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RESUMO 
 
 

Silva, SIO. Caracterização clínica, molecular e genética de pacientes com câncer colorretal 
abaixo de 50 anos. [TESE]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 2022. 
 

Introdução: Pacientes com câncer colorretal (CCR) em idade jovem (< 50 anos) apresentam 

maior risco de apresentar variantes germinativas em genes de predisposição ao câncer, 

entre eles os genes da Síndrome de Lynch (SL) (genes MMR - MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2). 

Detectar a perda de expressão de proteínas de reparo de incompatibilidade de DNA (MMR) 

é altamente relevante para identificar pacientes com síndrome de Lynch. No entanto, a 

inativação de MLH1 devido à hipermetilação do promotor ocorre em 15% dos cânceres 

colorretais (CCRs) esporádicos e está correlacionada com mutações somáticas BRAF. Ainda, 

apesar das principais síndromes hereditárias de CCR representarem 15-19% dos casos de 

CCR de início precoce, a etiologia da maior parte dos CCRs nestes pacientes é desconhecida, 

mesmo com até 25% destes casos apresentando história familiar importante para essa 

neoplasia. Objetivo: Caracterizar o fenótipo clínico e molecular (somático e germinativo) de 

pacientes com CCR desenvolvido antes dos 50 anos tratados no A.C.Camargo Cancer Center. 

Materiais e Métodos: Pacientes com câncer colorretal <50 anos foram selecionados a partir 

do banco de dados do Departamento de Cirurgia Pélvica ou pelo encaminhamento do 

Departamento de Oncogenética. A análise de metilação do promotor de MLH1 foi realizada 

por sequenciamento de nova geração (NGS) a partir de DNA convertido por bissulfito de 

sódio, em uma metodologia desenvolvida e validada nesse estudo. A análise de mutação de 

BRAF foi realizada por NGS de amplicon. Para um subgrupo de pacientes com critérios 

clínicos e moleculares específicos (tumores MMR deficientes, história familiar positiva para 

CCR, mutação KRAS: G12C e/ou idade <40 anos) foi realizado o sequenciamento germinativo 

de genes de predisposição ao CCR. Na avaliação das variantes germinativas foi utilizado um 

painel multigênico com 62 genes de associação conhecida, emergente ou desconhecida para 

predisposição ao CCR. As variantes identificadas foram classificadas segundo os critérios 

sugeridos pelo American College of Medical Genetics (ACMG). Resultados: Para análise de 

metilação de MLH1 utilizamos DNA de tumores FFPE e saliva foi tratado com bissulfito, 

amplificado por PCR e avaliado por NGS. Em tumores deficientes em MLH1/PMS2, o estado 

de metilação de MLH1 foi concordante com o estado de mutação BRAF em 90% (18/20) dos 



casos. Nosso teste NGS baseado em amplicon mostrou uma grande sensibilidade e 

especificidade para detectar a metilação de MLH1 em amostras de CCR, com alta 

concordância com a avaliação da mutação BRAF. A avaliação das variantes germinativas foi 

realizada em 89 pacientes, e identificamos 24 (27%) pacientes com variantes patogênicas ou 

provavelmente patogênicas (P/PP). A maioria dos pacientes 53% (47/89) apresentaram 

variantes de significado incerto (VUS) e 18 (20%) pacientes apresentaram apenas variantes 

sem significado clínico para os 62 genes avaliados. Dos 24 pacientes com variantes 

patogênicas, 16 (66,6%) apresentaram variantes P/PP em genes da síndrome de Lynch. Cinco 

pacientes (20%) apresentaram variantes P/PP em MUTYH (3 bialélicos e 2 monoalélicos). 

Dois (8,3%) pacientes tinham variantes PP em FAN1. Um paciente apresentou uma variante 

PP em NTHL1 (monoalélica), e para os genes XRCC4 e RAD51C tivemos um paciente cada 

com alteração. Dois pacientes apresentaram variantes P/PP em mais de 1 gene (1 MLH1 com 

FAN1, 1 MUTYH com XRCC4). Conclusão: Em nosso trabalho fomos capazes de desenvolver 

com sucesso uma metodologia baseada em NGS para avaliação de metilação no promotor 

do gene MLH1, para caracterizar molecularmente as amostras tumorais do grupo de 

pacientes com deficiência nos genes de reparo relacionados a causas esporádicas (metilação 

de MLH1 e mutação de BRAF). Além disso, identificamos variantes germinativas com 

evidência definitiva de predisposição ao CCR em 1 a cada 4 pacientes da nossa coorte, além 

de termos identificado variantes patogênicas em genes com evidência limitada ou ausente 

de predisposição hereditária ao câncer CCR, como é o caso dos genes RAD51C, XRCC4 e 

FAN1. 

 

Descritores: Síndrome de Lynch, câncer colorretal hereditário, teste genético.



ABSTRACT 

 

 

Silva, SIO. Clinical, molecular and genetic characterization of colorectal cancer patients 

under 50 years of age. [THESIS]. São Paulo: Antônio Prudente Foundation; 2022 

 

 

Introduction: Patients with colorectal cancer (CRC) at a young age (< 50 years) are at greater risk of 

having germline variants in cancer predisposition genes, including Lynch Syndrome (LS) genes (MMR 

genes - MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2). Detecting the loss of expression of DNA mismatch repair 

(MMR) proteins is highly relevant to identify patients with Lynch syndrome. However, inactivation of 

MLH1 due to promoter hypermethylation occurs in 15% of sporadic colorectal cancers (CRCs) and is 

correlated with somatic BRAF mutations. Also, although the main hereditary syndromes of CRC 

represent 15-19% of cases of early-onset CRC, the etiology of most CRCs in these patients is 

unknown, even with up to 25% of these cases presenting an important family history of this 

neoplasm. Objective: To characterize the clinical and molecular phenotype (somatic and germline) of 

patients with CRC developed before the age of 50 years treated at the A.C.Camargo Cancer Center. 

Materials and Methods: Colorectal cancer patients <50 years were selected from the database of the 

Department of Pelvic Surgery or by referral from the Department of Oncogenetics. MLH1 promoter 

methylation analysis was performed by next-generation sequencing (NGS) from DNA converted by 

sodium bisulfite, in a methodology developed and validated in this study. BRAF mutation analysis 

was performed by amplicon NGS. For a subgroup of patients with specific clinical and molecular 

criteria (MMR deficient tumors, positive family history for CCR, KRAS:G12C mutation, and/or age <40 

years) germline sequencing of CRC predisposing genes was performed. In the evaluation of germline 

variants, a multigene panel with 62 genes of known, emerging or unknown association for CRC 

predisposition was used. The identified variants were classified according to the criteria suggested by 

the American College of Medical Genetics (ACMG). Results: For MLH1 methylation analysis we used 

DNA from FFPE tumors and saliva was treated with bisulfite, amplified by PCR and evaluated by NGS. 

In MLH1/PMS2 deficient tumors, MLH1 methylation status was concordant with BRAF mutation 

status in 90% (18/20) of cases. Our amplicon-based NGS test showed great sensitivity and specificity 

for detecting MLH1 methylation in CRC samples, with high agreement with the BRAF mutation 

assessment. The evaluation of germline variants was performed in 89 patients, and we identified 24 

(27%) patients with pathogenic or probably pathogenic (P/PP) variants. Most patients 53% (47/89) 

had variants of uncertain significance (VUS) and 18 (20%) patients had only variants without clinical 



significance for the 62 genes evaluated. Of the 24 patients with pathogenic variants, 16 (66.6%) had 

P/PP variants in Lynch syndrome genes. Five patients (20%) had P/PP variants in MUTYH (3 biallelic 

and 2 monoallelic). Two (8.3%) patients had PP variants in FAN1. One patient had a PP variant in 

NTHL1 (monoallelic), and for the XRCC4 and RAD51C genes we had one patient each with alteration. 

Two patients had P/PP variants in more than 1 gene (1 MLH1 with FAN1, 1 MUTYH with XRCC4). 

Conclusion: In our work, we were able to successfully develop a methodology based on NGS for the 

evaluation of methylation in the promoter of the MLH1 gene, to molecularly characterize the tumor 

samples from the group of patients with deficiency in the repair genes related to sporadic causes 

(MLH1 methylation and BRAF mutation). In addition, we identified germline variants with definitive 

evidence of predisposition to CRC in 1 out of 4 patients in our cohort, in addition to having identified 

pathogenic variants in genes with limited or no evidence of hereditary predisposition to CRC cancer, 

such as the RAD51C genes, XRCC4 and FAN1. 

 

Descriptors: Lynch syndrome, hereditary colorectal cancer, genetic testing. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Hereditariedade do câncer 

 

Alteração genéticas que levam ao desenvolvimento do câncer ocorrem em 

diferentes linhagens celulares dos indivíduos. Em cerca de 90% dos cânceres, essas 

alterações ocorrem apenas na linhagem somática das células, caracterizando assim os 

cânceres do tipo esporádicos, que se desenvolvem devido a alterações genéticas adquiridas 

ao longo da vida1. Por outro lado, cerca de 5 a 10% dos cânceres ocorrem em indivíduos com 

alterações genéticas na linhagem germinativa, ou seja, alterações caracterizadas como 

hereditárias e que levam ao desenvolvimento de câncer precocemente 1. 

O National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomenda a avaliação de 

pacientes com suspeita de câncer de padrão hereditário que possuam histórico pessoal e/ou 

familiar de câncer diagnosticado em idade mais jovem, dois ou mais diagnósticos de câncer 

ou famílias com múltiplos casos de câncer 2. Já o American College of Medical Genetics and 

Genomics e a National Society of Genetic Counselors 3 desenvolveram diretrizes para 

apresentarem um único conjunto de critérios abrangentes referentes a história pessoal e 

familiar dos pacientes para facilitar a identificação e maximizar o encaminhamento 

adequado dos indivíduos em risco para consultas de aconselhamento genético3. 

A identificação dessas famílias em risco para cânceres hereditários se tornou um 

aspecto importante em oncologia clínica. Avanços na área de genômica possibilitaram o 

aprimoramento de métodos de triagem (testes genéticos) e, consequentemente, permitiram 

a descoberta de mais de uma centena de genes de predisposição ao câncer4. Mutações 

germinativas em genes autossômicos de alta e moderada penetrância são responsáveis pela 

maioria das síndromes hereditárias de câncer já descritas 4. 

Devido a fatores desconhecidos que modulam a penetrância dos tumores e 

conferem maior variabilidade fenotípica, agregado ao risco de câncer sexo-específico, muitas 

famílias não preenchem os critérios clínicos de uma determinada síndrome de predisposição 
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hereditária ao câncer (SPHC) e não são elegíveis para indicação de teste genético 

relacionado e intervenção clínica direcionada4. Estas famílias são então classificadas na 

categoria de agregação familiar. Estima-se que pelo menos 15-20% dos tumores são 

encontrados em agregações familiares e podem ser causados por alterações genéticas ainda 

não identificadas 4, necessitando com urgência identificar o componente genético associado 

para que estas famílias sejam devidamente assistidas. 

 

1.2 Câncer colorretal hereditário 

 

1.2.1 Epidemiologia do CCR – Incidência e mortalidade 

 

O câncer colorretal é o terceiro tipo de câncer mais comum em todo o mundo, 

segundo dados da Agência internacional para pesquisa em câncer (IARC) em 2020, cerca de 

2 milhões de casos foram diagnosticados, além disso, câncer colorretal também é a segunda 

causa mais comum de morte por câncer, levando a quase 1 milhão de mortes por ano 

(Figura 1). Isso apesar do fato de existirem técnicas de triagem eficazes que poderiam 

reduzir o número de mortes por essa doença (IARC, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de International Agency for Research on Cancer, 2022. 

Figura 1 – Incidência e mortalidade de câncer no mundo. (A): Estimativa de novos casos de 

câncer no mundo em 2020. (B): Estimativa de mortes por câncer no mundo em 2020. 
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No Brasil o câncer colorretal é o segundo maior em incidência no país, sendo a 

incidência tanto em homens, quanto para mulheres no ano de 2022 de mais de 20 mil novos 

casos (Figura 2). Incidência essa que ocorre em maiores proporções nos estados das regiões 

Sul e Sul deste (INCA, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Adaptado de: INCA, 2022. 

Figura 2 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no ano de 2020 

por sexo. (A): estimativa de novos casos de câncer no Brasil para ambos os sexos. (B): 

estimativa de novos casos de câncer no Brasil distribuídos por estados para ambos os sexos. 

As principais SPHC relacionadas ao CCR são a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) 

e a Síndrome de Lynch (SL), as quais respondem por cerca de 6-8% de todos os casos de CCR 

5.  

A FAP representa a segunda desordem hereditária mais comum em CCR, 

correspondendo a 1% dos casos da doença. Mutações germinativas no gene autossômico 

APC podem ser identificadas em 80-90% das famílias com polipose intestinal clássica 

acompanhado por um padrão de herança gênica dominante 6. Existe uma variação fenotípica 

da FAP clássica, conhecida como Polipose Adenomatosa Atenuada (AFAP), caracterizada pela 
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presença de menos de 100 pólipos intestinais, predominantemente em partes mais 

proximais do cólon, e aparecimento mais tardio (em torno dos 50 anos). Cerca de 30% dos 

pacientes com a AFAP têm mutações germinativas identificadas no gene APC 7.  

O gene MUTYH foi identificado como um segundo gene associado à AFAP, porém 

relacionado a uma herança autossômica recessiva (chamada MAP – Polipose associada ao 

MUTYH). No entanto, para cerca de 10-15% dos pacientes portadores de polipose intestinal, 

mutações nos genes APC e MUTYH não são identificadas 8. Os pacientes com MAP, além do 

câncer colorretal (CCR), podem desenvolver outros tipos de tumores, incluindo câncer de 

duodeno, mama, ovário, pâncreas, bexiga e pele. Portadores de variantes bialélicas MUTYH 

provavelmente patogênicas/patogênicas exibem um alto risco de CCR ao longo da vida, 

embora a evidência de risco de câncer se torne menos clara quando portadores 

monoalélicos e tumores extraintestinais são considerados 153. A MAP é causada por 

alterações bialélicas em MUTYH, que levam a inativação do gene e a uma alta ocorrência de 

transversões G:C para T:A, gerando frequentemente a mutação somática KRAS c.34G>T; 

G12C. A mutação ocorre em menos de 5% dos casos de câncer colorretal (CCR) esporádicos, 

mas é altamente frequente em CCR de pacientes MAP, ocorrendo em até 80% dos casos 152.  

Um subconjunto dos CCR hereditários ou esporádicos apresentam alterações na via 

dos genes de reparo de mal pareamento (MMR – do inglês mismatch repair) e exibem 

características clínico-patológicas distintas em comparação com a maioria dos CCRs 

esporádicos9. O tipo hereditário de câncer com deficiência de MMR é conhecido como 

Síndrome de Lynch (SL) ou câncer colorretal hereditário sem polipose (HNPCC) 9. Existe ainda 

um subgrupo de tumores esporádicos com deficiência de MMR ocasionada por mutações 

somáticas ou alteração de metilação do DNA e que acontecem apenas no tecido do tumor e, 

portanto, representam um fenômeno isolado na família, geralmente unilateral e de 

instalação mais tardia na vida 10. 

A SL representa de 2-6% de todos os casos de CCR e é caracterizada como uma 

síndrome de predisposição hereditária autossômica dominante causada por mutações 

germinativas em um dos quatro principais genes da via MMR: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 

11. 12. 13. Ainda, alterações de deleção que afetam a porção final do gene EPCAM, e com isso 



 

22 
 

afetam a expressão do gene MSH2, também estão relacionadas à SL. A inativação de um 

destes genes pode resultar em grande variedade fenotípica entre indivíduos11. 

Mutações nestes genes são encontradas em 40% das famílias que preenchem os 

estringentes critérios de Amsterdam 14. 15, levando a suposição da existência de genes de 

predisposição ao CCR ainda não descritos. Alguns autores denominam este grupo de 

pacientes que preenchem os critérios clínicos de Amsterdam, porém não apresentam perda 

dos genes de reparo na imuno-histoquímica e mutações patogênicas nos genes MMR, como 

“Síndrome de Câncer Colo retal Familiar “X” 16. Ainda, cerca de 20-30% dos CCRs 

representam agrupamentos familiares de casos que não preenchem critérios para FAP ou SL, 

e podem possuir outra causa genética potencialmente identificável 16. 17, posicionando o CCR 

entre os tumores com uma das maiores proporções de agrupamentos familiares. 

O A.C.Camargo Cancer Center é um dos primeiros centros de pesquisas brasileiro a 

desenvolver estudos sobre a Síndrome de Lynch nos pacientes brasileiros. Desde o fim da 

década de 90 até os dias atuais, nossa instituição desenvolve estudos a fim de compreender 

a correlação clínica e molecular dos pacientes portadores de câncer que pertencem a 

famílias com suspeitas de Síndrome de Lynch, como foram os estudos desenvolvidos por BM 

Rossi, 2000; MEVD Valentin, 2009; WT Nakagawa, 2010, FCC Da Silva, 2011; JRO Ferreira, 

2014, entre outros. 

Com o advento da tecnologia de sequenciamento de nova geração (NGS) novos 

genes associados à suscetibilidade ao câncer colorretal hereditário e à polipose colônica em 

um pequeno número de famílias puderam ser identificados. Atualmente são conhecidos 

mais de uma dezena de genes associados a essas condições, como os genes BMPR1, SMAD4, 

STK11, PTEN, NTHL1, GREM1, POLE, POLD118. Estudos com aproximadamente 2.000 casos e 

controles de CCR também forneceram evidências para o papel dos genes ATM, BRCA1, 

BRCA2, CDKN2A, PALB2 e TP53 na suscetibilidade ao CCR, a maioria deles levando a um 

aumento de risco moderado. Por fim, outros genes recentemente descritos ainda 

necessitam de validação mais extensa, como os genes FAN1, BUB1 e BUB3, por exemplo 18.  

19. 

Alguns laboratórios clínicos têm avaliado painéis mutigênicos com 

https://scholar.google.com.br/citations?user=DlhPSlEAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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aproximadamente 40 genes ditos como associados à suscetibilidade para câncer colorretal 

hereditário e à polipose, apesar de somente uma parcela desses genes terem sido avaliados 

quanto a sua validade clínica de forma rigorosa. Segundo as recomendações do NCCN, em 

sua diretriz mais recente para câncer colorretal hereditário, existe evidência forte de 

relevância clínica para 22 genes de risco para CCR e polipose19.20. 21. 22..  

Quanto mais informações sobre o espectro de variantes patogênicas nesses genes 

forem obtidas, e em diferentes populações, melhor será a interpretação dos laboratórios 

que desenvolvem os testes de diagnóstico em relação aos seus achados, propiciando 

melhores condutas clínicas para os pacientes 20. 21. 22. 23. 24. 

 

1.2.2 Câncer colorretal em idade jovem 
 

A incidência de CCR de início precoce, que ocorre em indivíduos <50 anos de idade, 

vem aumentando em todo o mundo e particularmente em países desenvolvidos. As 

hipóteses sobre esse crescimento incluem uma maior exposição a potenciais fatores de 

risco, como dieta ao estilo ocidental, obesidade, sedentarismo e uso de antibióticos, 

especialmente durante o pré-natal precoce à adolescência 25. Essas exposições podem não 

apenas causar alterações genéticas e epigenéticas nas células epiteliais colorretais, mas 

também afetar a microbiota intestinal e a imunidade do hospedeiro 25. 26. De acordo com a 

literatura, uma fração não desprezível de pacientes com CCR é diagnosticada antes dos 40 

anos, em aproximadamente 0,8 a 14,6% dos casos 28. Além disso, publicações recentes 

documentaram um crescimento desproporcional na incidência de CCR entre pessoas jovens. 

Estudos demonstraram um aumento de 6,8% (1982 - 1990) para 8,4% em (2000-2017) 28. 29. 

Notavelmente, aproximadamente 30% dos pacientes com CCR de início precoce 

têm história familiar de CCR em pelo menos um parente de primeiro grau 30. 31. A prevalência 

de história familiar positiva para câncer é maior em pacientes com CCR com menos de 40 

anos de idade do que em pacientes mais velhos, variando de 17 a 27% 33. 34. Embora as 

síndromes de CCR hereditário  possam  aparecer   como   explicações   plausíveis, as   

principais   síndromes hereditárias conhecidas representam uma pequena proporção, cerca 
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de 15 a 19% dos jovens 34. 31. 

Pesquisadores colaboradores da University of Texas MD Anderson Cancer Center 

desenvolveram um fluxo para estratificar o risco de hereditariedade para casos de CCR 

desenvolvidos em idade jovem (< 50 anos) 36. Dados preliminares do grupo reforçam a 

possível existência de genes de predisposição ao CCR ainda não descritos, uma vez que 

somente 17% dos casos de CCR <50 anos estão associados à SL, FAP ou AFAP, enquanto 23% 

dos casos possuem história familial de CCR entre parentes de primeiro e segundo grau e não 

apresentam mutações germinativas detectas nos genes relacionados a essas síndromes. 

Portanto, para alguns casos com risco hereditário incontestável, o teste genético para genes 

de alta penetrância falha em revelar mutações patogênicas. Casos como esses são 

categorizados como de “hereditariedade incompreendida” em decorrência da falta de 

conhecimento científico a respeito da etiologia da predisposição genética36. 

 

 

1.3 Estratégias de rastreamento para identificação de pacientes com SL 

1.3.1 Critérios de Amsterdam I, II e Bethesda 
 

Em 1990, o International Collaborative Group on HNPCC (ICG-HNPCC) realizou uma 

reunião em Amsterdam em 1990 num esforço de estabelecer um conjunto de critérios de 

seleção para famílias com câncer colorretal hereditário sem polipose (HNPCC, síndrome de 

Lynch), esses critérios ficaram conhecidos como critérios de Amsterdam I (Quadro 1) 37. 

Quadro 1 - Critérios para câncer colorretal hereditário sem polipose - Critérios de 

Amsterdam I. Adaptado e traduzido de 37. 

Critérios de Amsterdam I 

Pelo menos 3 familiares com CCR (verificados por exame patológico) e: 

1 - Um deve ser parente de primeiro grau dos outros dois; 

2 - Pelo menos 2 Gerações sucessivas devem ser afetadas; 

3 - Pelo menos 1 CCR deve ser diagnosticado antes dos 50 anos; 

4 - A polipose adenomatosa familiar deve ser excluída. 
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 CCR – câncer colorretal. 

Até 1990, tais critérios não existiam e as descrições da síndrome na literatura 

variavam muito. Alguns pesquisadores criticavam o critério de Amsterdam I, pois achavam 

que os critérios excluíam algumas famílias clássicas de HNPCC por não levarem em 

consideração os cânceres extracolônicos que fazem parte da síndrome. Além da 

preocupação de que os critérios estivessem sendo usados de forma inadequada para o 

diagnóstico de HNPCC 36.37.  

