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RESUMO

Introdugdo: O carcinoma endometrial (CE) foi classificado pelo sistema de Bokhman em tipos
| e Il com base em observacdes clinicas e epidemioldgicas. O tipo | corresponde aos tumores
de baixo grau e o tipo Il aos tumores de alto grau. Adicionalmente, estudos recentes
propuseram que a classificagdo também fosse baseada em aspectos histolégicos e
moleculares com base nos dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas). Foram identificados
quatro grupos moleculares distintos de CE: (1) com mutagdes no POLE (fendtipo
"ultramutado"), (2) "alto nimero de cdpias" (mutacdes em TP53), (3) “baixo nimero de
copias" (em que os tumores ndao apresentam nenhuma das alteragdes descritas nos outros
tipos) e (4) tumores com predominio de instabilidade de microssatélites. A imuno-
histoquimica (IHC) para proteinas do gene de reparo é usada para identificar a deficiéncia de
genes de reparo do DNA (Mismatch Repair — MMR) associada a instabilidade de
microssatélites (MSI). A coloracdo nuclear positiva representa a expressao retida de proteinas
MMR, enquanto a perda completa representa deficiéncia de MMR. O padrao de expressao
heterogénea (HEP), ou seja, concomitancia em um mesmo espécime de areas positivas e
totalmente negativas tem sido observada em CE. No presente momento, as principais
diretrizes determinam que a presenca de HEP seja interpretada como expressao retida de
proteinas MMR. Ndo ha, porém, consenso quanto a classificagdo e interpretagao de HEP, nem
conhecimento do impacto da classificagdo de HEP como subtipo molecular diferente em
relagao as caracteristicas clinicas e progndsticas. Objetivos: realizar a classificagdo molecular
dos casos de CE com HEP das proteinas relacionadas aos genes de reparo do DNA e
comparagao do perfil molecular entre areas positivas e negativas no estudo imuno-
histoquimico. Materiais e Métodos: De janeiro/2007 a dezembro/2017 foram identificados

356 casos de CE, 16 deles com HEP. A classificagao molecular foi feita com base no protocolo



PROMISE para CE. Cada drea (expressdo retida ou perdida) foi macrodissecada e o status
molecular foi avaliado separadamente quanto ao status MSI (ldylla), metilacdo do promotor
MLH1 (NGS - ponto de corte para positividade > 15%), status POLE (NGS) e status p53
(IHC). Varidveis clinicas e patoldgicas também foram avaliadas e correlacionadas com cada
caso. Resultados: A histologia endometrioide foi predominante (15 casos), bem como
auséncia de invasao linfovascular (11 casos), auséncia de padrdao MELF (10 casos), graus FIGO
1 e 2 (13 casos), invasdo miometrial < 50% (13 casos) e estadiamento T1 (13 casos). Todos os
pacientes estavam vivos e sem evidéncia de doenga no ultimo acompanhamento, exceto por
um caso, cujo status de sobrevida era desconhecido. Dois casos que seriam descritos como
apresentando expressao retida de proteinas relacionadas a genes de reparo do DNA por IHC
apresentaram-se na analise molecular com instabilidade de microssatélites (MSI-H). Nos casos
de HEP, a proteina MSH6 foi a mais frequentemente envolvida (9 casos, 7 isolados). A proteina
MLH1 apresentou-se alterada em 6 casos, sendo a Unica proteina associada a co-altera¢des
(com MSH6 e PMS2). Seis casos apresentaram-se metilados por MLH1, padrdo encontrado
tanto em areas com perda quanto em areas com retengao das proteinas relacionadas a MMR
por IHC e dois casos apresentaram metilagdo em apenas uma das areas. Em relacdo ao status
de POLE, 6 casos apresentaram mutagao, 2 com mutagdes tanto em dreas com perda quanto
em areas com retencao de expressao, 3 apenas na area com perda e 1 apenas na drea com
retengdo. Dois casos apresentam padrdo aberrante de p53 (MSH6 alterados) em ambas as
areas. Conclusao: em pacientes portadoras CE e com tumores apresentando HEP a correlagao
entre a IHC e os achados moleculares é heterogénea e o diagndstico entre casos com retencao
ou das proteinas relacionadas a MMR nao é factivel apenas com realizagao de IHC. A analise
molecular deve ser realizada em todos os casos de CE com HEP para determinar

adequadamente as caracteristicas intrinsecas de cada tumor. Devido a raridade desse achado,



esta proposta é financeiramente viavel e tem o potencial de mudar a pratica clinica em um
subconjunto de pacientes, permitindo tratamentos inovadores. HEP deve ser relatado como
um padrao distinto e ndo considerado como uma expressao sindbnimo de expressao retida de

proteinas MMR em CE.



ABSTRACT

Introduction: Endometrial adenocarcinoma is classified by the Bokhman system in type | and
Il based on clinical and epidemiological observations, whereas the type | represents low grade
tumors and type Il high grade tumors. Additionally, a classification based on histological
aspects and molecular profile has been proposed. The TCGA (The Cancer Genome Atlas)
identified four molecular groups of endometrial adenocarcinomas: (1) mutations in POLE
("ultramutated" phenotype), (2) "high copy number" (mutations in TP53), (3) "low number of
copies " (in which the tumors do not exhibit any of the changes described in the other types)
and (4) tumors with predominance of microsatellite instability. In a small number of patients,
heterogeneous staining is observed in the evaluation protein expression for mismatch repair
genes. Objectives: to evaluate and perform the molecular classifications of cases of
endometrial carcinoma with heterogeneous staining by IHC of proteins related to mismatch
repair genes and comparison of the molecular profile of positive and negative areas in the IHC
study. Cases and Methods: From January/2007 to December/2017 354 cases with EC were
identified, 16 of those with HEP. Molecular classification was made based on the PROMISE
protocol for EC. Each area (retained and lost expression) was macrodissected and molecular
status was evaluated separately regarding MSI status (ldylla), MLH1 promoter methylation
(NGS - cutoff for positivity > 15%), POLE status (NGS) and p53 status (IHC). Clinical and
pathologic variables were also evaluated and correlated with each case. Results:
Endometrioid histology was predominant (15 cases), as absent lymphovascular invasion (11
cases), absence of MELF pattern (10 cases), FIGO Grade 1 and 2 (13 cases), and T1 stage (13
cases). All patients were alive and disease-free at the last follow-up. Two cases that would be
described as retained by IHC presented in the molecular analysis as MSI-H. In HEP cases MSH6

was more frequent (9 cases, 7 isolated). MLH1 was altered in 6 cases, and was the only protein



associated with co-alterations (with MSH6 and PMS2). Six cases were MLH1 methylated,
found both in lost and retained areas. As POLE status, there were 6 mutated cases, 2 of those
with mutations both in lost and retained areas, and 3 the lost area. Two cases had p53
aberrant pattern (MSH6 altered), that was seen both in the retained and in the lost areas.
Conclusion: Correlation between IHC and molecular findings is heterogeneous, and
determination between retained or lost expression of MMR proteins by IHC when HEP occurs,
however feasible, does not represent the actual molecular alterations. Thus, molecular
analysis should be performed every case to adequately determine the intrinsic features of
each tumor. Due to the rarity of this finding, this is financially viable and has the potential to
change clinical practice in a subset of patients. HEP should be reported as a distinct pattern,

and not considered as a synonym expression of retained expression of MMR proteins in EC.
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1. Introducao

O cancer de endométrio é a neoplasia maligna ginecolégica mais prevalente nos paises
desenvolvidos e é o quarto cancer mais comum em mulheres, com cerca de 382 mil casos
novos em 2020 (1). As taxas de incidéncia apresentaram acentuado aumento nas ultimas
décadas, atribuiveis, pelo menos em parte, a epidemia global de obesidade, fator de risco bem
estabelecido para a doenca. Nos Estados Unidos apresenta uma leve incidéncia aumentada
em mulheres brancas em relacdo as mulheres negras, porém observam-se taxa de
mortalidade por 100.000 pessoas de 8,8 em pacientes negras, enquanto em relacdo a todas
as racas foi de 5.0 (2). AlteragGes moleculares consideradas mais agressivas foram
encontradas com mais frequéncia em pacientes negras em relagdo as brancas (3).

No Brasil, a incidéncia foi de 6540 casos em 2020 (4). Embora a maioria das mulheres
com carcinoma endometrial apresentem bom progndstico, aquelas com doenca avancada ou
subtipos mais agressivos apresentam taxas mais altas de recidiva, com maior chance de
complicagdes clinicas, morbidade, e mesmo 6bito relacionado a doenga.

Ha muitas perguntas nao respondidas nos carcinomas endometriais referentes a
diagndstico e tratamento ideais. O tratamento primordial inclui cirurgia, terapias adjuvantes,
estratégias de vigilancia, além de opgdes de preservagao de fertilidade em mulheres jovens.
Existem critérios de estratificagdo de grupos de risco com base no exame anatomopatoldgico,
principalmente em relagdo ao tipo e ao grau histoldgico, capazes de contribuir na orientagao
do tratamento. Apesar dos avangos no diagndstico e classificagdo, ainda é necessario
aprofundar o entendimento da doenga para viabilizar melhores resultados no tratamento (5).

Cerca de 75% das pacientes com cancer de endométrio sdao diagnosticadas nos
estagios iniciais (Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia [FIGO] estadios | ou Il)

e a sobrevida global em 5 anos é de 74-91%. Para mulheres com doenga avanc¢ada (estadios



[ll ou IV) a sobrevida global reduz substancialmente, com resultados de sobrevida em 5 anos
de 5-57% e 20-26% para os estadios Il e IV, respectivamente.

