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RESUMO

NASCIMENTO, Thaina Maria Rodrigues. Mecanismos somaticos e germinativos raros em pacientes
com deficiéncia inexplicada de mismatch repair (MMR). [Dissertacdo]. Sdo Paulo; Fundagdo Antbnio
Prudente; 2025.

Introducéo: A deficiéncia de mismatch repair ((IMMR) € causada pela inativacdo dos genes de
MMR (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2), levando a auséncia de uma ou mais das quatro proteinas
MMR por imuno-histoquimica (IHQ) e a instabilidade de microssatélites (MSI). Alguns pacientes
apresentam tumores dAMMR na auséncia de variante germinativa patogénica (VGP) detectavel nos
genes MMR ou de metilagdo somatica no promotor de MLH1 e mutagdo de BRAF. Esses casos
compreendem um grupo chamado de dMMR inexplicada (u-dMMR), também conhecido como
sindrome de Lynch-like. Estudos recentes evidenciaram que mais da metade dos pacientes com
u-dMMR apresentam causas somaticas de dMMR (como mutag¢fes somaticas em algum gene
MMR). Uma pequena parcela desses pacientes apresenta VGP complexas nos genes MMR, que
ndo sdo identificadas nos testes germinativos padrdo (como alteracfes intrénicas profundas ou
inversdes génicas), e um ter¢co permanecem com causas indefinidas. A identificacdo das causas
de u-dMMR apresenta implicagBes clinicas para 0 manejo do paciente e seus familiares e 0
desenvolvimento de estratégias eficientes para caracterizar esses casos € necessario. Objetivo:
Identificar casos dAMMR sem alteracGes germinativas em MMR; avaliar a frequéncia de causas
somaticas de dMMR através da analise de metilacdo do promotor de MLH1, de mutacéo do gene
BRAF (V600E) e do sequenciamento somatico dos genes MMR; avaliar a frequéncia de alteracfes
germinativas complexas que levem u-dMMR através de sequenciamento de RNA constitutivo.
Metodologia: Foram selecionados pacientes com cancer colorretal (CCR), cancer de endométrio
(CE) ou cancer gastrico (CG) com tumores dMMR identificados na rotina diagnéstica do
A.C.Camargo Cancer Center ou em estudos anteriores, com padrao de perda na IHQ conhecida.
Para os casos com perda de MLH1/PMS2, foram realizadas de forma escalonada analises de
metilagdo do promotor de MLH1 (todos os tumores), mutacdo em BRAF (somente CCR) e
sequenciamento somético dos genes MMR. Para os casos com perda de PMS2 isolado, MSH2
e/ou MSH6 foi realizado o sequenciamento somatico dos genes MMR. Para casos negativos para
alteracbes somaéticas, realizou-se o sequenciamento de RNA constitutivo. Resultados:
Identificamos 50 casos de pacientes com tumores dMMR e teste genético germinativo negativo,
sendo eles 33 casos de CCR, 14 de CE e 3 de CG. A causa mais frequente de dMMR foi a perda
MLH1/PMS2 (76%), sequida por MSH2/MSH6 (14%), PMS2 (4%), MSH6 (4%) e um caso
apresentou perda concomitante de MLH1/PMS2 e MSH6 (2%). As andlises de metilacdo de
MLH1 e mutacao de BRAF foram realizadas para 30 casos com perda de MLH1/PMS2, sendo que
6 (20%) foram negativos para ambos os marcadores e foram considerados u-dMMR. A anélise de

sequenciamento somatico foi realizada em 14 pacientes, e em 8/13 (61%) casos com resultados



satisfatdrios foram detectadas mutacGes mono ou bialélicas nos genes MMR esperados. Cinco
pacientes foram negativos para mutacdes somaticas nos genes correspondentes a imuno-
histoquimica, e destes, 3 foram avaliados por sequenciamento de RNA germinativo. Nesses casos,
ndo foram identificados eventos de splicing significativos. Conclusdo: A utilizacdo de multiplos
testes moleculares, como os realizados nesse trabalho, é importante para a determinacdo das
causas de u-dMMR e identificacdo de tumores esporadicos, sendo que mutagGes somaticas nos
genes MMR explicam 61% dos casos. Essa identificacdo é importante, pois, auxilia no manejo
dos pacientes, diminuindo as etapas de investigacdo clinica e possibilitando o correto

aconselhamento genético e seguimento clinico.

Palavras-chaves: Cancer colorretal, sindrome de Lynch, u-dMMR, mutagdo somética, variante

germinativa.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Thaind Maria Rodrigues. Rare somatic and germline mechanisms in patients
with unexplained mismatch repair (MMR) deficiency. Dissertation. S&o Paulo; Fundagéo Antonio
Prudente; 2025

Introduction: Mismatch repair deficiency (AMMR) is caused by inactivation of the MMR genes
(MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2), leading to loss of one or more of the four MMR proteins by
immunohistochemistry (IHC) and to microsatellite instability (MSI). Some patients present
dMMR tumors without a detectable germline pathogenic variant (GPV) in MMR genes or somatic
MLH1 promoter methylation and BRAF mutation. These cases comprise a group termed
unexplained dMMR (u-dMMR), also known as Lynch-like syndrome. Recent studies have shown
that more than half of u-dMMR patients have somatic causes of dMMR (such as somatic
mutations in an MMR gene). A small subset harbors complex GPVs in MMR genes that are not
identified by standard germline testing (e.g., deep intronic alterations or gene inversions), and
about one-third remain without a defined cause. Identifying the causes of u-dMMR has clinical
implications for managing patients and their families, and developing efficient strategies to
characterize these cases is necessary. Objective: To identify dMMR cases without germline
alterations in MMR; to assess the frequency of somatic causes of AIMMR through MLH1 promoter
methylation analysis, BRAF p.VV600E mutation testing, and tumor (somatic) sequencing of MMR
genes; and to evaluate the frequency of complex germline alterations underlying u-dMMR by
constitutive (germline) RNA sequencing. Methods: We selected patients with colorectal cancer
(CRC), endometrial cancer (EC), or gastric cancer (GC) with AMMR tumors identified in routine
diagnostics at the A.C.Camargo Cancer Center or in prior studies, with a known IHC loss pattern.
For cases with MLH1/PMS2 loss, we performed stepwise testing with MLH1 promoter
methylation (all tumors), BRAF mutation analysis (CRC only), and somatic sequencing of MMR
genes. For cases with isolated PMS2 loss or loss of MSH2 and/or MSH6, we performed somatic
sequencing of MMR genes. For cases negative for somatic alterations, constitutive (germline)
RNA sequencing was planned. Results: We identified 50 patients with dMMR tumors and
negative germline genetic testing: 33 CRC, 14 EC, and 3 GC. The most frequent AIMMR pattern
was MLH1/PMS2 loss (76%), followed by MSH2/MSH6 (14%), isolated PMS2 (4%), isolated
MSH6 (4%), and one case with concomitant MLH1/PMS2 and MSH6 loss (2%). MLH1
methylation and BRAF testing were performed in 30 cases with MLH1/PMS2 loss; six (20%)
were negative for both markers and were considered u-dMMR. Somatic sequencing was
performed in 14 patients; among the 13 with satisfactory results, mono- or biallelic mutations in
the expected MMR genes were detected in 8 cases (61%; 8/13). Five patients were negative for

somatic mutations in the MMR genes corresponding to the IHC loss; of these, three underwent



germline RNA sequencing, and no significant splicing events were identified. Conclusion: The
use of multiple molecular assays, as implemented in this study, is essential to determine the causes
of u-dMMR and to identify sporadic tumors, with somatic mutations in MMR genes explaining
61% of cases. This etiologic clarification is clinically important because it aids patient
management, shortens diagnostic work-ups, and enables appropriate genetic counseling and

clinical follow-up.

Keywords: Colorectal cancer, Lynch syndrome, u-dMMR, somatic mutation, germline variant.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR), conforme informac6es fornecidas pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA), ¢é atualmente o quarto tipo de cancer com maior incidéncia
na populacéo brasileira, ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma, do cancer
de mama e do cancer de préstata, que ocupam as trés primeiras posicoes.

Em termos de distribuicdo geogréafica, a maior concentragcdo de casos de cancer
colorretal é observada na regido Sudeste do Brasil, seguida pelas regides Centro-Oeste e
Sul, que também apresentam altas taxas de incidéncia. Por outro lado, as regides Norte e
Nordeste ocupam a quarta e quinta posi¢do no ranking de incidéncia, com numeros
comparativamente mais baixos, mas ainda assim significativos. Esses dados sdo baseados
nas estimativas divulgadas pelo INCA em 2023, que refletem uma preocupacéo crescente
com a prevaléncia dessa doenca no pais, especialmente considerando a importancia de
estratégias de prevencdo e diagnostico precoce para o controle do cancer colorretal.

Segundo um estudo publicado pela Escola Nacional de Salde Publica
(Ensp/Fiocruz), em parceria com o INCA e a University of California San Diego,
observa-se um aumento tanto na incidéncia quanto na mortalidade por CCR em toda a
América Latina, com uma correlacdo direta com o indice de desenvolvimento humano
(IDH) dos paises da regido (Muzi, et al, 2023). Esse aumento é um reflexo de mudancas
no estilo de vida e nos padrdes de alimentacdo, associados ao crescimento de fatores de
risco como o sedentarismo, o consumo elevado de alimentos processados, todos
fortemente vinculados ao que é conhecido como "modo de vida ocidental” e também o
diagndstico tardio da doenca. O estudo também destaca a importancia de promover
mudancas nas politicas publicas de salde, focadas na prevencdo, no diagndstico precoce
e na adocdo de habitos saudaveis, para enfrentar o crescente desafio representado pelo
cancer colorretal na regido (Muzi, et al, 2023). Além dos fatores ambientais e do modo
de vida, o CCR apresenta-se como um cancer heterogéneo, envolvendo multiplas
interfaces genéticas e bioldgicas para o seu desenvolvimento, podendo ter como origem
principal causas esporadicas ou hereditarias.

O desenvolvimento do CCR esporadico esta associado a multiplos fatores, dentre
eles doencas inflamatdrias intestinais, estilo de vida como sedentarismo, tabagismo, dieta
rica em carnes vermelhas, obesidade e consumo excessivo de alcool (Chan, Giovannucci
2010; Keum, et al, 2019). Além disso, 10% a 20% de todos os pacientes com CCR

possuem um historico familiar positivo de CCR, e ~5% de todos os casos de CCR estéo
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ligados a uma sindrome hereditaria, detectavel por testes genéticos germinativos (Keum,
et al, 2019).

As vias da carcinogénese do CCR podem ser subclassificadas em trés tipos
principais, podendo ter alguma sobreposi¢cdo: a) Tumores com instabilidade
cromossomica (NIC); b) Via serrilhada; e, ¢) Tumores com instabilidade de
microssatélites (MSI - microsatellite instability) (Keum, et al, 2019; Li, et al, 2021;
Martinez-roca, et al, 2022).

Figura 1 - As trés principais vias moleculares do cancer colorretal. A via convencional
de instabilidade cromossomica (NIC), iniciada pela mutacdo APC, seguida por mutac¢oes
em KRAS, PIK3CA e SMADA. A via serrilhada, ou também, via de metilacdo da ilha CpG
(CIMP), apresentam altos niveis de CIMP e estabilidade de microssatélites (MSS). A via
MSI é uma terceira via importante do CCR causada pela disfuncdo dos genes de reparo
de incompatibilidade (mismatch rapair — MMR) de DNA, que codificam proteinas

homologas de Mutl e/ou MutS (MSH).
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Fonte: https://doi.org/10.3389/fonc.2022.852927

No caso dos tumores da via NIC, ocorrem anormalidades estruturais ou alteragdes
no numero de cromossomos, geralmente precedidas por mutagfes pontuais de perda de
funcdo em APC (Grady, Carethers, 2008). Essa via corresponde a via de carcinogénese
mais comum, ocorrendo em 65%-70% dos CCRs esporadicos, e as anormalidades

cromossdmicas podem estar associadas a um mau prognostico. A NIC causa a progressao
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do tumor aumentando as alteracbes gendmicas, tornando o tumor mais agressivo e
resistente aos medicamentos. A maioria dos tumores com NIC sdo estaveis em regides de
microssatélites (MSS) (Keum, et al, 2019; Martinez-roca, et al, 2022).

Entre 20% e 30% dos CCRs surgem atraves da via serrilhada da carcinogénese,
que contempla tanto tumores MSS quanto MSI. A maioria dos po6lipos serrilhados (80—
90%) sdo lesbes benignas, com apenas uma minoria desenvolvendo displasia. No entanto,
apos a displasia, a carcinogénese € acelerada e 0 CCR se desenvolve. A maioria dos
tumores com fenétipo metilado em ilhas CpG (CIMP — do inglés CpG island methylator
phenotype) sdo MSS ou tém MSI baixo, mas se a hipermetilacéo afeta o gene MLH1, os
tumores CIMP também podem ter MSI alto (Keum, et al, 2019; Martinez-roca, et al,
2022).