Assim, para resolver esses problemas, critérios adicionais foram criados por vários 

pesquisadores 36 37. 38. 39 propondo uma definição de HNPCC que ajudasse os médicos a 

identificar as famílias clássicas 37. Em 1998 o conjunto de novos critérios clínicos foram 

apresentados foi proposto se criando assim os Critérios ICG-HNPCC revisados  (critérios de 

Amsterdam II) (Quadro 2) 41. 

 

Quadro 2 - Critérios ICG-HNPCC revisados (critérios de Amsterdam II). Adaptado e traduzido 

de 42. 

Critérios de Amsterdam II 

Pelo menos 3 parentes com câncer associado ao HNPCC (CCR, câncer de 

endométrio, intestino delgado, ureter ou pelve renal*): Um deve ser parente de 

primeiro grau dos outros; 

1 - Um deve ser parente de primeiro grau dos outros dois; 

2 - Pelo menos 2 Gerações sucessivas devem ser afetadas; 

3 - Pelo menos 1 Câncer deve ser diagnosticado antes dos 50 anos; 

4 - A polipose adenomatosa familiar deve ser excluída no (s) caso (s) de CCR, 

se houver. 

*Tumores devem ser verificados por exame patológico sempre que possível. 

CCR – câncer colorretal. 
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Ainda em 1996, a Divisão de Detecção Precoce do Instituto Nacional do Câncer 

convocou um workshop internacional em Bethesda, MD, intitulado "A Intersecção de 

Patologia e Genética na Síndrome do Câncer Colorretal Hereditário Sem Polipose (HNPCC)". 

As discussões basearam-se na instabilidade genômica, carcinogênese em várias etapas e o 

papel dos genes de reparo de incompatibilidade em HNPCC, histopatologia de HNPCCs e 

possíveis relações com alterações genéticas moleculares, marcadores de proliferação celular 

e sua relação com HNPCC, bem como seu uso potencial no diagnóstico precoce e 

prognóstico, e, por último, critérios clínico-patológicos que possam levar à identificação de 

pacientes adicionais de HNPCC 43.  

Após o workshop, houve um amplo debate. Um dos tópicos considerados foi se 

existe uma histopatologia específica que pudesse distinguir os HNPCCs dos tumores 

colorretais esporádicos. Foi discutido sobre a presença da instabilidade de microssatélites 

em cerca de 90% dos CCR em parentes de HNPCC. Após muita discussão, foram 

desenvolvidos critérios (Diretrizes de Bethesda) para a identificação de tumores que 

deveriam ser testados para instabilidade de microssatélites e, portanto, auxiliar na 

identificação de pacientes com HNPCC 42. 43. Essas diretrizes foram revistas e atualizadas em 

outro workshop sobre HNPCC realizado pelo National Cancer Institute em Bethesda em 

2002, gerando as Diretrizes de Bethesda atualizada, que é a mais comumente utilizada para 

selecionar indivíduos em risco para Síndrome de Lynch. 

 

Quadro 3 - Diretrizes da Bethesda atualizada para testes de tumores colorretais para 

instabilidade de microssatélites. Adaptado e traduzido de “revised Bethesda Guidelines” 45. 

Critérios de Bethesda REVISADOS 

1 - CCR diagnosticado antes dos 50 anos; 

2 - Presença de CCR sincrônico e/ou metacrônico ou outros tumores relacionados à 

síndrome*, independente de idade;  

3 - Câncer colorretal com histologia† de instabilidade de microssatélite alta, 

diagnosticado antes dos 60 anos; 

4 - Paciente com CCR e um parente com tumor relacionado com a síndrome, com 

um dos cânceres diagnosticados antes dos 50 anos; 
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5 - Paciente com CCR com dois ou mais parentes de 1° e 2° grau com tumores 

relacionados a síndrome, independentemente da idade.  

*Câncer endometrial, ovariano, gástrico, hepatobiliar ou do intestino delgado ou carcinoma 

de células transicionais da pelve renal ou ureter. †Presença de infiltrado linfocitário no 

tumor, reação linfocítica tipo Crohn, diferenciação mucinosa/em anel de sinete ou padrão de 

crescimento medular. ‡Composto por >50% de células em anel de sinete. Adaptado e 

traduzido 46. 

 

 

1.3.2 Triagem universal para CCR 
 

A chamada triagem universal, com realização de imuno-histoquímica (IHQ) ou 

análise de instabilidade de microssatélite (MSI) de todos os casos recém-diagnosticados de 

CCR, independentemente da idade de início e história familiar, é uma abordagem 

recomendada por várias diretrizes de especialistas para aumentar a identificação dos casos 

de síndrome de  Lynch, pois pode aumentar o diagnóstico de SL e reduzir a morbidade e 

mortalidade de cânceres associados à SL e consequentemente possibilitar a identificação de 

indivíduos com risco para câncer hereditário, 46. 47. 48. 49. 50. 51. 52, o rastreamento universal 

com análise de IHQ das proteínas MMR é realizado desde 2010 para quase todos os 

pacientes com diagnóstico de câncer colorretal, independentemente da idade. 

O achado mais desafiador nos programas de rastreamento universal é a ausência de 

expressão de MLH1. CCRs que apresentam instabilidade de microssatélite (MSI) e perda de 

expressão de MLH1 são observados em três cenários clínicos: síndrome de Lynch (SL), CCR 

com MSI  esporádico e síndrome de Lynch-like (SLL) 54.A grande maioria dos casos com perda 

de MLH1 não se deve à mutação germinativa neste gene, mas sim à metilação somática de 

seu promotor. O gene MLH1, como outros genes supressores de tumor, é propenso a ser 

silenciado pela metilação do promotor em uma das vias de carcinogênese de CCR 54. 55. 56 e 

aproximadamente 12% dos cânceres colorretais esporádicos exibem metilação do promotor 

MLH1. 

Existem atualmente dois ensaios para determinar diretamente ou inferir 
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indiretamente se a metilação do promotor MLH1 está presente e, portanto, excluir a 

necessidade de testes genéticos germinativos para a síndrome de Lynch. O primeiro seria o 

ensaio direto para a metilação do promotor MLH1 que é realizada em DNA de tumor, 

através de técnicas de conversão por bissulfito. Uma segunda abordagem molecular 

alternativa é realizar o teste para a mutação V600E no gene BRAF para distinguir casos de 

câncer colorretal associados à síndrome de Lynch e esporádicos, uma vez que metilação do 

promotor MLH1 está altamente correlacionada com a presença de mutação BRAF V600E em 

CCR 57. 58. 59. 

Estudo comparativo envolvendo a análise de metilação do promotor de MLH1 e a 

análise de mutação somática no gene BRAF para excluir pacientes com SL demonstraram 

umaSensibilidade de 100% quando feita análise de mutação somática em BRAF, enquanto 

que a análise de metilação no promotor MLH1 apresentou uma sensibilidade de 84,2% para 

exclusão de pacientes com SL. A partir dos achados foi possível inferir que a análise somática 

do BRAF é a estratégia mais sensível para excluir pacientes com SL 54. 

Estima-se que cerca de 10% dos cânceres colorretais esporádicos são caracterizados 

pelo fenótipo MSI-H e perda da proteína MLH1 na análise imuno-histoquímica devido à 

hipermetilação da região promotora do gene MLH1 55 149. Estudos realizados por Deng et al, 

mostraram que a metilação em uma região proximal do promotor hMLH1 invariavelmente 

se correlaciona com a ausência de expressão em linhagens celulares de câncer colorretal150. 

Nesse estudo foi observado uma extensa metilação dos sítios de CpG nas regiões C/D do 

promotor hMLH1 em todas as linhagens celulares de câncer colorretal que apresentavam 

ausência de expressão de MLH1. Num segundo estudo Deng et al, 2002, para verificar se 

essa observação existe em tumores primários, foi medido a metilação de MLH1 nos tumores 

primários e suas contrapartes normais. Foi observada uma metilação parcial (40-60%) na 

região distal de MLH1 em todos os tecidos normais e tumorais testados, sem correlação com 

a presença ou ausência de expressão de MLH1.  Por outro lado, quando a metilação estava 

presente apenas em uma região proximal do promotor (regiões C/D), esta se correlacionava 

com a ausência de expressão proteica151. 
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1.4       Vias de carcinogênese colorretal 

O câncer colorretal acomete regiões do cólon e o reto levando ao surgimento de 

tumores malignos provenientes do tecido glandular que é característico do órgão e seu 

desenvolvimento ocorre por vias moleculares relacionadas a susceptibilidade genética ou a 

causas esporádicas, proveniente exclusivamente de alterações somáticas 61. 

Três diferentes vias principais de instabilidade genômica foram descritas como 

relacionadas carcinogênese colorretal, sendo possível uma sobreposição entre eventos 

moleculares dessas vias (Figura 3): 

a) A via de instabilidade cromossômica (CIN, do inglês chromosome instability) se caracteriza 

pelo surgimento de mutações no gene supressor tumoral APC, mutações de ativação do 

oncogene KRAS nos estágios iniciais da progressão tumoral, perda de heterozigosidade no 

cromossomo 18q nos estágios mais avançados e mutação no gene supressor de tumor TP53; 

b) A via de instabilidade de microssatélites (MSI), ocorre por mutações em um dos genes do 

sistema de reparo MMR (germinativas ou somáticas). Os eventos que iniciam a 

tumorigênese pela via MSI variam. Mutações em APC são encontradas em 35–50% dos 

tumores MSI, de modo que o evento inicial da formação de adenoma pode ser 

compartilhado por tumores MSI e CIN. No entanto, um conjunto distinto de tumores MSI 

pode se desenvolver por meio de mutações em BRAF, as quais estão geralmente associadas 

com a metilação do promotor do gene MLH1. Esses tumores compartilham características 

das vias MSI e da via de carcinogênese de neoplasias serrilhadas 62. 

c) A via do fenótipo metilador das ilhas CpG (CIMP) está associada com a hipermetilação de 

promotores gênicos onde se encontram a maioria das ilhas CpG, resultando no 

silenciamento gênico de genes supressores de tumor 63. Os mecanismos associados a CIMP 

ainda não são bem compreendidos, mas a maioria dos estudos sugerem uma associação 

entre a ativação do oncogene BRAF e a patogênese de CCR CIMP-high 64. Tumores CIMP-high 

representam aproximadamente 20% dos tumores colorretais, e mais de 50% deles são BRAF-

mutados e MLH1- hipermetilados, características que descrevem uma grande fração de 

tumores MSI- High 62. 
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Ainda, outras classificações moleculares baseadas em expressão gênica foram 

propostas para CCR, que resultaram na classificação desses tumores em 4 subtipos 

moleculares (CMS1 a 4 – do inglês, consensus molecular subtypes) nos quais as 

características moleculares CIN, MSI, CIMP e ativação do sistema imune também 

apresentam um papel importante 62. 

 

Fonte: Nguyen, 2020. 

Figura 3. Vias de carcinogênese colorretal. A ativação da via Wnt (principalmente via 

mutação em APC) ou mutação em BRAF pode iniciar a tumorigênese colorretal. Mutações 

BRAF promovem tumorigênese pela via da neoplasia serrilhada, levando a MSI com 

hipermutação ou MSS sem hipermutação (indicado na figura). As classificações de tumores 

colorretais incluem CIN, MSI e a via serrilhada. EMT, transição epitélio-mesênquima; H, alto; 

L, baixo; neg, negativo. 

 

 

1.5       Diagnóstico molecular em Síndromes de Predisposição Hereditária ao 

Câncer 

 

A evolução, desenvolvimento e a disponibilidade de tecnologias de sequenciamento 

de nova geração (NGS, do inglês Next Generation Sequencing) permitiram análises 

simultâneas eficientes de muitos genes de predisposição ao câncer em pacientes 

oncológicos ou indivíduos assintomáticos em risco em diagnósticos de rotina 65. As 
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tecnologias NGS oferecem várias abordagens para a investigação da predisposição ao 

câncer, incluindo o sequenciamento de genomas inteiros, exomas ou transcriptomas. 

Atualmente, o método mais utilizado para detectar alterações genéticas clinicamente 

informativas são painéis NGS direcionado, analisando subconjuntos selecionados de genes 

de interesse de rápida e maneira custo-efetiva 65. 66. 

O diagnóstico molecular tem gerado uma grande quantidade de informação e 

contribuído para a compreensão dos mecanismos moleculares do câncer. Embora ainda 

existam incertezas em alguns resultados de sequenciamentos gênicos (como as variantes de 

significado clínico desconhecido - VUS), a detecção de uma variante patogênica em um 

paciente pode levar à opção de realização de testes direcionados para seus familiares e 

outras modificações na conduta clínica para rastreamento e prevenção de novos tumores 67.  

O sequenciamento de genes associados ao câncer hereditário por NGS e a 

identificação, sinalização e classificação de suas variantes e do seu significado clínico a partir 

de bancos de dados e softwares de predição são importantes devido a sua implicação na 

clínica. A identificação de indivíduos com SPHC é importante porque indivíduos afetados 

apresentam risco cumulativo vital, muito superior ao da população, para o desenvolvimento 

de outros tumores primários 68.  

Além disso, os familiares de um indivíduo afetado podem estar em risco, já que a 

maioria dessas doenças genéticas segue um padrão de herança autossômica dominante. E 

medidas de rastreamento intensivo mostram-se eficazes em permitir diagnósticos mais 

precoces. Para mais, a identificação de portadores permite delinear estratégias para redução 

de risco, quimioprevenção, cirurgias profiláticas, e mais recentemente, definição de terapias 

alvo específicas 68. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A identificação de alterações germinativas de predisposição para tipos específicos 

de câncer fornece a informação necessária para um melhor entendimento das bases 

moleculares do câncer hereditário, impactando de forma significativa em uma melhor 

assistência e acompanhamento de famílias portadoras. 

Estudos objetivando a caracterização indivíduos com CCR hereditário debatem a 

existência de genes de predisposição ainda não descritos ou pouco explorados ao mostrar 

que mutações nos genes relacionados à Síndrome de Lynch são encontradas em apenas 30-

40% das famílias que preenchem os critérios de Amsterdam 68. 61. 43. 69. 15. 70. Ainda, o 

aumento da incidência de CCR de início precoce que vem ocorrendo em todo o mundo 

reforça a necessidade de compreendermos as causas e fatores de risco do CCR em diferentes 

populações. 

Diante disso, fica evidente a necessidade de utilizar estratégias para selecionar 

pacientes em risco, identificar as causas genéticas dos tumores hereditários e validar genes 

recentemente descritos como de predisposição ao CCR em pacientes Brasileiros. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1   Objetivos Gerais 
 

Descrever o padrão clínico e molecular associado aos casos de câncer colorretal em 

idade jovem (<50 anos) e identificar variantes germinativas de predisposição que elucidem 

esses casos. 

 

 

 3.2   Objetivos Específicos 
 

 Correlacionar  

 Desenvolver uma metodologia baseada em NGS para avaliação de metilação 

no promotor do gene MLH1. 

 Caracterizar molecularmente amostras tumorais de um grupo de pacientes, 

a fim de identificar os subgrupos com deficiência nos genes de reparo 

relacionados a causas esporádicas (metilação de MLH1 e mutação de BRAF). 

 Identificar variantes germinativas de predisposição ao CCR realizando o 

sequenciamento para genes de predisposição já conhecidos e emergentes; 

 Correlacionar características clínicas com as alterações germinativas 

patogênicas identificadas. 
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4.   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento Experimental 
 
 

O desenho experimental demonstrado na figura 4 ilustra as etapas do estudo: 

seleção  dos casos com CCR antes dos 50 anos, classificação dos casos selecionados de 

acordo com informações disponíveis em prontuário (IHQ das proteínas MMR, análise de 

mutação de KRAS, NRAS e BRAF), seleção de casos para as etapas de análise de metilação de 

MLH1 e avaliação de mutação em BRAF, avaliação de histórico familiar de CCR, seleção de 

casos para o sequenciamento germinativo de painel de genes de predisposição ao CCR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Autoria própria. 

Figura 4 - Esquema representativo do delineamento experimental do projeto. 

Casos com CCR desenvolvido antes dos 50 anos de idade foram avaliados quanto à 

caracterização molecular do tumor, através de teste tumoral universal (IHQ de proteínas 

MMR) e avaliações adicionais quando necessário (metilação de MLH1 e mutação somática 

em BRAF), seguido por avaliação da história familiar e avaliação para mutações germinativas 

que conferem predisposição a CCR (para os casos ainda não rastreados). * Inclusão de grupo 

de pacientes com mutações somáticas no CCR do tipo G>T nos genes KRAS ou NRAS, uma 

vez que uma parcela destes pacientes pode ser portadora de variantes patogênicas em 

MUTYH (Aimé et al. 2015). 
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4.2 Casuística e dados clínicos 

Como critérios de inclusão, foram selecionados para o estudo casos que 

desenvolveram CCR em idade jovem, antes dos 50 anos, com informações clínicas 

disponíveis em prontuário eletrônico. Foram excluídos do projeto àqueles pacientes com 

diagnóstico de FAP clássica e pacientes da etapa prospectiva que não desejaram participar 

do estudo. Os pacientes foram obtidos através do banco de dados de pacientes operados do 

Centro de Referência Tumores Colorretais entre os anos de (2007 e 2020), busca no sistema 

Recruit (pacientes com CCR metastático) e banco de dados do Laboratório de Diagnóstico 

Genômico para selecionar pacientes com teste molecular do gene KRAS e mutação do tipo 

c.34G>T; p.G12C. 

Foram coletadas nos bancos de dados citados e revistos nos prontuários 

hospitalares eletrônicos as características clínicas dos pacientes (sexo e idade), 

características do tumor (histologia, localização, IHQ das proteínas MMR, mutações nos 

genes KRAS, NRAS e BRAF), e histórico pessoal e familiar de câncer (tumores CCR, idade ao 

diagnóstico, tumores extracolônicos). Segundo o histórico familiar de câncer, os pacientes 

foram classificados como: 1) positivo para CCR em parente de primeiro grau, 2) positivo para 

CCR em parente de segundo grau, 3) Amsterdam I/II, 4) histórico negativo para CCR, 5) sem 

informação.  

O teste tumoral universal que inclui avaliação por IHQ das proteínas do sistema 

MMR é realizado como parte da rotina de avaliação patológica dos tumores, portanto, esses 

dados foram recuperados dos prontuários dos pacientes. Para os tumores colorretais que 

foram diagnosticamente a partir do ano de 2015, a avaliação de mutação somática no gene 

BRAF também é parte integrante da avaliação patológica do tumor e a informação também 

foi recuperada dos prontuários. Tumores diagnosticados anteriormente a esta data e com 

perda de expressão de MLH1/PMS2 foram avaliados no presente estudo quanto ao status de 

mutação somática em BRAF. A avaliação da metilação no gene MLH1 no tumor não integra 

as avaliações realizadas rotineiramente no ACCCC e, portanto, foi realizada no presente 

estudo nos tumores com perda de expressão de MLH1/PMS2 e em outros tumores sem 

perda (para validação da técnica). Apenas para a etapa de validação da técnica de avaliação 

da metilação no gene MLH1 foram incluídos casos de pacientes com CCR diagnosticados 
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após os 50 anos, e que apresentaram perda de expressão de MLH1/PMS2. 

 

4.3 Material biológico 
 

O estudo utilizou amostras de tumor obtidas no Biobanco (tumor congelado a 

fresco) ou em material de arquivo do Departamento de Anatomia Patológica (tumor 

emblocado em parafina) e de sangue periférico ou saliva, que foram obtidas tanto 

retrospectivamente como prospectivamente. 

As amostras prospectivas de sangue periférico ou saliva para a realização dos testes 

genéticos foram obtidas mediante convocação do paciente e assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 1). O sangue foi coletado em 

anticoagulante EDTA e a saliva foi obtida utilizando tubo coletor apropriado Oragene DNA 

OG-500 (DNA Genotek Inc. Ottawa, Canada). O DNA do tumor, sangue ou saliva foi extraído 

em condição padronizada seguindo protocolos estabelecidos pelo Biobanco da instituição. A 

qualidade e quantificação dos DNAs obtidos foram avaliadas através do espectrofotômetro 

NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisherScientific, MA, Estados Unidos) e Qubit 4 Fluorometer 

(ThermoFisher Scientific, MA, Estados Unidos), respectivamente. 

 

4.4 Análise de metilação em MLH1 e mutação em BRAF 

 

 4.4.1 Análise de Metilação do promotor de MLH1 
 

A análise de metilação do promotor do gene MLH1 foi realizada por 

sequenciamento de nova geração após conversão do DNA tumoral por bissufilto de sódio. 

Esta técnica envolve o tratamento de DNA com bissulfito de sódio, que converte citosinas (C) 

não metiladas em uracilas (U). As C metiladas permanecem inalteradas após o tratamento. 

Uma vez convertido, o perfil de metilação do DNA pode ser determinado através de PCR 

seguida por alguma metodologia de sequenciamento de DNA quantitativa. Durante a reação 

de PCR a uracila é substituída pela timina. O DNA convertido pode então ser analisado por 



 

37  

sequenciamento, sendo que a conversão de C para T significa citosina não-metilada 

enquanto C que permanece C significa citosina metilada. Neste estudo, utilizamos como 

metodologia o NGS na plataforma Ion Proton (Thermo Scientific).  

Para isto, inicialmente delimitamos a região do promotor de MLH1 a ser analisada 

entre as posições -143 a -264 do local de início da transcrição do gene (NM_000249.3), 

região de 121 pares de bases que apresenta 5 dinucleotídeos CpGs e é avaliada em kits 

comerciais validados para avaliação de metilação neste gene (kit PyroMark Q24 CpG MLH1 – 

Qiagen). Primers específicos para amplificar esta região foram desenhados, considerando a 

sequência convertida da região (MLH1_met_F: AGGTTATAAGAGTAGGGTT; MLH1_met_R2: 

AACCYAACTTATATACCTCTACT). 

Para a reação de conversão por bissulfito de sódio, 20ul de DNA do tumor (tecido 

congelado a fresco ou fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE) (sendo a 

concentração final de aproximadamente 50 ng totais) foitratado com o kit EZ DNA 

Methylation-Gold (ZYMO RESEARCH), seguindo o protocolo do fabricante. O DNA convertido 

foi submetido à reação de PCR para gerar amplicons da região de interesse e os produtos das 

reações de PCR foram avaliados em gel de agarose. Inicialmente foi realizada uma 

padronização de PCR, onde foram testadas diferentes concentrações de magnésio, de DNA e 

temperaturas de anelamento. 

As concentrações ideais de magnésio e DNA padronizadas estão descritas na Tabela 

1. A temperatura de anelamento em que foi melhor observado à amplificação da região alvo, 

foi obtida através da técnica de touch down, que consiste em diminuir 0,2 graus a cada ciclo 

(Tabela 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

38  

Tabela 1 - Concentrações padronizadas da PCR para análise de metilação no gene MLH1. 