Tradicionalmente os carcinomas de endométrio foram classificados como tipo | ou tipo
I, conforme definido por Bokhman, com base em observacdes clinicas, enddcrinas e
epidemioldgicas. Os tumores do tipo | sdo dependentes de estrogénio e associados a
hiperplasia do endométrio. Os tumores do tipo I, por sua vez, sao independentes de
estrogénio e associados a atrofia do endométrio. Além das caracteristicas bioldgicas, o
carcinoma de endométrio também é classificado de acordo com caracteristicas
histopatoldgicas, com os subtipos mais comuns sendo carcinoma endometrioide, carcinoma
seroso, carcinossarcoma e carcinoma de células claras. Foram observadas correlagdes entre
os subtipos nestes dois sistemas de classificagao: os canceres do tipo | geralmente possuem
padrao histolégico endometrioide e a maioria dos canceres tipo Il s3o serosos e células claras.
Neste sentido, habitualmente ha melhor prognéstico para o tipo | em comparagdo com o tipo
Il. Esta correlagdo, no entanto, carece de aperfeigoamento para o entendimento global de
todas as questdes progndsticas em relacdo a doenca (6).

Existe uma tendéncia em selecionar as pacientes em relagdo ao status linfonodal,
elegendo casos que podem ser submetidos a bidpsia de linfonodo sentinela ou
linfadenectomia expandida. Devido a taxa relativamente baixa de metastases linfonodais,
torna-se questionavel realizagdo da linfadenectomia em todas as pacientes, com utilizagao
crescente no mapeamento de linfonodo sentinela em detrimento de cirurgias mais agressivas.
O objetivo primario do mapeamento é identificar os linfonodos mais expostos ao risco de
metadstase, a fim de limitar procedimentos complexos de linfadenectomia e suas morbidades

associadas (7).



A despeito de toda tentativa de entendimento da complexidade do cancer de
endométrio, torna-se cada vez mais claro que a doenca compreende um grupo de tumores
biologicamente, clinicamente, morfologicamente e geneticamente heterogéneos. As
classificacdes tradicionais ndo consideram inteiramente essa heterogeneidade, com limitacdo
de seu uso como ferramenta progndstica para avaliagdao de resposta a terapia. Neste sentido,
a avaliacdo molecular e gendbmica tém ganhado cada vez mais espaco desde casos mais
iniciais, até em pacientes com doenga mais avangada (8 - 10).

A prépria avaliagdo histologica ja apresenta alguns problemas. As taxas relatadas de
discordancia interobservador na classificacdo do tipo histolégico de carcinoma de endométrio
variam de 10% a 20% e atingem 26% a 37% em tumores de alto grau. Possiveis explicacdes
para tal variabilidade derivam do fato que os critérios morfoldgicos existentes tém
detalhamento insuficiente e nem sempre estao sendo utilizados de forma completa e correta.
Ademais, um tergo dos tumores sao morfologicamente ambiguos e naturalmente dificeis de
serem classificados (11-12).

Frente as dificuldades de classificagdo histoldgica, em 2013 foi publicada a classificagao
molecular do cancer de endométrio pelo Cancer Genome Atlas (TCGA). Estudo de coorte
realizado através de 373 pacientes, obtendo amostras tumorais e DNA germinativo
correspondente, acompanhadas por cerca de 32 meses. Identificaram-se quatro grupos
moleculares de relacionados a caracteristicas clinico-patolégicas e desfecho clinico. A
classificagao proposta desde entdo forneceu uma visdao mais ampla e minuciosa da biologia
desta doenca, trazendo mais ferramentas para avaliar melhor o progndstico e as opgoes
terapéuticas. A classificagdo descreve um novo subconjunto de tumores com mutagdes no
dominio da exonuclease polimerase € (POLE), um fendtipo consequentemente

"ultramutado", com progndstico mais favoravel, independentemente do grau ou histologia do



tumor. Em contrapartida, os tumores classificados como "alto numero de cdpias" estao
associados com um mau progndstico. Os grupos de "instabilidade de microssatélites" e “baixo

nimero de copias" tém uma sobrevida intermedidria, apresentando progndstico
compreendido entre o primeiro e o segundo grupo (8, 12-14).

Os adenocarcinomas de endométrio com alto grau histolégico (grau 3) apresentam
classificagdo molecular peculiar, com evidéncias de serem compostos por uma mistura de
subtipos moleculares de carcinoma endometrial. Além disso, o progndstico destes tumores
baseado na classificagdo molecular é o mesmo em relagdo aos tumores de endométrio de
outras graduagdes. A adigao de marcadores moleculares identifica subgrupos progndsticos,
com potenciais implicagbes terapéuticas (10), potencialmente mais relevante do que apenas
a classificagao morfoldgica.

Com base nas observacdes acima, determinar o grupo molecular em pacientes
diagnosticadas com carcinoma de endométrio é clinicamente relevante, e caso nao haja
limitacdes, deveria ser realizado em todos os pacientes. Para atingir este objetivo de forma
econdmica, testes auxiliares usando tecido tumoral emblocado em parafina podem servir para
direcionar o grupo molecular das neoplasias e separar as pacientes em grupos prognosticos
adequados. Esta analise pode ser viabilizada em bidpsias do endométrio ou na peca cirdrgica
(15).

Propde-se usar um algoritmo que contempla analise mutacional do POLE (exon 9-14),
imuno-histoquimica para p53 e proteinas dos genes de reparo (MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2). Este algoritmo ndo apenas é correlacionado aos resultados clinicos de forma
semelhante a classificacdo do TCGA na andlise univariada e multivariada, mas também foi
capaz de melhorar a estratificagdao progndstica da paciente quando combinado com fatores

de risco clinico-patoldgicos estabelecidos. A principal vantagem de usar essa ferramenta é a



viabilidade potencial, ja que os testes imuno-histoquimicos para p53 e as proteinas dos genes
de reparo ja estdo amplamente disponiveis em laboratérios de anatomia patoldgica (7). A
pesquisa destes anticorpos pela técnica de tissue microarray (TMA) é uma boa alternativa para
estudos cientificos com grandes coortes (16).

De acordo com o trabalho do grupo de Vancouver, os carcinomas de endométrio
podem ser atribuidos a um dos quatro subgrupos do TCGA, o chamado classificador
“PROMISE” (Classificador Proativo de Risco Molecular para Cancer de Endométrio) (9, 10)

Um esquema de classificacdo proposto é ilustrado a seguir (Figura 1.)

Figura 1 - Algoritmo das etapas da classificagdo molecular com o Proactive Molecular Risk
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Legenda: A primeira avaliagdo é a imuno-histoquimica para proteinas dos genes de reparo, permitindo
encaminhamento rapido para pesquisa de cancer hereditario e direcionar decisGes cirlrgicas ou terapéuticas.
Na sequéncia, os tumores sdo avaliados para mutagdes do dominio da exonuclease da polimerase e finalmente,

o estudo imuno-histoquimico para p53.



A avaliagdo do gene POLE é realizado geralmente através de sequenciamento,
considerando as porc¢des dos éxons 9, 13 e 14 ou 9 a 14. A polimerase € (pol €) e polimerase
6 (pol 8) sdo duas das principais replicases de DNA, sendo que a pol 6 replica as fitas principais
e posteriores, enquanto a pol€ se limita a sintese precisa da fita principal. Além da sintese, os
dominios da exonuclease de ambas as enzimas também realizam uma revisao da fita de DNA

em crescimento e corregao de erros inatos ao processo de replicagdo (18).

Para manter a fungdo celular normal, a estabilidade genética deve ser estritamente
controlada. A fidelidade da replicagcdo do DNA é preservada pelas acdes combinadas da
seletividade da base da polimerase, revisdao exonucleolitica 3 a 5 e corregao da
incompatibilidade. Defeitos em qualquer um desses mecanismos de controle facilitardo a
tumorigénese, alimentando o processo reiterativo de mutacao, selecdo e expansao clonal que

impulsiona a progressao do cancer (18).

O status da expressao do sistema de reparo de incompatibilidade é geralmente
avaliado por imuno-histoquimica das quatro proteinas envolvidas: MLH1, PMS2, MSH2,
MSH6. Durante a replicagdo do DNA, microssatélites — sequéncias repetidas de mono ou
dinucleotideos — que sdo amplamente disseminadas em regides codificantes e nao
codificantes do genoma, podem ser suscetiveis a erros que geralmente sdo corrigidos pelo

complexo de reparo de incompatibilidade (19).

A expressdo das proteinas de genes de reparo pode ser heterogénea trazendo grande
dificuldade na interpretagao e classificagdo molecular. Este padrao foi observado em alguns
tumores de endométrio e ha alguns estudos demonstrando a mesma caracteristica em
portadores de cancer colorretal, sendo possivel fazer uma correlacao entre os dois tumores.

Em estudos mais recentes, a perda subclonal (ou heterogénea) pode ocorrer em até 7,2% dos



adenocarcinomas de endométrio (15). Em cancer colorretal, foi observada maior frequéncia
de expressdo heterogénea do MSH6, supondo uma mutacdo frameshift no trato da
policitosina (instabilidade C8) (20, 21).

Dois tipos de heterogeneidade de expressao IHQ, no cancer de intestino, foram observados e
descritos: dreas confluentes de perda de coloracao envolvendo multiplas glandulas adjacentes
(perda zonal), e outro padrdo de variacdo glandular com coloracdo das células fortemente
imunorreativas misturadas com células ndo coradas (perda focal) (22). No nosso estudo,

utilizamos a perda zonal para realizar os testes moleculares, na qual a técnica de

macrodissecgao é plausivel.

Figura 2 — Marcacdo heterogénea das proteinas de genes de reparo
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Possiveis explicacGes para o padrao de coloracdo heterogéneo incluem: (1) expressao
de epitopo varidvel; (2) mutagdo heterogénea de segunda ocorréncia (linha germinativa ou
mutacdes somaticas com a segunda ocorréncia em parte do tumor); (3) acumulo de metilacdo
de MLH1 em areas tumorais selecionadas; (4) terapia adjuvante e neoadjuvante; (5) varidveis
pré-analiticas (ma fixagdo, hipdxia tecidual) e questdes técnicas dos anticorpos utilizados (20-
21). H4 dados sugerindo que mutagdes ndo truncadas e/ou mesmo truncadas dos genes de
reparo podem resultar em atividade funcional prejudicada sem uma perda completa das
proteinas, especialmente de MLH1 (23).