A terceira via refere-se aos tumores com MSI, que ocorre em 10-15% CCR e esta
associada a deficiéncia dos genes de mismatch repair (dAIMMR) (Keum, et al, 2019;
Martinez-roca, et al, 2022). Microssatélites (MS) sdo sequéncias com repeticdes de 1 a 5
nucleotideos, (por exemplo, AAAAAAA... ou CACACACA.... ou similar), que estdo
sujeitas a erros no pareamento das bases, levando a ocorréncia de inser¢des ou delecfes
durante a replicacdo do DNA (Keum, et al, 2019; Cerreteli, et al, 2020; Martinez- roca, et
al, 2022). Esses erros sdo normalmente reparados por algumas enzimas reparadoras de
DNA (chamadas de mismatch repair — MMR), e tumores que apresentam defeitos nessas
enzimas acumulam uma alta taxa de altera¢6es nos MS.

A deficiéncia de reparo de mismatch repair (d(IMMR) pode surgir a partir de diversos
mecanismos genéticos e epigenéticos. A causa mais frequente de dMMR em tumores
CCR é a hipermetilacdo somatica de MLH1, que ocorre em 80% dos tumores com MSI,
como consequéncia do CIMP. A dMMR também pode ser causada por alteracdes
germinativas patogénicas nos genes MMR: MLH1, MSH2 (e delecdo do EPCAM), MSH6
e PMS2, que sdo relacionadas & Sindrome de Lynch (SL), uma sindrome de predisposi¢do
ao cancer colorretal e outros tumores (Hewish, et, al, 2010 Alvarez et al, 2021; Martinez-
roca, et al. 2022). Ainda, alteracbes somaticas (ndo hereditarias) nos mesmos genes
podem levar a dAMMR.

Os genes MMR desempenham um papel crucial na manutencdo da estabilidade
gendmica, sendo considerados genes supressores de tumor. Para que o efeito supressor de
tumor desses genes seja comprometido, é necessaria a perda funcional de ambos os alelos,
0 que esta em consonancia com a hipétese dos dois hits de Knudson, proposta em 1971

(Knudson AG Jr, 1971). Essa hipotese sugere que, para o desenvolvimento de um cancer,
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€ necessario que ocorram duas mutacfes sucessivas no mesmo gene supressor de tumor,
sendo que nos casos dos canceres hereditarios uma delas herdada e a outra adquirida ao
longo da vida. Assim, a falha na funcéo dos genes MMR, seja por mutacdo hereditéria ou
somatica, prejudica a correcao de erros durante a replicacdo do DNA, resultando em uma
instabilidade genémica que aumenta significativamente o risco de desenvolvimento de
neoplasias, especialmente os canceres que apresentam instabilidade de microssatélites
(MSI). Essa relagdo entre a dMMR e 0s mecanismos de tumorigenése ilustra a
importancia da fungéo reparadora dos genes MMR na prevencdo do cancer e no controle
da estabilidade genémica.

O CCR é a neoplasia maligna mais comum do trato gastrointestinal, caracterizada
por alteracdes genéticas e epigenéticas que acometem as células epiteliais do cdlon/ reto.
Sua progressdo como ja relatada anteriormente, € influenciada por fatores
microambientais, ambientais e comportamentais, que contribuem para a alteracdo do
tecido saudavel em tecido tumoral. Este estudo dard destaque na avaliacdo dos
mecanismos do sistema de reparo de incompatibilidade (mismatch repair - MMR),
investigando os mecanismos somaticos e germinativos envolvidos na inativacdo das

principais enzimas relacionadas a esse processo.

1.1 Sistema de reparo de incompatibilidade (MMR) e Instabilidade de
Microssatélites (MSI)

O sistema MMR é essencial para a manutencdo da estabilidade gendmica, sendo
responsavel pelo reconhecimento e correcao de erros no DNA. A deficiéncia nas proteinas
desse sistema pode levar a instabilidade de microssatélites (MSI), um fenémeno
caracteristico de tumores com falha no sistema MMR.

Clinicamente, pacientes com inativagédo do sistema MMR apresentam um ndmero
elevado de mutacGes em suas células tumorais, 0 que contribui para a instabilidade
gendmica. Quando essa inativacdo ocorre de forma hereditaria, como na sindrome de
Lynch (SL), ela est& associada a uma predisposi¢éo significativa ao desenvolvimento de
diversas neoplasias malignas, especialmente canceres colorretais e outros tipos de
tumores, como os de endométrio. A heranca de variantes germinativas patogénicas
(VGPs) nos genes do sistema MMR aumenta a probabilidade de falhas na reparagéo do
DNA, resultando em uma maior carga mutacional nas células, o que favorece a

carcinogénese (Olave, Graham, 2021; Martinez-roca, et al, 2022).
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Este sistema é altamente conservado ao longo da evolugéo e desempenha um papel
crucial na correcéo de erros de pareamento de bases. Durante a replicagdo do DNA, erros
séo comuns, e se ndo forem corrigidos, podem levar a alteragdes gendmicas importantes.
Além disso, danos ao DNA podem ser provocados por fatores como estresse oxidativo,
peroxidacdo lipidica, desaminacdo de bases, metilacdo e alquilacdo, tornando 0 MMR
ainda mais essencial para a manutencdo da integridade gendmica (Martinez- roca, et al,
2022; Olave, Graham 2021).

Quando ocorre a identificagio de incompatibilidade de bases ou a
inser¢do/delegdo de bases, o complexo MutSa, formado pelas proteinas MSH2 e MSHS,
reconhece a mutacdo, o mecanismo de excisdo é realizado pelo complexo alternativo
MutSp, composto pelas proteinas MSH2 e MSH3, sdo responsaveis pela eliminagdo de
loops de 2 a 8 nucleotideos. Quando ocorre a ligacdo do complexo MutSa na sequéncia
incompativel, ocorre ativacdo da ATPase, que promove o recrutamento do complexo
MutLa, formado por MLH1 e PMS2. O MutLa ¢ responsavel pelo corte da fita
incompativel e sinalizacdo para exonucleases que fardo a excisdo das bases mal pareadas,
processo que estd representado na figura a seguir (Figura 2) (Cerreteli, et al, 2020;
Martinez- roca, et al, 2022; Olave, Graham, 2021).

A inativacdo do sistema MMR ocasiona um acumulo de mutagBes em
diferentes genes, incluindo genes relacionados a origem do desenvolvimento do cancer e
¢ caracterizada pelo fenétipo tumoral de MSI e pelo aumento na taxa de mutacdes
somaticas, levando a tumores hipermutados (Cerreteli, et al, 2020; Alvarez, et al, 2021;
Olave, Graham, 2021).
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Figura 2 — Processo de reparo de incompatibilidade (MMR). Organizado em trés etapas

principais: a) reconhecimento e recrutamento; b) excisdo da parte incompativel e; c)

sintese e reparo final.
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As regides conhecidas como microssatélites no material genético consistem em

sequéncias repetitivas de DNA que podem incluir repeticbes de mono, di, tri, tetra ou

pentanucleotideos (Olave, Graham, 2021). Milhares dessas sequéncias estdo presentes no

genoma humano, distribuidas tanto em regiGes codificadoras quanto em nao

codificadoras. Devido a sua caracteristica repetitiva, essas sequéncias sao mais suscetiveis

a erros de incompatibilidade gerados pelo deslizamento da enzima DNA polimerase, o

que as torna particularmente vulneraveis a falhas no sistema MMR (Olave, Graham,

2021). Na prética clinica, a instabilidade de microssatélites é chamada de alta (ou seja,

MSI-H) quando um limite especifico de instabilidade é observado dependendo do painel

usado. Por exemplo, o painel Bethesda comumente usado consiste em dois locus de
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mononucleotideos (BAT-25 e BAT-26) e trés locus dinucleotideos (D2S123, D5S346 e
D17S250). Tumores com instabilidade de dois ou mais locus sdo considerados MSI-H e
amostras com apenas um locus instavel séo classificadas como MSI “baixo” (MSI-L) ja
para aqueles sem instabilidade em nenhum dos cinco locus sao considerados MSS (Olave,
Graham, 2021).

O MSI-H corelaciona-se com a auséncia de expressao das proteinas MMR, além
de outros sinais clinicos relacionados a instabilidade de microssatélites. A Tabela 1
destaca as diferencas entre IMMR e MSI-H, um ponto que pode gerar davidas.

Tabela 1. Definicdo de instabilidade de microssatélites (MSI) e deficiéncia de reparo de
incompatibilidade (AMMR)

MSI dMMR
Definido como uma alteragdo moleculare  Definido como inativacgdo do sistema de
com fenotipo hipermutado. reparo de DNA (MMR)
Resultado de um sistema MMR defeituoso. D4 origem ao fen6meno MSI.

Avaliado por IHQ com detecgéo de
Avaliado por PCR ou NGS. perda de expressdo de proteinas de
reparo (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2)
Caracterizado por sequéncias de DNA
repetitivas de tamanho alternado que nao
estdo presentes no DNA da linha
germinativa.

Fonte: Tabela editada, autores Olave, Graham 2021, disponivel em: https://doi.org/10.1002/gcc.23015

Legenda: MSI — instabilidade de microssatélite; AMMR — deficiéncia mismatch repair; IHQ — imuno-
histoquimica.

A dMMR, portanto, é frequentemente caracterizada por instabilidade em
microssatélites. A instabilidade de microssatélites pode, portanto, ser definida como um
fendtipo hipermutavel devido a uma deficiéncia no sistema MMR (dMMR) e
caracterizada pela presenca de sequéncias repetitivas de DNA de tamanho alternado
(Olave, Graham, 2021).

A dMMR ¢ causada por mutacées ou dele¢des de MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2
ou metilacdo do promotor MLH1. Ainda, grandes delec¢des na regido 3' de EPCAM podem
levar a perda do cddon de parada para EPCAM, permitindo que a transcri¢do continue na
regido promotora de MSH2 e a hipermetilacdo de MSH2, e sua consequente auséncia de

expressdo (Olave, Graham, 2021).
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Em pacientes com SL, ocorre uma variante germinativa que é seguida por um
segundo evento somatico. J& em pacientes com tumores que apresentam MSI, mas sem
diagndstico de SL, pode-se observar a ocorréncia de dois eventos somaticos. Na maioria
das vezes, isso esta relacionado a hipermetilacdo do promotor de MLH1, acompanhada
pela perda somatica do segundo alelo. Em casos de mutacGes somaticas duplas, pode
haver semelhangas com a sindrome de Lynch, levando a classificagdo como “sindrome
Lynch-like”. No entanto, esse termo pode induzir a erros ao sugerir uma condigdo
hereditaria quando, na verdade, se trata de um tumor esporadico. Por essa razdo, seu uso
n&o é mais recomendado (Mcveigh, et al, 2024).

O status de MMR desempenha um papel crucial em diversos processos clinicos,
como, por exemplo, na avaliacdo da resposta a imunoterapia, 0 que levou a investigacao
de dAMMR/MSI ser utilizada como um biomarcador terapéutico, ndo apenas em CCR, mas
também em outros tumores. Além disso, a andlise do status de MMR também é
importante para identificar pacientes com CCR e com um progndstico mais favoravel.
Dessa forma, a avaliacdo do status de MMR ndo sé contribui para estratégias terapéuticas
personalizadas, como também auxilia na previsdo de desfechos clinicos mais precisos
(Hewish, et al, 2010; Olave, Gaham, 2021). Por fim, o status de MMR/MSI é essencial
para o rastreamento e diagndstico potencial da SL, como veremos com maiores detalhes

no topico a sequir.

1.2 Sindrome de Predisposi¢éo hereditaria ao cancer: Sindrome de Lynch (SL)

Cerca de 60 a 65% dos CCR surgem de modo esporadico, em individuos sem
historico familiar ou sem variantes genéticas hereditarias que aumentam o risco de CCR
(Keum 2019). Ja cerca de 20-30% casos aparentam ter algum componente de
hereditariedade, visto que ocorrem em individuos com algum membro da familia com
CCR, mas séo casos em que ndo se identifica alteracfes germinativas ligadas diretamente
ao CCR (Keum, 2019). Por fim, cerca de 5-10% dos casos podem ser considerados
hereditarios, nos quais € idenficada uma alteracdo germinativa em um gene de
presdisposicéo ao cancer.

De forma geral, o cancer colorretal hereditario pode ser classificado em duas
grandes categorias: o cancer colorretal sem polipose (também denominado sindrome de

Lynch) e o cancer colorretal com polipose (como na polipose adenomatosa familiar —
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FAP, e outras sindromes) (Alvarez, et al, 2021). O céancer colorretal com polipose é
caracterizado pela formagéo de multiplos p6lipos no célon, os quais podem se transformar
em tumores malignos ao longo do tempo, e estd geralmente relacionado a alteragbes em
genes como o APC (gene supressor de tumor) ou outros genes envolvidos na via de
sinalizacdo Wnt. Dentre as sindromes de polipose, as mais comuns sdo a Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP), relacionada ao gene APC e de heranga dominante, e a
Polipose associada ao gene MUTYH (MAP), de heranca recessiva (Keum, 2019; Cohen,
etal, 2019). Ja entre as sindromes ndo associadas a polipos, a mais comum € a Sindrome
de Lynch (SL), antigamente conhecida como cancer colorretal hereditario sem polipose
(HNPCC).

