serda cobrado de vocé ou de sua seguradora de saude.
Informamos que ndo sdo esperados custos relacionados a sua participagdo neste estudo. A
coleta de saliva ou raspado bucal sera realizada quando vocé estiver no A.C.Camargo Cancer
Center para a realizagdo de consultas, exames ou qualquer procedimento médico. No
entanto, caso seja necessario algum custo inesperado para vocé ou seu acompanhante
devido a participagao neste estudo, vocé sera ressarcido por todos os gastos.

DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO PROCEDIMENTO

As coletas de saliva e raspado bucal sdo coletas ndo invasivas, ndo apresentando
qualquer risco de complicagGes. O seu tratamento sera exatamente o mesmo, caso vocé
participe ou ndo deste estudo. Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua
saude, devera ser decorrente deste estudo, uma vez que vocé nao sera submetido a nenhum
procedimento adicional aqueles realizados durante o seu tratamento neste hospital. No
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entanto, em caso de danos decorrentes da pesquisa, garantimos seu direito a assisténcia
gratuita e integral, pelo tempo que for necessario.

Existe a possibilidade de identificarmos alteracGes genéticas no seu DNA que podem
influenciar o seu risco de desenvolver cancer. A detecgdo destas alteragdes pode resultar em
mudangas na forma como o seu médico te acompanha ao indicar a necessidade de realizar
novos exames laboratoriais e ao indicar quais dos seus parentes deveriam iniciar
acompanhamento médico especifico. O resultado do exame genético pode causar angustias
e ansiedade, e para minimizar estes riscos ele é realizado em consulta de aconselhamento
genético.

Existe, também, o risco relacionado a perda de sigilo e confidencialidade durante a
coleta e uso dos dados clinicos das amostras. Os pesquisadores deste estudo se
comprometem a seguir procedimentos de anonimizacdo e de controle de acesso aos
resultados para minimizar esse risco.

E importante que vocé saiba que a sua participagdo neste estudo é completamente
voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a
qualguer momento, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. A recusa
em participar ndo acarretara nenhum prejuizo na qualidade do tratamento.

BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

A maioria dos participantes n3o se beneficiard diretamente com a participacdo nesse
estudo. Contudo, em alguns casos o estudo poderd identificar alteragGes genéticas com
importancia clinica. Esses resultados serdo retornados aos participantes, que poderdo se
beneficiar de condutas clinicas mais adequadas a eles e seus familiares. O estudo ainda tem
o beneficio de ampliar o conhecimento sobre a Sindrome de Polipose Associada ao MUTYH
(MAP) em nossa populacao.

CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informacBes sera mantida e sua identidade sera
preservada, sendo que somente os membros da equipe médica e do Comité de Etica em
Pesquisa terdo acesso aos registros. Vocé tera acesso aos seus dados de exames e
atendimentos médicos, quando solicitados.

Para se fazer pesquisas mais relevantes, é importante que os pesquisadores
compartilhem informagdes obtidas de estudos. Eles fazem isso depositando os resultados
em um ou mais bancos de dados cientificos, onde sdo armazenados junto com informacges
de outros estudos. Os pesquisadores podem entdo estudar as informagdes combinadas para
aprender ainda mais sobre salde e doengas. Se vocé concordar em participar do estudo,
algumas de suas informagdes genéticas e de saude podem ser publicadas em revistas
cientificas e também serem colocadas em um ou mais bancos de dados cientificos mantidos
por instituicdes nacionais ou internacionais. A deposi¢do dos dados sempre é feita de forma

Rubrica do Rubrica do responsével
participante: pelo consentimento:

Dezembro 2022 / Versio 2 Pigina4 de 6

84



A.C.Camargo
Cancer Center

anonimizada e seu nome e outras informacdes que poderiam identifica-lo diretamente
nunca serdo colocados em um banco de dados cientificos. No entanto, uma vez que a sua
composicdo genética é Unica, ha um risco muito pequeno de vocé poder ser identificado. Por
isso, o0 acesso de pesquisadores para estudarem as informagdes presentes nos bancos de
dados ¢é realizado de forma controlada, garantindo o compromisso de proteger sua
privacidade e manter suas informacg&es confidenciais.

DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Qualquer dano resultante da sua participagdo no estudo sera avaliado e tratado de
acordo com os beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de
consentimento vocé ndo estd abrindo mado de qualquer um dos seus direitos legais,
incluindo buscar indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da sua participacdo
nesse estudo.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores, médicos e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar
informacdo atualizada ao longo do estudo, caso este seja o seu desejo. TELEFONES PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS OU QUALQUER DUVIDA SOBRE O
ESTUDO: (011) 2189-5000 — ramal 2953, entrar em contato com Dra Giovana Tardin
Torrezan (pesquisadora).

OBSERVACOES COMPLEMENTARES

As amostras coletadas serdo processadas pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer
Center. O excedente, ndo utilizado por este projeto de pesquisa, podera ser descartado ou,
se autorizado pelo participante (mediante assinatura de TCLE especifico do Biobanco), ser

armazenado e utilizado em outros projetos, apods a aprovagdo dos mesmos pelo Comité de
Etica em Pesquisa desta Instituicio, e quando necessario, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa.

Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, vocé terd o direito de acesso as
informacgGes e resultados obtidos com a utilizagdo de seu material bioldgico armazenado,
recebendo orientacBes quanto as consequéncias desse resultado, incluindo aconselhamento
genético quando necessario.

A retirada do consentimento de armazenamento da sua amostra biologica excedente
no Biobanco poderd ocorrer a qualquer momento e esta solicitagdo deve ser registrada em
um documento e assinada por vocé. A validade desta solicitacao se dara a partir da data de
comunicag¢do de sua decisdo. A recusa ou desisténcia do armazenamento de sua amostra
ndo ira prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento.

Rubrica do
participante:

Rubrica do responsavel
pelo consentimento:

Dezembro 2022 / Versao 2 Pagina 5 de 6

85



A.C.Camargo
Cancer Center

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realiza¢do e apds o aval do CEP
da instituicdo, em casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou
situacdo possa por em risco a seguranga do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo
esteja sendo conduzido de maneira eticamente inaceitavel.

QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dra. Giovana Tardin Torrezan
Laboratdrio de Gendmica e Biologia Molecular do A.C.Camargo Cancer Center - Sdo Paulo.
Telefones: (11) 2189-5000 ramal 2953. Endereco: Rua Tagua, 440 — Liberdade — Sdo Paulo.

Se o pesquisador responsavel n3do fornecer as informagBes/esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundagdo Antonio Prudente — A.C.Camargo Cancer Center: telefone (11) 2189-
5000, ramal 5020 de segunda-feira a quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8
horas as 17 horas, endereco: Rua Prof Ant6énio Prudente, 211, S3o Paulo, email:
cep accamargo@accamargo.org.br.

Este documento € elaborado em duas vias, ambas deverdo ser rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela pessoa por ele
delegada. Vocé recebera uma das vias originais assinada e a outra sera arquivada pelo
pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu,
declaro ter lido, compreendido e discutido o contetdo do presente Termo de Consentimento

e concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os
procedimentos acima relacionados:

Assinatura do participante ou responsdvel legal Assinatura do responsdvel pelo consentimento
/ / / /
Data Data
______________________________________ ; S B e S S
Rubrica do Rubrica do responsavel

participante:
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