Em avaliagao recente do grupo do Memorial Sloan Kettering Cancer Center, o
pesquisador Robert Soslow cita que uma classificagdo que incorpora caracteristicas
genOmicas e histopatoldgicas para definir subconjuntos biologicamente e clinicamente
relevantes poderia facilitar o desenvolvimento de tratamentos adaptados a subgrupos
especificos de doencas e potencialmente possibilitar a utilizacdo de tratamentos de precisdo
a pacientes com cancer de endométrio (12).

Este projeto avaliou tumores heterogéneos através da classificagdo molecular
proposta pelo TCGA, buscando uma melhor estratificacdo dos carcinomas de endométrio com
expressao heterogénea dos genes de reparo do DNA, visando tratamentos com possiveis
drogas alvo e melhor avaliagdo de progndstico. Estudos em cancer de intestino sugerem que
marcacdes imuno-histoquimicas heterogéneas para proteinas de genes de reparo podem
apresentar alteragdes moleculares distintas, sendo recomendado testes moleculares para
melhor avaliagdo e classificagdo tumoral, principalmente na detecgdo do cancer colorretal nao

hereditario (22).



2. Objetivos

Realizar estudo imuno-histoquimico e classificagdo molecular dos casos de
adenocarcinoma de endométrio com perda heterogénea da expressao das proteinas
de genes de reparo do DNA.

Comparar os achados imuno-histoquimicos e moleculares entre os componentes do
carcinoma de endométrio com expressao heterogénea dos genes de reparo de DNA
(area com proteinas retidas x drea com proteinas perdidas).

Descrever as caracteristicas clinicas das pacientes diagnosticadas com
adenocarcinoma de endométrio com expressao heterogénea dos genes de reparo,
examinando também parametros anatomopatoldgicos dos tumores, perfil imuno-
histoquimico, sobrevida e evolucao da doenca.

Verificar a associagao do perfil molecular dos adenocarcinomas de endométrio com as
caracteristicas clinicas dos pacientes, parametros anatomopatoldgicos das neoplasias

e evolugdo da doenga.
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3. Materiais e métodos

3.1 Casuistica

Foi realizado estudo de coorte retrospectivo com revisao de 640 pacientes com
adenocarcinoma de endométrio submetidos a tratamento cirurgico no A.C.Camargo Cancer
Center, S3o Paulo/SP, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2017. Foram selecionados
418 casos para realizacdo de imuno-histoquimica, e conseguinte, a selecao de 356 pacientes
com resultados completos de todos os marcadores. Foram identificados 16 pacientes com
expressao heterogénea dos genes de reparo do DNA.

Critérios de inclusao:
1. Diagndstico histoldgico original de adenocarcinoma de endométrio;
2. Disponibilidade de material tumoral (blocos de parafina) nos arquivos departamento

de Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo Cancer Center;
3. Estadiamento patoldgico precoce ou tardio;

4, Paciente virgem de tratamento neoadjuvante.

Critérios de exclusao:

1. Histologias nao epiteliais.

2. Neoplasia residual menor que 10 mm, avaliadas tanto em bidpsia histeroscépica ou
pega cirurgica.

3. Reagdo imuno-histoquimica com resultado inconclusivo ou com artefatos pré-

analiticos.
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3.2 Materiais e Métodos

Os dados clinicos e anatomopatoldgicos foram obtidos a partir dos prontuarios
médicos e laudos anatomopatoldgicos disponiveis nos Sistemas de Informagao Eletronica da
Instituicdo (via pesquisa no sistema Recruit/H2TC). Foram obtidos os seguintes dados: registro
geral hospitalar; data do diagndstico inicial; data da cirurgia; data da ultima consulta e/ou
Obito; idade ao diagndstico inicial; tratamentos adjuvantes ou neoadjuvantes (quimioterapia,
radioterapia); recidivas (data e local) locorregionais e a distancia; tempo de seguimento
clinico; estadiamento patoldgico; subtipo histologico; grau histoldgico; invasdo vascular
angiolinfatica e invasdo miometrial tipo MELF (glandulas microcisticas, alongadas e
fragmentadas).

As laminas originais foram coradas pelo método de hematoxilina & eosina (H&E). Os
casos selecionados foram reavaliados e revisados por duas patologistas especialistas em
ginecopatologia (LDBA) (GB). A classificacdo histolégica foi baseada nas recomendacdes da
Classificacdo de Tumores Ginecolégicos da WHO (World Health Organization) (2020) (6).

ApOs a revisdo e classificagdo morfoldgica foi realizada a pesquisa das proteinas de
genes de reparo do DNA por meio de estudo imuno-histoquimico em lamina de um corte bem
representativo do tumor. Em seguida, buscou-se identificar marcagao heterogénea dessas
proteinas, utilizando-se pecas cirdrgicas ou, em casos que a peca ndo estava disponivel, na
bidpsia histeroscopica. As laminas foram macrodissecados para separagao das areas com
perda ou retencdo das proteinas dos genes de reparos do DNA e a amostra de cada uma
dessas areas seguiu para a classificagdo molecular através de pesquisa de instabilidade de
microssatélites (MSI) pela técnica ldylla™, sequenciamento de POLE e pesquisa de metilacdo

do promotor de MLH1 por Next Generation Sequencing (NGS).
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Os resultados foram apresentados em termos de frequéncia em tabelas e graficos.
Varidveis continuas foram apresentadas como medianas e varidveis categdricas apresentadas
como frequéncia absoluta e porcentagens. A anadlise estatistica, quando necessdria, foi
realizada por meio do programa SPSS 23.0 para Windows. Para andlise de varidveis categoricas
e proporgdes entre grupos foram utilizados o teste qui-quadrado e os testes de Mann Whitney
e teste T de Student quando aplicavel. As andlises de sobrevida foram realizadas pelo método

de Kaplan-Meier com utilizagdao do teste logrank para calculo.

3.3 Genes de reparo

Reacbes de imuno-histoquimicas foram realizadas mediante os seguintes marcadores:
MSH2 (G219-1129-Cell Marque/Ventana), MSH6 (SP93 —Ventana), MLH1 (M1 — Ventana) e
PMS2 (A16-4 — Ventana).

As reacdes foram realizadas no sistema automatizado Ventana BenchMark XT
(Ventana Medical Systems) seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, as laminas
foram desparafinizadas utilizando a solugao EZprep (cat. 950-102, Ventana Medical Systems,
Inc., Tucson, AZ, USA). A recuperacdo antigénica foi feita com os reagentes cell conditioning 1
(cat. 950-224, Ventana Medical Systems, Inc.) ou cell conditioning 2 (cat. 950-223, Ventana
Medical Systems, Inc.) a 95°C. A especificacdo do kit de deteccdo, recuperacdo e diluicdo de
cada anticorpo esta descrito na tabela 1. Apds o ensaio de imuno-histoquimica, as laminas
foram montadas com meio de montagem Entellan (cat. 107961, Merck) e entregues para

avaliagdo histopatoldgica.



Tabela 1 - Imuno-histoquimica e especificagdo de cada reagente
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Anticorpo Catalogo Empresa | Diluigao Protocolo Kit de detecgdo Controle
anti-P53 800-2912 ROCHE AB pronto parauso | 60 min CC1 + 32AB | Ultraview Ovario
anti-MLH1 760-5091 ROCHE AB pronto parauso | 80 min CC1 + 32AB | Optiview Endométrio
anti-MSH2 760-5093 ROCHE AB pronto parauso | 80 min CC1 +44AB | Optiview Endométrio
anti-MSH6 760-5092 ROCHE AB pronto parauso | 80 min CC1 + 40AB | Optiview Endométrio
anti-PMS2 760-5094 ROCHE AB pronto parauso | 92 min CC1 + 32AB | Optiview Endométrio

As reagdes sempre estavam acompanhadas de controle positivo, em tecido

sabidamente positivo para o anticorpo testado. A leitura das laminas foi realizada em

microscopio Optico comum e os resultados classificados em relagdo a positividade,

negatividade e heterogeneidade.

3.4 P53

A pesquisa do antigeno p53 (DO-7-Ventana) foi realizada mediante o dispositivo

técnico chamado de “Tissue Microarray” (TMA) (Beecher Instruments, Silver Springs, EUA).

Para construgdao do TMA o patologista selecionou nas laminas de rotina as areas do tumor a

serem amostradas nos blocos de parafina, dos quais foram confeccionados 4 blocos originais

da casuistica de 418 casos. Foram obtidos dois cilindros de 0,6 mm da area tumoral

posteriormente montados em um novo bloco de parafina com posicao bidimensional

separada por espago de 0,2 mm, determinada e gravada pelo equipamento. A partir deste

novo bloco foram preparados cortes histoldgicos em 4 laminas de diferentes niveis do TMA,

separados por pelo menos 125um de distancia entre dois cortes e garantindo amostras
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celulares diferentes para cada tumor. Essas laminas foram avaliadas por imuno-histoquimica,
conforme descricdo prévia da técnica. A leitura das laminas foi realizada em microscépio
Optico comum e os resultados classificados em relagao a positividade focal ou difusa, ou ainda,
negatividade. Nos casos que forem negativos para p53 foi realizada reagao em uma lamina

inteira do tumor para confirmar o padrao de marcagao da proteina.