A figura 3 ilustra as principais condi¢des genéticas e 0s genes diretamente
relacionados ao céncer colorretal hereditario, demonstrando como essas sindromes
hereditarias contribuem para a predisposicao ao cancer colorretal. A compreensao desses
mecanismos moleculares é fundamental para o diagnostico precoce, aconselhamento
genético e estratégias de rastreamento de individuos em risco, permitindo intervencoes

mais eficazes para prevenir o desenvolvimento do cancer.

Figura 3. Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer Colorretal, desenvolvido
por Alvarez MD, et al. 2021 https://doi.org/10.3390/cells10030710

Nonpolyposis CRC
MMR deficient MMR proficient
SYNDROME Lynch syndrome RPS20-associated
hereditary CRC
IASSOCIATED i RPS20
GENES MSH2/EPCAM
MSH6
PMS2
PREVALENCE 8% 0.1%
IAMONG EOCRC ° o Polyposis
{ \ \ |
Adenomatous Hamartomatous Serrated Mixed
| |
T ¢ ¥ ! ; ¥ 3 v !
SYNDROME FAP PPAP MAP NTHL1-tumor CMMRD Peutz Juvenile PTEN- RNF43-associated GREM1-associated
AFAP syndrome Jeghers polyposis hamartoma serrated polyposis mixed polyposis
tumor
ASSOCIATED APC POLE MUTYH NTHL1 Biallelic STK11 BMPR1A PTEN RNF43 GREM1
GENES POLD1 MMR SMAD4
-recessive- -recessive- -recessive-

PREVALENCE
AMONG EOCRC 1.1% 0.1% 0.7% 0.1% <0.05% <0.05% 0.2% <0.05% n.a. n.a.

Fonte: Alvarez MD, et al. 2021.

A Sindrome de Lynch (SL) é uma sindrome de predisposi¢do genética ao cancer,
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de transmissdo autossémica dominante com penetrancia incompleta (Cohen, et al, 2019).
E a sindrome mais comum para o desenvolvimento da CCR hereditario, representando
certa de 2-3% de todos 0os CCR e 8% dos CCR em idade jovem (Hewish, et al, 2010). A
SL € caracterizada por uma variante germinativa patogénica monoalélica em um dos
genes do sistema de reparo do DNA, o sistema de mismatch repair (MMR), na qual
envolve os genes MLH1, MSH2 (ou dele¢des do gene EPCAM), MSH6 e PMS2 (Alvarez
et al, 2021; Cohen, et al, 2019). A maioria dos pacientes com SL apresentam uma VGP
dos genes MLH1 ou MSH2 (60% a 80% dos casos) (Alvarez, et al, 2021; Cohen, et al,
2019).

A SL é caracterizada pela predisposi¢do a uma variedade de canceres, envolvendo
mais frequentemente o cancer colorretal e o cancer de endométrio (CE), além de outros
6rgdos, incluindo ovario, estdmago, intestino delgado, trato hepatobiliar, pancreas, trato
urinario, prostata, cérebro e tumores sebaceos de pele.

A presenca de uma VGP € necessaria para estabelecer o diagndstico definitivo. As
estratégias de diagndstico atuais incluem o estudo de familias ou individuos com
agregacao familiar e/ou inicio precoce de tumores SL, o chamado teste universal de
deficiéncia de MMR, que implica que todos os pacientes com CCR e CE sejam
submetidos a IHQ tumoral nas proteinas MMR e/ou teste MSI (Alvarez, et al, 2021;
Olave, Graham, 2021; Martinez-roca, et al, 2022).

O CCR associado a Lynch geralmente apresenta-se em uma idade mais precoce
do diagnostico, levando a recomendacdo de iniciar a triagem com colonoscopia em
familias com SL entre as idades de 20-25 anos (Umar, et al, 2004; Alvarez, et al, 2021).
Além disso, os tumores associados a Lynch ocorrem com mais frequéncia no célon
proximal/lado direito do que no CCR esporadico. Histologicamente, a diferenciacdo com
caracteristicas mucinosas, reacdo linfoide tipo Crohn e linfdcitos infiltrados no tumor séo
todos sugestivos de CCR associado a Lynch e sdo referidos como caracteristicas
histoldgicas relacionadas a MSI-H (Umar, et al, 2004; Alvarez, et al, 2021).

A triagem “padrao-ouro” para detec¢do da SL e feita pela testagem dos tumores
para MSI e/ou perda de expressdo por IHQ das proteinas MMR. A realizagdo desses testes
em todos os casos de CCR e de endométrio ¢ conhecida como “triagem universal” e ja é
adotada em diversos centros mundialmente. Ndo ha consenso sobre o melhor teste a ser
aplicado, entre IHQ MMR ou o teste MSI em cancer colorretal, pois eles apresentam
caracteristicas de desempenho semelhantes na deteccdo de SL, sendo a sensibilidade do
MSI de 88 ~ 100% e da IHQ de 73 ~ 100%, com especificidade do MSI 68 ~ 84% versus
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IHQ 78 ~ 98% (Cerretelli, et al, 2020).

Caso o resultado da IHQ revele a perda de expressdo do dimero MLH1/PMS2, a
recomendacdo é que o tumor seja testado para metilagdo do promotor de MLH1 e/ou
mutacdo BRAF V600E para descartar tumores esporadicos relacionados a via CIMP
(Cerretelli, et al, 2020; McVeigh, et al, 2024). Se esses testes forem negativos, 0s
pacientes devem ser submetidos ao teste de linhagem germinativa, que inclui avaliagcdo
de alteracGes pontuais e a analise de delecbes e duplicacbes nos genes MMR e grandes
delecdes no gene EPCAM. Por outro lado, outros padrdes de perda de MMR como a perda
de MSH2/MSHS6, ou perdas isoladas de MSH6 ou PMS2 ja sdo indicativos da
realizacdo da testagem germinativa. Os resultados dos testes germinativos poderdo
confirmar um diagnostico de SL (Cerretelli, et al, 2020; McVeigh, et al, 2024).

Muitos casos de pacientes com CCR ou EC e dMMR sdo submetidos a
investigacdo médica com suspeita de SL e, no entanto, ndo aparentam nenhuma alteracédo
germinativa detectada nos genes de MMR, nem alteracdo no gene BRAF ou
hipermetilagdo de MLH1. Esses casos sdo definidos como Sindrome de Lynch-Like
(SLL), ou, como mais recomendado atualmente: deficiéncia inexplicada do sistema
Mismatch repair (do inglés: unexplained mismatch repair deficiency  (u-dMMR)
(Cerretelli, et al, 2020; McVeigh, et al, 2024).

1.3 Deficiéncia inexplicada de MMR (u-dMMR)

A deficiéncia inexplicada em MMR (u-dMMR) refere-se a casos em que tumores
dos espectro de Lynch (especiamente CCR, EC e cancer gastrico) apresentam MSI e/ou
perda de expressdo de MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2, nos quais ndo foram detectadas
alteracOes germinativas em MMR ou alteragdes somaticas em BRAF (somente para CCR)
ou de hipermetilagdo do promotor de MLH1 (McVeigh, et al, 2024). A u-dMMR
corresponde a 30% dos pacientes com tumores MSI e esta associada a um grupo
heterogéneo de pacientes, que podem ter causas esporadicas e hereditarias.

Na literatura, muitos esforcos sdo destinados para encontrar as causas que
acarretam a deficiéncia de MMR nesses casos especificos. Dentre as explicacfes
identificadas para as causas potenciais de desenvolver u-dMMR, no aspecto hereditario,
podem estar atreladas a alteragcdes germinativas de MMR ndo identificadas nos testes

genéticos comuns (como alteracGes intronicas profundas ou inversdes génicas), ou ainda,
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alteracdes germinativas em outros genes que mimetizam defeitos em MMR. No entanto,
na maior parte dos casos (cerca de 50%), sdo identificadas causas somaticas, como por
exemplo, relacionadas a mutacdes somaéticas bialélicas dos genes MMR (Roca, et al,
2022). E por fim, mesmo apds extensa investigacao, cerca de 1/3 dos casos de u-dMMR

permanecem sem uma causa identificavel.

Figura 4 — Caminho para investigacdo de deficiéncia de reparo de incompatibilidade
(MMR) e/ou instabilidade de microssatélites em canceres colorretais. As decisdes sobre
a extensdo da investigacdo ao longo deste caminho sdo orientadas pela suspeita clinica e
pela disponibilidade de investigacdes relevantes. Se a investigacao for interrompida apds
o teste do gene MMR na linhagem germinativa, a propor¢do de deficiéncia inexplicada

de MMR sera maior.

C Colorectal Cancer )

Microsatellite
Instability Testing
I ] ] ] ]

@) () (=) (=) ()

Tumour-based
BRAF testing
{ Germline MMR gene testing )

Germline
testing
uninformative

Mismatch Repair
Immunohistochemistry

Microsatellite
Stable

somatic BRAF
BRAFV600E wildtype
1

identified

Lynch
Syndrome
confirmed

MLH1 promoter
methylation
testing (tumour
+/- constitutional
DNA)

(more) Tumour-based (+/- tumour
associated normal tissue) genetic
testing

No
hypermethylation,

Hypermethylation

Biallelic
variants
identified

Tumour
testing
uninformative,

Single somatic
variant + Loss of
Heterozygosity

Unexplained
mismatch
repair
deficiency

Fonte: McVeigh TP, et al, 2024.

Na figura 4 é possivel analisar o caminho da investigacdo para determinar a

origem da deficiéncia de MMR em CCR. Os dois testes padrdes realizados na triagem
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universal sdo determinados por guidelines especificos, sendo eles a investigacdo de MSI
por meio da PCR ou de expressao das proteinas MMR, por meio do teste de IHQ (Roca,
et al, 2022; McVeight, et al, 2024).

Dependendo do padrdo de perda de expressdo proteica encontrado nos casos
dMMR, a investigacdo seguira caminhos distintos. Para pacientes com perda de
MLH1/PMS2 ou MSI- H, a anélise somatica por teste do gene BRAF (V600E) e avalia¢do
de metilagdo do promotor de MLH1 é realizada para excluir/confirmar a via mais comum
de dMMR (via esporadica por hipermetilacdo de MLH1). O teste genético de linhagem
germinativa sera indicado para 0s casos negativos nas investigacdes de BRAF/Metilacao
MLH1 e para os casos com perdas em MSH2, MSH6 e PMS2 isolado (McVeigh, et al,
2024).

A perda isolada de MSH2 ou a perda de MSH2/MSH®6 sugere que uma mutagéo
ou alteracdo em MSH2 é mais provavel. Da mesma forma, a perda apenas de MLH1 ou a
perda de MLH1 e PMS2 sugere uma mutacao, alteracdo ou metilacdo do promotor em
MLH1. A perda combinada de MSH2 e MSH6 (ou de MLH1 e PMS2) reflete a ligacao
heterodimérica de MSH2 com MSH6 (ou de MLH1 com PMS2) no complexo de reparo
de incompatibilidade MutSa (ou de MutLa), de modo que a perda da primeira gera uma
auséncia de estabilidade e degradacdo da segunda proteina (McVeigh, et al, 2024).

A implementacdo da triagem universal para SL, como a analise de MSI ou de
expressao de MMR por IHC, em conjunto com 0 aumento da testagem de MSI como fator
preditivo para imunoterapia, levou a um aumento na detec¢do de tumores que exibem
MSI ou dMMR. No entanto, de acordo com a literatura recente, apés a triagem muitos
casos permanecem sem uma investigacdo completa da causa da deficiéncia de MMR
(Umar, et al, 2004; Pellat, et al, 2019). A auséncia de defini¢do dessa causa esta associada
a incerteza quanto ao manejo preventivo dos pacientes e seus familiares, pois ndo ha
consenso sobre se deve ser considerado uma provavel condicéo hereditaria ou esporadica.

Os estudos recentes ndo encontraram ainda uma clara diferenciacdo clinica entre
0s casos esporadicos e hereditarios em pacientes com u-dMMR. Nesses casos, analises
somaticas e germinativas mais aprofundadas sdo necessarios para aferir as causas da
formagéo do tumor.

A identificacdo das causas de dMMR apresenta implicagdes clinicas para o
manejo do paciente e seus familiares. A utilizacdo de multiplos testes moleculares, como
metilagdo no promotor de MLH1, mutacéo de BRAF e sequenciamento soméatico de MMR

sdo essenciais para a determinagdo das causas de MMR e identificagdo de tumores
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esporadicos. Essa identificacdo € importante, pois, auxilia no manejo dos pacientes,
diminuindo as etapas de investigacdo clinica e possibilitando o correto aconselhamento
genético. Assim, esperamos com esse estudo contribuir com a caracterizagdo das causas
somaticas e germinativas raras para perda de MMR, para auxiliar no seguimento mais
adequado para esses pacientes e promover a utilizagdo desses testes moleculares na

prética clinica.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Investigar mecanismos somaticos e germinativos raros que levam a
deficiéncia inexplicada de MMR em pacientes com cancer colorretal (CCR), cancer de

endomeétrio (CE) e cancer gastrico (CG).