PROTOCOLO PLATINUM – PCR VOLUME 

H2O 20,55 ul 

BUFFER TAQ HF 10X 3 UL 

MGSO4 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 10 NG/ UL 3,5  ul 

VOLUME FINAL 30  ul 

  

Fonte: Autoria própria. 

ul – Microlitros. 

 

Tabela 2 - Protocolo de ciclagem da PCR para análise de metilação no gene MLH1. 

TEMPERATURA TEMPO CICLOS 

94°C 2m 1X 

94°C 30s 

40X 
50°C 

↓ 0,2°C A CADA CICLO 

 

30s 

68°C 1m 

68°C 10m 1X 

4°C∞  

Fonte: Autoria própria. 

m - Minutos; s - Segundos; x - Quantidade de ciclos. 

 

Após a confirmação de amplificação por análise em gel de agarose, o volume restante 

da reação de PCR (25uL) foi utilizado para construção das bibliotecas de amplicon com o kit 

Ion Plus Fragment Library (Thermo Fisher), de acordo com as instruções do fabricante. 

Resumidamente, este kit realiza a ligação de adaptadores (P1 e A) e barcodes (junto do 
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adaptador A) aos fragmentos de PCR. Os adaptadores direcionam as etapas de PCR em 

emulsão (ePCR) e sequenciamento, enquanto que os barcodes são sequências únicas que 

permitem a identificação de cada amostra após a corrida de sequenciamento. Para o 

sequenciamento, a etapa de PCR em emulsão (ePCR) foram realizadas com o Ion PI™ Hi-Q™ 

OT2 200 Kit. Esta etapa permite à amplificação clonal dos fragmentos das bibliotecas, 

através da formação de micelas que possuem uma bead com sequência complementar a P1, 

e reagentes necessários para amplificação dos fragmentos. Após a ePCR foi realizada a etapa 

de enriquecimento, em que apenas as beads com fragmentos de DNA amplificados são 

selecionadas. Por fim, o sequenciamento foi realizado utilizando o Ion PI™ Hi-Q™ Sequencing 

200 Kit, juntamente com o Ion PI™ Chip Kit v3. O sequenciamento nesta plataforma ocorre 

através da incorporação cíclica de nucleotídeos, que ao serem incorporados resultam na 

liberação de íon H+ por ligação fosfodiéster, gerando uma alteração no pH da reação, que é 

detectado pelo equipamento. 

Após o sequenciamento, foi utilizado o software CLC para a análise da metilação nos 

dinucleotídeos CpG. As sequências geradas foram mapeadas na referência convertida da 

região utilizando o software CLC Genomics Workbench. As frequências das bases C e T de 

cinco citosinas CpGs e de três citosinas controles (não CpGs) foram anotadas e foi 

considerada a média entre os quatro CpGs de menor desvio. Inicialmente fizemos a 

anotação das frequências das bases C e T para as cinco regiões CpGs, porém observamos 

que uma das citosinas apresentava uma porcentagem de metilação que divergia 

consideravelmente das demais, assim foi considerada a média entre os quatro CpGs de 

menor desvio. A conversão por bissulfito de sódio foi considerada eficiente quando a média 

da frequência de bases C na região das três citosinas controles é <2%. As amostras foram 

consideradas positivas para metilação de MLH1 quando a média da frequência de bases C na 

região das 4 citosinas CpGs foi >10%. 

 

 

4.4.2 Análise de mutação somática de BRAF 
 

Para a detecção da alteração p.Val600Glu (V600E) no gene BRAF foi utilizada a 

metodologia de sequenciamento de amplicon. Para isto, primers específicos para esta 
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alteração foram desenhados (BRAF_V600E_F:TTCATGAAGACCTCACAGTAAAAA; 

BRAF_V600E_R: GGATCCAGACAACTGTTCAAA), utilizando a ferramenta online Primer 3. Os 

DNAs extraídos de tumor (tecido congelado a fresco ou FFPE) foram submetidos a reações 

de PCR para gerar amplicons da região de interesse (Tabela 3).  

Os produtos das reações de PCR foram avaliados em gel de agarose, e o volume 

restante foi utilizado para construção das bibliotecas de amplicon com o kit Ion Plus 

Fragment Library (Thermo Fisher), de acordo com as instruções do fabricante e descritos no 

item anterior. 

 

Tabela 3 - Detalhamento do Protocolo para análise de mutação no gene BRAF. 

 

Fonte: Autoria própria. 

uL– Microlitros. 

Tabela 4 - Protocolo de ciclagem da PCR para análise de mutação no gene BRAF. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

Min - Minutos; s - Segundos; x - Quantidade de ciclos. 

 

PROTOCOLO GO TAQ – PCR VOLUME 

ENZIMA GO TAQ GREEN 1U/UL 12,5 ul 

PRIMER F 10 MM 0,5  ul 

PRIMER R 10 MM 0,5  ul 

DNA (5 A 50 NG/UL ) 2  ul 

ÁGUA  

9,5  ul 

VOLUME FINAL 25  ul 

TEMPERATURA TEMPO CICLOS 

95°C 2 m 1X 

95°C 30 s  

60°C 1 m 35X 

72°C 45s  

72°C 5 m 1X 

4°C ∞ 
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Os dados gerados pelo sequenciador Ion Proton foram analisados com as 

ferramentas Torrent Suit e Variant Caller. Os critérios para a chamada de variantes foram de 

cobertura mínima de 500 vezes e frequência de pelo menos 2% da base alterada. 

 

5. Seleção de casos para análise genética 

 
 

A seleção dos casos para a realização do sequenciamento germinativo de painel 

multi-genes foi realizada conforme ilustra a figura 5. Os pacientes com CCR antes dos 50 

anos foram classificados de acordo com informações disponíveis em prontuário (idade, 

histórico familiar, IHQ das proteínas MMR, análise de mutação de KRAS, NRAS e BRAF), além 

dos resultados das análises de metilação de MLH1 e mutação em BRAF realizadas nesse 

estudo para alguns casos. A partir desses dados, selecionamos para a etapa de rastreamento 

de alterações germinativas os seguintes casos: 1) pacientes com tumores com deficiência no 

sistema MMR (dMMR); 2) casos com tumor MMR  proficiente (pMMR) ou não avaliado e 

com história familiar positiva para CCR; 3) casos com CCR < 40 anos; 4) casos com alteração 

somática KRAS-G12C. A inclusão de grupo de pacientes com mutações somáticas KRAS-G12C 

foi realizada pois uma parcela destes pacientes pode ser portadora de variantes patogênicas 

em MUTYH (72). Para esta etapa, foi utilizado material de DNA de leucócito dos casos 

disponíveis em Biobanco ou foi realizada coleta prospectiva de saliva para a extração do 

DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 5 - Esquema representativoda seleção dos pacientes para avaliação de mutações 

germinativas . Casos com CCR desenvolvido antes dos 50 anos de idade avaliados quanto à 
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caracterização molecular do tumor, através de teste tumoral universal (IHQ de proteínas 

MMR) e avaliações adicionais quando necessário (metilação de MLH1 e mutação somática 

em BRAF), seguido por avaliação da história familiar e avaliação para mutações germinativas 

que conferem predisposição a CCR (para os casos ainda não rastreados). 

 

 

5.2 Detecção de variantes germinativas por sequenciamento de painel multi-
genes 
 

Os casos selecionados para análise germinativa foram rastreados através de 

sequenciamento de um painel customizado de 62 genes de predisposição ao câncer (Figura 

6). A escolha dos genes do painel se baseou na inclusão de 27 genes associados a SPHC de 

diversos tumores sólidos, incluindo síndromes de CCR (APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRCA1, 

BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MUTYH, MSH6, NBN, 

PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, RET, SMARCA4, STK11, TP53 e NF1), 8 genes de 

síndromes mais raras associadas a CCR (AXIN2, BLM, GREM1/SCG5, NTHL1, POLD1, POLE e 

SMAD4) e  27 genes candidatos para aumento de risco de CCR recentemente descritos 

(BRF1, BUB1, BUB1B, BUB3, CDKN1B, CTNNA1, ENG, EPHX1, ERCC6, EXO1, FAN1, FOCAD, 

GALNT12, LRP6, MIA3, MLH3, MSH3, NFKBIZ, POLQ, PTPRJ, RNF43, RPS20, SEMA4A, SETD6, 

SMAD9, WRN e XRCC4) 20.  21. 

Para a construção da biblioteca e enriquecimento dos genes de interesse, o DNA 

genômico foi fragmentado por digestão enzimática e ligado a adaptadores e barcodes 

específicos com o kit QIAseq FX DNA Library Kit (Qiagen), conforme protocolo do fabricante. 

A captura das regiões alvo foi realizada através de hibridização com sondas biotiniladas, 

utilizando um painel customizado de 62 genes (xGen Gene Capture Pools - IDT Technologies) 

(Figura 5), seguindo as recomendações do fabricante.  

O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 500 (Illumina), visando 

obter uma cobertura mínima de 30X para as bases alvo. 
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Fonte: Autoria própria. 

Figura 6 - Painel customizado com 62 genes de predisposição ao câncer. O nível de evidência 

de associação dos genes com predisposição ao CCR foi baseado no trabalho de Seifert et al. 

2019. Os genes sem coloração não foram avaliados quanto a sua relação com o risco de CCR 

nesse estudo. *MUTYH: gene com evidência definitiva para herança recessiva e moderada 

para herança dominante; #MSH3: gene com evidência moderada para herança recessiva e 

limitada para herança dominante. 
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6. Análises de bioinformática e seleção de variantes 
 

As análises de bioinformática e a interpretação das variantes encontradas no 

sequenciamento do painel de genes foram realizadas seguindo os protocolos adotados no 

Laboratório de Genômica Clínica e Funcional e Laboratório de Diagnóstico Genômico. Em 

resumo, a ferramenta Isaac Enrichment v2.1, disponível no aplicativo Base Space (Illumina), 

foi utilizada para realizar o alinhamento e as chamadas variantes. As variantes identificadas 

foram anotadas e filtradas no software VarSeq (Golden Helix). 

Foram aplicados filtros específicos para seleção de variantes germinativas raras 

(Qualidade ≥ 30, cobertura da base ≥ 20X, frequência do alelo variante ≥ 0,25, frequência do 

alelo menor [MAF] ≤ 0,02 ou ausente nos bancos de dados populacionais [ExAC, ESP, 

1000genomes e ABraOM]). Foram selecionadas apenas variantes em regiões codificantes ou 

em regiões adjacentes aos limites éxon-íntron (até 10pb intrônicos). A análise de alterações 

de número de cópias (CNV de copy number variation) foi realizada através do software 

VarSeq (Golden Helix). Resumidamente, o algoritmo de chamada de CNV do Varseq realiza 

uma avaliação comparativa da cobertura normalizada das regiões alvo entre as amostras 

caso e amostras controle, para identificar regiões de menor cobertura (deleções) e maior 

cobertura (duplicações). Foram utilizados parâmetros padrão do software para uma 

chamada estringente de CNVs, em que a variação da cobertura da região deve ter Z-score 

maior que 3 (duplicações) ou menor que -3 (deleções). 

 

6.1 Classificação de variantes segundo os critérios sugeridos pelo American 
College of Medical Genetics (ACMG) 

 

As variantes detectadas no estudo foram avaliadas quanto à sua classificação em 

bancos de dados de classificação clínica de variantes (ClinVar, LOVD, Insight) e em 

classificadores automáticos (Varsome e Franklin Genoox). As informações das variantes 

coletadas nessas ferramentas foram utilizadas para classificar as variantes segundo os 

critérios sugeridos pelo American College of Medical Genetics (ACMG) (Richards et al. 2015). 

A American College of Medical Genetics (ACMG) definiu diretrizes para a 
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classificação de variantes germinativas em genes associados a doenças mendelianas de 

acordo com o grau de patogenicidade aferido por uma série de critérios. Atualmente esses 

critérios são divididos em duas categorias de acordo com sua probabilidade de 

patogenicidade:  1 - Classificação de variantes como patogênicas (P) ou provavelmente 

patogênicas (PP); 2 - Classificação de variantes como benignas (B) ou provavelmente 

benignas (PB). Os critérios que indicam patogenicidade são divididos em quatro subgrupos: 

PVS1 (Muito forte), PS1-4 (Forte), PM1- 5 (Moderado) e PP1-5 (Suporte). Enquanto os 

critérios para benignidade são divididos em 3 subgrupos: BSA1 (stand alone), BS1-4 (Forte) e 

BP1-6 (Suporte). Variantes que não alcançam a pontuação para nenhuma dessas categorias 

(P/PP ou B/PB), ou possuem classificação conflitantes entre elas e que não há evidência 

científica suficiente para assim classificá-las, são categorizadas como variantes de significado 

clínico desconhecido ou incerto, comumente conhecidas como VUS (73). No quadro 4 e 5, 

apresentamos um resumo das diretrizes da ACMG presentes no artigo de Richards (73), o 

qual detalha os critérios citados acima e como são utilizados como evidências de 

patogenicidade/benignidade.  

 

Quadro 4 - Critérios para classificar variantes como patogênicas. 

Evidências de 
Patogenicidade 

Categorias 

Muito Forte 

PVS1 – Variante Nula (Sem sentido, frameshift, sítios canônicos de splice 
± 1 ou 2, códon de iniciação, deleção de único ou multi-éxons) em um 
gene onde LOF (loss of function – perda de função) é um mecanismo 
conhecido de doença.  

Forte 

PS1 – Mudança de um mesmo aminoácido que uma variante patogênica 
previamente estabelecida, independente da mudança do nucleotídeo.  
PS2 - De novo (Maternidade e paternidade confirmadas), em um 
paciente com doença e sem histórico familiar.  
PS3 – Estudos funcionais in vitro e in vivo bem estabelecidos que 
suportam o efeito prejudicial no gene ou produto gênico.  
PS4 – A prevalência da variante em indivíduos afetados é 
significativamente aumentada em comparação com a prevalência nos 
controles. 

Moderado 

PM1 – Localizado em um hot spot mutacional e/ou domínio funcional 
bem estabelecido e crítico (por exemplo, local ativo de uma enzima), 
sem uma variação benigna.  
PM2 – Ausência de controles (ou em frequência extremamente baixa se 
recessiva), no projeto de sequenciamento do exoma, projeto 1000 
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genomas ou consórcio de agregação do exoma (Exome aggregation 
consortium – ExAC).  
PM3 – Para desordens recessivas detectadas em trans com uma variante 
patogênica. Nota: Isso requer teste dos pais (ou filhos) para determinar a 
fase.  
PM4 – O tamanho da proteína muda como resultado de deleções e 
inserções no quadro em uma região não repetida ou variantes stop loss.  
PM5 – Nova variante missense em um aminoácido onde, uma alteração 
missense diferente já havia sido previamente determinada como 
patogênica. Exemplo: Arg156His é patogênico; agora Arg156Cys.  
PM6 – De novo, mas sem confirmação de paternidade e maternidade.  

Suporte 

PP1 – Co-segregação, vários membros da família afetados com doença 
em um gene definitivamente conhecido por causar a doença. Nota: Pode 
ser usado como forte evidência com o aumento dos dados de 
segregação.  
PP2 – Variantes missenses em um gene com baixa taxa de variante 
benigna e em que as variantes patogênicas são um mecanismo comum 
de doença.  
PP3 – Múltiplas linhas de evidência computacional suportam um efeito 
deletério no gene ou no produto gênico (conservação, evolução e 
impacto no sítio de splicing).  
PP4 – O fenótipo do paciente ou a história familiar é altamente 
específica para uma doença com uma única etiologia genética.  
PP5 – Fonte respeitável recentemente relatou a variante como 
patogênica, mas a evidência não está disponível para uma avaliação 
independente.  

 

 

Quadro 5 - Critérios para classificar variantes como benignas. 

Evidências de  
Benignidade 

Categorias 

Stand-alone 
BA1 – Frequência alélica é > 5% no projeto de sequenciamento de 
exoma, projeto de 1000 genomas ou Consórcio de agregação de Exoma 
(ExAC). 

Forte 

BS1 - A frequência alélica é maior do que o esperado para o transtorno; 
BS2 - Observado em um indivíduo adulto saudável para um transtorno 
recessivo (homozigoto), dominante (heterozigoto) ou ligado ao X 
(hemizigoto), com penetrância total esperada em idade precoce; 
BS3 - Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem estabelecidos não 
mostram nenhum efeito prejudicial na função da proteína ou splicing; 
BS4 - Falta de segregação em membros afetados de uma família 

Suporte 
BP1 - Variante sem sentido em um gene para o qual se sabe que 
variantes principalmente truncadas causam doença; 



 

47  

BP2 - Observada em trans com uma variante patogênica para um 
gene/distúrbio dominante totalmente penetrante ou observada em cis 
com uma variante patogênica em qualquer padrão de herança; 
BP3 - Deleções no quadro/ inserções em uma região repetitiva sem 
uma função conhecida BP4 Várias linhas de evidências computacionais 
sugerem nenhum impacto no gene ou produto do gene (conservação, 
evolução, impacto de splicing, etc.); 
BP4 - pode ser usado apenas uma vez em qualquer avaliação de uma 
variante; 
BP5 - Variante encontrada em um caso com uma base molecular 
alternativa para a doença; 
BP6 - Fonte respeitável recentemente relata variante como benigna, 
mas a evidência não está disponível para o laboratório realizar uma 
avaliação independente; 
BP7 - Uma variante sinônima (silenciosa) para a qual os algoritmos de 
previsão de splicing não preveem impacto na sequência de consenso de 
emenda nem a criação de um novo sítio de emenda E o nucleotídeo não 
é altamente conservado. 

 

 

7. Análise estatística 
 

 

Para o teste de validação da análise de metilação de MLH1, foram realizadas 

análises estatísticas de correlação e teste T, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad). As variáveis clínicas para a coorte completa foram relatadas com estatísticas 

descritivas. Para as comparações dos casos com e sem alterações germinativas detectadas e 

suas características clínicas, histopatológicas e de história familiar, inicialmente foi realizada 

uma análise descritiva das variáveis, em que são apresentadas as distribuições de frequência 

absoluta (n) e relativa (%) para as variáveis qualitativas, e as principais medidas resumo, 

como a média, desvio padrão, mediana, valores mínimo e máximo, para as variáveis 

quantitativas. Para avaliar a associação entre variáveis qualitativas, foi utilizado o teste qui-

quadrado ou o teste exato de Fisher, quando apropriado. O nível de significância adotado foi 

de 5%. As análises estatísticas foram realizadas por meio do software IBM SPSS versão 28. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Validação de um teste NGS baseado em amplicon para avaliar a metilação 
do promotor MLH1 e sua correlação com mutação em BRAF em pacientes 
com câncer colorretal. 

 

A primeira etapa deste estudo baseou-se no desenvolvimento de uma metodologia 

baseada em NGS para avaliar o status de metilação do promotor do gene MLH1 em tecido 

tumoral. Essa ferramenta foi desenvolvida para, em conjunto com a avaliação de mutação 

em BRAF, identificar o subgrupo de pacientes com perda de expressão de MLH1/PMS2 

correlacionados a causas esporádicas de desenvolvimento do câncer colorretal. Os 

resultados desse objetivo foram submetidos em um artigo científico à revista Experimental 

and Molecular Pathology (Anexo 2) e está atualmente na segunda rodada de revisão por 

pares. 

Para avaliar a metilação de MLH1, desenhamos primers específicos para amplificar 

uma região de 121 pares de bases do promotor do gene que apresenta cinco dinucleotídeos 

CpGs, dos quais quatro foram considerados para análise de metilação (Figura 7A). Após 

padronizar a reação de PCR, avaliamos a amplificação da região promotora de MLH1 em géis 

de agarose, antes do sequenciamento (Figura 7B). As frequências das bases C e T dos quatro 

CpGs e três citosinas de controle (não CpGs) foram obtidas através do mapeamento de 

leituras de sequenciamento na ferramenta CLC Genomics Workbench (Figura 7C). 
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 Fonte: Autoria própria. 

Figura 7 – (A): Região promotora de MLH1 e CpGs avaliados. Representação da região 

genômica contendo a região do promotor de MLH1 analisado. Os iniciadores estão 

representados em roxo, o dinucleotídeo CpG está representado em verde. Um asterisco 

indica o CpG excluído da análise devido ao alto desvio de metilação. As citosinas de controle 

estão representadas em laranja. As posições dos cromossomos referem-se à referência 

Hg19. (B): Amplificação do promotor de MLH1. Gel de agarose (2%) mostrando o padrão de 

amplificação de um fragmento de 116pb englobando a região promotora do gene MLH1 (1) 

Ladder (marcador de peso molecular); (2,3) amostra de DNA de saliva; (4,5) Amostras de 

DNA parafinado; (6) Controle negativo. (C): Análise de metilação do promotor de MLH1. 

Mapeamento de sequenciamento em CLC Genomics WorkBench 6: S1) amostra com CpGs 

não metilados; S2) amostra com CpGs parcialmente metilados; S3) com CpGs totalmente 

metilados. 

Para demonstrar a especificidade da análise de metilação de MLH1, testamos DNA 

de 20 amostras de saliva e 26 amostras de tumor com dados imuno-histoquímicos 

mostrando perda de MLH1/PMS2 (20 casos) ou MSH2/MSH6 (6 casos) (Figura 8A). A 

porcentagem média de citosinas não convertidas nas bases controle foi de 0,6% (+0,2%), 

confirmando a alta eficiência de conversão de bissulfito. A porcentagem média de metilação 
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de MLH1 nas amostras de saliva foi de 2,49% (0,5% a 6,4%) e definiu o ponto de corte de 

10% para considerar uma amostra como metilada. Em tumores com perda de MSH2/MSH6, 

a taxa de metilação de MLH1 variou de 0,7% a 4,6% (média de 2,1%) e em tumores com 

perda de expressão de MLH1/PMS2 de 1,0% a 91,3% (média de 29,6%). Somente neste 

último grupo detectamos amostras acima do cut-off de 10% e que foram consideradas 

positivas para metilação de MLH1. 

Para verificar a reprodutibilidade e precisão da análise do promotor MLH1, 

realizamos uma análise de diluição em série e uma comparação dos resultados entre duas 

plataformas de sequenciamento de última geração. Primeiro, no experimento de diluição em 

série, usamos DNAs de linhagens celulares humanas comerciais completamente metilados e 

completamente não metilados e geramos seis amostras com diferentes porcentagens de 

metilação esperada (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 0%) (Figura 8B, Tabela 5). A 

amplificação do alvo e a construção da biblioteca foram realizadas em triplicata e o 

sequenciamento foi realizado na plataforma Ion Proton. Com exceção da amostra com 

metilação esperada de 100%, todas as outras amostras apresentaram uma taxa média de 

metilação observada acima do esperado, com a maior diferença entre o esperado versus o 

observado aparecendo nas diluições de 25% e 12,5%. O desvio padrão (DP) variou de 1% a 

11,2% entre as replicatas, sendo o maior desvio observado em diluições com metilação 

esperada de 25% (DP +7,9%) e 12,5% (DP +11,2%). 