3.5 POLE

A pesquisa de mutacdo do gene POLE foi realizada por sequenciamento de amplicons
através de NGS (next generation sequencing). Para isto, foram utilizados 3 pares de primers
capazes de amplificar as regiGes de interesse do gene POLE (éxons 9 a 14, cédons 286, 297,
411, 456 e 459). O DNA das amostras tumorais foi submetido a reacdes de PCR multiplex
utilizando a enzima QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, seguindo o protocolo do fabricante.
Os produtos das reagdes de PCR foram avaliados em gel de agarose, e o volume restante foi
utilizado para construgao das bibliotecas de amplicon com o kit lon Plus Fragment Library
(Thermo Fisher), de acordo com as instrucdes do fabricante. As etapas de PCR em emulsdo
(ePCR) e sequenciamento foram realizadas com os kits lon PI™ Hi-Q™ OT2 200 Kit, lon PI™ Hi-
Q™ Sequencing 200 Kit e lon PI™ Chip Kit v3, seguindo as instrugdes do fabricante. Os dados
gerados pelo sequenciador lon Proton foram analisados com as ferramentas Torrent Suite e
Variant Caller. Os critérios para a chamada de variantes foram de cobertura minima de 500

vezes e frequéncia da variante de pelo menos 2%.

3.6 Metilagao do promotor MLH1
A andlise de metilagdao do promotor do gene MLH1 foi realizada por sequenciamento

de nova geragao apds conversao do DNA tumoral por bissufilto de sédio. Esta técnica envolve
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o tratamento de DNA com bissulfito de sddio, que converte citosinas (C) ndo metiladas em
uracilas (U). As C metiladas permanecem inalteradas apds o tratamento. Uma vez convertido,
o perfil de metilacdo do DNA pode ser determinado através de PCR seguida por alguma
metodologia de sequenciamento de DNA quantitativa. Durante a reagao de PCR a uracila é
substituida pela timina. O DNA convertido pode entdo ser analisado por sequenciamento,
sendo que a conversao de C para T significa citosina ndo-metilada enquanto C que permanece
Csignifica citosina metilada. Neste estudo, utilizamos como metodologia o NGS na plataforma
lon Proton (Thermo Scientific).

Para isto, inicialmente delimita-se a regido do promotor de MLH1 a ser analisada entre
as posicoes -209 a -181 do local de inicio da transcricdo do gene, regido de 264 pares de bases
gue apresenta 5 dinucleotideos CpGs e é avaliada em kits comerciais validados para avaliacdo
de metilagdo neste gene (kit PyroMark Q24 CpG MLH1 — Qiagen). Primers especificos para
amplificar esta regidao foram desenhados, considerando a sequéncia convertida da regiao
(MLH1_met_F: AGGTTATAAGAGTAGGGTT; MLH1_met_R2: AACCYAACTTATATACCTCTACT).

Para a reagdo de conversdo por bissulfito de sédio, 20ul de DNA do tumor (tecido
congelado a fresco ou FFPE) (sendo a concentracdo final de aproximadamente 50 ng totais)
foi tratado com o kit EZ DNA Methylation-Gold (ZYMO RESEARCH), seguindo o protocolo do
fabricante. O DNA convertido foi submetido a reacao de PCR conforme o protocolo das tabelas
2 e 3. Os produtos das reagdes de PCR foram avaliados em gel de agarose. Um exemplo do

padrao de amplificagao obtido é mostrado na Figura 3.



Tabela 2 - Concentragdes padronizadas da PCR para analise de metilagao no gene MLH1.

Protocolo Platinum - PCR Volume
H20 20,55 ul
Buffer TAQ HF 10x 3ul

MgS04 50mM 1,2 ul
dNTP 10mM 0,6 ul
Primer Forward 10 mM 0,5 ul
Primer Reverse 10 mM 0,5 ul
Taq High-fidelity 1U/uL 0,15 ul
DNA convertido 10ng/ul 3,5 ul
Volume final 30ul

Tabela 3 -Protocolo de ciclagem da PCR para analise de metilagao no gene MLH1.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C m 1x
94°C 30s 1x

N2 0,2°C5:c(a:1da ciclo 30s 40x
68°C 1m 1x
68°C 10m 1x

4°C oo

Legenda: m - Minutos; s - Segundos; x - Quantidade de ciclos.
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Figura 3 - Teste de amplificacdo de regides alvos do gene MLH1.

Legenda: Amplificacdo de regides alvos do gene MLH1 em diferentes tipos de amostras. (1). Ladder (Marcador
de peso molecular); (2,3,4). Amostras de DNA de parafina; (5). Amostra de DNA de saliva; (6). DNA controle

positivo (Metilado); (7) Controle negativo.

Apds a confirmacdo de amplificacdo por analise em gel de agarose, o volume restante
da reacdo de PCR (25ul) foi utilizado para construcdo das bibliotecas de amplicon com o kit
lon Plus Fragment Library (ThermoFisher), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para o
sequenciamento, a etapa de PCR em emulsdo (ePCR) foram realizadas com o lon PI™ Hi-Q™
OT2 200 Kit. Por fim, o sequenciamento foi realizado utilizando o lon PI™ Hi-Q™ Sequencing
200 Kit, juntamente com o lon PI™ Chip Kit v3.

Apds o sequenciamento, foi utilizado o software CLC para a analise da metilacdo nos
dinucleotideos CpG (Figura 4). As sequéncias geradas foram mapeadas na referéncia
convertida da regido utilizando o software CLC Genomics Workbench. As frequéncias das
bases C e T de quatro citosinas CpGs e de trés citosinas controles (ndo CpGs) foram anotadas

e foi considerada a média entre os quatro CpGs de menor desvio. A conversao por bissulfito
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de sddio foi considerada eficiente quando a média da frequéncia de bases C na regido das trés
citosinas controles é <2%. As amostras foram consideradas positivas para metilagao de MLH1

guando a média da frequéncia de bases C na regido das 4 citosinas CpGs foi >15%.

Figura 4 - Exemplos de resultados para andlise metilacdo de regides CpGs em MLH1.

a. tn gs b. ¢ tks C. s chs
-Cl-Gtt-tt-g-L-G t-c-Gtt-tt-g-C-G teLlG-t--tet-t-g-Ll-G
C-GTT-TT-G-|-G- T-Ll-GTT-TT-G-T|-G T-c‘-G-T--T-T-T-G-:-G
“F-GTT-TT-G-[I|-G T-E-GTT-TT-G-[|-G T-PFG-T--T-T-T-G-{}-6
“F-GTT-TT-G-ff]-G T-Ll-GTT-TT-G-C-G T-PkG-T--T-T-T-6-L}-6
“Fl-GTT-TT-G-ff]-G T-Ll-GTT-TT-G-C-G T-PRG-T--T-T-T-G-[}-G
“Fl-GTT-TT-G-ff]-G T-Ll-GTT-TT-G-C-G T-pRG-T--T-T-T-6-£.G
“F-GTT-TT-G-ff]-G T-f|-GTT-TT-G-[|-G T-LRG-T--T-T-T-G-(|-6
“F-GTT-TT-G-ff-G T-F-GTT-TT-G-f-G T-LkG-T--T-T-T-G-}-G
“Fl-GTT-TT-G-ff]-G T-b-GTT-TT-G-TT-G T-PkG-T--T-T-T-G-[|-G
“F[-GTT-TT-G-I[-G T-F-GTT-TT-G-[|-G T-L}G-T--T-T-T-G-f-G
-fl-61T7-TT-G-[]-G T-F-GTT-TT-G-f|-6 T-L}G-T--T-T-T-G-ClG

Legenda: A - RegiGes de CpGs ndo metilados; B - Regides de CpGs parcialmente metiladas; C - Regides de CpGs

totalmente metilados. Fonte: Software CLC Genomics WorkBench 6.

3.7 Analise de Instabilidade de Microssatélite

A avaliacdo de instabilidade de microssatélites (MSI) foi realizada em amostras
tumorais em FFPE através do ensaio Idylla™ MSI. Este teste realiza uma analise qualitativa
pela detec¢ao de um painel de sete biomarcadores microssatélites monomorficos para
determinagao de MSI (ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RTR3, SEC31A e SULF2). O ensaio foi
realizado de forma automatizada de acordo com o protocolo do fabricante, a partir do
raspado de oito cortes das amostras de tumor FFPE de cada drea positiva e negativa, sem a
necessidade de extracdo de DNA prévia. O raspado do tecido tumoral foi adicionado
diretamente no cartucho do teste e, depois de inserido no equipamento, as etapas de

liberacdo do DNA, amplificacdo por PCR e deteccdo dos alelos por high resolution
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melting ocorreram todas automaticamente dentro do cartucho. Os resultados do ensaio sao
classificados em: amostras estaveis ou MSS (>6 marcadores apresentam estabilidade);

amostras com instabilidade ou MSI-high (>2 marcadores apresentam instabilidade).
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4. Resultados

Foram revisados 640 casos de adenocarcinoma de endométrio, com consequente
selecdo de 418 amostras para realizacdo de estudo imuno-histoquimico. Destes, foram
selecionadas 356 pacientes para revisdao do presente estudo. Os dados foram retirados dos
laudos pré-existentes, e foram revisados para classificagao histolégica, confirmagao da

marcacgao dos genes de reparo e analise de p53.

4.1 Andlise de frequéncia

Na analise de frequéncia, a média de idade foi 61,4 anos (minimo: 28; maximo 92). A
histologia endometrioide foi predominante (278 casos — 78,1%), seguidos por carcinomas
serosos (40 casos — 11,2%) e de células claras (8 casos — 2,2%). Houve, ainda, classificacdo em
carcinomas mistos (14 casos — 3,9%), sendo mais frequente a associacdo entre histologia
endometrioide e serosa (8 casos — 2,2%), seguido de endometrioide e células claras (6 casos
—1,7%). Por fim, ainda houve 16 casos (4,4%) desdiferenciados/indiferenciados. Em relagdo
ao tipo de metaplasia (147 casos) encontrada nos tumores endometrioides, 88 (24,7%)
apresentavam diferenciacdo escamosa, 35 (9,8%) mucinosa e 24 (6,7%) escamosa e mucinosa
concomitante.