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar casos de pacientes com perda inexplicada de MMR com tumores
CCR, CE e CG, através da revisdo de bancos de dados de pesquisa e da clinica;

- Realizar a avaliacdo de metilagdo de MLH1 (todos os tumores)e analise de
mutacdo de BRAF (CCR) nos casos com perda de expressdo de MLH1 e PMS2;

- Avaliar a frequéncia de causas esporadicas de u-dMMR através do
sequenciamento somatico dos genes MMR,;

- Investigar a frequéncia de altera¢fes germinativas complexas que levem a u-

dMMR através de sequenciamento de RNA constitutivo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Para identificacdo dos pacientes de interesse, realizamos o levantamento de dados
de projetos anteriores do grupo (110 pacientes com cancer colorretal), de testes genéticos
do Laboratério de Diagnodstico Gendmico do A.C.Camargo Cancer Center (LDG)
(aproximadamente 2.500 pacientes), do banco de dados clinico do Departamento de
Oncogenética desta instituicdo (mais de 4.000 pacientes) e bancos de casos de tumores
dMMR do departamento de Anatomia Patoldgica (cerca de 400 casos).

Foram incluidos pacientes acima de 18 anos, que realizaram teste genético por
suspeita de SL, diagnosticados com céancer colorretal, de endométrio ou gastrico com
deficiéncia de MMR para 0s quais o teste genético ndo identificou alteracdo germinativa
patogénica. Em contrapartida, excluimos os pacientes que ndo aceitaram participar do
estudo apds aplicacdo do termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi

aprovado pelo comité de ética (3415/23).
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Figura 5 — Desenho do estudo e panorama das analises realizadas.
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Fonte: autoria propria.

Legenda: GGCF: Grupo de Gendmica Clinica e Funcional; LDG: Laboratério de Diagndstico Genémico;
AP: Departamento de Anatomia Patoldgica, CCR: Cancer Colorretal; EC: Cancer de endométrio; CG:
cancer gastrico; dMMR: Deficiéncia de Mismatch repair; MMR: Mismatch repair; u-dMMR: deficiéncia

de Mismatch repair inexplicada; VGP: variante germinativa patogénica.

3.2 Extracdo de DNA e RNA

Foram selecionados casos com material tumoral fresco congelado ou fixado em
formalina (FFPE) depositados no Biobanco ou no Arquivo do Departamento de Anatomia
Patologica do A.C.CC. O material do tumor foi avaliado por um patologista para
avaliagdo da porcentagem de células tumorais, sendo selecioandas areas contendo pelo
menos 40% de células de tumor. Para um caso, foi realizada coleta prospectiva de sangue
periférico para extragdo de RNA. O DNA e o RNA dos tumores e de leucocito foram
extraidos e processados no Biobanco, seguindo seus procedimentos padrdo. A integridade
e concentracdo do DNA e RNA foram avaliadas pelos kits adequados nos equipamentos
TapeStation (Agilent) e Qubit® (Life Technologies).
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3.3 Andlise de metilacdo do promotor de MLH1

Para identificar os pacientes com perda de expressdo em MLH1 e PMS2 de causas
somaticas, primeiramente realizamos a analise da metilacdo do promotor do MLH1. Nesse
método utilizamos NGS (Next-Generation Sequencing) baseado em amplicon. O
protocolo de metilagdo de MLH1 e analise de mutacdo somatica em BRAF, foi
desenvolvido em uma tese do grupo e foi seguido para a realizacdo dos procedimentos
laboratoriais (Silva, et al, 2023).

A analise do promotor de MLH1 baseia-se na conversdo de DNA do tumor usando
bissulfito de sédio. O bissulfito de sédio converte citosinas ndo metiladas (C) em uracilas
(U), que sdo substituidas por timinas durante os ciclos de PCR. O C metilado permanece
inalterado apés o tratamento.

Para a reacdo de conversdo do bissulfito, 20ul de DNA (50 ng), foram tratados
com o kit EZ DNA Methylation- Lightning, seguindo o protocolo do fabricante. O DNA
convertido foi submetido a uma reacdo de PCR contendo: 0,15 uL de Taqg High-fidelity
(Invitrogen), 1,2 uL de MgSO4 50 mM, 0,6uL de dNTP 10 mM, 5 mM de cada primer
em uma reacdo de 5 uL. As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: 2 min de
pré-incubacdo a 94 °C em 1 ciclo, seguido de 40 ciclos de 30s a 94 °C, 30s a temperatura
de anelamento (protocolo de touchdown comegando em 50 °C e reduzindo 0,2 °C em cada
ciclo), e um minuto a 68°C, com uma extensao final de 10 minutos a 68°C.

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose a 2%. Ap6s confirmacéo
da amplificacdo seguiu para a construcédo da biblioteca de amplicon. Os produtos de PCR
foram utilizados para gerar bibliotecas de amplicons com o kit lon Plus Fragment Library
(Thermo Fisher) e sequenciados na plataforma lon S5.

Para a analise usou-se o software CLC Genomic Workbench no qual as leituras do
sequenciamento foram mapeadas na sequéncia referéncia e avaliada a raz&o de metilagcdo
em dinucleotideos CpG. As leituras geradas foram mapeadas para uma referéncia da
regido do promotor do MLH1 convertida (C modificado para T) in silico.

As frequéncias das bases C e T de cinco citosinas CpGs e trés citosinas controle
(ndo no contexto de CpGs) foram anotadas e a média foi considerada entre os quatro CpGs
com menor desvio. A conversdo do bissulfito foi considerada eficiente quando a
frequéncia média de bases C nas trés citosinas controle foi <2%. As amostras foram
consideradas positivas quando a frequéncia média de bases C nos 4 locais de

citosinas CpG foi > 10%.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/agarose
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3.4 Analise de mutagédo no gene BRAF (V600E)

Na analise de mutacdo no gene BRAF, codon p.Val600Glu (V600E), o DNA foi
submetido a reacdes de PCR contendo 12,5 uL de GoTag® DNA Polimerase (Promega),
5 mM de cada primer e 2 uL de DNA (10 a 100 ng) em uma reagéo de 25 uL. As condicGes
de amplificacdo foram as seguintes: 2 min a 95 °C seguidos de 35 ciclos de 30 s a 95 °C,
1mina60°Ce45sa72°C, comuma extensdo final de 5 mina 72 °C.

Os produtos de PCR foram utilizados para gerar bibliotecas de amplicons e
sequenciados conforme descrito para MLH1. As leituras de sequenciamento foram
analisadas com as ferramentas do Torrent Suit e Variant Caller. Os critérios para chamada
de variantes foram cobertura minima de 500 leituras e frequéncia alélica da variante de

pelo menos 2%.

3.5 Sequenciamento somatico dos genes MMR

O DNA tumoral de pacientes classificados como u-dMMR foi analisado quanto a
presenca de mutacGes somaticas nos genes de reparo de DNA (MMR) por meio do
sequenciamento de painéis multigénicos via NGS (Comprehensive Genomic Profiling —
CGP). A andlise de CGP foi realizada utilizando um dos trés painéis amplos previamente
validados em nosso laboratério — CCP, OCAPIus ou TSO (descritos abaixo) — para a
deteccdo de mutacbes somaticas em DNA de amostras de tumor fresco e/ou FFPE,
conforme a disponibilidade.

O painel comercial Comprehensive Cancer Panel (CCP) (Thermo Fisher, EUA),
de 1.300kb, abrange 409 oncogenes e genes supressores de tumor relacionados ao cancer,
dentre eles os 4 genes MMR relevantes para esse estudo. A abordagem se baseia na
amplificacdo da regido codificadora dos genes alvo seguida de sequenciamento na
plataforma de analise lon S5. J& o painel Oncomine Comprehensive Assay Plus
(OCAPIlus) abrange 517 genes para a deteccdo de mutacGes somaticas e de outros
biomarcadores complexos associados a imunoterapias, como carga mutacional (TMB —
do inglés Tumor Mutation Burden) e MSI. O painel também é baseado em amplificagdo
das regides alvo. Apds a preparacdo da biblioteca as amostras sdo multiplexadas e
sequenciadas nos sistemas lon Sb5.

A analise de cobertura e a chamada de variantes dos painéis CCP e OCAPIlus
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foram realizadas no TorrentSuite software. Foram consideradas amostras com resultados
satisfatorios aquelas que alcancaram pelo menos 90% das bases com cobertura >100X.
Os arquivos VCFs foram importados para o software VarSeq (Golden Helix) para
anotacOes adicionais e filtragem de variantes. Os genes MMR foram avaliados para a
presenca de mutacdes pontuais (SNVs [single nucleotide variants] e indels) de perda de
fungéo ou reconhecidamente patogénicas. Os eventos de inativagéo do alelo selvagem por
delecBes amplas foram investigados pela comparacao da frequéncia alélica das variantes
(VAFs) identificadas em cada amostra, para inferir a ocorréncia de perda de heterozigose
(LOH). Além disso, para o painel OCAPIlus, também foi realizada a chamada de variantes
e analise pelo software lonReporter, para verificar o indice de TMB e presenca de MSI.
Os painéis CCP e OCAPIus ndo estdo validados para a detec¢cdo de variantes de nUmero
de copias (CNVs) .

O painel TruSight Oncology Cancer Panel (TSO) é um painel de sequenciamento
direcionado projetado para a deteccdo de mutagdes somaticas em 523 genes, além da
analise de SNVs, variantes de numero de copias (CNV), indels, fusdes génicas, assim
como MSI e TMB. A metodologia de sequenciamento baseia-se na captura hibrida de
alvos especificos com DNA direcionado, garantindo alta sensibilidade na deteccéo
de variantes. Apds a construcdo das bibliotecas, o sequenciamento é realizado na
plataforma Illumina NextSeq500. Apds o sequenciamento, as sequéncias sao alinhadas
utilizando os pipelines da Illumina Connected Analytics para analise primaria e
secundaria dos dados. Séo obtidos os scores de TMB e instabilidade de microssatélites
(MSI). Para a andlise terciaria das alteracfes no DNA (SNV, indel, CNV), utiliza-se 0s
pipelines da Sophia DDM (SOPHIA GENETICS). Foram consideradas amostras com
resultados satisfatorios aquelas que alcancaram pelo menos 90% das bases com cobertura
>100X. O teste ja foi padronizado no Grupo de pesquisa - Genbémica Clinica e
Funcional/CIPE — e os resultados demonstraram a alta qualidade e reprodutibilidade do

ensaio.

3.6 Sequenciamento germinativo de RNA

Para os pacientes nos quais ndo foram detectadas mutacfes soméaticas em MMR,
foi realizado o sequenciamento germinativo de RNA com o intuito de detectar alteragdes
germinativas raras que afetassem os genes MMR. Para a captura de RNA, foi utilizado

um painel customizado contendo sondas para a captura das regides exdnicas e intrénicas
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flanqueadoras de 27 genes de predisposicdo ao cancer, incluindo os 4 genes de reparo
MMR. As bibliotecas de DNA complementar (cDNA) foram geradas utilizando o kit
xGen™ RNA Library Prep Kit (IDT Technologies). As bibliotecas amplificadas foram
agrupadas em pools de 12 amostras, submetidas a captura com sondas de DNA com o kit
xGen Hybridization and Wash (IDT Technologies), e sequenciadas no equipamento
NextSeq 2000 (Illumina) (2 X 150 pares de base).

As analises de bioinformatica foram realizadas em colaboracdo com a facility de
Bioinformatica do A.C.Camargo Cancer Center e com a doutora do grupo Larissa Dias
de Souza, que validou a analise desse painel em seu projeto de doutorado intitulado
“Abordagens gendmicas para reclassificar variantes de significado incerto néo
codificantes e de efeito de splice em genes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer” de
2025.

Resumidamente, os dados gerados foram alinhados ao genoma de referéncia
humano usando o alinhador STAR v2.6.0c. Foi realizada analise de controle de qualidade
para avaliar a eficiéncia de captura e a taxa de cobertura dos 4 genes de interesse. As
amostras foram consideradas adequadas quando >85% das regides de interesse
apresentaram cobertura média >50X. As leituras mapeadas foram analisadas por pipeline
desenvolvido in house, baseado no descrito por Schafer e colaboradores
(https://github.com/MIAOKUI/PSI), para detectar eventos de splicing. Para cada gene,
foi determinada uma isoforma padréo, e foi calculado o valor de Percent Spliced In (PSI)
de cada éxon. O PSI foi definido como o nimero de leituras que suportaram o evento de
splicing alternativo (ou seja, 0 evento ndo canénico ou anormal) dividido pelo nimero
total de leituras da regido do evento de splicing. Para identificar as variantes de splicing,
foi avaliada a diferenca de PSI entre o paciente e os dados de um grupo de controles ja
disponivel, utilizando um teste t bilateral de uma amostra. Um evento de splicing de um
paciente foi considerado significativo quando quando a diferenca do seu PSI em relacdo
a média do PSI dos doadores saudaveis foi >20 %, com valor de p <=0,05 e FDR <=0,05,
e 0 PSI do evento no paciente caso for >20% (para eventos Rl e A3SS/ASSS) ou <80%
para eventos de SE.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos casos com deficiéncia em MMR

A selecdo dos pacientes de interesse (casos com tumores dMMR com teste
genético germinativo negativo), foi realizada a partir do levantamento e cruzamento de
dados de projetos anteriores do grupo e outros bancos de dados da instituicdo ACCCC,
incluindo os resultados do programa de triagem universal realizado no Departamento de
Anatomia Patologica e dados de testes genéticos germinativos do Laboratorio de
Diagnostico Gendmico (LDG) e Departamento de Oncogenética.