Tabela 5 - Diluição seriada e análise de reprodutibilidade. 

 
Diluições 

Metilação Esperada (%) 100.0% 50.0% 25.0% 12.5% 6.25% 0.0% 

Replicata 1 90.6% 59.3% 33.9% 15.2% 8.8% 1.6% 

Replicata 2 93.8% 57.2% 49.5% 37.6% 20.5% 1.1% 

Replicata 3 95.8% 58.9% 43.4% 27.0% 12.5% 3.0% 

Média (+ SD) 
93.4% 

(+2.6%) 

58.5% 

(+1.1%) 

42.3% 

(+7.9%) 

26.6% 

(+11.2%) 

13.9% 

(+6.0%) 

1.9% 

(+1.0%) 

Diferença  

esperado-observado 
6.6% -8.5% -17.3% -14.1% -7.7% -1.9% 

Fonte: Autoria própria. 
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Na análise comparativa entre as duas plataformas NGS, Ion Proton e Illumina, foram 

avaliadas 9 amostras com taxas de metilação variando de 1% a 62%. As porcentagens de 

metilação obtidas pela plataforma Illumina foram ligeiramente inferiores às obtidas pela 

plataforma Ion Proton (Figura 8C), mas houve alta correlação geral entre as plataformas (r = 

0,97). 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 8 - (A): Análise de metilação de MLH1 em amostras de saliva e tumor. Todas as 

amostras esperadas de serem negativas (salivas e tumores deficientes para MSH2/MSH6) 

apresentaram níveis de metilação de MLH1 abaixo do ponto de corte de 10%, enquanto uma 

proporção de tumores deficientes em MLH1/PMS2 foi positiva para metilação de MLH1. (B): 

Diluição seriada e análise de reprodutibilidade. Os resultados demonstram resultados 

proporcionais e reprodutíveis em todas as réplicas, com menor variação em níveis mais altos 

de metilação. (C): Comparação dos níveis de metilação entre plataformas NGS. Os 

sequenciadores Ion Proton e Illumina mostraram uma alta concordância entre Taxas de 

metilação de MLH1 (r = 0,97). 
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8.2 Correlação da metilação de MLH1, perda de expressão de MLH1/PMS2 e 
status de mutação BRAF 
 

A análise de metilação no promotor MLH1 foi realizada com vinte amostras de 

tumor com perda de expressão de MLH1/PMS2 (Tabela 6). Doze amostras apresentaram 

metilação positiva em MLH1 com porcentagem de metilação variando de 11,5% a 91,30% e 

oito casos não foram metilados. A mutação V600E BRAF foi detectada em dez casos, todos 

eles MLH1-metilados, enquanto dez casos eram do tipo selvagem para BRAF V600.  

A presença de metilação de MLH1 e mutação BRAF concordou em dez casos e a 

ausência de ambas as alterações concordou em oito casos, dada uma concordância geral de 

90% (18/20). Dois casos mostraram ausência de mutação BRAF e presença de metilação de 

MLH1 (ID10M e ID20M). Curiosamente, um dos casos (ID20M) apresentou uma variante 

patogênica germinativa (VP) no gene MLH1 (deleção dos éxons 17-19), enquanto o segundo 

paciente (ID10M) apresentou um VP em MUTYH (monoalélico). 

Para 6 de 8 pacientes que foram negativos para metilação de MLH1 e mutação 

BRAF, tivemos resultados de testes genéticos germinativos realizados nesse estudo 

(resultados completos descritos no item 8.3). Cinquenta por cento (3/6) desses pacientes 

foram diagnosticados com SL com uma VP germinativa no gene MLH1. Um paciente (ID27M) 

que foi negativo no teste germinativo realizou teste genômico somático abrangente e foi 

confirmado como um paciente Lynch-like, devido à detecção de uma variante somática de 

perda de função em MLH1 (c.991G>T; p.Glu331Ter - frequência da variante: 59%). Pacientes 

duplamente negativos (MLH1 não metilado/ BRAF WT) tiveram uma idade de início do CCR 

mais precoce quando comparados aos pacientes duplamente positivos (41,1 versus 63,5, 

p=0,001). De maneira interessante, no grupo de pacientes com CCR acima de 50 somente 1 

paciente foi duplamente negativo (11,1%, 1/9), enquanto no grupo de pacientes abaixo de 

50 anos, 81,8% foram duplamente negativos ou apresentaram discordância entre os 

marcadores (9/11). 
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Tabela 6 - Análise da metilação do promotor MLH1 e mutação BRAF V600E em tumores com 

perda em MLH1/PMS2. 

Amostras 
Idade 

de 
início 

Celularidade 
tumoral (%) 

Metilação       
MLH1 (%) 

Mutação  
BRAF 

Concordância 
MLH1 met / BRAF 

mut 

Análise 
Germinativa 

IDm 01 86 80% 73,0% V600E Sim NA 

IDm 02 65 70% 41,3% V600E Sim NA 

IDm 03 61 65% 43,0% V600E Sim NA 

IDm 04 81 70% 48,8% V600E Sim NA 

IDm 05 61 80% 60,9% V600E Sim NA 

IDm 06 65 70% 42,3% V600E Sim NA 

IDm 07 65 90% 91,3% V600E Sim NA 

IDm 08 61 65% 43,0% V600E Sim NA 

IDm 12 45 95% 61,6% V600E Sim NA 

IDm19 45 95% 75,4% V600E Sim NA 

IDm 11 36 80% Não metilado WT Sim MLH1path 

IDm 13 47 60% Não metilado WT Sim MLH1path 

IDm 23 44 90% Não metilado WT Sim MLH1path 

IDm 14 44 85% Não metilado WT Sim Negativo 

IDm 26 35 70% Não metilado WT Sim Negativo 

IDm 27a 26 60% Não metilado WT Sim Negativo 

IDm 09 63 30% Não metilado WT Sim NA 

IDm 17b 34 80% Não metilado WT Sim NA 

IDm 10 46 80% 18,8% WT Não MUTYHpathc 

IDm 20 47 90% 11,5% WT Não MLH1path 

Fonte: Autoria própria. 

IHQ: imuno-histoquímica; WT: tipo selvagem; NA: não avaliado; path: patogênico. 
MLH1path: mutação somática em MLH1 (Lynch-like); MUTYHpath:: Portador de variante 
monoalélica em MUTYH. 
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8.3 Casuistica e pacientes selecionados para sequenciamento de Painel 
Multigênico  
 

Foram identificados 376 pacientesdiagnosticados com câncer colorretal com idade 

abaixo de 50 anos. Os prontuários eletrônicos desses pacientes foram avaliados para coleta 

de dados clínicos como: idade ao diagnóstico, histologia, presença de outros tumores, 

histórico familiar de neoplasias e diagnóstico genético prévio. 

Dos 376 pacientes, 255/376 (67,8%) apresentavam resultado do teste tumoral 

universal por IHQ de MMR, sendo que 229/255 (89,8%) foram positivos (pMMR) e 26/255 

(10,2%) pacientes negativos (dMMR) (Tabela 7). Dos pacientes dMMR, 14/26 (53,8%) 

apresentaram deficiência em MLH1 e/ou PMS2 (13 MLH1/PMS2 negativos e 1 PMS2 

negativo) e 12 (46,1%) apresentaram deficiência em MSH2 e/ou MSH6 (9 MSH2/MSH6 

negativos e 3 MSH6 negativos).  

Em relação às mutações somáticas nos genes KRAS, NRAS e BRAF, 174 pacientes 

apresentavam resultado de avaliação de mutação, desses, 87 apresentaram mutação em 

pelo menos 1 gene, a maioria deles em KRAS/NRAS (85/184 – 46,2%) e 87 (87/184 – 47,3%) 

eram selvagens. Dos 45 (45/184 – 24,4%) pacientes com resultado de avaliação de BRAF, 

apenas 3 (3/184 – 1,6%) pacientes foram positivos para mutação, sendo 2 com a mutação 

V600E e 1 V600L. Duzentos e dois dos 376 pacientes (202/376 – 53,7%) não possuíam ou não 

foi relatado a realização de teste tumoral. 

A grande maioria dos pacientes 275/376 (73%) relatou não possuir histórico familiar 

de CCR. 29/376 (7,7%) dos pacientes apresentam pelo menos um parente de 1° grau com 

CCR, 50/376 (13,3%) pacientes apresentam parentes de 2° grau com CCR e 18/376 (4,8%) 

pacientes se enquadram nos critérios de Amsterdam I/II (Tabela 7). Dos 376 pacientes 

elegíveis neste estudo, 172 possuíam material de DNA de leucócito disponível no Biobanco 

da instituição. 
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Tabela 7 - Dados clínicos dos 376 pacientes com CCR abaixo de 50 anos.  

Característica Tipo Número (%) 

Pacientes com CCR <50 
Homens 189 (50,3%) 

Mulheres 187 (49,7%) 

Expressão MMR 

Não realizado 121 (32,2%) 

Realizado:  255 (67,8%) 

Proficiente 229 (89,8%) 

MLH1/PMS2 (ambos ou isolados) 14 (5,5%) 

MSH2/MSH6 (ambos ou isolados) 12 (4,7%) 

Mutação 
Somática RAS/BRAF 

Não realizado 202 (53,7%) 

Realizado: 174 (46,3%) 

BRAF mutado 3 (1,6%) 

KRAS/NRAS/BRAF selvagem 87 (47,3%%) 

KRAS/NRAS mutado 85 (46,2%) 

Histórico Familiar 

1 parente de primeiro grau com CCR 292 (7,7%) 

1 parente de segundo grau com CCR 50 (13,3%) 

Amsterdam 18 (4,8%) 

Sem histórico familiar 275 (73,1%) 

Não descrito 4 (1%) 

Leucócitos Biobanco  172 

Pacientes recrutados  37 

Fonte: Autoria própria. 

CCR: Câncer colorretal; MMR: Mismatch repair. 

 

 

8.4 Análise de variantes germinativas por sequenciamento de painel multi-
genes 
 

Dos 376 pacientes do estudo, 193 preenchiam os critérios para a realização da 

etapa de análise germinativa (conforme detalhado no delineamento experimental do estudo 

na Figura 4). Foi possível obter amostras germinativas (leucócito e saliva) de 89 pacientes, 

sendo 52 amostras retrospectivas armazenadas obtidas no Biobanco da instituição e 37 

coletadas prospectivamente em colaboração com o Departamento de Oncogenética.  

Foi realizado o sequenciamento do painel multi-gênico com 62 genes e a avaliação 
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de variantes germinativas em 89 casos selecionados.  As variantes identificadas foram 

filtradas conforme descrito no item 6.1 e classificadas segundo os critérios sugeridos pelo 

ACMG. Em 24 (27%) pacientes foram detectadas variantes patogênicas ou provavelmente 

patogênicas (P/PP) (Tabela 8). Em 47 (53%) pacientes foram detectadas apenas variantes de 

significado incerto (VUS) (Tabela 9) e 18 (20%) pacientes apresentaram apenas variantes 

sem significado clínico para os 62 genes avaliados (Figura 9). 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 9 - Porcentagem de variantes encontradas em 89 paciente que fizeram 

sequenciamento de painel germinativo multi-gênico. VUS: variantes de significado clínico 

incerto; P/PP: patogênica/provavelmente patogênica; B/PB: benigna/provavelmente 

benigna.  

 

Dos 24 pacientes com variantes patogênicas, 16 (66,6%) apresentaram variantes 

P/PP em genes da síndrome de Lynch. Estes casos apresentaram 7 (43,7%) variantes em 

MLH1 (sendo 2 pacientes com a mesma CNV envolvendo a deleção dos éxons 17 a 19), 7 

(43,7%) possuíam alteração em MSH2 e 2 (12,5%) apresentaram variantes em MSH6. Cinco 

pacientes (20%) apresentaram variantes P/PP em MUTYH, 2 deles com duas variantes em 

heterozigose e 1 deles com 1 variante em homozigose, sendo, portanto, portadores 

bialélicos, e 2 com 1 variante em heterozigose (monoalélico). Dois (8,3%) pacientes tinham 

variantes PP em FAN1 (Tabela 8). Um paciente apresentou uma variante PP em NTHL1 

(monoalélico), um paciente apresentou uma variante PP em RAD51C e um paciente 

apresentou uma variante P em XRCC4 (monoalélico). Dois pacientes apresentaram variantes 
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P/PP em mais de 1 gene (1 MLH1 com FAN1, 1 MUTYH com XRCC4) (Figura 10 e Tabela 8). 

Em 47 (53%) pacientes foram detectadas apenas variantes de significado incerto (VUS) 

(Tabela 9) e 18 (20%) pacientes não apresentaram variantes com significado clínico 

(negativos) para os 62 genes avaliados.  

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 10. Porcentagem das variantes patogênicas encontradas em 8 genes em 24 pacientes. 

P/PP: patogênica/provavelmente patogênica.  
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Tabela 8 -  Descrição de dados clínicos e variantes P e PP detectadas em 24 pacientes. 

ID Idade CCR Sexo Status MMR 
Status  

RAS/BRAF 
Metilação 

MLH1 
História familiar Gene Variantes* 

Classificação 
ACMG 

ID_05 46 F 
Perda 

MLH1/PMS2 
WT Met 

1 Parente de 
1°grau com CCR 

MUTYH c.536A>G; p.Tyr179Cys P 

ID_06 44 F pMMR KRAS (G13D) Nr 
1 Parente de 

1°grau com CCR 

MUTYH c.1187G>A; p.Gly396Asp P 

XRCC4 c.25delC; p.His9Thrfs*8 P 

ID_07 47 F 
Perda 

MLH1/PMS2 
WT Não Metilado 

Sem história 
familiar 

MLH1 c.143A>C; p.Gln48Pro PP 

ID_18 41 M 
Perda 

MSH2/MSH6 
KRAS (G12D) Nr Amsterdam 

MSH2 
 

c.1700_1704delAAACA; 
p.Lys567Argfs*3 

P 
 

ID_24 47 F 
Perda 

MLH1/PMS2 
WT Met 

1 Parente de 
1°grau com CCR 

MLH1 
CNV - Deleção dos éxons 17-

19 
P 

FAN1 c.1571delT; p.Leu524Ter PP 

ID_32 40 F 
Perda 

MSH2/MSH6 
Nr Nr 

Sem história 
familiar 

MSH2 c.1823T>C; p.Phe608Ser P 

ID_38 46 M 
Perda 

MLH1/PMS2 
Nr Nr Amsterdam MLH1 

CNV - Deleção dos éxons 17- 
19 

P 

ID_39 46 M Perda MSH6 Nr Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
MSH6 c.3103C>T;p.Arg1035Ter P 

ID_42 37 M 
Perda 

MSH2/MSH6 
KRAS (G13D) Nr 

Sem história 
familiar 

MSH2 c.942+3A>T P 

ID_43 25 M Perda MSH6 Selvagem Nr 
Sem história 

familiar 
MSH6 c.1767delT; p.Pro591fs P 

ID_49 37 M 
Perda 

MSH2/MSH6 
WT Não Metilado 

1 Parente de 
1°grau com CCR 

MSH2 c.1046C>G; p.Pro349Arg P 

ID_50 44 F Perda WT Não Metilado 1 Parente de MLH1 c.2141G>A; p.Trp714Ter P 
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MLH1/PMS2 2°grau com CCR 

ID_56 28 M pMMR WT Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
RAD51C c.905-2_905-1delAG P 

ID_58 31 M Nr Nr Nr Amsterdam MSH2 c.1968C>G;p.Tyr656Ter P 

ID_61 32 F pMMR KRAS (G12C) Nr 
Sem história 

familiar 

MUTYH c.902C>G;p.Pro301Arg PP 

MUTYH c.536A>G; p.Tyr179Cys P 

ID_64 44 F pMMR KRAS (G12C) Nr Amsterdam MUTYH 
CNV- Deleção dos éxons 4 -

16 (HM) 
P 

ID_67 48 M 
Perda 

MSH2/MSH6 
KRAS (G12D) Não Metilado 

Sem história 
familiar 

MSH2 c.1613delA;p.Asn538Thrfs*5 P 

ID_72 46 M Nr Nr Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
MLH1 c.1276C>T;p.Gln426Ter P 

ID_73 44 M Nr Nr Nr Amsterdam MLH1 c.83C>T;p.Pro28Leu P 

ID_77 33 F Nr Nr Nr 
1 Parente de 

1°grau com CCR 
MLH1 c.2038T>C;p.Cys680Arg P 

ID_78 44 M pMMR WT Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
FAN1 c.34dupA;p.Arg12Lysfs*4 PP 

ID_85 45 M pMMR WT Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
MSH2 c.2211-1G>C PP 

ID_86 40 F pMMR WT Nr 
1 Parente de 

2°grau com CCR 
NTHL1 c.115+1G>A PP 

ID_90 50 M pMMR KRAS (G12C) Nr 
Sem história 

familiar 

MUTYH c.1187G>A;p.Gly396Asp P 

MUTYH c.933+3A>C P 

Fonte: Autoria própria. 

CCR – câncer colorretal; F – feminino; M – masculino; pMMR – proteínas MMR proficientes; P – patogênica; PP – provavelmente patogênica; 
WT – selvagem; Met – metilado; 0 – Sem histórico familiar; 1 – pelo menos um parente de primeiro grau com CCR; 2 - pelo menos um parente 
de segundo grau com CCR; 3 – Critérios de Amsterdam. *Todas as variantes detectadas são heterozigotas, exceto a do caso ID_64. 
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Tabela 9 - Características das variantes P, PP e VUS detectados em 71 pacientes através do sequenciamento do painel customizado de 62 

genes. 

ID Gene Tipo da variante RefSeq (NM) Códon alterado Aminoácido alterado 
VAF  

(gnomAD/ABraOM) 
Classificação (ACMG) 

ID_02 BARD1 Missense NM_000465.3 c.1028C>T p.Thr343Ile 0,0000 /nr VUS 

ID_03 EPHX1 Missense NM_000120.3 c.689T>C p.Leu230Pro nr/nr VUS 

ID_04 
MUTYH Splice region NM_001128425.1 c.1518+3A>T - nr/nr VUS 

MSH2 Missense NM_000251.2 c.716A>G p.Gln239Arg 0.00001/nr VUS 

ID_05 MUTYH Missense NM_001128425.1 c.536A>G p.Tyr179Cys 0,0016/0.002463 P 

ID_06 

MUTYH Missense NM_001128425.1 c.1187G>A p.Gly396Asp 0,00331/0.005124 P 

XRCC4 Frameshift NM_022406.3 c.25delC p.His9Thrfs*8 0,00096/nr P 

EXO1 Missense NM_006027.4 c.377C>T p.Thr126Ile nr/nr VUS 

POLQ Missense NM_199420.3 c.7232G>C p.Cys2411Ser nr/nr VUS 

ID_07 MLH1 Missense NM_000249.3 c.143A>C p.Gln48Pro nr/nr PP 

ID_09 
POLD1 Missense NM_002691.3 c.568G>A p.Val190Met 0,00000/nr VUS 

POLD1 Missense NM_002691.3 c.973A>G p.Ile325Val 0,0020/nr VUS 

ID_10 

MUTYH Splice site NM_001128425.1 c.934-2A>G - 0,00000/nr VUS 

EXO1 Missense NM_006027.4 c.544G>A p.Val182Ile 0,0001/nr VUS 

NTHL1 Missense NM_002528.6 c.98G>A p.Arg346Cys 0,0009/nr VUS 

ID_11 
PTPRJ missense_variant NM_002843.3 c.2008G>A p.Ala670Thr 0,00006 / 0,000854 VUS 

BRIP1 missense_variant NM_032043.2 c.3302C>G p.Pro1101Arg Nr VUS 
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ID_12 

ERCC6 Missense NM_000124.3 c.3650T>G p.Phe1217Cys 0,00073/0,00821 VUS 

POLE Missense NM_006231.3 c.1288G>A p.Ala430Thr 0,0001/nr VUS 

AXIN2 Missense NM_004655.3 c.704C>G p.Thr235Ser nr/nr VUS 

ID_13 POLQ Missense NM_199420.3 c.784G>A p.Val262Ile 0,00016/0,000427 VUS 

ID_14 

MIA3 Missense NM_001324062.1 c.2687C>T p.Ala896Val 0,00073/0,000427 VUS 

XRCC4 Missense NM_022406.3 c.166G>A p.Ala56Thr 0.00051/0,000427 VUS 

FOCAD Missense NM_017794.4 c.325C>A p.Leu109Ile 0,00045/nr VUS 

ATM Missense NM_000051.3 c.7522G>A p.Gly2508Arg 0,00003/nr VUS 

BRIP1 Missense NM_032043.2 c.3651G>T p.Trp1217Cys 0,00003/0,004697 VUS 

ID_15 CHEK2 Missense NM_007194.3 c.1036C>T p.Arg346Cys nr/nr VUS 

ID_18 
MSH2 Frameshift NM_000251.2 c.1700_1704delAAACA p.Lys567Argfs*3 nr/nr P 

POLQ Missense NM_199420.3 c.913T>G p.Ser305Ala 0,0018/nr VUS 

ID_22 EXO1 Missense NM_006027.4 c.820G>A p.Gly274Arg 0,0015/0,005747 VUS 

ID_23 

CTNNA1 Missense NM_001903.4 c.1471T>C p.Trp491Arg nr/nr VUS 

LRP6 Missense NM_002336.2 c.2857C>A p.Gln953Lys 0,00002/nr VUS 

BUB1B Missense NM_001211.5 c.440T>C p.Ile147Thr 0,0000/0,001642 VUS 

ID_24 

MLH1 CNV/ deleção NM_000249.3 Del E17-E19 - - P 

FAN1 Stop gained NM_014967.4 c.1571delT p.Leu524Ter 0,00000/nr PP 

APC Missense NM_000038.5 c.4833G>C p.Gln1611His 0,0000/nr VUS 

CDKN1B Missense NM_004064.4 c.356T>C p.Ile119Thr 0,0006 /0,002463 VUS 

ID_26 BRF1 Missense NM_001519.3 c.782G>A p.Arg261Gln 0,0002/0,000821 VUS 

ID_27 MSH3 Missense NM_002439.4 c.1361G>T p.Arg454Leu 0,00003/nr VUS 
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ID_28 
MSH3 Missense NM_002439.4 c.1816A>G p.Ser606Gly nr/nr VUS 