O grau histoldgico foi avaliado através do grau da FIGO em |, Il e lll, sendo que no grau
lll, foram incluidos os carcinomas endometrioides grau Ill, seroso, células claras e
desdiferenciados/indiferenciados (para fins estatisticos). A frequéncia dos tumores de baixo
grau (I e Il) foi de 252 casos (70,8%) e alto grau (lll) foi de 104 casos (29,2%).

A maioria dos casos (252 — 70,8%) apresentava neoplasia restrita ao endométrio ou
invasdo miometrial menor que 50%, enquanto infiltracdo maior que 50% corresponderam a

94 casos (26,4%) e infiltracdo da serosa a 10 casos (2,8%).
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Invasdo angiolinfatica (IVL) foi encontrada em 128 casos (36%) e invasao tipo MELF
(microcistyc elongated fragmented glands) em 68 (19,1%) casos avaliados em histologia
endometrioide. O acometimento de anexos uterinos, um evento pouco frequente, estava
presente em 35 pacientes (9,8%).

A avaliagdo de linfonodos foi realizada através da pesquisa de linfonodo sentinela e/ou
linfadenectomia. Linfadenectomia exclusiva foi o evento mais frequente, realizada em 198
pacientes (55,6%), linfadenectomia associado a pesquisa de linfonodo sentinela em 67
pacientes (18,8%), linfonodo sentinela exclusivo em 37 casos (10,4%). Cinquenta e quatro
(15,2%) pacientes nao realizaram pesquisa de linfonodos. Foi encontrado um total de 63
(17,7%) pacientes com linfonodos positivos. Dentre as pacientes com linfonodos sentinelas
avaliados, 17 (4,8%) se apresentavam positivas, sendo que a maioria apresentava
micrometdstase (8 — 2,2%), seguido por 5 (1,4%) casos com células tumorais isoladas (ITC) e 4
(1,1%) casos com macrometdastase. A maioria das metastases (11 — 3,1%) foi diagnosticada
por imuno-histoquimica (AE1AE3 — clone (AE1AE3/PCK26-Ventana).

O estadiamento patoldgico foi avaliado pelos critérios da Federagdo Internacional de
Gineco-Oncologia. O estagio IA foi o mais frequente, com 162 pacientes (45,5%). Em relagdo
ao tratamento adjuvante, 215 pacientes (60,4%) receberam algum tipo de tratamento
adicional, como braquiterapia, radioterapia externa ou quimioterapia, exclusivas ou
concomitantes, sendo mais frequente braquiterapia (181 — 50,8%), seguida de radioterapia
externa (133 — 37,4%) e quimioterapia (104 — 29,2%).

A situagdo vigente mais comum foi de pacientes vivos sem evidéncia de doencga (283 -
79,5%), seguido por vivo com evidéncia de doenca (18 casos — 5,1%) e uma (0,3%) paciente
viva com status desconhecido da doenca. Obito pela doenca ocorreu em 38 pacientes (10,7%)

e Obito por outras causas sem evidéncia de doenca, em 16 pacientes (4,5%). A maioria das
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pacientes ndo sofreu recaida da doenca, embora um nimero consideravel de pacientes ainda

tenha apresentado recidiva (66 paciente -18,5%).

4.2 Analise univariada

Foi realizada analise univariada por meio de teste de hipdteses (qui-quadrado) para
avaliagdo da relagdo entre algumas variaveis. Com relagdo a invasdo angiolinfatica (IVL) e
deficiéncia das proteinas dos genes de reparo do DNA houve significancia estatistica para a
interacdo (valor p = 0,004). Demonstrou-se que 48% dos casos com deficiéncia de expressdo
apresentam IVL (48/128), enquanto 31,6% dos casos com genes de reparo proficiente,
apresentam IVL (80/128).

A mesma relagdo foi feita com o padrao de infiltragdo MELF, um valor p=0,02.
Observou-se que 28,3% das pacientes com perda de genes de reparo tinham MELF (28/67),
ao passo que a presenca de MELF com genes de reparo mantido foi de 15,4% (39/67).

Em relagdo as demais varidveis testadas (comprometimento de anexos uterinos, grau
da FIGO, profundidade de infiltragdo do miométrio e comprometimento de linfonodos
pélvicos), também foi realizado o teste de hipdteses, em relacdo a perda da expressdo das
proteinas de genes de reparo, porém nao houve significancia estatistica para as interacdes.

Estes resultados podem ser encontrados na tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliagdo da interagdo entre varidveis em relagao a presenga de genes de
reparo deficientes.

Variavel Categoria N (%) Valor p
IVL Presente 48 (48%) 0,003
Ndo detectada 52 (52%)
MELF Presente 29 (33%) 0,005
Ausente 59 (67%)
Linfonodo positivo Presente 23 (27,1%) 0,101
Ausente 62 (72,9%)
Anexos Presente 92 (92%) 0,468
comprometidos Ausente 8 (8%)
Grau FIGO G1/G2 64 (64%) 0,078
G3 36 (36%)
Invasao do <50% 67 (67%) 0,326
miométrio
>50% 33 (33%)

Legenda: IVL (invasdo angiolinfatica; MELF (microcistyc elongated fragmented glands), G (grau).

Também foi realizada andlise univariada por meio de teste de hipdteses (qui-
quadrado) com relagdo ao padrdo de expressao aberrante de marcagdo com p53, havendo
significancia estatistica na correlagdo com grau da FIGO, profundidade de invasdao do
miométrio, presenga de invasao vascular e comprometimento de anexos uterinos. Nao
houve significancia estatistica na interagdo com o comprometimento de linfonodos. Os

dados detalhados sdo mostrados na tabela 5.



Tabela 5 - Avaliagdo da interagdo de varidveis em relagao ao p53 padrao aberrante.

Variavel Categoria N (%) Valor p
Grau FIGO G1/G2 12 (24,5%) <0,0001
G3 37 (75,5%)
Invasdo do <50% 28 (57,1%) 0,024
miométrio
>50% 21 (42,9%)
IVL Positivo 26 (53,1%) 0,007
N3o detectada 23 (46,9%)
Anexos Presente 14 (28,6%) <0,0001
comprometidos
Ausente 35(71,4%)
Linfonodos Presente 10 (23,8%) 0,621
positivos
Ausente 32(76,2%)

Legenda: IVL (invasdo angiolinfatica), G (grau).
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A perda completa da expressao das proteinas dos genes de reparo do DNA em pelo

menos um dos marcadores ocorreu em 100 casos (28,1%). A alteragdo mais frequentemente

encontrada foi a perda de expressdo da dupla PMS2 e MLH1 (62 casos — 17,4%), seguindo pela

dupla MSH2 e MSH®6 (28 casos — 7,9%). Perda isolada de uma das proteinas ocorreu em 14

casos (4%) para MSH®6 e 8 casos (2,3%) para PMS2 (Figura 5).
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Figura 5 - Perda completa de proteinas dos genes de reparo

Legenda: Auséncia de marcagdo nas proteinas dos genes PMS2 (a esquerda) e MLH1 (a direita), controle interno

positivo nos linfdcitos. Coloragdo imuno-histoquimica aumento 20x

Em relagdao a expressdao do p53, o padrao aberrante estava presente em 49 casos
(13,8%). Trinta e nove (11%) deles apresentavam expressao forte e difusa e 10 (2,8%) padrao
null (totalmente negativo). Em contrapartida, o padrao ndo aberrante, com expressao fraca e
focal dos nucleos, foi observado em 307 pacientes (86,2%). Sete pacientes apresentaram de
forma concomitante perda das proteinas dos genes de reparo e p53 padrdo aberrante, mais
comumente a perda de MSH6 (4 casos) e a histologia predominante endometrioide.

As andlises de sobrevida foram realizadas pelo método de Kaplan-Meier com utilizagao
do teste logrank para calculo, com avalia¢do de sobrevida em 5 anos (60 meses) como padrao.
A analise de sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 85,9% (Figura 6). A curva de sobrevida
global relacionada a expressao de genes de reparo deficiente foi de 85,8% (Figura 7). Outro
dado relevante foi a curva de sobrevida global associada a expressao aberrante do p53, com
indice de 70,5%, um pouco menor quando comparada a perda da expressdao dos genes de
reparo (Figura 7). Notou-se que em relacdo aos dados descritos no TCGA sobre avaliacdo do
progndstico segundo cada fendtipo molecular, a curva de sobrevida relacionada aos

marcadores moleculares apresentou semelhan¢a com o fenétipo alto nimero de cépias e
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instabilidade de microssatélites, com sobrevida menor e intermedidria, respectivamente. Ara

curva de sobrevida de pacientes sem perda de genes de reparo (fenétipos ultramutado e

baixo nimero de cépias) ndo foi avaliada separadamente na nossa casuistica.

4.3 Analise de curvas de sobrevida

Figura 6 - Curva de sobrevida global.
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Figura 7 - Curva de sobrevida global em relagao as varidveis moleculares.
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Ainda, sobre as analises de curvas de sobrevida global associada as varidveis clinico-
patolégicas, observamos reducdo de sobrevida com valor de p apresentando significancia
estatistica nas associacdes com grau da FIGO, invasdo miométrio, invasdao angiolinfatica,

comprometimento de anexos e linfonodos positivos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Taxas de sobrevida global em relagao as variaveis clinico-patoldgicas.

