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1. Introducio

O Cancer colorretal (CCR) ¢ uma das neoplasias mais prevalentes do trato
gastrointestinal e ocupa a terceira posi¢ao nos niveis de incidéncia global, representando cerca
de 9,6% dos casos de cancer em todo o mundo'. Segundo as estimativas da Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), entre 2020 e 2040, espera-se um aumento
significativo de mais de 3 milhdes de casos de pacientes com CCR?.

No Brasil, a estimativa para o triénio de 2023/2025 aponta cerca de 45.630 novos casos
por ano, sendo 21.970 em homens e 23.660 em mulheres®, evidenciando a importancia de se
compreender os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da doenga. Entre os fatores
modificaveis, destacam-se tabagismo, etilismo, consumo de carne vermelha ou processadas, e
baixa ingestdo de vegetais, fibras e frutas®. Ja os fatores ndo modificaveis incluem
predisposigdes genéticas e sindromes hereditarias, como a sindrome de Lynch*.

O CCR ¢ uma neoplasia heterogénea resultante de multiplos eventos genéticos e
epigenéticos. Entre as principais vias moleculares envolvidas estdo a via adenoma-carcinoma,
associada a instabilidade cromossdmica (presente em 70% a 90% dos casos), € a via serrilhada
(10% a 20%)*. A instabilidade de microssatélites (MSI) , um marcador molecular relevante, é
observada em aproximadamente 12 % a 17% dos casos, sendo cerca de 3% associados a
sindrome de Lynch®.

Os microssatélites sdo sequéncias curtas e repetitivas de DNA que ndo codificam
proteina, com uma variagdo de comprimento entre um e dez pares de base de nucleotideos.
Durante a replicagdo, essas regioes estdo sujeitas a erros que, se nao corrigidos, resultam em
MSI. O sistema de reparo de incompatibilidade de DNA (MMR) ¢ formado pelas proteinas
MLH1, PMS2, MSH2 e MSH6, que atuam em pares funcionais (MLH1/PMS2 e MSH2/MSH®6)
na detecgdo e correcdo desses erros®.

O cancer colorretal hereditario sem polipose ou HNPCC, também conhecido como
sindrome de Lynch ¢ uma condi¢ao autossdmica dominante causada por variantes germinativas
nos genes MLHI, MSH2, MSH6, e PMS2, ou exclusdes em EPCAM, e esta associada a um
risco aumentado para varios tipos de cancer, frequentemente com inicio precoce>’. Deste
modo, essa sindrome esta intimamente relacionada a deficiéncia do sistema MMR e a
ocorréncia de MSIL.

Diante desse contexto, o objetivo deste estudo ¢ caracterizar as variantes germinativas
nos genes de reparo (MMR) MLHI, MSH2, MSH6 ¢ PMS2 em pacientes com cancer colorretal
da Fundacao Centro e Controle de oncologia do Estado do Amazonas (FCECON).

2. Material e Métodos
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Trata-se de um estudo analitico, descritivo, prospectivo e retrospectivo voltado a analise
de variantes germinativas em genes de reparo (MMR) por meio do sequenciamento de nova
geragdo (NGS) em pacientes diagnosticados com cancer colorretal atendidos na Fundacao
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON). Esta pesquisa esta
vinculada ao projeto de doutorado "Caracterizagao Clinica e Molecular de Pacientes com
Cancer Colorretal atendidos na FCECON", que faz parte do projeto guarda-chuva intitulado
"Analise do Espectro Molecular e Clinico do Cancer Colorretal: da Epidemiologia e
Qualidade de Vida a Genética e Andlises Omicas" (Projeto EMCOR). Aprovagao pelo Comité
de Etica em Pesquisa da FCECON (CAAE: 52343821.2.0000.0004) em 20 de dezembro de
2021.

As amostras de leucdcitos foram obtidas de forma retrospectiva e prospectiva dos
pacientes participantes do Projeto EMCOR. Nas coletas prospectivas, foram realizadas a
abordagem ao paciente e aplicagdo do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e posteriormente feito a coleta sanguinea. O sangue periférico foi coletado em tubos com
EDTA e processado conforme protocolos padronizados para separac¢ao de plasma e leucocitos.
As amostras foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL livres de nucleases em freezer a -
80°C no Laboratorio de Biologia Molecular da FCECON.

A extracdo do DNA foi realizada com o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega, EUA). A qualidade e a concentracio do DNA foram avaliadas com o
espectrofotometro NanoDrop Lite e o fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, EUA.

A deteccdo de variantes germinativas foi conduzida por sequenciamento de nova
geracdo (NGS), utilizando um painel multigénico personalizado composto por 62 genes com
evidéncias classificadas como: definitiva/forte, moderada, limitada ou nao avaliada para
predisposicao ao cancer colorretal. Esse painel foi desenvolvido com base nos trabalhos de
Silva (2022), Seifert (2019) e Valle et al. (2019)%°.

A preparacao da biblioteca gendmica foi realizada com o kit XGEN™ DNA LIBRARY
PREP EZ (Integrated DNA Technologies — IDT), seguida pelo sequenciamento na plataforma
NextSeq 2000 (Illumina), com cobertura minima de 30X. O sequenciamento foi realizado no
Laboratorio do Grupo de Gendmica Clinica e Funcional do Centro Internacional de Pesquisa -
A.C. Camargo Cancer Center.

As analises de bioinformatica incluiram o alinhamento e detec¢ao de variantes com o
Isaac Enrichment v2.1 (BaseSpace, Illumina), seguido de anotagdo e filtragem no software
VarSeq (Golden Helix). As variantes foram posteriormente avaliadas em bancos de dados
clinicos como ClinVar, bem como em plataformas automatizadas de classificacdo, como
Varsome e Franklin (Genoox). As variantes foram classificadas de acordo com os critérios do
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), considerando parametros
como frequéncia populacional, evidéncias funcionais, segregacao familiar e dados de literatura
cientifica.