FOCAD Missense NM_017794.4 c.370A>G p.Ile124Val 0,00013/0,000854 VUS 

ID_29 ATM Missense NM_000051.3 c.1073A>G p.Asn358Ser 000083/0,000854 VUS 

ID_30 MSH6 Missense NM_000179.2 c.2177T>A p.Phe726Tyr nr/0,000427 VUS 

ID_31 

EXO1 Missense NM_006027.4 c.267G>C p.Glu89Asp 0,0005/nr VUS 

EXO1 Missense NM_006027.4 c.1268C>A p.Ala423Glu 0,0019/nr VUS 

EXO1 Missense NM_006027.4 c.1364T>C p.Phe455Ser 0,0018/nr VUS 

NTHL1 Splice region NM_002528.6 c.816-3C>T - nr/0,000821 VUS 

STK11 Missense NM_000455.4 c.894C>A p.Phe298Leu 0,0007/nr VUS 

ID_32 

MSH2 Missense NM_000251.2 c.1823T>C p.Phe608Ser nr/nr P 

FOCAD Missense NM_017794.4 c.201T>G p.Cys67Trp nr/nr VUS 

ERCC6 Missense NM_000124.3 c.1397+8299G>A p.Gly461Arg 0,00115/0,001708 VUS 

PTPRJ Missense NM_002843.3 c.1495A>G p.Thr499Ala 0,00261/0,001281 VUS 

AXIN2 Missense NM_004655.3 c.1637G>T p.Gly546Val 0.00022/nr VUS 

ID_33 SMARCA4 Missense NM_001128849.1 c.1090G>A p.Val364Met 0,00003/nr VUS 

ID_34 

APC Missense NM_000038.5 c.6620C>T; p.Ser2207Leu nr/nr VUS 

WRN Missense NM_000553.4 c.674G>A p.Arg225Gln nr/nr VUS 

BUB1B Missense NM_001211.5 c.1003G>C p.Ala335Pro 0,00041/0,000427 VUS 

PALB2 Missense NM_024675.3 c.1588C>T p.Leu530Phe nr/nr VUS 

ID_37 APC Missense NM_000038.6 c.5816A>T p.Asp1939Val 0,000007/nr VUS 

ID_38 MLH1 CNV/ deleção NM_000249.3 Del E17-E19 - nr/nr P 
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FOCAD Missense NM_017794.4 c.2818A>T p.Met940Leu 0,00076/0,000854 VUS 

SMAD9 Missense NM_001127217.2 c.60A>T p.Arg20Ser nr/nr VUS 

ID_39 
MSH6 Stop gained NM_000179.3 c.3103C>T p.Arg1035Ter nr/nr P 

BRF1 Missense NM_001519.4 c.391G>A p.Val131Met 0,000007/nr VUS 

ID_42 

MSH2 Splice gain NM_000251.2 c.942+3ª - - P 

EPCAM Missense NM_002354.2 c.338C>T p.Thr113Ile 0,00000795/nr VUS 

MSH6 Missense NM_000179.2 c.2875C>T p.Arg959Cys 0,00006/0,000427 VUS 

BARD1 Missense NM_000465.3 c.1835A>T p.Asp612Val 0,00003/0,000427 VUS 

NF1 Missense NM_000267.3 c.6710G>A p.Arg2237Gln nr/nr VUS 

ID_43 MSH6 Frameshift NM_000179.2 c.1767delT p.Pro591Glnfs*19 nr/nr P 

ID_44 

ERCC6 Missense NM_000124.3 c.4015T>C p.Phe1339Leu nr/nr VUS 

CDKN1B Missense NM_004064.4 c.155T>G p.Met52Arg 0,00022/0,000427 VUS 

BRIP1 Missense NM_032043.2 c.728T>C p.Ile243Thr nr/nr VUS 

ID_49 

MSH2 Missense NM_000251.2 c.1046C>G p.Pro349Arg nr/nr P 

PMS2 Missense NM_000535.6 c.2149G>A p.Val717Met 0,00032/0,000427 VUS 

ATM Missense NM_000051.3 c.6860G>C, p.Gly2287Ala, 000096/0,000427 VUS 

LRP6 Missense NM_002336.2 c.2203G>A p.Asp735Asn 0,00016/0,001281 VUS 

POLE Missense NM_006231.3 c.139C>T p.Arg47Trp 0,00080/nr VUS 

ID_50 
MLH1 Stop gained NM_000249.3 c.2141G>A p.Trp714Ter nr/nr P 

ATM Missense NM_000051.3 c.3240C>A p.Asp1080Glu nr/0,001281 VUS 

ID_51 
MIA3 Missense NM_198551.4 c.44G>C p.Arg15Pro 0,000007/nr VUS 

MLH3 Missense NM_001040108.2 c.3137G>A p.Arg1046Gln 0,000178/nr VUS 

ID_53 MSH3 Missense NM_002439.4 c.1327G>A p.Ala443Thr nr/nr VUS 
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BMPR1A Missense NM_004329.2 c.991C>G p.Leu331Val nr/nr VUS 

SCG5 Missense NM_001144757.2 c.335G>A p.Gly112Glu nr/nr VUS 

ID_54 NFKBIZ Missense NM_031419.3 c.1634T>C p.Leu545Pro 0,00035/0,000854 VUS 

ID_55 RNF43 Missense NM_017763.5 2257G>A p.Glu753Lys nr/nr VUS 

ID_56 RAD51C Splice site NM_058216.2 c.905-2_905-1delAG - nr/nr PP 

ID_58 

MSH2 Missense NM_000251.2 c.1968C>G p.Tyr656Ter nr/nr P 

BRCA1 Missense NM_007294.3 c.754C>T p.Arg252Cys nr/nr VUS 

BRIP1 Missense NM_032043.2 c.415T>G p.Ser139Ala 0,00003/0000427 VUS 

CHEK2 Missense NM_007194.3 c.962A>C p.Glu321Ala 0,000008/nr VUS 

ID_59 NF1 Missense NM_000267.3 c.1972C>T p.Leu658Phe 0,000007nr VUS 

ID_60 

GALNT12 Missense NM_024642.4 c.566A>G p.Asn189Ser nr/ 0,001708 VUS 

MLH3 Missense NM_001040108.1 c.2911G>A p.Val971Ile 0.00025/0.000427 VUS 

NF1 Missense NM_000267.3 c.3625G>C p.Val1209Leu nr/nr VUS 

ID_61 
MUTYH Missense NM_001128425.1 c.902C>G p.Pro301Arg nr/nr PP 

MUTYH Missense NM_001128425.1 c.536A>G p.Tyr179Cys 0,00156/0,002135 P 

ID_62 

NBN Missense NM_002485.4 c.1354A>C p.Thr452Pro 0,00067/0,000427 VUS 

RET Missense NM_020975.4 c.296G>A p.Arg99Gln 000003/nr VUS 

LRP6 Missense NM_002336.2 c.3981_3983delinsGAA p.Ile1328Asn nr/nr VUS 

POLE Missense NM_006231.3 c.4903C>T p.His1635Tyr nr/nr VUS 

ID_63 
ATM Missense NM_000051.3 c.94C>T p.Arg32Cys 0,00003/nr VUS 

CHEK2 Missense NM_007194.3 c.962A>C p.Glu321Ala nr/nr VUS 

ID_64 NBN Missense NM_002485.4 c.832T>G p.Ser278Ala nr/nr VUS 
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SETD6 Missense NM_001160305.2 c.1018G>A p.Asp340Asn 0,00168/0,004697 VUS 

ID_65 MUTYH CNV/ deleção NM_001128425.1 Del E4 -E16 (HM) - nr/nr P 

ID_66 

MSH6 Missense NM_000179.2 c.326T>G p.Leu109Arg nr/nr VUS 

BUB1 Missense NM_004336.4 c.2248C>T p.Leu750Phe nr/nr VUS 

ATM Missense NM_000051.3 c.2289T>A p.Phe763Leu 0,00070/0,00427 VUS 

ID_67 

SEMA4A Missense NM_022367.3 c.907G>A p.Val303Ile nr/nr VUS 

GALNT12 Missense NM_024642.4 c.1664C>T p.Ser555Leu nr/nr VUS 

PTEN Missense NM_000314.6 c.882T>G p.Ser294Arg 0,00013/nr VUS 

ID_68 

MSH2 Frameshift NM_000251.2 c.1613delA p.Asn538Thrfs*5 nr/nr P 

PTEN Missense NM_000314.6 c.845G>C p.Gly282Ala nr/nr VUS 

LRP6 Missense NM_002336.2 c.1966A>G p.Ile656Val nr/nr VUS 

POLE Missense NM_006231.3 c.861T>A p.Asp287Glu nr/0,000427 VUS 

ID_69 MSH3 Missense NM_002439.5 c.1394A>G p.Tyr465Cys 0,000321/nr VUS 

ID_71 

SEMA4A Missense NM_022367.4 c.2131C>T p.Arg711Trp 0,000014/nr VUS 

MSH2 Stop gained NM_000251.3 c.2785C>T p.Arg929Ter 0,000107/0,000854 VUS 

FOCAD Missense NM_017794.5 c.2911G>A p.Val971Ile nr/nr VUS 

ID_72 
MLH1 Stop gained NM_000249.4 c.1276C>T p.Gln426Ter nr/nr P 

WRN Missense NM_000553.6 c.2192A>C p.Asp731Ala nr/0,000427 VUS 

ID_73 

MLH1 Missense NM_000249.4 c.83C>T p.Pro28Leu nr/nr P 

RET Missense NM_020975.6 c.1538C>G p.Ala513Gly 0,000014/nr VUS 

BUB1B Missense NM_001211.6 c.440T>C p.Ile147Thr 0,000029/0,002135 VUS 

RNF43 Missense NM_017763.6 c.1114C>T p.Pro372Ser 0,000207/nr VUS 
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ID_74 
APC Missense NM_000038.6 c.1291A>G p.Met431Val 0,000007/nr VUS 

FOCAD Missense NM_017794.5 c.4781G>A p.Arg1594Gln 0,000016/nr VUS 

ID_75 

ERCC6 Missense NM_000124.4 c.4144G>A p.Gly1382Arg 0,000449/nr VUS 

ERCC6 Missense NM_000124.4 c.1801G>A p.Gly601Ser 0,000200/nr VUS 

ERCC6 5' UTR NM_000124.4 c.-11G>C - 0,000428/0,000109 VUS 

ATM Missense NM_000051.4 c.7004C>T p.Thr2335Ile 0,000285/0,000083 VUS 

ATM Missense NM_000051.4 c.7174C>T p.Arg2392Trp 0,000300/0,000427 VUS 

FAN1 Missense NM_014967.5 c.434G>T p.Arg145Leu nr/nr VUS 

FAN1 Missense NM_014967.5 c.2201C>T p.Ala734Val 0,000314/0,000075 VUS 

ID_76 CHEK2 Splice region NM_007194.4 c.320-5T>A - 0,000699/0,002562 VUS 

ID_77 

MLH1 Missense NM_000249.4 c.2038T>C p.Cys680Arg nr/nr P 

SMARCA4 Splice region NM_001128849. c.859+5G>A - nr/0,000427 VUS 

ID_78 FAN1 Frameshift NM_014967.5 c.34dupA p.Arg12Lysfs*4 nr/nr PP 

ID_80 ATM Missense NM_000051.4 c.6493T>A p.Ser2165Thr nr/nr VUS 

ID_81 
APC Missense NM_000038.6 c.1192A>C p.Lys398Gln 0,000007/nr VUS 

APC Missense NM_000038.6 c.7812C>A p.Asn2604Lys nr/nr VUS 

ID_82 
WRN Missense NM_000553.6 c.445C>T p.Arg149Cys 0,000014/nr VUS 

GALNT12 Missense NM_024642.5 c.907G>A p.Asp303Asn 0,001291/nr VUS 

ID_83 ATM Missense NM_000051.4 c.2735A>G p.Gln912Arg 0,000029 /nr/nr VUS 

ID_84 

WRN Splice region NM_000553.6 c.1652+4A>C - 0,000014/nr VUS 

NBN Splice region NM_002485.5 c.2071-4A>G - 0,000014 /nr VUS 
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ID_85 
MSH2 Splice donor NM_000251.3 c.2211-1G>C - nr/nr PP 

RET Missense NM_020975.6 c.1187C>T p.Ser396Leu 0,000057/nr VUS 

ID_86 NTHL1 splice donor NM_002528.7 c.115+1G>A - 0,000021/nr PP 

ID_88 
XRCC4 

 
Missense NM_022406.5 c.976A>C p.Asn326His 0,000192/nr VUS 

ID_90 
MUTYH Missense NM_001128425.2 c.1187G>A p.Gly396Asp 0,003415/nr P 

MUTYH Splice NM_001128425.2 c.933+3A>C - 0,000128/nr P 

ID_91 
FOCAD CNV/ deleção NM_001375567.1 E22 - nr/nr VUS 

NF1 Missense NM_000267.3 c.169G>A p.Gly57Ser 0,000029/nr VUS 

ID_92 BRF1 Missense NM_001519.4 c.1876G>A p.Ala626Thr 0,000499/nr VUS 

ID_93 
SEMA4A Missense NM_022367.4 c.494C>T p.Ser165Leu 0,000071/nr VUS 

BRIP1 Missense NM_032043.3 c.3693A>G p.Ile1231Met 0,000007/nr VUS 

Fonte: Autoria própria. 

NR - não relatado; P – patogênica; PP – provavelmente patogênica; VUS – variante de significado incerto. 
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Interessantemente, dentre os pacientes negativos ou portadores de VUS, em 11 

pacientes esperávamos encontrar variantes P/PP, pois possuíam dMMR (7 casos) e/ou se 

enquadravam nos critérios de Amsterdam I/II (4 casos) (Tabela 10). Dentre esses casos, 5 

apresentavam perda de expressão de MLH1/PMS2, e para 4 deles foi possível realizar a 

análise de metilação em MLH1 e/ou mutação de BRAF, e todos foram negativos para os 

marcadores avaliados. Para um caso (ID_37) foi realizado painel tumoral ampliado de 409 

genes e foi detectada mutação somática de perda de função em MLH1 (c.991G>T; 

p.Glu331Ter  - frequência da variante: 59%). 
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Tabela 10 -  Descrição de dados clínicos de 11 pacientes Lynch-Like e Amsterdam sem variantes P/PP. 

ID Idade CCR Sexo Status   MMR Status RAS/BRAF Metilação MLH1 
História 

familiar 
Gene 

Classificação 
ACMG 

ID_25 35 F Perda MLH1/ PMS2 BRAF Selvagem 
Não 

metilado 

1 Parente de 

2°grau com CCR  
Negativo 

ID_35 32 M Perda MSH2 /MSH6 
KRAS c.35G>A 

(Gly12Asp) (G12D) 
Nr 

Sem história 

Familiar de CCR  
Negativo 

ID_37 28 M Perda MLH1/ PMS2 BRAF Selvagem 
Não 

metilado 

Sem história 

Familiar de CCR 
APC VUS 

ID_41 44 M Perda MLH1/ PMS2 
KRAS c.38G>A 

(Gly13Asp) (G13D) 
Nr 

Sem história 

Familiar de CCR  
Negativo 

ID_44 38 F Perda MSH2 /MSH6 

KRAS c.38G>A 

(Gly13Asp) (G13D) 

BRAF Selvagem 

Nr 
Sem história 

Familiar de CCR 

ERCC6 

CDKN1B 

BRIP1 

VUS 

VUS 

VUS 

ID_45 48 M Perda MLH1/ PMS2 Nr Nr 
1 Parente de 

1°grau com CCR  
Negativo 

ID_47 36 F Perda MLH1/ PMS2 BRAF Selvagem 
Não 

metilado 

1 Parente de 

2°grau com CCR  
Negativo 

ID_04 35 F Nr Nr Nr Amsterdam 
MUTYH 

MSH2 

VUS 

VUS 

ID_26 48 M pMMR Nr Nr Amsterdam BRF1 VUS 

ID_27 34 M pMMR 
KRAS c.35G>A 

(Gly12Asp) (G12D) 
Nr Amsterdam MSH3 VUS 

ID_74 43 F Nr Nr Nr Amsterdam 
APC 

FOCAD 

VUS 

VUS 

Fonte: Autoria própria. 

CCR – câncer colorretal; pMMR – proteínas MMR proficientes; Nr – Não realizado; F – Feminino; M – Masculino; VUS – variante de significado 

incerto.   
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Quatro dos 89 pacientes apresentaram alguma variante de alteração no número de 

cópias (CNVs). Dois pacientes (ID_24, ID_38) apresentaram uma grande deleção no gene 

MLH1, envolvendo os éxons 17, 18 e 19, a qual foi detectada por análise de NGS e 

confirmada através do método de MLPA (Figura 11), 1 paciente (ID_64) apresentou uma 

deleção em MUTYH dos éxons 4-16 em homozigose, 1 paciente (ID_91) apresentou uma 

deleção em FOCAD (não validada, considerada VUS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 11 – Deleção dos éxons 17-19 MLH1 no paciente ID_24. (A): Análise por NGS 

evidenciando o valor de Z score <-3, em três regiões exônicas (éxons 17, 18 e 19) do gene 

MLH1, caracterizando a presença de deleção em heterozigose. (B): Análise confirmatória por 

MLPA, evidenciando razões próximas de 0,5 para as sondas dos éxons 17, 18 e 19 do gene 

MLH1, confirmando a presença da deleção. 



 

71  

8.5 Comparações dados clínicos de pacientes com e sem alterações 
germinativas 
 

Foram avaliados os dados clínicos dos 89 pacientes sequenciados através da análise 

do painel multi-genes, comparando os 24 pacientes nos quais foram detectadas variantes 

P/PP com os 65 pacientes negativos ou com VUS (WT/VUS) (Tabela 11).   

Tabela 11 - Características clínicas dos 89 pacientes que passaram por análise de painel 

multigênico com 62 genes de predisposição ao câncer. 

Coorte com 89 pacientes analisados 

Características 
WT/VUS P/PP Total 

Valor-P 
N (%) N (%) N (%) 

Sexo 

F 37 (56,9%) 10 (41,7%) 47 (52,8) 

0,3 M 28 (43,1%) 14 (58,3%) 42 (47,2%) 

Total 65  24  89  

IHQ para MMR 

pMMR 47 (87,0%) 8 (40,0%) 55 (74,3%) 

0,0001 dMMR 7 (13,0%) 12 (60,0%) 19 (25,7%) 

Total 54 20 74 

História familiar para CCR 

Sem histórico familiar 19 (29,2%) 7 (29,2%) 26 (29,2%) 

0,19 

>1 parente de 1° grau com CCR 13 (20,0%) 4 (16,7%) 17 (19,1%) 

>1 parente em 2°grau com CCR 28 (43,1%) 7 (29,2%) 35 (39,3%) 

Amsterdam 5 (7,7%) 6 (25,0%) 11 (12,4%) 

Total 65 24 89 

Teste tumoral - KRAS/NRAS/BRAF 

KRAS/NRAS/BRAF selvagem 11 (27,5%) 5 (31,3%) 16 (28,6%) 

0,69 

KRAS/NRAS selvagem 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (1,8%) 

KRAS selvagem 4 (10,0%) 4 (25,0%) 8 (14,3%) 

KRAS mutado 20 (50,0%) 7 (43,8%) 27 (48,2%) 

NRAS mutado 3 (7,5%) 0 (0,0%) 3 (5,4%) 

BRAF mutado 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (1,8%) 

Total 40 16 56 

Outros primários 

Não 57 (87,7%) 13 (54,2%) 70 (78,7%) 
0,002 

Sim 8 (12,3%) 11 (45,8%) 19 (21,3%) 
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Total 65 24 89 

Lateralidade do tumor 

Colón direito 15 (23,1%) 5 (20,8%) 20 (22,5%) 

0,388 
Colón esquerdo 50 (76,9%) 18 (75,0%) 68 (76,4%) 

Outros 0 (0,0%) 1 (4,2%) 1 (1,1%) 

Total 65 24 89 

Fonte: Autoria própria. 

WT – Selvagem (negativo para os 62 genes avaliados); VUS – variante de significado clínico 
incerto; P – variante patogênica; PP – variante provavelmente patogênica; F – sexo feminino; 
M - sexo masculino; dMMR – proteínas MMR deficientes; pMMR – proteínas MMR 
proficientes; CCR – câncer colorretal. 

 

A maioria das características clínicas comparadas não tiveram diferença estatística 

entre os grupos, com exceção dos subgrupos relacionados a IHQ para as proteínas MMR e a 

presença de outros tumores primários. Quando levamos em consideração as características 

de critérios de seleção, a presença de dMMR foi mais frequente no grupo de pacientes que 

possuíam variantes P/PP, ocorrendo em 60% desse grupo, em contraste com apenas 13% 

dos pacientes que apresentaram VUS ou foram negativos para alterações (P < 0,0001). 

Ainda, dentre os 19 pacientes com dMMR, 12 (63,2%) apresentaram variantes P/PP, todos 

em genes compatíveis com a perda observada por IHQ. 

E por fim, a presença de outros tumores primários foi mais frequente em paciente 

com variantes P/PP (P = 0,002), ocorrendo em 45,8% desses pacientes, em comparação com 

apenas 12,3% dos pacientes WT/VUS. Dentre os 11 pacientes com outros tumores primários 

e variantes P/PP, 8 eram portadores de variantes em genes da SL, 1 de variantes em MUTYH 

(monoalélico) e XRCC4 concomitantes, 1 MUTYH bialélico e 1 em NTHL1 (monoalélico). Um 

segundo CCR foi o tumor mais comum nesses pacientes (7 casos), seguido por carcinoma 

papilífero de tireoide (2 casos), e um caso cada de carcinoma de células renais, tumor de 

pelve renal, carcinoma basocelular, carcinoma epidermoide e glioblastoma. 
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9. DISCUSSÃO 
 

9.1 Validação do teste NGS baseado em amplicon para avaliar a metilação do 
promotor MLH1 e sua correlação com a mutação BRAF-V600E em pacientes 
com câncer colorretal. 

 

Neste objetivo do estudo, desenvolvemos e validamos um teste simples, barato e 

quantitativo baseado em NGS para avaliar a metilação do promotor MLH1. Mostramos que o 

teste teve uma alta especificidade, com a detecção de metilação de MLH1 acima do ponto 

de corte de 10% sendo observada apenas em tumores deficientes em MLH1/PMS2 e em 

nenhum dos tumores deficientes em MSH2/MSH6 ou amostras de saliva. Além disso, 

demonstramos uma alta concordância (90%) do estado de metilação de MLH1 para a 

mutação somática BRAF V600E em amostras de CCR de pacientes brasileiros. 

A concordância entre esses dois marcadores em tumores CCR tem sido amplamente 

investigada em outros estudos e foram descritas diferenças entre sua co-ocorrência para 

algumas populações. Dados de países ocidentais mostraram taxas de concordância de 81-

83% 73. 74. Por outro lado, estudos em pacientes chineses com CCR observaram uma 

frequência geral menor de mutações BRAF, com apenas 15% - 17% dos pacientes com perda 

de MLH1 apresentando mutação BRAF V600E e 45% dos pacientes BRAF negativos sendo 

positivos para metilação de MLH1, levando a uma concordância de cerca de 60% entre os 

dois marcadores 75. 76. 