Variavel Status Sobrevida 5 anos Valor p
Grau FIGO G1/G2 91,8% <0,0001
G3 72,5%
Invasao do <50% 92,9% <0,0001
miométrio
>50% 70,8%
Invasao serosa 50%
IVL Ausente 92,4% <0,0001
Presente 74,9%
Anexos Ausente 89,8% <0,0001
comprometidos
Presente 50,7%
Linfonodos Ausente 94,3% <0,0001
positivos
Presente 64,4%
MELF Ausente 89,8% 0,66
Presente 92,3%

Legenda: IVL (invasdo angiolinfatica; MELF (microcistyc elongated fragmented glands), G (grau)

4.4 Estatistica dos casos com marcag¢ao heterogénea

Nos casos revisados, foram encontradas 16 (4,4%) pacientes com marcag¢do imuno-
histoquimica de padrao heterogéneo para as proteinas dos genes de reparo do DNA. Estes
casos foram submetidos a andlise molecular das duas areas (proficiente e deficiente para
genes de reparo). A porcentagem tumoral de cada area macrodissecada variou de 60-90%.
Dentre todos os casos selecionados para avaliagdo molecular, 15 apresentavam expressao
preservada em todos os genes de reparo, com marcagao subclonal (heterogénea) em algum

dos genes. O caso 15, teve deficiéncia completa dos marcadores PMS2 e MLH1, além da perda
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subclonal do MSH6. A perda subclonal mais frequentemente observada foi do MSH6 (9 casos
— 56,25%), sendo 6 casos de forma isolada, além do caso 13 que foi associado a marcacao
heterogénea do MLH1 e o caso 15, associado a perda completa da dupla PMS2 e MLH1 (Figura

8, 9 e 10). A tabela 7 detalha os dados moleculares de cada caso.

Figura 8 - Marcacdo heterogénea do MLH1

Caso 12: Area rica em linfécitos peritumorais e perda da expressdo da proteina MLH1. Fenédtipo baixo nimero

de cdpias. Coloragdo imuno-histoquimica aumento 20x .

Figura 9 - Marcacdo heterogénea de MSH6

Caso 14: Paciente com histologia endometrioide, e metilagdo de MLH1 na regido negativa. Coloragdo imuno-

histoquimica e HE aumento 20x.
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Figura 10 - Marcacdo heterogénea de MSH6.
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Caso 15: Instabilidade de microssatélites e metilagdo do promotor MLH1. Coloragdo imuno-histoquimica

aumento 20x.

Tabela 7 — Dados moleculares dos casos com expressao heterogénea.

Caso GR Expressdao Idylla Metilacao POLE p53
subclonal = IHQ (4rea) MLH1
1 MSH2 Positiva MSI Metilado Selvagem Selvagem
44.8%
Negativa MSI Metilado Selvagem Selvagem
31,5%
2 PMS2 Positiva MSS Metilado Selvagem Selvagem
31,3%
Negativa MSS Metilado Selvagem Selvagem
39,7%
3 MLH1 Positiva MSS  N3ao metilado | C857C>G;p.P286R  Selvagem
27%
Negativa MSS  Nao metilado | C857C>G;p.P286R | Selvagem
25%
4 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Positivo
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Positivo
5 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
6 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem

Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
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7 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
8 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
9 PMS2 Positiva MSS Metilado c857C>G;p.P286R | Selvagem
MLH1 88,8% 39%
Negativa MSS Metilado c857C>G;p.P286R | Selvagem
88,1% 36%
10 MLH1 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
11 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
12 MLH1 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
13 MSH6 Positiva MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
MLH1
Negativa MSS | Nao metilado Selvagem Selvagem
14 MSH6 Positiva | Falhou | Ndao metilado Selvagem Positivo
Negativa | Falhou Metilado Selvagem Positivo
34,8%
15 MSH6 Positiva MSI Metilado Selvagem Selvagem
(PMS2 28,8%
MLH1
deficient
e)
Negativa MSI Metilado Selvagem Selvagem
62,9%
16 PMS2 Positiva MSS Metilado c.1231G>T 8% Selvagem
16,9% V411L
Negativa MSS Falhou c.1231G>T 22% Selvagem

V411L

Legenda: GR (genes de reparo); MSS (Estabilidade microssatélites), MSI (instabilidade microssatélites)
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Dois dos 16 casos estudados apresentaram instabilidade de microssatélites em ambas
as areas (proficiente e deficiente), com 5 biomarcadores com mutac¢do no caso 1 (BTBD7,
DIDO1, MRE11, SEC31A E SULF2), além de metilacdo em MLH1. No caso 15, que apresentou
instabilidade de microssatélites, havia alteracdo nos 7 biomarcadores (ACVR2A, BTBD7,
DIDO1, MRE11, RTR3, SEC31A e SULF2), e presenca de metilagio em MLHI1. O caso 14
apresentou falha na reacao Idylla em ambas as dreas.

A metilacdo do promotor de MLH1 estava presente em 6 casos, sendo que 4 pacientes
apresentavam a metilagdo em ambas as areas. Ocorreu falha na reagao de metilagdo no caso
16. Amutagao do gene POLE foi encontrada em 3 casos, avaliando-se individualmente as areas
proficientes e deficientes para genes de reparo, sendo que em todos os casos, a mutacao
estava presente em ambas as areas. Ainda, houve concomitancia de mutacdo em POLE e
metilacdo em MLH1 nos casos 8 e 16 (parcialmente). Na figura 11 apresentamos exemplo de

mutag¢ao p.P286R no gene POLE, encontrada na amostra 3.
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Figura 11 - Deteccdo da mutacdo somdtica c.857C>G; p.P286R no gene POLE

I 1
i qi313 qi32 qla.l qidz q143 ais q21.1 q212 q21.31

41bp
133.253.180 bp 133.253.130 b
| |
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Legenda: Imagem do software IGV demonstrando as leituras obtidas por NGS de amplicon, destacando a posi¢do

da mutagdo na qual a troca gendmica G>C é observada em 27% das leituras (o gene POLE é codificado na fita

menos, e a troca no DNA codificante é C>G).

Ainda, referente aos casos com marcacdao heterogénea, a tabela 8 demonstra as

informacdes de revisao histoldgica e seguimento clinico das 16 amostras.
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Tabela 8 - Dados histolégicos e clinicos dos 16 pacientes com marcacdo heterogénea da

expressao proteinas relacionadas aos genes de reparo do DNA.

Caso Histologia IVL MELF Grau | IVM | LND EP Adj Status
1 CE Positiva | Negativa 3 | >50% 0/44 T2 RT VD
2 CE Negativa Negativa 1 | <50% 0/2 T1A RT VD
3 CE Positiva | Positiva 3 >50% 0/61 Ti1B RT VD
4 Seroso Negativa NA 3 <50% 0/48 T1A VD
5 CE Negativa Negativa 1 <50% 0/59 TI1A VD
6 CE Negativa Negativa 1 <50% 0/4 T1A VD
7 CE Negativa | Negativa 1 <50% 0/2 T1A VD
8 CE Negativa  Positiva 1 <50% -- T1A VD
9 CE Negativa Negativa 1 <50% 0/14 T1A BT VD

10 CE Positiva | Positiva 2 <50% 0/89 TiB BT/RT VD
11 CE Negativa Negativa 1 <50% 0/32 TiB BT VD
12 CE Negativa Negativa 1 <50% 0/44 T1A VD
13 CE Negativa = Negativa 1 | <50% 0/2 T1A VD
14 CE Negativa | Negativa 1 | <50% 0/20 T1A BT VD
15 CE Positiva | Positiva 1 <50% 12/8 T1A  BT/RT/ VD
4 QT
16 CE Positiva | Positiva 2 | >50% 2/19 THIC1 @ BT/RT @ VDes

Legenda: IVL: invasdo vascular; IVM: invasdo miométrio; LND: linfonodo; EP: estadiamento patolégico; ADJ:

adjuvancia; CE: carcinoma endometrioide; RT: radioterapia; BT: braquiterapia; QT: quimioterapia; VD: Vivo sem

evidéncia de doenca; VDes: vivo com status da doenga desconhecido.
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5. Discussao

Os subgrupos moleculares propostos pelo TCGA foram fundamentais na evolucdo do
modelo dualistico de Bokhman para um sistema mais refinado e de base molecular. As
recomendacdes de tratamento adjuvante provavelmente sofrerdo um impacto significativo
com a adogao da classificagdo molecular integrada do cancer de endométrio. Atualmente, a
terapia adjuvante tem sido cada vez mais adaptada a fatores progndsticos em uma tentativa
de evitar o tratamento excessivo e selecionar mulheres para tratamento adjuvante que
causardo reducdo clinicamente relevante no risco de recorréncia (24, 25).

Existe uma proposta de classificagdo bindria nos carcinomas de endométrio,
incorporando as quatro subcategorias genémicas propostas pelo TCGA, em dois subtipos:
baixo grau (tumores grau 1 e 2) e alto grau (tumores grau 3). Essa classificacdo morfoldgica e
molecular pode ser realizada em espécimes de bidpsia histeroscépicas, assim como de pecas
cirargicas. Essa subclassificagdo pode auxiliar na pratica clinica, independente de outras
varidveis que também implicam em progndstico (26).

Caracteristicas morfolégicas podem auxiliar e predizer qual fenétipo molecular a
neoplasia ird exibir. No fenétipo ultramutado se observam frequentemente caracteristicas
como idade precoce, morfologia ambigua e infiltrado inflamatdrio proeminente (Figura 12). O
fendtipo de instabilidade de microssatélites, em geral, apresenta metaplasia mucinosa e
infiltrado inflamatério proeminente (Figura 13). O fendtipo de baixo numero de cdpias
apresenta morfologia endometrioide, baixo grau e abundante metaplasia escamosa (Figura
14). O fendtipo de alto nimero de cdpias, por sua vez, exibe um padrao seroso-like, com

papilas proeminentes e atipia citoldgica intensa (Figura 15) (14).



36

Figura 12 - Fendtipo ultramutado

Legenda: Mutagdo em POLE com infiltrado inflamatério proeminente e morfologia ambigua. Coloragdo HE

aumento 20x.

Figura 13 - Fendtipo instabilidade microssatélites.

Legenda: Associado a perda dos genes de reparo, com infiltrado inflamatério proeminente e metaplasia

mucinosa. Coloragdo HE aumento 10x/20x
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Figura 14 — Fendtipo baixo niumero de cdpias.