Para o desenvolvimento do estudo, identificamos 50 pacientes elegiveis com 0s
tumores de interesse, os quais contabilizaram 33 CCR, 14 CE e 3 CG (Figura 6A). Na
nossa coorte os casos femininos tiveram maior presenca contabilizando 70% dos casos
(35/50), com média de idade no diagndstico de 58,7 anos, variando entre 34 e 83 anos.
Os tipos de tumores mais frequentes nesse grupo foram CCR (55,5%), seguido por CE
(41,7%) e CG (2,8%) (Figura 6B).

Nos pacientes do sexo masculino, totalizando 30% (15/50), a idade variou entre
25 e 92 anos, com média de 56,6 anos. Nesses casos, 0 cancer colorretal apresentou maior
porcentagem (86,6%), seguido pelo cancer gastrico (13,4%) (Figura 6B). A média de
idade de cada tipo de tumor, independente do sexo, esta representada na Figura 6C.

A avaliacdo do historico familiar de cancer entre os pacientes revelou que a
maioria 70,5% (38) (pacientes com informagdo em prontuario) apresentou um historico
familiar positivo para cancer, considerando parentes de primeiro e segundo grau. Entre os
tipos de céncer relatados nos familiares, destacaram-se os tumores de mama (11
pacientes), rim (8 pacientes), pulméo (5 pacientes), colorretal (5 pacientes), endometrial

(2 pacientes), intestino (1 paciente), figado (1 pacientes), entre outros (Figura 6D).
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Figura 6 - Distribuicdo dos tumores selecionados para investigacdo de deficiéncia no
sistema de reparo de DNA (dMMR). A. Tipos de tumores analisados: CCR (n=33), CE
(n=14) e CG (n=3). B. Relagdo entre o tipo de tumor e 0 sexo dos pacientes: maior
frequéncia de CCR em ambos 0s sexos, sendo o CE observado apenas em mulheres e o
CG apenas em homens. C. Média de idade dos pacientes segundo o tipo de tumor: CCR
(53,7 anos), CE (62,0 anos) e CG (67,0 anos). D. Historico familiar de neoplasias nos
pacientes avaliados, com maior nimero de cancer de mama (n=11), seguido por cancer

rim (n=8) e pulmao (n=5).
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C. Relacio entre o tipo de tumor e a média de
idade entre os pacientes selecionados
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Fonte: Autoria propria.

por 2 tumores primarios (CCR aos 62 anos e cancer de estbmago aos 68 anos) e

apresentando multiplos familiares com cancer.
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Figura 7 — Heredograma do Caso SLL 2. Paciente diagnosticada com cancer colorretal
e cancer de estdbmago (tumor gastrico neuroenddcrino), apresentando um historico
familiar com multiplas patologias ao longo das geracdes. Dentre os canceres registados

em familiares, destacam-se cancer de pulmao, pancreas, estbmago e mama.
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Fonte: autoria propria
Legenda: CCR - Cancer colorretal; CA - cancer.

Em nossa coorte total, 76% (38/50) dos pacientes apresentam perda de expressao
das proteinas MLH1/PMS2, e 14% (7/50) tiveram perda de expressdo de MSH2/MSH6.
A perda isolada das proteinas MSH6 (4% - 2/50) e PMS2 (4% - 2/50) ocorreu em menor
frequéncia, e apenas um caso (2%) apresentou perda de expressdo nas enzimas
MLH1/PMS2 e MSHS6 (1/50).

O resultado desse levantamento contabilizou 50 pacientes elegiveis identificados,
no entanto, foi possivel obter material de tumor para 38 casos, que foram submetidos as
analises moleculares descritas a seguir e representadas na figura 8. Os resultados dessas

analises estdo descritos nas proximas secoes.
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Figura 8 — Fluxograma. Processo escalonado de selecdo de pacientes no ACCC com

perda inexplicada da expressdo das enzimas MMR, com aplicacdo sequencial dos

procedimentos conforme os resultados das etapas.
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4.2 Avaliagdo de metilagéo do promotor de MLH1 e mutacdo BRAF V600E para
identificacdo de casos esporadicos

O fluxo mais recomendado ap06s a realizacéo do rastreamento universal é que seja
a realizada a analise da metilacdo do promotor do MLH1 (todos os tumores) e do gene
BRAF (somente em colorretal) para os casos com perda de expressdao de MLH1/PMS2.
Assim, caso verifique a presenca da mutacao ou da metilacdo, o caso € classificado como
esporédico. No entanto, varios casos rastreados em nosso estudo ndo apresentavam esses
resultados em testes de rotina, e por isso essa avalia¢ao foi realizada dentro do estudo.

Nessa etapa foram testados 30/38 pacientes que apresentaram perda de expressao
de MLH1/PMS2, seguindo os protocolos descritos no item 3.3 Metodologia. A analise de
metilacdo do promotor de MLH1 detectou a hipermetilacdo em 24/30 (80%) casos, sendo
14/20 dos casos de CCR, 9/9 dos casos de CE e o unico caso de CG avaliado foi positivo
para metilacdo (Tabela 2). As figuras 9-A e 9-B apresentam exemplos de resultados dessa
analise.

A anélise de mutagdo do gene BRAF foi realizada em 20 casos com CCR, desses
40% (8/20) apresentaram mutacdo BRAF V600E, e 60% (12/20) ndo apresentaram a
mutacdo no gene BRAF V600E. As figuras 9-C e 9-D apresentam exemplos dessa analise.
Por fim, 6 casos (todos de CCR) foram negativos para a avaliacdo dos dois biomarcadores,

sendo mantidos como casos de u-dMMR (Tabela 2).
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Figura 9 — Visualizacdo do resultado de avaliagédo do sequenciamento do promotor de
MLH1 e mutacdo de BRAF. A. A confirmacéo da amplificacdo da PCR para a regido do
promotor de MLH1 em gel de agarose (2%), ap6s a conversdo de bissulfito do DNA
tumoral; B. Anélise do perfil de metilacdo das amostras, realizada no software CLC,
observando as regides CpG. Quando a frequéncia média de metilacdo é superior a 10%
as amostras sdo classificadas como positivas para metilagdo (exemplo S2 e S3); C.
Confirmacéo de amplificagdo da PCR do gene BRAF (VV600E) por gel de agarose (2%);
D. Anélise de mutacdo BRAF, mostrando em destaque a posi¢cdo cromossdmica
Chr7:140453136. O gene BRAF € considerado mutado nessa posi¢do quando a troca de

A>T é maior que 2%.



41

Figura 9 — Visualizacdo do resultado de avaliagédo do sequenciamento do promotor de
MLH1 e mutacdo de BRAF. A. A confirmacéo da amplificacdo da PCR para a regido do
promotor de MLH1 em gel de agarose (2%), apds a conversdo de bissulfito do DNA
tumoral; B. Anélise do perfil de metilacdo das amostras, realizada no software CLC,
observando as regides CpG. Quando a frequéncia média de metilacdo é superior a 10%
as amostras sdo classificadas como positivas para metilagédo (exemplo S2 e S3); C.
Confirmacéo de amplificacdo da PCR do gene BRAF (\V600E) por gel de agarose (2%);
D. Anélise de mutacdo BRAF, mostrando em destaque a posi¢cdo cromossomica
Chr7:140453136. O gene BRAF é considerado mutado nessa posi¢do quando a troca de
A>T é maior que 2%.
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Tabela 2 — Andlise da metilacdo do promotor de MLH1 em tumores CCR, CE e CG,

com avaliacdo concomitante da mutacdo BRAF (V600E) nos casos de CCR, em tumores
com perda de expresséo de MLH1/PMS2 por IHQ.

1D

SLL1
SLL 3
SLL5
SLL 7
SLL 8
SLL9
SLL 12
SLL 13
SLL 14
SLL 15
SLL 16
SLL 18
SLL 20
SLL 23
SLL 24
SLL 25
SLL 28
SLL 29
SLL 30
SLL31
SLL 39
SLL 41
SLL 42
SLL 43
SLL 45
SLL 48
SLL 49
SLL51
SLL 52
SLL 53

Tumor

CE
CE
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CE
CE
CG
CCR
CCR
CCR
CE
CE
CE
CE
CCR
CCR
CCR
CCR
CCR
CE
CCR
CCR
CCR
CCR

TOTAL: 30 casos

Fonte: autoria propria.

Sexo

b e e e 5 e o e e & B o e B o R R & B & R o G TG o R w e w Rl ¢ |

Idade do
diagnostico
83
63
55
62
48
34
25
56
60
47
63
60
80
44
57
63
43
62
62
74
61
34
66
76
74
48
59
54
66
69

% de metilagédo

77%
85%
87%
41%
Nao metilado
N&o metilado
Nao metilado
66%
N&o metilado
29%
55%
14%
60%
N&o metilado
90%
N&o metilado
78%
84%
43%
65%
32%
24%
61%
79%
90%
30%
70%
55%
56%
51%

BRAF

na
na
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
N&o mutado
na
na
na
N&o mutado
Mutado
N&o mutado
na
na
na
na
Mutado
N&o mutado
N&o mutado
Mutado
Mutado

na
Mutado
Mutado
Mutado
Mutado

Classificacao

Esporadico
Esporadico
Esporadico
Esporadico
u-dMMR
u-dMMR
u-dMMR
Esporéadico
u-dMMR
Esporadico
Esporadico
Esporéadico
Esporadico
u-dMMR
Esporadico
u-dMMR
Esporadico
Esporadico
Esporéadico
Esporadico
Esporadico
Esporadico
Esporadico
Esporéadico
Esporéadico
Esporadico
Esporadico
Esporadico
Esporéadico
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Legenda: ID - Identificacdo da amostra; IHQ - Imunohistoquimica; CE - Cancer de Endométrio; CCR -
Cancer colorretal; CG - Cancer gastrico; F — Feminino; M — Masculino; na — néo se aplica.

A mutacdo BRAF (V600E) estd presente ~10% dos CCR, e estd fortemente

associada a metilacdo de MLH1. Na nossa coorte, identificamos 6/14 casos de CCR nos

quais as amostras tumorais apresentaram hipermetilacdo no promotor do gene MLH1
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(SLL5,SLL 7, SLL 13, SLL 15, SLL 41, SLL 42), mas foram negativas para mutagdes
no gene BRAF (V600E). Para investigar se essa hipermetilagdo poderia ser de origem
germinativa, realizamos a analise de hipermetilagdo do promotor de MLH1 também nas
amostras de leucdcitos dos mesmos pacientes. O resultado dessa analise mostrou auséncia
de hipermetilacdo nas amostras supracitadas, demonstrando que essa discordancia entre
MLH1 e BRAF ndo est4 associada a epimutagdo germinativa.

A média de idade dos pacientes com hipermetilagdo em MLH1 foi comparada com
o0s pacientes com perda de MLH1/PMS2 néo hipermetilados e com perda em MSH2,
MSH6 e PMS2 (Figura 10). O grupo dMMR MLH1/PMS2 metilado apresenta uma média
de idade superior (p=0,003), com 61,4 anos (+ 11,6), em relagcdo ao grupo MLH1/PMS2
ndo-metilado (42,2 anos+13,4 anos) e ao grupo MSH2, MSH6, PMS2 (50,6 anos+13,6

anos) (p=0,03), indicando a ocorréncia da metilagdo em pacientes mais velhos.

Figura 10. Distribuicdo da idade dos pacientes por grupo com deficiéncia MMR. O
gréafico apresenta a distribuicdo das idades dos pacientes classificados em trés grupos com
deficiéncia no sistema MMR. Os grupos foram definidos conforme o perfil molecular:
MLH1/PMS2 Metilado, MLH1/PMS2 Néao-metilado e MSH2, MSH6, PMS2. Cada grupo
representa a densidade da distribuicdo de idade dentro de cada grupo, com incluséo de
boxplots internos para visualizacdo da mediana e dos quartis.

Distribuicio de Idade por Grupo com Deficiéncia MMR
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Fonte: autoria propria.
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4.3 Investigacdo de mutacGes somaticas em genes MMR

A anélise de CGP foi utilizada para a deteccdo de mutagdes pontuais em amostras
tumorais, com o objetivo de identificar variagdes genéticas somaticas nos genes do
sistema MMR associadas ao desenvolvimento da dMMR. A escolha dos painéis de
sequenciamento (descritos no item 3.5 metodologia) para andlise das amostras foi
realizada em funcdo da disponibilidade operacional dentro do fluxo de trabalho
estabelecido no laboratdrio.

As 6 amostras com perda de MLH1/PMS2 que foram negativas para
hipermetilagdo no promotor de MLH1 e mutacdo de BRAF, e as demais 8 amostras com
outros padrbes de perda de MMR foram submetidas a investigacdo para a presenca de
mutacdes pontuais (SNVs e indels) de perda de funcdo (LoF) e alteracBes de nimero de
copias (CNVs) (no caso do painel TSO) nos genes MMR, totalizando 14 casos avaliados
com painéis ampliados, e em 13 casos tivemos resultados avaliaveis. No total, em 61,5%
(8/13) dos casos foi possivel encontrar variantes que explicassem a perda da IHQ a partir
do sequenciamento.

Foram utilizados trés painéis distintos onde: quatro (4/14) amostras foram
processadas com o painel TruSight Oncology 500 (TSO 500), nas quais foi possivel
avaliar também CNVs (SLL 12, SLL 17, SLL 21 e SLL 38); quatro (4/14) amostras foram
processadas com o painel Comprehensive Cancer Panel (CCP), e seis (6/14) com o painel
Oncomine Comprehensive Assay Plus (OCAplus), nas quais ndo foram avaliadas CNVs,
somente SNVs e indels.