Esses dados mostram que a metilação do promotor MLH1 pode melhorar 

significativamente a identificação da causa subjacente de tumores esporádicos deficientes 

em MLH1. Essa identificação é importante, pois pode auxiliar no aconselhamento genético e 

evitar outros testes moleculares desnecessários, como o sequenciamento somático de genes 

MMR. Nesse sentido, as diretrizes da NCCN para Avaliação Genética/Familiar de Alto Risco: 

Colorretal (Versão: 1.2022) recomendam que os casos com expressão anormal de MMR, 

negativos para mutações em BRAF e para variantes patogênicas germinativas sejam 

avaliados para metilação de MLH1, para confirmar ou refutar um CCR esporádico.  

Além disso, o teste de metilação de MLH1 também é importante no contexto de 
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carcinoma de endométrio (CE), uma vez que neste tipo de tumor nenhum outro 

biomarcador somático pode indicar metilação de MLH1 e, portanto, classificar um tumor 

deficiente em MMR como esporádico 77. 78. De fato, no CE, a frequência de tumores 

deficientes em MLH1/PMS2 é de cerca de 20%, e mais de 85% desses tumores são positivos 

para metilação de MLH1 80. 

Um achado interessante do nosso estudo foi a identificação de um paciente com 

Síndrome de Lynch com metilação somática do promotor MLH1. Este paciente era portador 

de uma grande deleção germinativa em MLH1 (exons 17-19), tinha uma porcentagem de 

metilação de MLH1 de 11% e ausência de mutações em BRAF. Outros estudos também 

descreveram tumores metilados MLH1 em pacientes com SL 81. 76. 81, sendo que um dos 

maiores estudos descreve que até 5,6% dos tumores CCRs em paciente es com SL 

apresentam metilação em MLH1 74. Por outro lado, a mutação BRAF tem sido mais 

raramente descrita em pacientes com SL, o que sugere que o status de BRAF no tumor é 

mais sensível do que o status de metilação do promotor MLH1 como um preditor negativo 

de mutação germinativa dos genes MMR.  

Em nosso experimento de diluição seriada, observamos que todas as diluições 

abaixo de 100% de DNA metilado apresentaram uma razão de metilação acima do esperado 

e que níveis intermediários de metilação apresentaram maior variação entre as triplicatas. 

Isso possivelmente pode ser explicado por diferenças na estabilidade ou nas taxas de 

amplificação entre as fitas de DNA metiladas e não metiladas. Notavelmente, esses 

resultados são semelhantes aos descritos por Benhamida 83 em seu estudo avaliando a 

metilação do promotor MLH1 usando uma plataforma de Genome-Wide Methylation Array. 

Embora esses resultados impeçam que nosso teste seja um ensaio quantitativo, o ponto de 

corte estabelecido em 10% para uma classificação dicotômica (metilado x não metilado) 

apresentou excelente desempenho. 

A definição do status de expressão das proteínas MMR nos casos de CCR e CE faz 

parte da rotina de diagnóstico clínico na maioria dos hospitais especializados em câncer. No 

CCR, a identificação de um paciente com um tumor deficiente em MLH1 deve ser seguida 

por análise de mutação BRAF ou análise de metilação do promotor MLH1 e, para CE, apenas 

análise de metilação MLH1, para identificar pacientes com maior probabilidade de ter causas 
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somáticas levando a deficiência de MLH1. Para pacientes negativos, o acompanhamento 

com um geneticista e testes genéticos são recomendados e provavelmente testes genéticos 

germinativos.  

Apesar de sua relevância definida, a investigação da metilação do promotor MLH1 

não está amplamente disponível nos laboratórios de diagnóstico molecular no Brasil e seu 

uso na rotina clínica ainda é pouco utilizado. Como a maioria dos laboratórios moleculares 

hoje possui plataformas de sequenciamento NGS, um teste baseado em NGS para avaliar a 

metilação do promotor MLH1 pode ser facilmente implementado na maioria dos 

laboratórios clínicos que realizam testes moleculares para oncologia. 

 

9.2 Sequenciamento de painel multi-gênico customizado com 62 genes de 
predisposição ao câncer. 

 

Neste estudo também realizamos o sequenciamento de um painel multi-gênico 

customizado com 62 genes de evidências definitiva/forte, moderada, limitada ou não 

avaliada para predisposição hereditária ao CCR (conforme classificados no trabalho de 

Seifert 21, incluindo genes recentemente descritos em estudos de sequenciamento de exoma 

de pacientes com CCR (revisado por Valle 20. Selecionamos pacientes com critérios 

sugestivos de apresentarem causas hereditárias para o desenvolvimento do CCR, como 

idade precoce, histórico familiar de CCR e marcadores somáticos específicos. Através da 

análise do painel multi-genes em 89 pacientes, vimos que 27% (24/89) apresentaram 

variantes P/PP. Como esperado, a maioria das alterações germinativas P/PP identificadas 

(66,7%), foram nos genes relacionados a síndrome de Lynch (MLH1, MSH2 e MSH6).  Além 

das alterações em genes correlacionados a Lynch, também identificamos variantes P/PP nos 

genes MUTYH, NTHL1, RAD51C, FAN1 e XRCC4.  

Dados de literatura indicam que 6 a 10% de todos CCRs surgem devido a síndromes 

hereditárias, sendo a síndrome de Lynch a mais comum e responsável por certa de 3% delas 

83. 84. As mutações em MLH1 e MSH2 são em geral as mais frequentes, enquanto mutações 

em MSH6 e PMS2 estão presentes em menor frequência, o que também foi observado em 
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nossos resultados 85. 86. 87. Dos 16 pacientes que apresentaram variantes P/PP nos genes de 

Lynch, 12 deles possuíam HF para CCR (incluindo casos com apenas parentes de 1° e 2° grau 

e com critérios de Amsterdam) e 4 não possuíam HF para CCR.  

Em nossa coorte, somente um paciente com variante P/PP nos genes de Lynch 

apresentou tumor com expressão preservada das proteínas MMR (caso ID_85 com variante 

PP em sítio de splice no gene MSH2). Em um trabalho anterior do nosso grupo, 28% (6/21) 

dos pacientes confirmados como portadores de SL apresentam resultados conflitantes entre 

IHQ e a variante germinativa patogênica identificada 87. Em quatro pacientes, os tumores 

mostraram perda isolada de PMS2, e as variantes encontradas eram em MLH1. Os outros 

dois casos revelaram expressão normal das quatro proteínas, sendo que um deles 

apresentou uma amplificação de um éxon de MSH2 e o outro um códon de parada 

prematuro no último éxon codificante do gene MLH1. Em outro estudo, Hechtman e 

colaboradores 89 avaliaram 36 casos com análise discordante de IHQ para MMR e 

instabilidade de microssatélites (MSI), e identificaram que nos casos discordantes havia um 

enriquecimento de variantes missense germinativas ou somáticas nos genes MMR em 

relação a variantes de perda de função comparados aos casos concordantes (p=0.0007). 

Ainda, dos 5 pacientes com alterações patogênicas germinativas em MSH2 e tumor pMMR 

desse estudo, 1 apresentou uma variante de splice (MSH2: c.942A+3>T). Estes casos refletem 

que apesar das alterações na imunoexpressão das proteínas MMR serem um importante 

marcador fenotípico para a suspeita de SL, existem limitações inerentes a esta técnica, como 

casos falso-positivos nos quais os anticorpos podem estar detectando o fragmento residual 

de uma proteína não funcional, ou a marcação com o anticorpo pode ser heterogênea ao 

longo do tumor e afetar a interpretação e sensibilidade do teste 90. 91. 92. 

Em nossos casos, dos 19 pacientes dMMR avaliados com o painel, 7 pacientes 

(36,8%) não apresentaram variantes P/PP germinativas nos genes MMR. Destes, 5 eram 

dMMR para MLH1/PMS2 e 2 eram dMMR para MSH2/MSH6. Foi possível avaliarmos 

metilação de MLH1 e/ou mutação em BRAF para 4 dos casos com perda MLH1/PMS2, sendo 

que todos foram negativos para um ou ambos os marcadores. Casos como estes são 

conhecidos como portadores da síndrome de Lynch-like (SLL), termo proposto para 

identificar pacientes com dMMR, sem hipermetilação do promotor MLH1 e que não 
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apresentam nenhuma variante germinativa nos genes MMR 93. Para um dos nossos casos de 

SLL, a realização de um painel somático amplo no tumor identificou uma mutação somática 

de perda de função em MLH1. 

Estudos prévios identificaram que de 2,5% a 3,9% dos casos de CCRs apresentam 

dMMR sem apresentarem metilação em MLH1 ou variantes germinativas P/PP nos genes 

MMR 94. Causas potenciais tem sido sugerida para explicar a SLL, podendo elas serem causas 

germinativas ou somáticas 95. 95. Do ponto de vista germinativo, indivíduos classificados 

como SLL podem na realidade serem indivíduos com SL portadores de alterações complexas 

nos genes MMR não detectadas nos testes genéticos convencionais, como variantes em 

regiões não codificantes e inversões gênicas, ou ainda apresentarem alterações germinativas 

em outros genes de reparo de DNA, como POLE, MUTYH, e outros, que podem levar a 

alterações somáticas nos genes MMR 96. 97. 98. Do ponto de vista somático, alterações 

somáticas nos dois alelos de algum dos genes MMR foram demonstradas como sendo a 

causa mais comum de SLL. Nesse sentido, Carwana e colaboradores 94 realizaram o 

sequenciamento germinativo e tumoral pareado em 50 pacientes SLL, e identificaram que 

62% dos casos tinham causas esporádicas (mutações somáticas em MMR), 6% eram 

portadores de SL (variantes que não foram identificadas no primeiro teste) e 32% dos casos 

não puderam ser elucidados. Portanto, a SLL é na realidade um grupo heterogêneo de 

pacientes, e composto por casos hereditários e esporádicos. Diferenciar esses casos é um 

desafio atual no manejo das condições de alto risco 100. 

Variantes patogênicas em MLH1, MSH2 e MSH6 foram bastante representativas em 

nossas coorte, estando presentes como variantes pontuais do tipo missense, stop gained, 

frameshift, splice site e também CNVs. Curiosamente dois pacientes possuíam uma grande 

deleção que compromete os éxons 17 a 19 do gene MLH1. O ID_24 (sexo feminino, 47 anos 

de idade, apresentava dMMR para MLH1/PMS2, com promotor MLH1 metilado, KRAS/NRAS 

e BRAF selvagens, HF para CCR característico de Amsterdam; e o ID_38, sexo masculino, 46 

anos de idade, apresentava dMMR para MLH1/PMS2, HF característico para Amsterdam). A 

presença de grandes deleções em MLH1 e MSH2 em pacientes suspeitos para SL apresenta 

uma frequência de cerca de 10% e em pacientes que se enquadram nos critérios de 

Amsterdam essa porcentagem pode chegar a 12% 100. 101. 102. 103. Assim, é impertivo que os 
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testes genéticos para esses indivíduos contemplem a análise de CNVs, seja através de 

pipelines para NGS validados para esse fim ou por outras técnicas, como MLPA. 

Cinco pacientes apresentaram mutações germinativas P/PP no gene MUTYH. Três 

destes pacientes (3/89 - 3,3%) (ID_61, ID_64 e ID_90) possuíam alterações bialélicas P/PP em 

MUTYH (3/5 – 60%), todos com pMMR e mutação somática em KRAS c.34G>T (G12C), dois 

sem histórico familiar para CCR e um com HF compatível com Amsterdam. Dos 3 pacientes 

bialélicos, somente 1 apresentava polipose atenuada (16 pólipos). Dois pacientes (ID_05, 

ID_06) tinham mutações monoalélicas e HF em primeiro grau para CCR, o paciente ID_06 

também apresentou uma variante patogênica no gene XRCC4, pMMR e mutação em KRAS 

c.38G>A (Gly13Asp). O ID_05 apresentou dMMR para MLH1/PMS2 por metilação no 

promotor MLH1 e RAS/BRAF WT.  

Alterações bialélicas patogênicas em MUTYH estão relacionadas a uma doença 

autossômica recessiva conhecida como Polipose associada a MUTYH (MAP) 105. E por ser 

uma doença recessiva e com expressividade muito variável, muitos pacientes com MAP não 

têm histórico familiar de CCR ou pólipos, e a doença pode aparecer como um caso 

esporádico 106. Tumores e pólipos associados à MAP geralmente são proficientes em MMR, 

no entanto, MSI também pode ser detectado devido à inativação somática dos genes MMR, 

explicando assim alguns casos de SLL 106. 96. Um dos critérios que utilizamos para selecionar 

indivíduos para o teste germinativo foi a presença da mutação somática KRAS-G12C. A 

proteína MUTYH é uma DNA glicosilase que faz parte do sistema de reparo por excisão de 

base (BER), e atua reparando danos oxidativos do DNA. Tumores com deficiências na via BER 

apresentam um excesso de transversões G:C→T:A, sendo que nos tumores colorretais essas 

mutações podem ser detectadas particularmente nos genes APC e KRAS. O gene KRAS é 

frequentemente analisado somaticamente em CCR metastático para prever a resposta de 

antagonistas de EGFR. A mutação KRAS c.34G>T (G12C) é um marcador sugestivo de 

polipose associada a MUTYH, uma vez que é uma mutação somática rara em CCR esporádico 

(<3%) e está presente em mais de 80% dos CCRs de pacientes MAP 71. 107. Embora grupos 

anteriores tenham sugerido o uso do KRAS-G12C como marcador para identificação de 

pacientes com MAP 71. 109, não ocorreu uma ampla adoção desse biomarcador. Por exemplo, 

nenhuma das diretrizes atuais da European Society for Medical Oncology (ESMO), da 
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American Society of Clinical Oncology (ASCO) e da National Comprehensive Cancer Network 

(NCCN) para triagem de pacientes em risco para câncer colorretal hereditário recomenda 

testar o gene MUTYH em pacientes com essa mutação somática. No nosso estudo, dos 11 

indivíduos com mutação KRAS-G12C avaliados no painel germinativo, 3 (27,3%) 

apresentaram alterações bialélicas em MUTYH, corroborando o importante papel desse 

biomarcador para identificar pacientes com polipose associada ao MUTYH. 

Em relação aos portadores monoalélicos de MUTYH, estudos indicam que esses 

indivíduos apresentam um risco ligeiramente aumentado de CCR (1,5-2,5 vezes em relação à 

população geral), particularmente na presença de história familiar de CCR, embora as 

evidências ainda sejam conflitantes 110. Dessa forma, os heterozigotos monoalélicos para 

MUTYH, que não desenvolvem polipose, se beneficiariam de medidas de triagem 

populacional, mas também poderiam receber triagem colorretal de risco moderado médio 

com base em seu histórico familiar 110. Ainda, portadores monoalélicos também podem 

apresentar um risco aumentado para o desenvolvimento de neoplasias extracolônicas, 

chegando a um aumento de até 9X para câncer gástrico 110. 

Interessantemente o paciente ID_06 apresentou além da variante patogênica em 

MUTYH, também apresentou uma variante no gene XRCC4. O gene XRCC4 (X-ray repair cross 

complementing 4) codifica uma proteína que funciona em conjunto com a DNA ligase 4 e a 

proteína quinase dependente de DNA no reparo de quebras de fita dupla do DNA. Esta 

proteína desempenha um papel tanto na junção de extremidades não homólogas quanto na 

conclusão da recombinação V(D)J (recombinação somática) 111. Foi observado que 

polimorfismos neste gene levam a um risco aumentado de desenvolvimento de CCR 111.112. 

113. Esteban-Jurado e colaboradores (2015), através de um estudo de exoma com famílias 

com fenótipo de CCR hereditário identificou uma alteração de perda de função em XRCC4 

em uma família, considerando esse gene um candidato para predisposição ao CCR 114. 

Outros dados de sequenciamento de casos e controles não mostram uma super-

representação de variantes previstas como patogênicas em pacientes com CCR familiar/de 

início precoce (8/1006) em comparação com controles (11/1609) 115. 

Também identificamos 1 paciente (ID_86), sexo feminino, 40 anos de idade, com 

histórico familial em segundo grau de CCR (tio paterno com CCR aos 60 anos de idade), sem 



 

80  

perda de expressão das proteínas MMR, a qual a presentou uma variante PP heterozigota no 

gene NTHL1 (c.115+1G>A). O gene NTHL1 está envolvido no reparo do DNA, também 

participando da via BER, e recentemente foi reconhecido como um gene associado a 

predisposição hereditária ao câncer, onde a presença de variantes germinativas P/PP 

bialélicas estão associadas a uma rara síndrome tumoral (polipose associada ao NTHL1), uma 

condição hereditária autossômica recessiva caracterizada por um risco aumentado de 

desenvolver CCR ao longo da vida 116. 117. 118. 119.  

Além disso, alterações bialélicas em NTHL1 sugerem uma predisposição para um 

fenótipo multitumoral, não se limitando a polipose e CCR como também em (pré) 

malignidades cervicais e carcinomas basocelulares, cânceres de células uroteliais, 

carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço, malignidades hematológicas, (pré) 

malignidades endometriais e tumores cerebrais, além de ter sido descrito um risco baixo a 

moderado para câncer de mama. Deficiência nas funções de NTHL1 resulta no acúmulo de 

alterações somáticas, aumentando o risco de desenvolvimento de câncer 119. 120. Dados 

sobre como as alterações monoalélicas em NTHL1 podem influenciar o risco de câncer são 

bem escassos. Trabalhos recentes demostram que alterações monoalélicas em NTHL1 não 

contribuem substancialmente para o desenvolvimento de câncer colorretal 121. 122. 

A identificação de pacientes em risco de suscetibilidade hereditária ao câncer 

depende da capacidade de caracterizar genes e alterações associadas ao aumento do risco 

de câncer e estabelecer indicações apropriadas para testes genéticos. Vários estudos foram 

realizados a fim de incluir e reinterpretar os espectros fenotípicos de síndromes hereditárias 

de predisposição ao câncer bem caracterizadas, definindo genes de alto e moderado risco 

123. 124. 125. Foi pensando nisso que desenvolvemos o desenho de um painel que inclui, além 

de genes de evidência alta de associação ao CCR, genes de evidência moderada e limitada, 

que geralmente não estão nos painéis usados na clínica, tendo como objetivo avaliar sua 

possível contribuição na população brasileira. Destacamos aqui que identificamos alterações 

em genes de evidência limitada para risco de câncer colorretal, como os genes FAN1 e 

ERCC4, nos quais 3 pacientes da nossa coorte apresentaram variantes P/PP. Ainda, 

identificamos 1 paciente com variante P/PP em RAD51C, um gene sem definição de 

associação com CCR e que não foi avaliado pelo estudo de Seifert 21. 
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Identificamos dois pacientes apresentaram variantes PP no gene FAN1. O ID_24, 

paciente do sexo feminino, 47 anos de idade, com perda de expressão de MLH1/PMS2, com 

promotor MLH1 metilado, KRAS/NRAS/BRAF selvagens e com histórico familial para CCR, 

além de apresentar 1 mutação PP em FAN1, também possuía alteração germinativa 

patogênica em MLH1. O paciente ID_78, sexo masculino, 44 anos de idade, MMR 

proficientes, KRAS/NRAS/BRAF selvagens e com histórico familial em segundo grau para CCR, 

apresentou alteração P/PP apenas em FAN1. 

O gene FAN1 (FANCD2/FANCI-Associated Nuclease 1) é responsável por codificar 

uma nuclease envolvida no reparo cross-link entre as fitas do DNA, foi identificado como um 

potencial gene de predisposição para pólipos colorretaise CCR. Aproximadamente 3% 

(5/176) das famílias que preenchem os critérios de Amsterdam e que tem cânceres com 

MMR proficientes sem mutações previamente associadas possuem alterações germinativas 

em FAN1 128. Em uma análise estruturada baseada em evidências e em um estudo caso-

controle com 863 pacientes com CCR e 1604 indivíduos controle, Broderick et al 129 

considerou que a contribuição de FAN1 em CCR hereditário foi duvidosa, tanto devido a 

evidência de co-segregação fraca das cinco famílias relatadas por Segui 128 (p=0,125) quanto 

pela ausência de enriquecimento de alterações patogênicas no grupo de casos (p=0,19) 129. 

Outro estudo recente avaliou a presença de variantes deletérias de FAN1 (stop-gain e 

frameshift) em pacientes com suspeita clínica de predisposição para CCR/polipose (n=436), 

câncer de mama e/ou ovário (n=3.991) e outros cânceres/condições (n=709), encontrando 

frequências alélicas de 0,46%, 0,35% e 0,28%, respectivamente, não havendo diferença 

entre as frequências de nenhum dos grupos e da população em geral (bancos 1000 Genomes 

e gnomAD) 130. 

O paciente (ID_56) do sexo masculino, 28 anos de idade com adenocarcinoma de 

colón direito, sem histórico familiar para CCR (apenas uma tia paterna com câncer de mama 

aos 54 anos de idade), sem perda de expressão das proteínas MMR, que apresentou uma 

variante P no gene RAD51C. Mutações no gene RAD51C estão associadas a um risco 

aumentado para síndrome hereditária de câncer de mama (CM) e ovário (CO), sendo a 

predisposição hereditária observada para CO de cerca de 10%  129. 130.  

O gene RAD51C está envolvido na via de recombinação homóloga, reparo de 
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quebras de DNA de fita dupla e na manutenção da estabilidade genômica 131. 132. Mutações 

nonsense, frameshift, sítio de splice, e missense são observadas com RAD51C; no entanto, há 

evidências limitadas da associação desses tipos de mutação com câncer de mama familiar 

133. 134. A relação entre variantes em RAD51C e o risco para CM para homens foi inicialmente 

excluída, devido sua correlação com CO, porém estudos mais recentes com uma grande 

coorte de pacientes com câncer de mama masculino identificou variantes fundadoras P nos 

genes RAD51C e RAD51D em 0,14% de pacientes finlandeses, inferindo uma associação de 

variantes em RAD51C e o risco para CM em homens 135. 136 137. Porém, em relação à presença 

de alterações em RAD51C e a predisposição ao CCR, dados mostram que não há um 

aumento de risco para esse tumor 137. 138. 136.  

A predisposição genética ao CCR pode ser causada por variantes patogênicas 

germinativas em genes de alta penetrância. Porém uma proporção relevante de pacientes 

com câncer colorretal diagnosticados em idade jovem e/ou com história familiar desse tipo 

de câncer não carregam alterações germinativas em genes de câncer hereditários 

conhecidos 139. 115. Dados demonstram que para esse grupo de pacientes com CCR sem 

variantes patogênicas em genes de alto risco a explicação mais plausível é o acúmulo de 

alelos de baixo risco (low risk alleles), especialmente na presença de história familiar de CCR 

141.  