Legenda: Carcinoma endometrioide com invasdo do miométrio e diferenciagdo escamosa. Coloragdo HE

aumento 20x/4x

Figura 15 — Fendtipo alto nimero de cdpias.
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Legenda: Histologia de carcinoma de endométrio tipo seroso, com marcagdo padrdo aberrante do p53.

Coloragdo HE e imuno-histoquimica aumento 20x.

O padrao de infiltracdo tipo MELF foi descrito como invasdo por um Unico ou pequeno
grupo (trés ou menos) de glandulas com contornos irregulares com ou sem resposta estromal
(27-28). Este padrdo de invasdo indica mau progndstico, pois esta associado a maior indice de
invasdo angiolinfatica e recorréncia tumoral. Esta associada a expressdao aumentada de

marcadores de células-tronco (CD44 e CD133) e com perda de receptores de estrogénio,
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progesterona e E-caderina (29). O padrdao MELF foi avaliado em todos os casos com morfologia
endometrioide, havendo correlacdo com a perda da expressdo das proteinas dos genes de

reparo, em andlise que apresentou significincia estatistica. Esta é uma caracteristica

importante de ser avaliada nas pecas cirurgicas de histerectomias (Figura 16).

Figura 16 — Invasao angiolinfatica e padrao de infiltracdao tipo MELF.
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Legenda: Presenga de glandulas tumorais ocupando espagos cisticos nas traves do miométrio com infiltrado

linfocitario perilesional. Coloragdo HE aumento 10x/20x.

Ademais, observa-se que existe correlacdo entre morfologia, subtipos moleculares e
progndstico. Em consonancia com outros estudos (30, 31), o subtipo morfolédgico seroso, com
fendtipo molecular alto nimero de cdépias (p53 padrdao mutado), apresentou significancia
estatistica na anadlise univariada para invasao do miométrio mais profunda, grau da FIGO mais
elevado, presenca de invasao angiolinfatica e comprometimento de anexos. Estes fatores sao
concorrentes, conforme observado, em uma sobrevida global inferior em comparagao com
outros subgrupos moleculares e gendmicos. E importante observar que a histologia se alinha

com o status do p53 e que existem estudos que mostram alta concordancia (95%)
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interobservador nos diagndsticos morfolégicos. Nestas evidéncias, a quimioterapia tem se
mostrado eficaz nesses subtipos (32).

Uma marcagao que pode ser observada em coloragao imuno-histoquimica do p53 é a
expressao subclonal, assim como ocorre com as proteinas dos genes de reparo. Essa marcagao
pode variar de 5,1% a 8,2% dependendo do estudo. A morfologia ndo foi capaz de predizer
esses casos, que geralmente estdo associados a histologia endometrioide, nao representando
um pior progndstico (32). Nosso estudo nao foi capaz de avaliar essa subclonalidade, uma vez
gue realizamos a marcacao de p53 na maioria dos casos, em blocos de TMA.

Em relacdo as curvas de sobrevida global, também, em nossa amostra, manteve-se
consonancia com a literatura (33, 34). Caracteristicas classicamente de mau progndstico
guardaram significancia estatistica quando avaliadas as curvas de sobrevida. Grau da FIGO,
invasdao do miométrio > 50%, invasdo angiolinfatica, linfonodos positivos e comprometimento
de anexos todos foram fatores de pior progndstico em nossa amostra, sempre com
significancia estatistica.

A analise de sobrevida global em relagdo as caracteristicas moleculares apresentou
semelhanca com as caracteristicas de progndstico em relagcdo a cada fendtipo molecular
descrito pelo TCGA (12). Houve melhor progndstico nos casos sem perda de genes de reparo,
que podem ser classificados em fenétipos ultramutados ou baixo nimero de cépias. Os casos
com perda de genes de reparo apresentaram prognostico intermedidrio, enquanto o fendtipo
alto numero de cépias, progndstico ruim. Nosso estudo se limitou a realizagdao de POLE
apenas nos casos com expressao heterogénea dos genes de reparo, ndo sendo possivel
diferenciar o fenétipo molecular neste subgrupo.

Serdo necessarios estudos posteriores para avaliacdo de toda a amostra e adequada

avaliagdo de cada subgrupo molecular. As limitagdes iniciais para essa avaliagao global foram
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principalmente custos para sequenciamento das 240 amostras que foram genes de reparo
proficiente, ndo sendo possivel, nesses casos, classificar as pacientes em fendtipo
ultramutado ou fendtipo baixo nimero de cépias.

Objetivamente, conseguimos classificar nossos 16 casos com expressao heterogénea
nos 4 subtipos identificados pelo TCGA:

- Fenétipo ultramutado: 3 casos

- Fendtipo instabilidade de microssatélites: 4 casos

- Fenétipo baixo numero de copias: 8 casos

- Fenétipo alto numero de copias: 1 caso

Os resultados de imuno-histoquimica geralmente sao relatados de maneira dicotémica
(ou seja, expressao “preservada” ou “perdida”). O termo “perdido” se aplica aos casos em que
ha auséncia completa de coloragdo no epitélio do tumor, com estroma circundante servindo
como controle interno positivo. Quando a coloracdo é heterogénea (ou seja, irregular fraca
ou multifocal), o caso é geralmente classificado com a terminologia “preservado” (35). Em
nosso estudo, essa marcacdao heterogénea apresentou eventos biolégicos na evolucao
tumoral. A expressdao heterogénea pode ser um fendmeno biolégico impulsionado por
metilacdo epigenética esporadica.

Nesta amostra a prevaléncia de casos com expressao heterogénea das proteinas dos
genes de reparo foi de 4,4%. Desta maneira, propomos um algoritmo complementar ao
PROMISE, que pode auxiliar no melhor entendimento e classificagdo molecular destes casos

(Figura 17):
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Figura 17 - Algoritmo de acordo com o padrao de expressdo heterogéneo das proteinas de

genes de reparo.

356
GR GR GR
positivo negativo heterogéneo
240 (67,5%) 100 (28%) 16 (4,4%)
Classificagédo MSI Classificagédo
molecular molecular
TCGA l
POLE MSI Baixo nimero Alto nimero de
3 (18,75%) 4 (25%) de copias copias
8 (50%) 1(6,25%)

Legenda - GR: Genes de Reparo. MSI: Instabilidade de Microssatélites.

Neste algoritmo, descrevemos o niumero total de casos estudados (356 amostras),
separando em trés subgrupos: 1) Genes de reparo positivo; 2) Genes de reparo negativo; e 3)
Genes de reparo heterogéneo. O grupo 1 seguiria para a classificacdo molecular proposta pelo
PROMISE, que em nosso estudo, foram 240 (67,5%) amostras. O grupo 2 seria classificado
como fendtipo instabilidade de microssatélites (100 - 28% das amostras). O grupo 3, com
expressao heterogénea (16 - 4,5% das amostras), também seguiriam para classificacdo

molecular, como foi realizado nesse estudo.
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Os dados extraidos das analises moleculares e consequente classificacdo molecular
dessas neoplasias com marcacdo heterogénea divergem da literatura em relacdo a
porcentagem de casos em cada fendtipo molecular nos casos com padrdao habitual de
marcagao de genes de reparo. A prevaléncia dos tumores grau 3 de FIGO apresentaram a
seguinte prevaléncia: 40% fendtipo instabilidade de microssatélites; 30% fendtipo baixo
numero de cépias; 18% fendtipo alto numero de cépias e 12% fendtipo ultramutado (6).

Dentre os pacientes com marcagdao heterogénea foi observado que a maioria
apresentava histologia endometrioide (15 casos — 93,75%), grau da FIGO | e Il (13 casos —
81,25%), assim como invasdo do miométrio menor que 50% (13 casos — 81,25%). Desta
maneira, infere-se que houve uma proporgdao maior de numero de casos considerados de
baixo risco para recidiva ou morte pela doenga nos pacientes com marcagao heterogénea.
Entretanto, 7 pacientes receberam tratamento adjuvante apesar de serem consideradas de
baixo risco. Neste contexto, a classificacdo molecular pode ser util para delinear o tratamento
pods cirdrgico e minimizar toxicidades para os pacientes.

Trés pacientes apresentaram mutacdo em POLE, um achado de melhor progndstico
baseado nos dados do TCGA. Todos receberam tratamento adjuvante, sendo dois deles,
tumores de baixo grau. Propde-se desta maneira, avaliar detalhadamente pacientes com esse
perfil e talvez evitar radioterapia, ou até mesmo quimioterapia e todas as toxicidades
associadas a estes tratamentos.

A mutagao no dominio da exonuclease do DNA polimerase pode levar a uma revisao
prejudicada durante a sintese de DNA, resultando em um aumento dramdtico na taxa de
mutacdo, sendo uma possivel explicacdo para os casos heterogéneos, que ndo tiveram
instabilidade de microssatélites (20, 21). Mutag¢des no dominio da exonuclease do POLE

podem ocorrer em até 15% dos carcinomas endometrioides grau 3, e mesmo sendo uma
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neoplasia de alto grau, pode estar associada a um desfecho muito favoravel. A taxa de
mutagdes excessivamente alta impede a evolugao intencional e ideal do tumor, podendo
apresentar fungdes subdtimas em relacdo as mutagdes cldssicas (36).

Uma associagdo observada foi a presenga de invasao vascular nos casos que
apresentaram instabilidade de microssatélites e marcacdo heterogénea. Ambos receberam
tratamento adjuvante, podendo se beneficiar inclusive de imunoterapia numa possivel
recidiva frente aos dados recentes em pacientes com instabilidade de microssatélites.