A Tabela 3 apresenta os dados clinicos e resultados desses pacientes, com
predominancia no diagnostico de CCR (13 casos), e um caso com CE. Dentre eles, seis
casos apresentaram perda de expressao de MLH1/PMS2 (6/14), cinco casos mostraram
perda de expressdao de MSH2/MSH6 (5/14), dois casos tiveram perda isolada de MSH6
(2/14) e apenas um caso apresentou perda isolada de PMS2 (1/14).

Em 4/6 casos com perda de MLH1/PMS2 foram detectadas variagdes somaticas
pontuais de perda de fungdo e/ou perda de heterozigosidade (LoH) no gene MLHL,
conforme detalhado na Tabela 3. Um caso apresentou falha (SLL 23) na analise de painel,
por qualidade insuficiente do DNA, e um caso ndo apresentou mutacOes detectadas em
MLH1 que explicassem o padréo principal de dIMMR (SLL 25).

Dentre 0s casos com mutacéo, em dois casos foi observada inativacdo bialélica de
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MLH1: o caso SLL 8 (CCR, M, 48) com duas muta¢des pontuais de LoF por efeito em
splicing. O sequenciamento identificou as variantes ¢.790+1G>A (VAF 32%) e
€.1038G>A, p.GIn346= (VAF 26%). A variante MLH1 ¢.1038G>A, apesar de ser uma
variante sindnima (sem troca de aminoéacido), esta localizada na Gltima base do éxon 11,
apresenta alta probabilidade de impacto no splicing segundo o SpliceAl (score 0,88) e é
classificada como patogénica no ClinVar.

Ja para o caso SLL 12 (CCR, M, 25) apresentou uma mutacdo pontual no gene
MLH1 c.991G>T; p.Glu331* (VAF 63,1%). Essa mutacdo leva um cédon de parada
prematuro, levando a formacéo da proteina truncada, com perda de funcdo. Alem da VAF
de 63,1% da variante somética, essa amostra apresentou um VAF de 83,3% para um SNP
germinativo em MLH1 (MLH1:c.-93G>A) e uma VAF de 71,5% para a mutagdo somatica
p.(Ser45Phe) no gene CTNNBL, localizado proximo ao MLH1. A analise de CNV da
regido no TSO ndo indicou altera¢do de nimero de copias de MLH1 (razdo 2,2), indicando
que pode ter ocorrido um evento de perda do alelo selvagem (LoH) copy number neutral
(cnLOH), caracterizando o evento bialélico de inativacao de MLHL1.

Nas amostras SLL 9 e SLL 14, foi identificada uma Unica mutacdo somatica em
MLH1. A amostra SLL 9 (CCR, F, 34) apresentou a variante c¢.2047_2060del;
p.(Phe683Glufs*6) (VAF 40%), enquanto a amostra SLL 14 (CCR, M, 60) apresentou a
variante ¢.2252_ 2253del; p.(Lys751Serfs*3) (VAF 37%). Ambas as variantes sdo
mutacdes frameshift que resultam em truncagem precoce da proteina MLH1, resultando
em perda de funcdo. No entanto, o painel utilizado nessas amostras ndo permite a deteccao
de CNV, e as VAFs encontradas ndo permitem a conclusdo sobre ocorréncia de LoH,
motivos pelo quais os casos foram considerados monoalélicos.

O caso SLL 25 (CCR, F, 63) apresentava como padrdo de IHQ a perda de
expressdo de MLH1/PMS2, com expresséo aberrante na enzima MSH®6. A partir do painel
detectamos somente uma variante no gene MSH6 c.2413dupA; p.lle805Asnfs*15 (VAF
11%), trata-se de uma mutacdo frameshift que leva a truncagem da proteina, sendo
classificada como patogénica. No entanto, apesar da presenca dessa alteracdo em MSH6
com baixa frequéncia, ndo foi observada mutacdo em MLH1 ou PMS2. Este caso
permanece como u-dMMR, uma vez que nao foi possivel obter RNA para a analise
seguinte.

O altimo caso com perda de MLH1/PMS2, trata-se do caso SLL 23 (CCR, M, 44),

para esse caso nao foi possivel confirmar a presenca de variantes somaticas nos genes
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correspondentes, uma vez que o sequenciamento falhou para essa amostra. Atribuimos
essa falha a baixa qualidade e do rendimento do material coletado em 2019, o que pode
ter comprometido a integridade do DNA (DIN = 1,4). A auséncia de material adicional
inviabilizou a repeti¢cdo do procedimento ou solicitar uma nova amostra ao biobanco,
configurando um fator limitante dos estudos retrospetivos.

Para os casos onde houve perda de MSH2/MSH6 (5/14) foram identificadas
alteracdes genéticas bialélicas em 2 casos, monoalélicaem 1 caso, e em 2/5 amostras ndo
foram encontradas variantes que explicassem a AMMR, as quais serdo detalhadas a seguir.

O caso SLL 2 (CCR, F, 62) apresentou duas muta¢des somaticas no gene MSH2,
compativeis com inativacao bialélica. A primeira variante, ¢.351G>A; p.(Trp117*) (VAF
27%), € uma mutacdo nonsense que resulta em um cdédon de parada prematuro, levando
a truncagem da proteina. Ja a segunda variante, ¢.1738G>T; p.(Glu580%*), (VAF 13%),
também é uma mutacdo nonsense, reforcando o comprometimento funcional do gene
MSH2. A presenca de duas variantes truncadas em diferentes posi¢es do gene, mesmo
com VAFs moderadas, é consistente com um evento bialélico de inativacdo, contribuindo
paraa AMMR.

No caso SLL 38 (CCR, F, 48) foram identificadas duas mutagdes somaticas no
gene MSH2, compativeis com inativacdo bialélica. A primeira variante,
€.1046_1055delinsGG; p.(Pro349Argfs*2) (VAF 19%) corresponde a uma mutacao
frameshift que leva a geracdo de um codon de parada prematuro, resultando em truncagem
da proteina. A segunda variante, c.307del; p.(Tyr103llefs*71) (VAF 29%), também é uma
mutacdo frameshift com efeito semelhante, comprometendo a integridade funcional da
proteina MSH2. As presencas simultaneas dessas duas mutacdes confirmam um evento
bialélico de inativacdo, o que é consistente para explicar a AMMR.

O terceiro caso, SLL 34 (CE, F, 55), apresentou duas variantes patogénicas em
dois genes do sistema MMR. Foi identificada uma mutacdo frameshift no gene MSH2:
€.1102G>T; p.(Thr367Leufs*2) (VAF 45%), que resulta em truncagem precoce da
proteina, comprometendo sua fungdo. Simultaneamente, foi detectada uma mutacéo
tambem, frameshift no gene MSH6: ¢.1897delA; p.(Thr633Leufs*2) (VAF 52%),
resultando na perda funcional da proteina. De acordo com o painel utilizado, ndo foi
possivel detectar CNV e as VAFs nos genes MSH2 e MSH6 estdo abaixo do cut-off de
65%, deste modo ndo podemos concluir sobre ocorréncia de LoH, portanto, o caso foi

considerado monoalélico.
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Dois casos apresentaram perda isolada de MSH6 (SLL 17 e SLL 40). Para o caso
SLL 17 (CCR, F, 54) apresentou uma variante patogénica MSH6 ¢.742C>T; p.(Arg248%*)
(VAF 42,7%) onde houve uma substituicdo ocasionando um stop coddén prematuro,
levando a formacdo de uma proteina truncada. O sequenciamento pelo painel TSO
permitiu avaliar a ocorréncia de CNV nessa amostra, nesse caso apresentou em MSH6
com low noise 1,5, com uma variante sindbnima germinativa (c.3306T>A; p.(Thr1102=))
com VAF = 72%, evidenciando a ocorréncia de cnLOH.

O outro caso com perda isolada em MSH6, caso SLL 40 (CCR, F, 41) o
sequenciamento ndo revelou nenhuma variante que explicasse a perda de IHQ,
permanecendo como um caso inexplicado, seguindo para proxima etapa de
sequenciamento do RNA constitutivo.

O caso SLL 37 (CCR, F, 77) unico caso na coorte com perda isolada de PMS2,
foi encontrado uma variante em MLH1 (c.305A>G, p.Glul02Gly) (VAF 16%) onde
houve uma substituicido de A por G, resultando em uma variante missense. Atualmente,
essa variante esta classificada como VUS no ClinVar. A predicéo in silico dessa variante
é de ser provavelmente danosa, com escores de 0.97 no Revel, 0.99 no AlphaMissense e
de ter impacto no splice (SpliceAl acceptor loss 0.5 e donor loss 0.58). Duas outras
variantes nesse codon estdo classificadas no ClinvVar, uma como patogénica
(p.Glul02Lys) e outra como Conflicting (p.Glul02Ala - classificada como
provavelmente patogénica por 1 laboratdrio). Nesse caso, é possivel que a variante seja
danosa, porém produza uma proteina MLH1 ainda reconhecida pelo anticorpo na imuno-
histoquimica, levando ao padrdo de perda apenas do PMS2. No entanto, devido a
classificagdo ainda conflitante da variante, sua baixa VAF e o padrdo da imuno-
histoquimica, consideramos que o caso permanece inexplicado, uma vez que ndo foi
possivel realizar as proximas analises (analise de RNA) por falta de material
correspondente.

Para trés casos (SLL 8, SLL 9, SLL 12) com mutac¢bes somaticas detectadas e para
0s quais havia disponibilidade de tecido normal adjacente ao tumor, as variantes
somaticas identificadas por meio do perfil CGP foram avaliadas também no tecido nao
neoplésico, para investigacdo de possivel mosaicismo genético. A auséncia dessas
variantes no material adjacente ao tumor foi confirmada nos trés casos, permitindo, assim,
a excluséo da hipotese de mosaicismo genético, exposto na tabela 3.

Por fim, para 5 de 13 u-dMMR casos avaliados com os painéis CGPs ndo foram
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identificadas variantes somaticas que explicassem o fendtipo MMR. Dentre esses, 3 casos
foi possivel realizamos o sequenciamento de RNA constitutivo. Para 2 casos, SLL 25
(CCR, F, 63, IHQ-MLH1/PMS2) e SLL 37 (CCR, F, 77, PMS2), que ndo apresentaram
mutacdes que explicassem de forma definitiva a perda da imuno-histoquimica, ndo foram
avaliados para analise de RNA por falta de material disponivel no biobanco da institui¢do

e impossibilidade de recrutamento.



Tabela 3 — Resultados do sequenciamento somatico das amostras com perda inexplicada das proteinas do sistema MMR
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Tipo do Idade Qutros NN - % de -
ID tumor Sexo Diag. primarios Histérico Familiar IHQ dMMR tumor PAINEL Anédlise de CGP VAF Status
Pai CA (81); Irmaos CA de peq.
Tumor células de pulméo (60); Tio OCAPLUS . 27%
SLL?2 CCR F 62 neuroenddcrino paterno CA estomago (75); Tio MSH2/MSH6 70% Mssﬁzzcc‘ls%ls%?ll_p'gﬁjlslnge;r 13% | Esporadico (somatico bialélico)
gastrico (60) paterno CA pulméo (45); Tia ' P
materna CA mama (55)
cep MLHI c.790+1G>A, 32% | Esporadico (somatico bialélico)
SLL8 CCR M 48 Nao Pai CCR (65) MLH1/ PMS2 60% MLH1 ¢.1038G>A p.GIn346= (sindnima P 280/0 P Mosaici luid
Clinvan) b osaicismo excluido
Irméo com melanoma; avé materna Esporadico (somético
x com neo de ovario; avo paterna o MLH1 ¢.2047_2060del; o e
SLL9 CCR F 34 Néo com neo de célon; pai com neo de MLHL/PMS2 0% Cccp p.(Phe683Glufs*6) 40% M m_opoalellcol) id
proéstata osaicismo excluido
SLL 11 CCR F 38 Nao Negativo MSH2/MSH6 50% ccp Negativo - Investigacao por RNA
Esporadico (somético bialélico
SLL 12 CCR M 25 Nao Prima materna CCR MLH1/ PMS2 60% | OCAPLUS MLH1 c.991G>T; p.(Glu331Ter) 63% [enLOH])
Mosaicismo excluido.
SLL 14 CCR M 60 Néo Tio paterno Ca colén MLH1/ PMS2 70% cep MLH1 ¢.2252_2253del; p.(Lys751Serfs*3) | 37% Esporadico
(somético monoalélico)
SLL 17 CCR F 54 Néo Tias paternas e materna com ca de MSH6 50% T80 MSH6 ¢.742C>T; p.(Arg248Ter) 43% . Esporadico
mama (somético bialélico [cnLOH])
Irm& mdltiplos carcinomas; tio
x materno C pancreas (69); tia o TSO . ) -
SLL21 CCR M 32 Nao materna CA de figado (56):tia MSH2/MSH6 50% Negativo Investigacdo por RNA
paterna CA de pulmao (45)
Tumor Pai tumor de laringe e faringe; tia
SLL 23 CCR M 44 neuroendocrino tumor de mama e avo tumor de MLH1/PMS2 80% OCAPLUS Falha
de reto (44) pele de coxa
x . - MLH1/ PMS2 + perda o OCAPLUS . " N Segue u-dMMR auséncia de
SLL 25 CCR F 63 Nao Pai CA no rim heterogénea de MSH6 60% MSH6 c.2413dupA,; p.l1le805Asnfs*15 11% material (RNA)
x - OCAPLUS MSH2 ¢.1102G>T; Thr367Leufs*2; 45% Esporadico (somatico
0, ’ )
SLL34 CE F 5 Ndo Negativo MSH2/MSH6 40% MSHS c.1897delA; p.Thr633Leufs*2 | 52% monoalélico)
SLL37 | CCR F 77 N0 Irmé CA estomago PMS2 8006 | OCAPLUS | il 1 c.305AG, p.GIu102Gly (VUS) | 16% | S€9ue ;ﬁg’r'im;;sﬁ;‘c'a de
TSO MSH2 ¢.1046_1055delinsGG; 19% Esporadico
SLL 38 CCR F 46 Néo Irmé com CA ovério MSH2/MSH6 50% p.(Pro349Argfs*2); 290/0 (sométipco bialélico)
MSH2 c.307del; p.(Tyr103llefs*71) 0
SLL 40 CCR F 41 Nao Negativo MSH6 40% OCAPLUS Negativo - Investigacdo por RNA

Fonte:autoria propria.