Em nossa coorte, identificamos 5 pacientes (ID_04; ID_26; ID_27; ID_67 e ID_74) 

que se enquadravam nos critérios de Amsterdam e não apresentaram variantes P/PP, 

possuíam uma idade média de 39 anos e eram MMR proficientes ou sem informação para 

esse marcador. E apesar dos critérios clínicos de Amsterdam serem aplicados historicamente 

para identificar aqueles em risco de LS, sua sensibilidade é de apenas 78% na população 

adulta e possivelmente menor em adolescentes e jovens adultos 142. O câncer colorretal 

familiar tipo X (FCCTX) poderia ser usado para definir esses 5 casos, pois são indivíduos com 

CCR cujas famílias atendem aos Critérios Amsterdam, mas cujos tumores são proficientes 

para MMR 141. 142. 

Além dos alelos de baixo risco, outros fatores podem implicar no desenvolvimento 

de câncer colorretal e foi demonstrado que os indivíduos estão em risco aumentado para 

CCR se eles (ou seus parentes) tiveram câncer, história de pólipos de cólon, doenças 
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inflamatórias intestinais, diabetes mellitus ou colecistectomia. Além disso, fatores de estilo 

de vida também desempenham papéis importantes na etiologia do CCR, bem como 

sobrepeso e obesidade, inatividade física, tabagismo, consumo de álcool e padrões 

alimentares inadequados (dieta pobre em fibras, frutas, vegetais, cálcio e produtos 

dietéticos e rico em carne vermelha e processada) aumentam o risco de CCR. O microbioma 

intestinal, idade, sexo e raça e status socioeconômico também são conhecidos por 

influenciar o risco de câncer colorretal 143. 144.  

Por fim, uma parte da hereditariedade incompreendida (“missing heritability”) do 

CCR pode ser causada por variantes monogênicas de alto risco ainda não descritas 147. Nos 

últimos anos, estudos de exoma germinativo baseados em coortes ou famílias afetadas 20, 

148, e mais recentemente, estudos baseados em sequenciamento de exoma pareado 

germinativo e tumoral, Quintana et al 149 identificaram novos genes que podem estar 

associados à síndrome do câncer colorretal familiar tipo X (FCCTX) ou aumento de risco de 

CCR. Alguns desses genes recentemente identificados como candidatos estavam incluídos 

em nosso painel, porém uma vez que não foram encontradas alterações P/PP na maioria 

deles, nossos dados indicam que caso sejam relevantes para risco de CCR, devem ocorrer em 

um número pequeno de pacientes e coortes maiores devem ser avaliadas em estudos caso-

controle apropriados para confirmar/refutar sua associação ao CCR hereditário. 

Em nosso estudo, buscamos utilizar alguns critérios para selecionar dentro do grupo 

de pacientes com CCR aqueles com maior risco de apresentarem alterações germinativas 

patogênicas. Ao longo das últimas 4 décadas, houve uma evolução dos critérios clínicos 

utilizados para selecionar pacientes com CCR para os testes genéticos, uma vez que com um 

menor custo e maior acesso aos testes, foram sendo recomendados critérios menos 

restritivos, aumentando a possibilidade de detectar mais pacientes com SPHC, porém 

diminuindo a taxa de positividade geral dos testes. Nesse sentido, a diretriz mais atual da 

NCCN para Avaliação Genética/Familiar de Alto Risco: Colorretal (v1.2022) recomenda 

considerar a solicitação de testes genéticos para todos os casos diagnosticados de CCR. 

Porém, sabemos que a realidade é que a maioria dos países de baixa e média renda está 

longe de adotar essa abordagem, pois ainda em muitos países até mesmo a realização da 

triagem universal e posterior encaminhamento para aconselhamento/teste genéticos para 
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síndrome de Lynch são falhos (148, 149). Assim, a identificação de critérios clínicos e 

moleculares que aumentam a chance da ocorrência de SPHC para direcionar pacientes para 

investigação genética, como pacientes dMMR, com mutação somática KRAS:G12C, idade 

precoce e história familiar de CCR, ainda apresentam um importante papel na maioria dos 

países. 
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10. CONCLUSÃO 
 

Em nossa coorte de 376 pacientes jovens (< 50 anos) com câncer colorretal de uma 

única instituição obsevarmos que 10,2% dos pacientes foram deficientes para MMR, 21% 

apresentavam pelo menos um parente de 1º ou 2º grau com CCR e 4,8% tinham critérios 

clíncos de Amsterdam I/II. 

Nesse trabalho fomos capazes de desenvolver com sucesso uma metodologia 

baseada em NGS para avaliação de metilação no promotor do gene MLH1, para caracterizar 

molecularmente as amostras tumorais do grupo de pacientes com deficiência nos genes de 

reparo relacionados a causas esporádicas (metilação de MLH1 e mutação de BRAF). O grupo 

de pacientes com CCR abaixo de 50 anos apresentou mais pacientes negativos para mutação 

de BRAF e/ou metilação de MLH1 quando comparado ao grupo acima de 50 anos. 

Em nossa coorte selecionada para o sequenciamento do painel multi-genes 

customizado, identificamos variantes germinativas com evidência definitiva de predisposição 

ao CCR em 1 a cada 4 pacientes, além de termos identificado variantes patogênicas em 

genes com evidência limitada ou ausente de predisposição hereditária ao câncer CCR, como 

é o caso dos genes RAD51C, XRCC4 e FAN1. 
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I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

 
1. NOME DO 
PARTICIPANTE:.......................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº: ...................................................................... SEXO : M (    ) F (    ) 
DATA NASCIMENTO: ............../............./................ ENDEREÇO:.................................................................. 
.........................................................................................................Nº..... APTO:........................................ 
BAIRRO: .......................................... CIDADE: 
............................................................................................... CEP:..........................................TELEFONE:
 (........) .................................................................................. 
EMAIL:.......................................................................................................................................................... 
2. RESPONSÁVEL LEGAL: ...............................................................................................................................  
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.):................................................................................. 
..................................................................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº: ................................................................. SEXO : M (     )    F (     ) 
DATA NASCIMENTO: ............../............./...................... ENDEREÇO:............................................................. 
................................................................................................................. Nº.......................................... 
APTO: ..........................BAIRRO: .......................................... CIDADE: .......................................................... 
CEP:..................................TELEFONE:(........)........................................................................ ................ ........ 
EMAIL:............................................................

 
 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 
 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: 
Investigação das causas genéticas de predisposição ao câncer colorretal em idade jovem 

 
2. PESQUISADOR RESPONSÁVEL: 
Dra. Dirce Maria Carraro 

 
3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS: 
 Dra. Giovana Tardin Torrezan, CIPE - A.C. Camargo Cancer Center 
 Dr. Samuel Aguiar, Núcleo de Tumores Colorretais - A.C. Camargo Cancer Center 
 Dra. Maria Nirvana da Cruz Formiga, Dept. de Oncogenética - A.C. Camargo Cancer Center 
 Dr. Henrique de Campos Reis Galvão, Oncogenética - Hospital do Câncer de Barretos 
 Dra. Edenir Inez Palmero, CPOM - Hospital do Câncer de Barretos 

 
4. DURAÇÃO DA PESQUISA: 
36 meses 

III -INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE 
 

O(A) senhor(a) está sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa (“Investigação 
das causas genéticas de predisposição ao câncer colorretal em idade jovem”), que será realizado 
no A.C. Camargo Cancer Center, Hospital do Câncer de Barretos e M.D. Anderson Cancer Center e 
que tem por objetivo compreender quais são as alterações genéticas que podem ocorrer e ser 
responsável por aumentar o risco para desenvolver tumor colorretal. 

Essas alterações genéticas citadas acima são mudanças que podem acontecer no DNA. O 
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DNA é também conhecido como material genético e se apresenta na forma de um código que é 
responsável pelo desenvolvimento dos seres vivos e pela transmissão das características e 
doenças. Quase todas as células do nosso corpo possuem DNA e ele é organizado em várias partes 
que são chamadas de “genes”. 

Quando uma pessoa nasce com alguma alteração genética, ou seja, com alguma falha no 
código do DNA, e esta falha prejudica o funcionamento de um gene importante, diz-se que a 
pessoa possui uma alteração genética patogênica. Como consequência dessa falha, a pessoa 
apresenta uma predisposição (risco maior) de desenvolver alguns tumores, incluindo o tumor 
colorretal, em outras palavras, pode-se dizer que a pessoa tem uma síndrome de predisposição ao 
câncer colorretal. 

 
O(A) senhor(a) está sendo convidado(a) para participar desse projeto de pesquisa por um dos 

seguintes motivos: 
 

1. O(A) senhor(a) teve tumor colorretal antes dos 50 anos de idade e, avaliando o tipo do 
tumor e sua história pessoal e familiar de saúde, existe a possibilidade de você ter o 
diagnóstico de síndrome de predisposição ao câncer colorretal. 

 
2. O(A) senhor(a) teve tumor colorretal em qualquer idade e é familiar de uma pessoa que foi 

diagnosticada com câncer colorretal antes dos 50 anos. 

 
Este documento fornece informações sobre o estudo para o qual o(a) senhor(a) está sendo 

convidado(a) a participar. 
 

IV – OBJETIVOS DA PESQUISA 
 

Neste estudo pretende-se avaliar a história pessoal e familiar de saúde (características clínicas) 
e a ocorrência de alterações genéticas (características genéticas) em indivíduos de três instituições de 
saúde e pesquisa (A.C. Camargo Cancer Center, Hospital do Câncer de Barretos e M.D. Anderson 
Cancer Center) que  desenvolveram tumor colorretal em idade jovem. 

 
V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA 

 
Estudos anteriores identificaram um grupo de genes que quando têm seu funcionamento 

prejudicado por alguma alteração genética patogênica, conferem maior risco de desenvolver o 
tumor colorretal. Porém, existem casos em que apesar de não serem encontradas alterações 
genéticas patogênicas nesses genes, o tipo do tumor e a história pessoal e familiar de saúde do 
indivíduo ainda levam a uma suspeita de uma síndrome de predisposição ao câncer. Nesses casos, 
estudos mais detalhados, buscando por alterações genéticas patogênicas em genes ainda não 
conhecidos, podem trazer novas descobertas que permitam compreender porque desenvolvemos 
tumor colorretal. Esse tipo de conhecimento é de grande importância para o direcionamento 
médico quanto à recomendação de exames laboratoriais para identificação precoce de tumores 
(exames de rastreamento específicos) e acompanhamento de outros membros da família. 

 
VI – DESENHO DA PESQUISA 

 
Para realizar este estudo, as informações de saúde pessoal e familiar, incluindo as 

informações de tumores desenvolvidos serão coletados a partir da revisão do prontuário 
hospitalar e/ou de comunicação pessoal em consulta de aconselhamento genético (consulta no 
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Departamento de Oncogenética onde orientações sobre doenças genéticas são passadas). O DNA 
obtido de amostra de sangue ou saliva será usado para a investigação de alterações genéticas 
patogênicas. Inicialmente serão avaliados um conjunto de genes através de uma técnica conhecida 
como “avaliação de painel gênico”. Esses genes já são conhecidos como responsáveis por 
aumentar o risco de desenvolver câncer colorretal. Se o não forem encontradas alterações 
genéticas patogênicas nesta avaliação inicial, outros genes serão investigados através de uma 
técnica conhecida como “avaliação do exoma”, onde um grande número de genes serão avaliados. 
O método utilizado para os dois exames genéticos citados acima é chamado de “sequenciamento 
de nova geração”. Esses dados serão registrados, compartilhados entre as instituições 
participantes e analisados de maneira anonimizada (sem a informação do nome do participante), 
buscando identificar padrões clínicos e genéticos  associados ao câncer colorretal em idade jovem. 

 

 
VII – DESCRIÇÃO DOS PROCEDIMENTOS 

 
A aceitação do(a) senhor(a) em participar desse estudo, será formalizada através da 

assinatura deste documento. Se o(a) senhor(a) decidir participar, deverá preencher/assinar esse 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido onde o(a) senhor(a) autoriza: 

 
 Coletar 2 mL de saliva (1 tubo) para o exame genético. O(a) senhor(a) não poderá ter 

comido, bebido, fumado ou mastigado chiclete nos 30 minutos que antecede a coleta; 
OU 
 Coletar 8 mL de sangue em frasco contendo anticoagulante EDTA (2 tubos) para o exame 

genético.  Não há necessidade de preparo para essa coleta; 
E 

 
 Fornecer informação sobre os tumores que o(a) senhor(a) desenvolveu e/ou seus 

familiares  desenvolveram, caso esta informação não seja identificada em seu prontuário 
hospitalar. 

 
Caso o(a) senhor(a) concorde em participar do estudo, esta será uma colaboração 

voluntária, não havendo nenhuma forma de remuneração por isto. Do mesmo modo, esta decisão 
não afeta de nenhum modo o que será cobrado do(a) senhor(a) ou de sua seguradora de saúde. 
Informamos que não haverá para o(a) senhor(a) custos relacionados a sua participação neste 
estudo. A coleta de sangue ou saliva poderá ser realizada em qualquer dia em que o(a) senhor(a) 
estiver no A.C. Camargo Cancer Center. Preferencialmente, contataremos o(a) senhor(a) nas datas 
que o(a) senhor(a) tiver exames, consultas ou qualquer procedimento médico. Desta forma, o(a) 
senhor(a) não precisará vir ao hospital apenas para a coleta desta pesquisa e portanto não haverá 
gastos adicionais referentes ao transporte e alimentação. 

As amostras de sangue ou saliva coletadas serão processadas e o DNA extraído será 
armazenado pelo Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. Toda identificação do seu material 
será feita por códigos para preservar sua identidade. O DNA será utilizado para a realização dos 
exames genéticos. Se em seus testes forem identificadas alterações genéticas patogênicas (ou 
seja, alterações reconhecidamente prejudiciais), o(a) senhor(a) receberá, se estiver de acordo, um 
laudo contendo explicações sobre as alterações identificadas. Você irá receber o laudo durante 
consulta de aconselhamento genético com o médico geneticista colaborador deste projeto, que irá 
explicar detalhadamente as implicações dos resultados encontrados. 

 
VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO PROCEDIMENTO 
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No caso de ser realizada a coleta de sangue, poderá haver alguma dor em decorrência da 

punção. Complicações de coleta de sangue são raras e geralmente são de pequeno porte. Se 
houver extravasamento de sangue da veia no local onde a agulha for introduzida geralmente 
formará uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos 
dias. As coletas de sangue serão realizadas por profissionais especialmente treinados, o que 
diminui as chances de complicações. 

Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua saúde, poderá ser decorrente 
deste estudo, uma vez que você não será submetido a nenhum procedimento adicional aqueles 
realizados durante o seu tratamento neste hospital. No entanto, se necessário for, garantimos seu 
direito à assistência gratuita  e integral, pelo tempo que for necessário. 

Existe a possibilidade de identificarmos alterações genéticas no seu DNA que podem 
influenciar o seu risco de desenvolver câncer. A detecção destas alterações pode resultar em 
mudanças na forma como o seu médico te acompanha ao indicar a necessidade de realizar novos 
exames laboratoriais e ao indicar quais dos seus parentes deveriam inciar acompanhamento 
médico específico. O resultado do exame genético pode causar angústias e ansiedade, e para 
minimizar estes riscos ele é realizado em consulta de aconselhamento genético. 

 
IX - BENEFÍCIOS QUE PODERÃO SER OBTIDOS 

 
A maioria dos participantes não se beneficiará diretamente com a participação nesse 

estudo. Contudo, o estudo contribuirá para um melhor entendimento dos fatores que podem 
causar o aparecimento do tumor colorretal em idade jovem, desta forma, pode ajudar no 
desenvolvimento de métodos de diagnóstico e tratamento mais eficazes. Alguns participantes 
poderão ser beneficiados a partir da identificação de alterações genéticas de aumento de risco 
para o desenvolvimento de tumores, o que pode resultar em mudanças no acompanhamento 
médico por exames laboratoriais mais apropriados para estes pacientes. 

  
X - CONFIDENCIALIDADE 

 
Será assegurada a garantia de confidencialidade de seus dados pessoais de identificação. 

Somente os membros da equipe médica responsável pela sua inclusão neste estudo e os membros 
do Comitê de Ética em Pesquisa terão acesso aos registros contendo suas seus dados pessoais de 
identificação. Os dados e documentos serão anonimizados antes de serem encaminhados pela 
equipe médica responsável para os demais pesquisadores envolvidos neste estudo. 

A sua participação neste estudo é voluntária, tendo o direito de retirar-se a qualquer 
momento. A recusa ou desistência da participação nesse estudo não irá prejudicar seu 
acompanhamento médico e tratamento. 

 
XI - DANOS RELACIONADOS À PESQUISA 

Qualquer dano resultante da sua participação no estudo será avaliado e tratado de acordo 
com os benefícios e cuidados a que você tem direito. Ao assinar este formulário de consentimento 
você não está abrindo mão de qualquer um dos seus direitos legais, incluindo buscar indenização 
diante de eventuais danos  decorrentes da sua participação nesse estudo. 

 
XII - ACOMPANHAMENTO, ASSISTÊNCIA E RESPONSÁVEIS 

 
Os pesquisadores, médicos e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar 
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informação atualizada ao longo do estudo, caso este seja o seu desejo. TELEFONES PARA 
CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS OU QUALQUER DÚVIDA SOBRE O ESTUDO: 
(011) 2189-5000 – ramal 5023, entrar em contato com Dra. Dirce Maria Carraro (pesquisadora). 

 
XIII - OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES 

As amostras coletadas serão processadas pelo Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. O 
excedente, não utilizado por este projeto de pesquisa, poderá ser descartado ou, se autorizado 
pelo participante, ser armazenado e utilizado em outros projetos, após a aprovação dos mesmos 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa desta Instituição, e quando necessário, da Comissão Nacional de 
Ética em Pesquisa. Dependendo da escolha do participante, poderá ser ou não necessária a 
assinatura de novo TCLE. Para isso, pedimos que o(a) senhor(a) escolha uma das seguintes opções 
quanto ao armazenamento de sua amostra biológica: 

 
1.( ) Autorizo o armazenamento da minha amostra biológica excedente ao final deste estudo para 
que a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. 
2.( ) Não autorizo o armazenamento da minha amostra biológica excedente ao final deste estudo 
para que a  mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. Desta forma, 
compreendo que o excedente será inutilizado pelo Biobanco da instituição. 

 
Se você escolheu a resposta do item 1, favor assinalar uma das seguintes opções: 

 

( ) Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C. Camargo Cancer Center. 
( ) Não quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C. Camargo Cancer Center. Portanto, 
concordo que este TCLE, uma vez assinado, valerá também para os demais protocolos de pesquisa. 

 
Em casos de óbito ou condições incapacitantes, o(a) senhor(a) tem a possibilidade de ceder 

os direitos sobre sua amostra biológica armazenada aos seus sucessores ou outras pessoas de sua 
confiança. Para isso, pedimos que expresse a sua vontade com base nas opções abaixo: 

 
( ) Cedo os direitos sobre minha amostra biológica armazenada nas situações acima 
referidas.  Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada: 
Nome:   
Grau de Parentesco:   
Telefone: ( )   
Nome:   
Grau de Parentesco:   
Telefone: ( )   

 

( ) Não cedo os direitos sobre minha amostra biológica armazenada nas situações acima referidas. 
Em qualquer ocasião e a qualquer tempo, você terá o direito de acesso às informações e 

resultados obtidos com a utilização de seu material biológico armazenado, recebendo orientações 
quanto às consequências desse resultado, incluindo aconselhamento genético quando necessário. 

A retirada do consentimento de armazenamento da sua amostra biológica excedente no 
Biobanco poderá ocorrer a qualquer momento e esta solicitação deve ser registrada em um 
documento e assinada pelo(a) senhor(a). A validade desta solicitação se dará a partir as data de 
comunicação de sua decisão. A recusa ou desistência do armazenamento de sua amostra não irá 
prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento. 

Esta pesquisa poderá ser interrompida durante a sua realização e após o aval do CEP da 
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Assinatura do responsável pela pesquisa 
 
 

  / /  
Data 

 

Assinatura do participante ou responsável legal 
 
 

 / /  
Data 

 
 
 

instituição, em casos onde: a) O pesquisador responsável decida que algum motivo ou situação 
possa pôr em risco a segurança do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo 
conduzido de maneira eticamente inaceitável. 

 
XIV - QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DÚVIDAS: 

Pesquisador Responsável: Dra. Dirce Maria Carraro 
Laboratório de Genômica e Biologia Molecular do A.C. Camargo Cancer Center - 
São Paulo. Telefones para contato: (11) 2189-5000 ramal 5023 
Endereço: Rua Professor Antônio Prudente, 211 – Liberdade – São Paulo. 

 
Se o pesquisador responsável não fornecer as informações/esclarecimentos suficientes, por 

favor,  entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Fundação 
Antônio Prudente – 
A.C. Camargo Cancer Center pelo telefone (11) 2189-5000, ramal 5020 de segunda-feira à quinta-feira 
das 8 horas às 18 horas e sexta-feira das 8 horas às 17 horas. 

Na impossibilidade de contato com as referências acima, o(a) senhor(a) pode solicitar 
informações do estudo para a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) através do 
telefone (61) 3315-2951 / fax (61) 3226-6453 / ou e-mail conep@saude.gov.br. 

 
Este documento será elaborado em 2 (duas) vias. O(A) senhor(a) receberá uma das vias originais e 
a outra  será arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa. 

 
 

Eu_____________________________________________________________________declaro  ter 
lido, compreendido e discutido o conteúdo do presente Termo de Consentimento e concordo em 
participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos acima 
relacionados: 

 
 
   

mailto:conep@saude.gov.br
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Abstract 

 

Detecting loss of expression of DNA mismatch repair (MMR) proteins is highly relevant to 

identify Lynch syndrome patients. However, MLH1 inactivation due to promoter 

hypermethylation occurs in 15% of sporadic colorectal cancers (CRCs), and it is correlated 

with BRAF somatic mutations. Here, we aimed to develop a diagnostic test for assessing 

MLH1 promoter methylation based in next generation sequencing (NGS), and to evaluate the 

concordance of MLH1 methylation and BRAF-V600 mutation status in CRC. For MLH1 

methylation analysis, DNA from FFPE tumors and saliva was treated with bisulfite, amplified 

by PCR and evaluated by NGS. Sequence reads were analyzed to evaluate the frequencies of 
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cytosine/thymine bases of four CpGs. The average percentage of MLH1 methylation was 

2.49% in 20 saliva samples, 2.1% in 6 tumors with MSH2/MSH6 loss and 29.6% (ranging from 

1.0% to 91.3%) in 20 tumors with MLH1/PMS2 loss. We confirmed the reproducibility and 

accuracy of MLH1 promoter analysis performing a serial dilution experiment with completely 

methylated and unmethylated control DNAs and a comparison between two next generation 

sequencing platforms (Ion Proton and Illumina). In MLH1/PMS2 deficient tumors, the MLH1 

methylation status was concordant with the BRAF mutation status in 90% (18/20) of the 

cases. Our amplicon based NGS test showed a great sensitivity and specificity for detecting 

MLH1 methylation in CRC samples, with a high agreement with the evaluation of BRAF 

mutation. This simple and affordable test could be used as a reflex test to identify patients 

with sporadic causes of MLH1/PMS2 deficiency in CRC and endometrial cancer. 