Outro dado relevante é a metilagdo de MLH1, casos com essa alteracdo podem ser
classificados no grupo de instabilidade de microssatélites. A doenga espordadica é a forma mais
comum de apresentagao do carcinoma de endométrio e os casos com perda de genes de
reparo, mais frequentemente estao associados a metilagdo do promotor de MLH1. Tumores
com razdo de metilagdo > 0,15 (correspondendo a 15% do DNA metilado) na regido C e/ou na
regido D foram considerados hipermetilados. Estudos sugerem as pacientes com metilacdo de
MLH1 tem menor sobrevida especifica livre de doenca comparada as com perda de genes de
reparo em geral, porém podem demonstrar melhor resposta a tratamento adjuvante
(radioterapia e quimioterapia), comparado aos carcinomas de endométrio com perda de
genes de reparo ndao metilados (37, 38, 39).

Observamos que a maioria dos casos (9 — 56,25%) apresentou perda heterogénea na
proteina do gene de reparo MSH6, o que vai de encontro a alguns estudos, principalmente
em cancer colorretal. Notou-se, em alguns estudos, que essa alteracdo estava relacionada a
mutacdes frameshift no trato da policitosina (instabilidade C8), avaliadas a partir de DNA
extraido de areas de perda MSH6 (20, 21).

A avaliagdo de instabilidade de microssatélites realizado através do teste Idylla

apresentou uma alta taxa de concordancia em relagao a imuno-histoquimica. Estudos em
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cancer colorretal mostraram sensibilidade de 100%. Em cancer de endométrio demonstraram
sensibilidade de 72,7%. Essa menor concordancia em endométrio ocorre principalmente em
casos com deficiéncia de MSH6 (40). Outros estudos, porém, sugerem que essa concordancia
com o teste Idylla em comparagdo com a imuno-histoquimica, apresentou sensibilidade e
especificidade de até 100% (41). Em nosso estudo, nos casos com perda heterogénea, dois
deles foram MSI (1 e 15), ndo sendo possivel afirmar uma alta correlacdo de perda
heterogénea com instabilidade de microssatélites, sendo necessarias, além da avaliacdo do
MSI, avaliagdo de POLE e metilagdo do promotor de MLH1. A discordancia da perda
heterogénea dos genes de reparo do DNA com instabilidade de microssatélites pode estar
associada a hipermetilagao do promotor de MLH1, indicando heterogeneidade intratumoral
esporadica (42).

Um ponto importante a ser notado sdo casos que apresentaram dois ou mais fendtipos
moleculares. Um grupo pequeno de casos (3-6%), mas clinicamente relevante, tem sido
descrito com essa alteracdo, denominada “multiple classifier” (43). Os casos 9 e 16
apresentaram mutag¢ao em POLE e metilagdo em MLH1. O caso 14 apresentou metilagao em
MLH1 e padrao p53 aberrante. A mudanca de base e proporcdo indel de canceres de
endométrio com POLE mutagénico e MSI sdo semelhantes ao cancer de endométrio com POLE
mutagénico, com estabilidade de microssatélites. Em relacdo ao caso 14, sugere-se que
mutacdo do p53 é um evento passageiro, ndo afetando o comportamento bioldgico e grupo
molecular da neoplasia, além de caracteristicas histoldgicas que favorecem neoplasia
endometrioide (linfécitos intratumorais, metaplasia escamosa), em vez de histologia serosa.
(43, 44).

Estd estabelecido que as moléculas de reparo de incompatibilidade do DNA sao

biomarcadores com relevancia clinica muito ampla, ou seja, afetam os trés principais aspectos
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clinicos: risco de cancer (como nas sindromes hereditarias - Lynch), progndstico e previsdo de
tratamento (45). A abordagem inicial se da por meio da pesquisa imuno-histoquimica das
proteinas dos genes de reparo (MLH1, PMS2, MSH2 e MSH®6), as quais sdo amplamente usadas
principalmente em carcinoma colorretal e carcinoma de endométrio. Em ambas as neoplasias,
a mutacdo pode ser esporadica ou hereditaria.

A Sindrome de Lynch é uma sindrome de predisposicao ao cancer, autossémica
dominante, causada pela mutagao da linhagem germinativa dos genes de reparo do DNA. Esta
presente em até 4% dos carcinomas colorretais e 5% dos carcinomas endometriais (46). A
identificacdo de pacientes com essa entidade é importante para o manejo clinico, progndstico
e triagem de familiares. A expressdao heterogénea das proteinas dos genes de reparo pode
estar associada a Sindrome de Lynch, porém, estudos mais aprofundados precisam ser
realizados nas amostras da nossa pesquisa.

O tratamento tradicional de mulheres com cancer ginecolégico se baseia em cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, individualmente ou em combinagdo, conforme ditado pelas
circunstancias clinicas, como o estdgio da doenca. Alguns aspectos morfoldgicos, por exemplo,
linfécitos infiltrantes e peritumorais, podem estar associados a instabilidade de
microssatélites e podem ser considerados como biomarcadores preditivos de resposta a
tratamento com imunoterapia (47, 48). O fendtipo ultramutado (mutacdo no gene POLE),
também esta associado a aumento da expressdo de PD-1 e PD-L1, levantando a possibilidade
de tratamento com imunoterapia com inibidores de checkpoints imunolégicos (49).

A caracterizagdo gendmica abrangente melhorou nossa compreensao do cancer de
endométrio e revelou novas estratégias para terapia direcionada. A capacidade de direcionar
terapias a subgrupos especificos de pacientes provavelmente melhorara os resultados do

tratamento, diminuirad os efeitos colaterais e aumentara a relacao custo-beneficio. Pacientes
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com mutagdao em POLE ou MSI com doenga metastatica progressiva, tratadas com
imunoterapia, mostraram uma rapida resposta ao tratamento, exibiram regressao parcial da
massa tumoral e tiveram resposta sustentada por 7 a 14 meses, respectivamente (50).
Considerando que pacientes que apresentam instabilidade em microssatélites ou com
mutacdes em POLE podem se beneficiar de tratamento com imunoterapia, sugere-se que a
avaliacdo molecular de casos com marcacdao heterogénea das proteinas relacionadas aos
genes de reparo de DNA é necessaria. Em nosso estudo é factivel que 43,75% (POLE e MSI)
dos casos —que inicialmente ndo teriam indicagao de imunoterapia — possam ser tratadas com
inibidores de checkpoint imunoldgico em recidivas, além do tratamento convencional no

tumor primario.
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6. Conclusao
° Foram estudados 16 casos com expressao heterogénea dos genes de
reparo, de um total de 356 amostras selecionadas para o estudo. Esses casos
tiveram a avaliagdo molecular realizada através de imuno-histoquimica e
técnicas genéticas.
° Ambas as areas proficientes e deficientes de genes de reparo de cada
caso heterogéneo foram comparadas molecularmente, sendo que a maioria
(15 -93,75% dos casos), apresentavam o mesmo fendtipo molecular.
o As caracteristicas clinico-patolégicas e moleculares dos casos
heterogéneos, foram semelhantes aos adenocarcinomas de endométrio sem
marcagao subclonal, incluindo a andlise de sobrevida e evolugdo da doenga.
. Obtivemos uma mudanga de 43,75% na classificagdo molecular dos
adenocarcinomas de endométrio com expressao heterogénea dos genes de
reparo, que poderia ter auxiliado no tratamento e progndstico, diminuindo

exposicdo a quimioterapia, ou até mesmo, indicando imunoterapia.

Com a analise dos tumores com fendtipo heterogéneo de expressao dos genes de
reparo do DNA torna-se factivel descrever uma nova categoria biolégica de tumores de
endométrio, previamente ndo classificada dentre os grupos histologicos e moleculares. Nao
existe consisténcia destes tumores na classificacdo prevista pelo TCGA, de modo que uma
parcela se assemelha aqueles com fenétipo ultramutado em detrimento ao esperado, que
seria o fendtipo de instabilidade de microssatélites.

A avaliagdo dos casos com marcagao heterogénea tem impacto importante ndo apenas

no entendimento da biologia e evolucdo dos tumores endometriais, mas também para
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determinar o impacto progndstico em novas terapias, sobretudo imunoterapia, que ja
demonstrou grande eficacia no cendrio metastdtico em pacientes com tumores que
apresentam instabilidade de microssatélites, mutagdes em POLE e alta carga mutacional.

Em conclusdo, sugerimos que a andlise molecular deva ser realizada em todos os casos
com marcac¢ao heterogénea para a expressao de proteinas relacionadas aos genes de reparo
do DNA para determinar adequadamente as caracteristicas intrinsecas de cada tumor. Devido
a raridade desse achado, isso é financeiramente vidvel e tem o potencial de mudar a pratica
clinica em um subconjunto de pacientes. Expressao heterogénea deve ser relatado como um
padrao distinto e, portanto, ser avaliado de forma diferente dos tumores classificados

anteriormente em outras categorias.
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8. ANEXOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do A.C.

Camargo Cancer Center/ Fundac¢do Anténio Prudente, sob o n2 2587/18. (Anexo 1

Q A.C.Camargo Cancer Center

Centro Integrado de Diagndstico, Tratamento, Ensino e Pesquisa

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antdnio
Prudente — A.C.Camargo Cancer Center, em sua tltima reunido de 07/08/2018, aprovaram a
realizagdo do projeto n°. 2587/18 intitulado; "Estudo imuno-histoquimico e classificagio

molecular dos adenocarcinomas de endométrio com expressdo heterogénea dos genes de

APROVACAOQ

reparo do DNA.”

Pesquisador responsdvel: Louise de Brot Andrade
Aluno: Graziele Bovolim (Doutorado)

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatério (modelo CEP).

Séo Paulo, 09 de agosto de 2018.

Atenciosamente,
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Dg. \efferson Luiz G 3708$

1° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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Rua Professor Antdnio Prudente, 211 « Liberdade » S3o Paulo/ SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br
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9. EVENTOS

Os dados parciais deste projeto foram enviados a USCAP (United States &
Canadian Academy of Pathology), sob a forma de resumo e foi aceito na modalidade

apresentagdo de pdster.
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Carcinomas: An Unusual and Unknown Pattern With Distinct Molecular Characteristics. United
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