Legenda: CCR — Cancer colorretal; CE — Cancer de endométrio; F — Feminino; M — Masculino; CA — Cancer; VUS - Variante de significado incerto; IHQ —

Imunohistoquimica; VAF - Frequéncia de alelo variante;.
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4.4 Investigacdo de mutacdes germinativas no RNA constitutivo

O sequenciamento de RNA fo incluido em nossas anélises para tentar identificar
eventos de splicing incorretos causados por potenciais variantes intrénicas profundas ou
rearranjos complexos ndo identificadas nos testes genéticos convencionais de DNA. Essa
avaliacdo foi realizada através do teste de RNAcap e pipeline in house validados pela
doutora Larissa Dias Souza, integrante do grupo de pesquisa, em sua tese de doutorado
(Souza, 2025).

Para essa etapa foram sequenciadas 3 amostras: SLL 11 (CCR, F, 38 IHQ-
MSH2/MSHS6), SLL 21 (CCR, M, 32, IHQ-MSH2/MSHS6), SLL 40 (CCR, 41, F, IHQ-
MSHG) seguindo o protocolo descrito na metodologia no item 3.6. As informagdes gerais

sobre a qualidade do sequenciamento estdo disponiveis na tabela 4.

Tabela 4 - Informaces e métricas do sequenciamento de RNA

_ Média de Cob.

Id IHQ dMMR Tecido Gene Cobertura 50X (%)
MLH1 5015 100%
MSH2 6796 100%
SLL 11 MSH2/MSH6  Sangue MSH6 2685 100%
PMS2 5274 100%
Tecido ML pros: 100
MSH2 4993 100%
SLL21  MSH2/MSH6 dneocr;ml” MSH6 1683 100%
PMS2 4795 100%
Tecido ML P 100
MSH2 2130 100%
SLL 40 MSH6 d“eogm'n MSHS6 1020 100%
PMS2 3400 98%

Fonte: autoria propria.

Os eventos de splicing dos 3 pacientes para 0s genes de interesse (MSH2 e MSH6)
foram comparados com os eventos de splicing de 217 controles, através do software
rMATS. Néo foram identificados eventos significativos com os cut-offs estabelecidos e
descritos no item Metodologia. Realizamos também uma inspecdo visual dos
alinhamentos dos genes de interesse no software IGV, e ndo foram identificados padrdes

ou eventos relevantes.
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5. DISCUSSAO

A deficiéncia no sistema de reparo de pareamento do DNA (dMMR) é um
marcador molecular importante, especialmente no contexto do céancer colorretal e de
endométrio, estando frequentemente associada a presenca de instabilidade de
microssatélites (MSI). Tais biomarcadores sdo utilizados como triagem para detectar
pacientes com a Sindrome de Lynch (SL) e para indicacdo de tratamento com
imunoterapia.

Aproximadamente 1 em cada 35 pacientes com CCR apresenta SL, definida pela
presenca de uma alteracdo patogénica da linha germinativa em um gene MMR (MLHL1,
PMS2, MSH2 ou MSH6), ou por delecdes no gene EPCAM, tornando essa sindrome a
forma hereditaria mais comum no desenvolvimento do CCR. No entanto, a grande
maioria dos carcinomas colorretais com deficiéncia nas proteinas MMR surge devido a
hipermetilacdo somatica de ilhas CpG no promotor de MLH1 (Awosika, Gulley e Pastor,
2025). Ainda assim, existem pacientes com perfil AMMR que ndo apresentam alteracoes
epigenéticas somaticas ou alteragfes germinativas nos genes MMR (u-dMMR).

Neste estudo, foram investigados pacientes com suspeita de deficiéncia
inexplicada do sistema MMR no banco de dados do ACCC, com o objetivo de identificar
possiveis mecanismos somaticos e germinativos raros que possam levar a inativacdo das
enzimas MMR. Com base na nossa coorte clinica, foi possivel identificar 50 pacientes
que apresentavam perda de expressdo das proteinas do sistema MMR, em tumores como
cancer colorretal, cancer de endométrio e cancer gastrico, 0s quais apresentavam teste
genético negativo para variantes germinativas patogénicas. A partir desse levantamento,
foram solicitadas as amostras para o0 biobanco/arquivo de anatomia patoldgica,
apresentando 38 amostras disponiveis para a investigacao.

Para investigar a perda das enzimas MMR, iniciou-se pela analise de
hipermetilagdo do promotor de MLH1, no qual foram testados 30 pacientes (CCR, com
IHQ MLH1/PMS2). Para esses casos, 24 (80%) apresentaram hipermetilacdo do promotor
de MLH1, explicando a causa de inativacdo do sistema MMR, enquanto 6 (20%) casos
seguiram para as proximas etapas de investigacdo (em conjunto com outros 8 casos com
outros padrées de AIMMR).

No carcinoma colorretal, a mutacdo BRAF esta frequentemente associada a
hipermetilagdo do promotor de MLH1, sendo muito raramente identificada em tumores

de pacientes com SL. A correla¢do entre BRAF mutado e dMMR, além de sugerir uma
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causa esporadica, também esta relacionada a parametros de risco progndéstico para cancer
metastatico, uma vez que, tais condicGes estdo relacionadas a baixa sobrevida (Awosika,
Gulley e Pastor, 2025).

Em nossos resultados de analise do promotor de MLH1, nos casos de CCR (20/30)
identificamos 14 pacientes positivos para essa analise, sendo gque entre eles a correlagédo
dos casos hipermetilados e com BRAF mutados foi identificada em 8/14 pacientes (57%),
enquanto 6/14 ndo apresentaram essa correlacdo (42%). Ressaltamos que excluimos
epimutacdo constitucional em MLH1 por meio da analise de leucdcitos, confirmando que
a metilacdo observada nesses casos sdo somaticas. Na literatura, um levantamento de 35
estudos apontou uma frequéncia de 63,5% de BRAF V600E em pacientes com CCR e
hipermetilagdo de MLH1, especialmente em paises ocidentais (Parsons, et al, 2012),
indicando que 36,5% dos casos se apresentam sem essa mutacdao. Assim como o estudo
de Farchoukh, et al, (2016) também relatam que entre 30% e 50% dos CCRs com
hipermetilagdo de MLH1 ndo apresentam BRAF V600E.

Embora a correlacdo entre AIMMR/MLH1 e BRAF seja amplamente aceita, estudos
como o de Moreira, et al, (2014) destacam a complexidade dessa relacdo. Para eles, 0s
pacientes com perda de MLH1 na IHQ foram divididos em trés grupos: (I) com sindrome
de Lynch, (I1) com BRAF mutado e (l11) com BRAFwt sem alteragdes germinativas. Os
autores observaram que 92% dos tumores MSI/BRAFmut apresentavam hipermetilacao
de MLH1, em contraste com 62% dos tumores MSI/BRAFwt, e somente 15,8% dos
tumores dos pacientes com Sindrome de Lynch. O estudo também ressalta as limitagdes
dos painéis convencionais, que podem ndo detectar variantes germinativas fora das
regides-alvo padrao.

Em nossos achados investigamos a discordancia observada entre BRAFwt e perda
de MLH1 por hipermetilacdo, analisando os painéis genéticos realizados na triagem
clinica. Identificamos a presenca de mutacdes hotspot em KRAS em dois casos com
BRAFwt, e um terceiro com analise inconclusiva. Estudos como os de Farchoukh, et al,
(2016), Lin, et al, (2019), Midthun, et al, (2019) e Kim, et al, (2018) apontam que
mutacdes em KRAS podem ocorrer em CCRs MSI-H e AMMR, com propor¢es variaveis
entre 5% e 47%. Essas mutacgdes que geralmente sdo mutuamente exclusivas com BRAF,
estdo associadas a resisténcia a terapias anti-EGFR e a pior prognostico. A auséncia de
mutacdes simultaneas em BRAF e RAS pode ser explicada pela ativacdo da via RAS-RAF-
MEK-ERK.
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As diretrizes recomendam triagem universal para pacientes com perda de MLH1,
incluindo testes para mutacdo BRAF V600E ou hipermetilagcdo do promotor de MLH1,
visando excluir SL. No entanto, pela facilidade da analise e maior sensibilidade,
geralmente a avaliacdo da mutacdo BRAF V600E é mais utilizada do que a avaliacéo de
hipermetilacdo. Nossos resultados e de outros trabalhos demonstram que uma
porcentagem variada de casos negativos para BRAF podem apresentar metilacdo somatica
de MLHL1.

Ainda, como discutido por Moreira, et al, (2014), a presenca de hipermetilacéo
somatica nao exclui completamente a possibilidade de um segundo hit germinativo em
SL, o que levanta questionamentos sobre seu uso como preditor negativo de mutagdes
germinativas. Um estudo publicado em nosso grupo de pesquisa (Silva, et al, 2020)
descreveu um caso em que uma paciente diagnosticada com SL apresentava
hipermetilacdo do promotor de MLH1, embora em baixa porcentagem (11%), e também
apresentava BRAFwt. Nesse caso, a mutacdo BRAF apresenta-se como um preditor mais
sensivel para excluir a suspeita para SL. Mas vale ressaltar, que a frequéncia de mutagao
BRAF pode apresentar variagdes entre as etnias (Wang, et al, 2021).

Nos 14 casos classificados como u-dMMR (negativos para hipermetilacdo do
promotor de MLH1 e BRAF ou com perda de MSH2, MSH6 ou PMS2), realizamos
sequenciamento somatico amplo. Dentre eles, 1 apresentou falha no sequenciamento e foi
desconsiderado, e 5 ndo apresentaram variantes identificadas nos genes de interesse. A
partir do sequenciamento tumoral dos casos, foi possivel identificar mutacfes somaticas
capaz de explicar o padréo de perda da IHQ em 8/13 casos, totalizando 61,5% dos casos
analisados. Quatro alteragdes foram detectadas em MLH1 (50%), 2 em MSH2 (25%), 1
em MSH6 (12,5%), 1 caso apresentou variante em ambos os genes MSH2/MSH6 (12,5%).
Esses dados demonstram uma maior prevaléncia de variantes em MLH1, seguido por
MSH2 e MSH6, reforcando o papel desses genes na deficiéncia do sistema MMR em
tumores analisados.

Dentre os 13 casos avaliados, 38,5% apresentavam alteracOes bialélicas (5/13) e
23,1% monoalélicas (3/13). Haraldsdottir, et al, (2014) identificara uma propor¢do com
aproximadamente 69% de mutacGes somaticas bialélicas em 32 casos de u-dMMR,
sugerindo que a maioria dos casos classificados como “inexplicados” podem, na verdade,
ser atribuidos a mutacdes somaticas bialélicas nos genes MMR (Haraldsdottir, et al,
2014).
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Um estudo de revisdo realizada por Eikenboom e colaboradores (2023) identificou
variantes monoalélicas em 52% (39/74). J& Jantet, et al, (2022) publicaram uma taxa de
43% para mutagdes somaticas bialélicas, em que cerca da metade dos casos u-dMMR s&o
explicados por ocorréncia de dois hits (Janet, et al, 2020). Essa proporcao é consistente
com os valores de Eikenboom, et al, (2023) de aproximadamente 50%, bem como o0s
resultados encontrados em nossa coorte.

Para 0s nossos resultados com variantes bialélicas, dois casos apresentaram
alteracdes nos genes MLH1, dois em MSH2 e um em MSH6. Em 3 casos, duas variantes
pontuais patogénicas foram identificadas, enquanto nos outros dois casos foram
identificados uma variante pontual patogénica e um evento de cnLOH.