 

Background 

Colorectal cancers (CRCs) with microsatellite instability (MSI) can be caused by 

germline mutations in mismatch repair (MMR) genes (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2), by 

somatic methylation of MLH1 promoter and by somatic mutations in both copies of an MMR 

genes (Moreira et al 2015). Currently, assessing the MSI and MMR expression status in 

colorectal cancer patients is of highly importance since these molecular markers have both 

prognosis and predictive values. Moreover, characterizing the causes of MSI-high and MMR-

deficient tumors as germline or sporadic is crucial to identify Lynch syndrome (LS) patients 

and provide proper follow-up for patients and their relatives. 

Expert guidelines recommend universal screening for all newly diagnosed cases of 

CRC, in order to increase the identification of LS cases, reduce the morbidity and mortality of 

cancers associated with LS and consequently enable the identification of individuals at risk 

for hereditary cancer (EGAPP et al. 2009; Palomaki et al. 2009; Provenzale et al. 2016; Syngal 

et al. 2015; Giardiello et al. 2014; Hampel et al. 2008; EGAPP, 2009; Hurter et al. 2017). 

However, the most challenging finding in universal screening programs is the lack of 

expression of MLH1 (usually accompanied by PMS2 loss). Most cases with MLH1 loss are not 

due to the germline mutation in this gene, but rather to the somatic methylation of its 

promoter. The MLH1 gene, like other tumor suppressor genes, is prone to be silenced by 

promoter methylation in one of the CRC carcinogenesis pathways and around 50% of MLH1-
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deficient tumors exhibit MLH1 promoter methylation (Eikenboom et al. 2021). Another 

important point is that, in CRC, the methylation of the MLH1 promoter is highly correlated 

with the presence of BRAF V600E somatic mutation (Parson et al. 2012). 

Due to its predictive role for some targeted therapies, BRAF testing has become 

routine in the evaluation of CRC. As an advantage, BRAF testing is technically less demanding 

and less costly than assays for MLH1 promoter methylation analysis. Most used MLH1 

promoter methylation tests are based on methylation-specific PCR (MSP), pyrosequencing or 

methylation arrays, and these methodologies are not widely available for most clinical 

diagnostic laboratories. On the other hand, next-generation sequencing (NGS) platforms 

have become extensively used in oncology diagnostic laboratories, both for germline and 

somatic analysis. Herein, we developed a simple amplicon based NGS protocol to evaluate 

MLH1 promoter methylation, with the intent of using this methodology as a reflex test to 

identify patients with sporadic causes of MLH1/PMS2 loss. 

 

Methods 

Patients 

This study included tumor samples from 20 patients with CRC and known status of MLH1 

and PMS2 expression by immunohistochemistry. Selected patients had been previously 

evaluated for MLH1 and PMS2 protein expression and, in some cases, for BRAF mutations by 

the Anatomic Pathology Department of the A.C. Camargo Cancer Center (ACC), as part of the 

universal screening program performed at ACC. Additionally, saliva samples from 20 

individuals were included as negative controls. This study was approved by the ACC Internal 

Ethics Committee Board (2497/18B) and was conducted in compliance with the Declaration 

of Helsinki. 

 

Sample preparation 

For standardization and validation of the methodology, twenty formalin-fixed 

paraffin- embedded (FFPE) tumor tissue samples from patients with CRC and loss of 

expression of MLH1/PMS2 and twenty samples of saliva DNA as negative control were 

selected. The FFPE tissues were submitted to histological analysis by a pathologist to assess 

the percentage of tumor cells and mark the tumor areas. Tumor DNA was extracted using 
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the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen), following the standard procedures of ACC 

Biobank. 

Saliva samples were collected using Oragene saliva collectors (DNA OG-500, DNA 

Genotek Inc. Ottawa, Canada). Saliva DNA was extracted in a standardized condition 

following the established protocol for DNA Extraction and Purification (prepIT L2P-PT-L2P kit, 

DNA genotek, Inc. Ottawa, Canada). All samples were checked for purity by the NanoDrop 

spectrophotometric method (ThermoFisher) and quantified using the Qubit dsDNA High 

Sensitivity (ThermoFisher) fluorimetric method. 

 

Amplicon based NGS of the MLH1 promoter 

Methylation analysis of the MLH1 gene promoter was performed by amplicon based 

NGS after tumor DNA conversion using sodium bisulfite. Sodium bisulfite converts 

unmethylated cytosines (C) to uracil (U), which is replaced by thymine during PCR cycles. 

Methylated C remains unchanged after treatment. 

The MLH1 promoter site was analyzed between the positions c.-342 to c.-462 of the 

gene translation start site (positions -143 a -264 of the untranslated region start - 

NM_000249.3; LRG_216), a 121 base pair region that presents five CpGs dinucleotides 

known to be functionally significant (Deng et al 2004) and that is also evaluated in 

commercial kits (PyroMark Q24 CpG MLH1 kit - Qiagen). Specific primers for this region were 

designed, considering the converted sequence of the region (MLH1_met_F: 

AGGTTATAAGAGTAGGGTT; MLH1_met_R2: AACCYAACTTATATACCTCTACT). For the sodium 

bisulfite conversion reaction, 20ul of DNA (50 ng), was treated with the EZ DNA Methylation- 

Gold kit (ZYMO RESEARCH), following the manufacturer's protocol. The converted DNA was 

submitted to the PCR reaction containing 0.15 uL of Taq High-fidelity (Invitrogen), 1.2 uL of 

MgSO4 50mM, 0.6uL of dNTP 10mM, 5 mM of each primer in a 30 uL reaction. The 

amplification conditions were as follows: a 2min pre-incubation at 94°C followed by 40 

cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at annealing temperature (touchdown protocol starting at 

50°C and reduction 0.2°C at each cycle) and one minute at 68°C, with a final 10 min 

extension at 68°C. PCR products were evaluated on 2% agarose gel. After confirmation of 

amplification by agarose gel analysis, the remaining volume of the PCR reaction (25uL) was 

used to construct the amplicon libraries with the Ion Plus Fragment Library kit (Thermo 
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Fisher), according to the manufacturer's instructions. For sequencing, the emulsion PCR was 

performed with the Ion PI ™ Hi-Q ™ OT2 200 kit and the sequencing was performed using 

the Ion PI ™ Hi-Q ™ Sequencing 200 Kit and Ion PI ™ Chip Kit v3. 

The CLC Genomic Workbench software was used to analyze sequence reads and 

evaluate the methylation ratio in CpG dinucleotides. The generated sequence reads were 

mapped to a in silico converted reference. The frequencies of the C and T bases of five CpGs 

cytosines and three control cytosines (not CpGs) were annotated and the mean was 

considered among the four CpGs with the lowest deviation. Initially, the frequencies of C and 

T bases for the five CpGs sites were evaluated, however it was observed that one of the 

cytosines had a percentage of methylation that considerably diverged from the others, so it 

was considered the average among the most stable CpGs. The sodium bisulfite conversion 

was considered efficient when the average frequency of C bases in the three control 

cytosines was <2%. The samples were considered positive for MLH1 methylation when the 

average frequency of C bases in the 4 CpG cytosines sites was >10%. 

 

Illumina miniSeq sequencing 

The results generated from Ion Proton sequencing were compared with results from 

Illumina MiniSeq for 9 samples. DNA from 7 FFPE tumors from patients with CRC and loss of 

expression of MLH1/PMS2 and 2 control DNAs from saliva were evaluated. PCR products 

generated with the same protocol as described for Ion Proton were prepared for Illumina 

sequencing using the QIAseq 1-Step Amplicon Library Kit (Qiagen) and sequenced on the 

MiniSeq platform (Illumina), according to the manufacturer's instructions. The CLC software 

was used to analyze sequence reads and evaluate the methylation ratio in CpG 

dinucleotides, as described for Ion Proton. 

 

Serial dilution with control DNAs 

To evaluate the performance of the methodology used for methylation analysis, we 

used control DNA samples from fully methylated and fully unmethylated human cell DNA 

(EpiTect PCR Control DNA Set – Qiagen). For this, six predefined methylation levels were 

evaluated based on a serial dilution containing respectively: 100% methylated DNA (20ul of 

100% methylated DNA), 50% methylated DNA (10ul of 100% methylated DNA + 10ul of 0% 
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methylated DNA), 25% methylated DNA (10ul of 50% methylated DNA + 10ul of 0% 

methylated DNA), 12.5% methylated DNA (10ul of 25% methylated DNA + 10ul of 0% 

methylated DNA), 6.25% methylated DNA (10ul of 12.5% methylated DNA + 10ul of 0% 

methylated DNA) and 0% methylated DNA (20ul of 0% methylated DNA). Serial dilution 

samples were submitted to the same bisulfite treatment, PCR protocol, Ion Proton 

sequencing and analysis as previously described for the tumor and saliva samples. 

 

Somatic mutation analysis of the BRAF gene 

BRAF mutation analysis was also performed by NGS to evaluate the p.Val600Glu 

(V600E) mutation. Specific primers were designed for this codon using the online tool Primer 

3 (BRAF_V600E_F: TTCATGAAGACCTCACAGTAAAAA; BRAF_V600E_R: 

GGATCCAGACAACTGTTCAAA). The DNAs extracted 

from the tumor FFPE were subjected to PCR reactions containing 12.5 uL of GoTaq® DNA 

Polymerase, 9.5uL of H2O, 5 mM of each primer and 2 uL of DNA (10 to 100ng) in a 25 uL 

reaction. The amplification conditions were as follows: a 2min pre-incubation at 95°C 

followed by 35 cycles of 30 sec at 95°C, 1 minute at annealing temperature and 45 sec at 

72°C, with a final 5 min extension at 72°C. PCR products were evaluated on 2% agarose gel, 

and the remaining volume was used to build the amplicon libraries with the Ion Plus 

Fragment Library kit (Thermo Fisher) and was performed in Ion Proton, as described for 

MLH1. The data generated by the Ion Proton sequencer were analyzed with the Torrent Suit 

and Variant Caller tools. The criteria for calling variants were minimum coverage of 500 

reads and variant allele frequency of at least 2%. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses (correlation and T-test) were performed with GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad). 

 

Results 

MLH1 promoter methylation analysis standardization 

 

We design specific primers to amplify a 121 base pair region of the MLH1 promoter 
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that presents five CpGs dinucleotides, of which four were considered for methylation 

analysis (Figure 1A). After standardizing the PCR reaction, the amplification of MLH1 

promoter region was evaluated ona garose gels, prior to sequencing (figure 1B). The 

frequencies of bases C and T of the four CpGs and three control cytosines (non-CpGs) were 

obtained through mapping of sequencing reads in CLC Genomics Workbench tool (Figure 

1C). 

 

 

Figure 1. A. MLH1 promoter region and evaluated CpGs. Depiction of the genomic region 

containing the analyzed MLH1 promoter. Primers are depicted in purple, CpG dinucleotide 

are depicted in green. An asterisk denote the CpG excluded from analysis due to high 

methylation deviation. Controls cytosines are depicted in orange. Chromosome positions 

refer to Hg19 reference. B. Amplification of MLH1 promoter. Agarose gel (2%) showing the 

patter of amplification of an 116bp fragment encompassing the promoter region of MLH1 

gene (1) Ladder (molecular weight marker); (2,3) DNA sample of saliva; (4,5) Paraffin DNA 

samples; (6) Negative control. C. Methylation analysis of MLH1 promoter. Sequencing 

mapping in CLC Genomics WorkBench 6: S1) sample with unmethylated CpGs; S2) sample 

with partially methylated CpGs; S3) sample with fully methylated CpGs. 
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To demonstrate the specificity of the MLH1 methylation analysis, we tested DNA 

from 20 saliva samples and 26 tumor samples with immunohistochemistry data showing loss 

of MLH1/PMS2 (20 cases) or MSH2/MSH6 (6 cases) (figure 2A). The average percentage of 

unconverted cytosines in the control bases was 0.6% (+0.2%), confirming the high efficiency 

of bisulfite conversion. The average percentage of MLH1 methylation in the saliva samples 

was 2.49% (0.5% to 6.4%) and defined the 10% cut-off point to consider a sample as 

methylated. In tumors with MSH2/MSH6 loss the rate of MLH1 methylation ranged from 

0.7% to 4.6% (mean 2.1%) and in tumors with MLH1/PMS2 loss range from 1.0% to 91.3% 

(mean 29.6%). Only in this last group we detected samples above the 10% cut-off and that 

were considered positive for MLH1 methylation. 

To verify the reproducibility and accuracy of MLH1 promoter analysis, we performed 

a serial dilution analysis and a comparison of results between two next generation 

sequencing platforms. First, in the serial dilution experiment, we used completely 

methylated and completely unmethylated control DNAs from human cell lines and 

generated six samples with different percentage of methylation (100%, 50%, 25%, 12.5%, 

6.25% and 0%) (Figure 2B, table 1). Target amplification and library construction were 

performed in triplicates, and sequencing was performed in the Ion Proton platform. Apart 

from for the sample with expected methylation of 100%, all other samples showed a mean 

observed methylation rate higher than expected, with the major difference between 

expected versus observed appearing in the 25% and 12.5% dilutions. The standard deviation 

(SD) ranged from 1% to 11.2% between replicates, with the highest SD being observed in 

dilutions with expected methylation of 25% (SD +7.9%) and 12.5% (SD +11.2%). 

 

Table 1: Serial dilution and reproducibility analysis. 

 Dilutions 

Expected methylation (%) 100.0% 50.0% 25.0% 12.5% 6.25% 0.0% 

Replicate 1 90.6% 59.3% 33.9% 15.2% 8.8% 1.6% 

Replicate 2 93.8% 57.2% 49.5% 37.6% 20.5% 1.1% 

Replicate 3 95.8% 58.9% 43.4% 27.0% 12.5% 3.0% 

Mean (+ SD) 93.4% 
(+2.6%) 

58.5% 
(+1.1%) 

42.3% 
(+7.9%) 

26.6% 
(+11.2%) 

13.9% 
(+6.0%) 

1.9% 
(+1.0%) 

Difference expected-
observed 

6.6% -8.5% -17.3% -14.1% -7.7% -1.9% 
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In the comparative analysis between the two NGS platforms, Ion Proton and 

Illumina, nine samples with methylation rates ranging from 1% to 62% were evaluated. The 

percentages of methylation obtained through the Illumina platform were slightly lower than 

those obtained by the Ion Proton platform (Figure 2C), but there was a high overall 

correlation between the platforms (r=0.97). 

 

 

 

Figure 2. A. MLH1 methylation analysis in saliva and tumor samples. B. Serial dilution and 

reproducibility analysis C. Methylation percentage comparison between NGS platforms. 

Nine samples were evaluated in Ion Proton and Illumina sequencers. 

 

Correlation of MLH1 methylation, MLH1/PMS2 expression loss and BRAF mutation status 

 

The methylation analysis in MLH1 promoter was performed with twenty tumor 

samples with loss of expression of MLH1/PMS2 (Table 2). Twelve samples showed positive 

methylation in MLH1 with methylation percentage ranging from 11.5% to 91.30% and eight 
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cases were unmethylated. The V600E BRAF mutation was detected in ten cases, all of them 

MLH1-methylated, while ten cases were wild- type for BRAF V600. The presence of both 

MLH1 methylation and BRAF mutation agreed in ten cases and the absence of both 

alterations agreed in eight cases, given an overall concordance of 90% (18/20). Two cases 

showed absence of BRAF mutation and presence of MLH1 methylation (ID10 and ID20). 

Interestingly, one of the cases (ID20) presented a germline pathogenic variant (PV) in MLH1 

gene (exons 17-19 deletion), while the second patient (ID10 presented a PV in MUTYH 

(monoallelic). 

For 6 of 8 patients who were negative for both MLH1 methylation and BRAF mutation we 

had germline genetic testing results. Fifty percent (3/6) of these patients were diagnosed 

with LS with a germline PV in MLH1 gene. One patient (ID27) who were negative in the 

germline test had somatic comprehensive genomic testing performed and was confirmed as 

a Lynch-like patient, due to the detection of a somatic loss of function variant in MLH1. 

Double negative (MLH1 unmethylated/BRAFWT) patients had an earlier age of CRC onset 

when compared to double positive patients (41.1 versus 63.5, p=0.001). 
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Table 2. MLH1 promoter methylation analysis and V600E BRAF mutation in tumors with 

MLH1/PMS2 loss. 

 

 
Sample 

Age of 
onset 

Tumor 
cellularity (%) 

MLH1 
methylation (%) 

BRAF 
mutation 

MLH1 met / 
BRAF mut 
concordant 

Germline 
analysis 

ID 01 86 80% 73.0% V600E YES NA 

ID 02 65 70% 41.3% V600E YES NA 

ID 03 61 65% 43.0% V600E YES NA 

ID 04 81 70% 48.8% V600E YES NA 

ID 05 61 80% 60.9% V600E YES NA 

ID 06 65 70% 42.3% V600E YES NA 

ID 07 65 90% 91.3% V600E YES NA 

ID 08 61 65% 43.0% V600E YES NA 

ID 12 45 95% 61.6% V600E YES NA 

ID 19 45 95% 75.4% V600E YES NA 

ID 11 36 80% unmethylated WT YES MLH1path 

ID 13 47 60% unmethylated WT YES MLH1path 

ID 23 44 90% unmethylated WT YES MLH1path 

ID 14 44 85% unmethylated WT YES Negative 

ID 26 35 70% unmethylated WT YES Negative 

ID 27a 26 60% unmethylated WT YES Negative 

ID 09 63 30% unmethylated WT YES NA 

ID 17b 34 80% unmethylated WT YES NA 

ID 10 46 80% 18.8% WT NO 
MUTYHpat
hc 

ID 20 47 90% 11.5% WT NO MLH1path 

IHC: immunohistochemistry; WT: wild-type; NA: not available; path: pathogenic. 

a Somatic mutation in MLH1 (Lynch-like); b Amsterdam I criteria; c Monoallelic carrier 

 

Discussion 

 

In this study, we developed and validated a simple, uncostly, quantitative, NGS based 

test to evaluate MLH1 promoter methylation. We showed the test had a high specificity, 

with the detection of MLH1 methylation above the cut-off of 10% being observed only in 

MLH1/PMS2 deficient tumors and in none of MSH2/MSH6 deficient tumors or saliva 

samples. Also, we demonstrated a high concordance (90%) of MLH1 methylation status to 

somatic BRAF-V600E mutation in CRC samples of Brazilian patients. 

The concordance between these two markers in CRC tumors have been widely 

investigated in other studies and populational differences between their co-occurrence have 
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been described. Data from Western countries showed concordance rates of 81-83% (Newton 

et al. 2014; Adar et al 2017). On the other hand, studies on Chinese CRC patients observed 

an overall smaller frequency of BRAF mutations in CRC tumors, with only 15%-17% of 

patients with MLH1 loss presenting BRAF-V600E mutation and 45% of BRAF-negative 

patients being positive for MLH1 methylation, leading to a concordance of around 60% 

between both markers (Dong et al 2020; Wang et al 2021). 

This data shows that MLH1 promoter methylation can significantly improve the 

identification of the underlying cause of sporadic MLH1-deficient tumors. This identification 

is important, as it can assist genetic counseling and prevent further unnecessary molecular 

tests, such as somatic sequencing of MMR genes. In this sense, the current NCCN guidelines 

for Genetic/Familial High-Risk Assessment: Colorectal (Version: 1.2021) recommend that 

cases with abnormal MMR expression, negative for BRAF mutations and for germline 

pathogenic variants should be evaluated for MLH1 tumor methylation, to confirm or refute a 

sporadic CRC. Moreover, testing for MLH1 methylation is also important in the context of 

endometrial carcinoma, since in this tumor type no other somatic biomarker can indicate 

MLH1 methylation, and thus a sporadic MMR deficient tumor (Shilpa et al. 2014; Losi et al. 

2018). Indeed, in EC the frequency of MLH1/PMS2 deficient tumors is around 20%, and more 

than 85% of these tumors are positive for MLH1 methylation (Kahn et al 2019). 

One interesting finding of our study was the identification of a Lynch Syndrome 

patient harboring somatic MLH1 promoter methylation. This patient was a carrier of a 

germline large deletion in MLH1 (exons 17-19), had a MLH1 methylation ratio of 11% and 

absence of mutations in BRAF. Other studies have also described MLH1 methylated tumors 

in LS patients (Rahner et al 2008, Wang et al 2021, de Paula et al 2021), with one of the 

largest studies describing that up to 5.6% of LS CRC tumors harbor MLH1 methylation 

(Newton et al. 2014). On the other hand, BRAF mutation has more rarely been described in 

LS patients, what suggests that tumor BRAF status is more sensitive than MLH1 tumor 

methylation status as a negative predictor of MMR genes germline mutation status. 

In our serial dilution experiment, we observed that all dilutions below 100% 

methylated DNA presented a methylation ratio higher than expected and that intermediate 

levels of methylation presented higher variation between triplicates. These could possibly be 

explained by differences in stability or amplification ratios between methylated and 
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unmethylated DNA strands. Remarkably, these results are similar to those described by 

Benhamida et al. 2020 in their study evaluating MLH1 promoter methylation using a 

Genome-Wide Methylation Array Platform. Although these results preclude considering our 

test a true quantitative assay, the cut-off established as 10% for a dichotomic classification 

(methylated x unmethylated) showed an excellent performance. 

Defining MLH1 expression status in CRC and EC is now part of the clinical diagnostic 

routine in most cancer specialized hospitals. In CRC, the identification of a patient with a 

MLH1-deficient tumor should be followed by either BRAF mutation analysis or MLH1 

promotor methylation analysis and, for EC, MLH1 methylation analysis only, to identify 

patients more likely to have somatic causes for MLH1 deficiency. For negative patients, 

follow-up with a geneticist and genetic testing is recommended and likely germline genetic 

testing. Despite its defined relevance, the investigation of MLH1 promoter methylation is not 

widely available in molecular diagnostics laboratories and its use in clinical routine is still 

underemployed. Since most molecular laboratories today have NGS sequencing platforms, 

an NGS-based test to evaluate MLH1 promoter methylation could be easily implemented in 

most clinical laboratories that perform molecular tests for oncology. 

 

 

Conclusions 

 

Our results showed a great sensitivity and specificity for detecting MLH1 methylation 

with this amplicon based NGS test and a high agreement between the presence/absence of 

BRAF mutations and MLH1 methylation in CRC samples. This test that could be used as a 

reflex test to identify patients with sporadic causes of MLH1/PMS2 deficiency in CRC and 

endometrial cancer, and as consequence to select negative patients that should be referred 

for genetic counseling and germline testing. 
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