Um caso interessante com duas variantes patogénicas foi o SLL 8 (CCR, 48, IHQ-
MLH1/PMS2), que apresentou as variantes em MLH1 c¢.790+1G>A e ¢.1038G>A
p.GIn346= (sinbnima com efeito em splicing). A variante sinénima localiza-se na Gltima
base do éxon 11, o que a torna relevante do ponto de vista funcional. A predicao realizada
pela ferramenta SpliceAl indicou alta probabilidade de impacto no splicing (pontuacéo de
0,88 para perda de sitio doador), sugerindo um efeito patogénico. Corroborando para essa
interpretacdo, bases de dados clinicos como ClinVar e InSiGHT classificam essa variante
como patogénica, com evidéncias de que seu efeito de splicing resulta na inclusao de 59
nucleotideos do intron 11, promovendo um evento frameshift com impacto funcional
significativo na proteina codificada. Sendo assim, é possivel interpretar essa variante
como patogénica.

O paciente SLL 12 (CCR, 25, IHQ-MLH1/PMS2) apresentou uma variante
somatica do tipo nonsense (MLH1 p.Glu331Ter) acompanhada de cnLOH. Um segundo
caso (SLL 17 - CCR, F, 54, IHQ-MSH6) também apresentou cnLOH em conjunto com
uma variante patogénica de ponto em MSH6 (c.742C>T; p.(Arg248Ter) - VAF 42,7%).
Ambos os casos foram avaliados com o painel TSO, que permitiu avaliar a ocorréncia de
CNV, que foi negativa. Ainda, ambos apresentavam variantes germinativas nos genes
alterados que apresentaram VAFs > 65%, evidenciando a ocorréncia de cnLOH.

A cnLOH é um mecanismo que resulta na inativacdo de genes supressores de
tumor, bem como na ativacdo de oncogenes e ocorre quando, ap6s a inativagdo ou
ativacdo mutacional inicial de um alelo, o alelo selvagem restante é deletado ao mesmo
tempo em que o alelo mutado é duplicado, o que difere das dele¢des classicas que

ocasionam a LOH (Melcher et al, 2011). Assim, cnLOH é um mecanismo de inativagdo
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génica no qual ndo ha perda ou ganho de nimero de copias, resultando em LOH sem
alteracdo de CNV aparente. Na prética diagnostica, a cnLOH pode ser inferida por
SNP-array com segmentos longos de homozigose sem variagdo de nimero de copias ou
por NGS por analise de VAF em regides com alta densidade de SNPs, onde VAFs
tumorais proximas a 0,7/0,3 em variantes constitutivas sugerem na auséncia de CNVs
sugerem cnLOH (Tapial et al, 2021).

Para os casos com mutacdes bialélicas em MMR, a presenca de LOH (com ou sem
CNV) ocorre em uma grande parcela dos casos avaliados, como demonstrado por Geurts-
Giele, et al, (2014) que 40% (16/40) dos casos apresentavam uma mutacao patogénica
com a presenca de LOH, confirmando que essa € uma via comum de inativagdo. Deste
modo, os autores recomendam, a inclusdo da analise de mutaces somaticas e de LOH no
fluxo diagnostico da SL, para diferenciar com mais precisao os casos hereditarios dos
esporadicos.

Para os casos em que houve mutacdo monoalélica nos genes MMR, esses
resultados podem estar associados a uma limitacdo dos painéis somaticos utilizados, que
ndo permitem refletir a totalidade das alteragdes do tumor, como os dois painéis que ndo
avaliam CNVs, ou também o fato de a segunda mutacdo poder ocorrer em regides nao
cobertas pelos painéis. A auséncia de detec¢cdo da LOH ou do segundo hit identificavel
ndo exclui a possibilidade de inativacdo do gene. Deste modo, a investigacdo completa
dos genes MMR pode explicar boa parte dos casos de u-dMMR, assumindo que as
alteracdes monoalélicas sdo indicativos da existéncia de outro hit ndo identificado no
tumor ou na linhagem germinativa (Eikenboom et al, 2023). Em nossos resultados, em
3/8 pacientes detectamos variantes monoalélicas, ndo podendo afirmar que ndo ha outro
hit no alelo em regides ndo analisadas como por exemplo, CNV ndo detectadas ou
mutacdes em regides ndo codificantes que afetam a expressdo do gene MMR.

Em nossa coorte também identificamos um caso com variantes patogénicas em
dois genes MMR: a paciente SLL 34 (CE, 55, IHQ-MSH2/MSH6) na qual foram
detectadas variantes nos genes MSH2 (p.Thr633Leufs*2 — VAF 45%) e no gene MSH6
(p.Thr633Leufs*2 — VAF 52%). Uma das mutacOes pode representar um evento
decorrente da instabilidade genémica ja ocasionada pela perda inicial de um dos genes
MMR, no entanto, devido a alta VAF das duas mutacdes, ndo é possivel pressupor qual
evento ocorreu primeiro.

Ja um segundo caso, o SLL 25 (CCR, 63), apresentou um padrdo de perda
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complexa na IHQ, com perda completa de MLH1/PMS2 e uma perda heterogénea de
MSHG. Nesse caso, nédo identificamos qual o evento causador da perda de MLH1/PMS2,
mas identificamos uma mutacdo somatica em MSH6 (c.2413dupA,; p.lle805Asnfs*15)
com VAF de 11%. Essa baixa frequéncia alélica pode indicar que se trata de um evento
subclonal, secundario a instabilidade causada pela perda de MLH1/PMS2, e que explica
0 padrdo heterogéneo da perda de MSH6.

Mesmo sendo casos esporadicos, a metade dos pacientes (4/8) com mutagdes
somaticas em MMR apresentavam menos de 50 anos e historico familiar sugestivo de
predisposicdo hereditaria, com parentes de primeiro grau diagnosticados com canceres
relacionados a sindrome de Lynch (principalmente CCR e, em menor frequéncia, cancer
de ovario e estbmago). Esses achados estdo de acordo com o estudo de Lefol, et al,
(2020), que investigou pacientes com u-dMMR e sem variantes germinativas detectaveis.
Nesse artigo eles identificaram pacientes com variante bialélicas com idade média de 54
anos com semelhancas clinicas com SL, denominados em “non-promotor
hypermethylation related MSI-H sporadic patients”. Assim como o estudo de Lefol, et al,
(2020), citam que existem muitos outros mecanismos que podem estar relacionados a
essas variantes, como modificadores genéticos ou fatores ambientais, e interagdes com
outros genes do cancer, como por exemplo POLE, PTEN e APC.

Em trés dos nossos casos (com CCRs desenvolvidos ao 25, 34 e 48 anos)
realizamos a analise do tecido coldnico normal adjacente ao tumor, confirmando a
auséncia das alteracfes somaticas nesses tecidos e descartando a hip6tese de mosaicismo
somatico. Embora incomum, o0 mosaicismo genético em genes MMR ¢é causa reconhecida
de casos antes considerados u-dMMR e poderia ser uma explicacdo para alguns casos
com diagndstico em idade jovem. Casos index com mutaces em MLH1 e MSH2
detectadas em mosaico ja foram descritos, com VAFs variaveis entre tecidos e
apresentacdo precoce de CCR ou EC (Geurts-Giele et al, 2019; Guillerm et al, 2020).
Havendo uma suspeita clinica de mosaicismo, recomenda-se a analise de mdaltiplos
tecidos (sangue, raspado oral, mucosa intestinal, foliculos pilosos, etc) com
sequenciamento de alta profundidade ou PCR digital (Jansen e Goel, 2020). Essa
avaliacdo pode levar ao diagndstico correto de sindrome de Lynch em um paciente
inicialmente cosiderados esporadicos, e ter implicacdes no aconselhamento genético,
rastreamento e prevencao de novos tumores e escolhas reprodutivas.

De acordo com nossos resultados, assim como em estudos recentes, 0S casos Uu-
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dMMR, devem antes de tudo passar por investigacdes somaticas completas para definir o
diagnostico, para assim, diminuir o nimero de casos inexplicaveis.

Para 0s nossos casos sem deteccdo de variantes somaéticas, a investigacao
prosseguiu com o sequenciamento germinativo de RNA, visando identificar possiveis
causas germinativas raras de inativacao das enzimas MMR. Nessa etapa, foram avaliados
trés pacientes cujos resultados de CGP foram negativos e tinham material bioldgico para
RNA disponivel ou pudessem ser recrutados, sendo eles SLL 11 (CCR, F, 38, IHQ-
MSH2/MSHS6), SLL 21 (CCR, M, 32, IHQ-MSH2/MSH®6) e SLL 40 (CCR, F, 41, IHQ-
MSH®6). As analises comparativas de padrdes de splicing dos genes MSH2 e MSH6 das
trés amostras e a inspegdo visual dos alinhamentos n&o evidenciaram eventos
significativos em relacdo as amostras controle. Infelizmente nenhum dos trés pacientes
avaliados possuia polimorfismos em heterozigose na regido codificante desses 2 genes
que permitissem a avaliagdo de desbalanco de expressdo alélica. Diante disso,
consideramos o sequenciamento de RNA como tendo um resultado negativo.

Em cenérios de u-dMMR, variantes intrénicas profundas e alteraces estruturais
podem comprometer o splicing sem serem capturadas por painéis de DNA convencionais.
A incorporacdo de RNA-seq ao fluxo diagndstico permite evidenciar eventos como exon
skipping, inclusdo de pseudoexons, uso de sitios cripticos e desbalanco alélico,
viabilizando a identificacdo ou suspeicdo de variantes germinativas novas (Kremer et al,
2017). Assim, a analise de RNA pode revelar mecanismos de inativacdo génica ndo
detectaveis por painéis de DNA, contribuindo para o esclarecimento da deficiéncia em
MMR observada nesses casos (Fulk, et al, 2022). De forma complementar, o
sequenciamento do genoma completo (WGS) aumenta a deteccdo de rearranjos
estruturais, pequenas delecbes/duplicacdes intronicas e alteragdes em regides
repetitivas/promotoras ndo adequadamente cobertas por painéis, solucionando parte dos
casos u-dMMR e CGP negativo (Eikenboom, et al, 2022, Horti-Oravecz, et al, 2025).
Assim, a combinacdo de RNA-seq + WGS pode elevar o rendimento etiolégico,
discrimina causas hereditarias de somaticas e orienta o aconselhamento familiar e o
manejo clinico, sobretudo quando a suspeita de Lynch persiste apesar de testes de
primeira linha negativos (Te Paske, et al, 2022; Llargués-Sistac, et al, 2025). Nesse
sentido, nosso grupo ira realizar sequenciamento de genoma de long-reads para 0s cinco
casos que permaneceram como u-dMMR.

Este estudo apresenta limitagdes metodologicas que devem ser consideradas na
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interpretacdo dos resultados. A indisponibilidade de material tumoral para uma parcela
da coorte comprometeu a inclusdo de determinados casos nas analises moleculares,
reduzindo o poder estatistico e a representatividade da amostra. Além disso, os painéis de
sequenciamento utilizados (CCP e OCAPIus), por serem baseados em amplicons, nao
permitem a deteccdo de variagbes no numero de cépias (CNVSs), restringindo a
caracterizagdo gendmica dos tumores. Observou-se também a identificagdo de apenas
uma variante em diversos casos, 0 que pode refletir limitacbes na sensibilidade dos
métodos empregados ou a maior complexidade mutacional de determinadas amostras,
dificultando inferéncias mais precisas sobre os mecanismos moleculares envolvidos.

Os resultados obtidos nesse estudo reforcam a heterogeneidade dos tumores
deficientes no sistema MMR. Procedimentos de investigacdo para o diagndstico de
sindromes hereditarias, ou para classificacdo de casos somaticos ou germinativos,
precisam ser orientados pela suspeita clinica e pela disponibilidade de investigacdes
relevantes que complementem os achados da imuno-histoquimica e do sequenciamento
germinativo. Notamos que, quando a investigacdo ap0s o teste genético germinativo
negativo é complementada por avaliagdes somaticas (anélise de metilacdo do promotor e

painel somatico) a proporc¢do de deficiéncia inexplicada de MMR é reduzida.
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6. CONCLUSAO

A avaliagdo de metilagdo em MLH1 e do BRAF p.VV600E mostrou-se importante
para indicar etiologia esporadica mais comum em casos com perda de MLH1/PMS2, o
que poderia evitar investigacdes germinativas e somaticas desnecessarias.

Evidéncia de mecanismos somaticos bialélicos em MMR a partir da avaliacdo do
sequenciamento somatico revelou que uma fragéo relevante dos casos u-dMMR decorre
de mutagdes somaéticas bialélicas ou potencialmente bialélicas no tumor (incluindo casos
com cnLOH). Esse achado reforca a importancia dessa investigacdo para reduzir a
incerteza diagndstica.

Para os casos persistentes como u-dMMR ap06s sequenciamento somaético, a
adocdo isolada do sequenciamento de RNA em trés casos ndo identificou potenciais
causas germinativas. No entanto, a ado¢ao combinada de RNA-seq e WGS pode aumentar
o rendimento diagndstico, permitindo identificar casos raros de origem hereditaria.

O estudo identificou, através de uma ampla triagem inicial e caracterizagdo
molecular de casos dMMR, a heterogeneidade dos tumores dMMR “inexplicados”,
reforcando a necessidade de um fluxo escalonado que integre IHQ, analise de metilacéo
de MLH1 ou BRAF em casos especificos, analise germinativa de MMR, analise pareada
somatica tumoral e eventualmente analises de RNA e WGS, para reduzir casos
inexplicados e orientar a decisdo sobre testes complementares, aconselhamento genético,

e seguimento oncoldgico.
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