3. Resultados e discussao

Foi realizado o sequenciamento de 56 amostras, com uma cobertura média por base de
1.865,86x e cobertura de 100% das bases-alvo com profundidade minima de 50 leituras,
garantindo alta confiabilidade analitica.

Foram identificadas variantes patogénicas no gene MLHI, como a mutagao p.Arg487*
(c.1459C>T), presente em duas amostras. Essa alteragao de sentido trocado (nonsense) resulta
em um codon de parada prematuro (stop gain), levando a perda de expressdo das proteinas
MLH1 e PMS2, conforme confirmado por imunohistoquimica (IHQ).
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Outra variante patogénica no gene MLHI, a p.Arg226* (c.676C>T), também do tipo
stop gain, foi detectada. Assim como no caso anterior, observou-se auséncia de expressao de
MLHI1 e PMS2 por IHQ.

Além das variantes patogénicas, foi identificada uma variante de significado clinico
incerto (VUS) no gene MSH6, do tipo missense (¢.334A>G, p.Asnl12Asp (Quadro 1).

Quadro 1. Descrigdo de dados clinicos e variantes patogénicas ¢ VUS dos genes de MMR. Fonte: Sousa-Castro,
2024.

ID |Idade |Status MMR| Historia Gene AA Codon alterado Tipo de ACMG
CCR familiar Alterado variante
(CCR)
38 | 57 NR 1 Parente de | MLH1 | p.Arg487* c.1459C>T Stop Gain P
1°grau
51 30 MSH2 1 parente de | EPCAM- - Del; EPCAM exon| CNV P
Negativo 1°grau e2 | MSH2 4-9 ¢ MSH2 exon| delegdo
de 2° 1-7 del
145 24 Perda 1 Parente de | MLH1 | p.Arg226* c.676C>T Stop Gain P
MLHI1/PMS2 1°grau
171 57 Perda 1 Parente de | MLH1 | p.Arg487* c.1459C>T Stop Gain P
MLH1/PMS2 1°grau
172 57 Sem 1 Parente de [ MSH6 [p.Asnl12As c.334A>G Missense VUS
informacao 1°grau p

Legenda: NR- No results: Sem resultados : AA- Aminoacido; ¢.1459C>T- substitui¢do da citosina por uma timina
na posicdo 1459; ¢.676C>T- substitui¢do de citosina por timina na posi¢do 676; p.Argd87*- proteina nonsense,
que sofreu uma troca de base por um coédon de parada no aminoacido Arginina, na posi¢ao 487; p.Arg226*-
proteina nonsense que possui um cdédon de parada no aminoacido Arginina, na posi¢do 226; P- Patogénca; VUS-
Variante de significado incerto.

Adicionalmente, foram detectadas variantes estruturais (VS) em dois pacientes da
coorte. Uma delas corresponde a uma dele¢ao complexa (DEL) envolvendo os genes EPCAM
e MSH?2 (chr2:47.375.224-47.429.952 Del; EPCAM éxons 4-9 e MSH2 éxons 1-7), que
resultou na perda do final do gene EPCAM e do inicio do gene MSH2, impactando niveis a
expressdo de MSH?2. Essa alteragdo impacta a estabilidade do transcrito de MSH?2, levando ao
seu silenciamento epigenético e inativacao funcional, mecanismo j& descrito como associado a
sindrome de Lynch, uma condig¢ao hereditaria que aumenta o risco de cancer colorretal e outros
tipos de cancer'"4,

A segunda variante estrutural identificada foi uma duplicacdo envolvendo os genes
PMS2 e AIMP2; entretanto, a classificagdo funcional dessa alteracdo ainda requer analises
complementares e dados adicionais de IHQ.

Um dos achados mais relevantes deste estudo foi a confirmag¢dao de um caso de
Sindrome de Lynch em um paciente com menos de 30 anos de idade, com historico familiar
significativo de cancer colorretal em pelo menos duas geragdes. Achado que ressalta a
importancia da triagem genética precoce em contextos familiares sugestivos.

Esses resultados corroboram evidéncias da literatura que apontam as mutagdes
germinativas nos genes MMR, sobretudo no MLH1, como eventos centrais na predisposi¢ao
ao cancer colorretal. Essas mutacdes levam a falha no reparo de erros de pareamento de DNA,
provocando instabilidade genomica e aumentando o risco de neoplasias malignas'.

A presenca de delegdes envolvendo EPCAM, como observado neste estudo, estd
igualmente bem documentada como causa indireta de inativagdo de MSH2, refor¢cando sua
inclusdo em painéis diagnodsticos voltados a investigagdo da sindrome de Lynch>'°.
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Portanto, a caracterizacdo detalhada das variantes germinativas em genes do sistema
MMR ¢ essencial para compreender os mecanismos moleculares da tumorigénese colorretal,
além de embasar condutas clinicas personalizadas, desde o diagnostico precoce até estratégias
preventivas e terapéuticas direcionadas para pacientes e seus familiares de risco.

4. Conclusoes

A andlise de variantes germinativas em genes de reparo do DNA (MMR) permitiu a
identificacdo de alteracdes clinicamente relevantes associadas a predisposi¢do ao cancer
colorretal, incluindo mutacdes patogénicas nos genes MLHI e MSH2, além de uma delecao
estrutural envolvendo EPCAM-MSH?2, compativel com sindrome de Lynch. Esses achados
reforcam a importancia da triagem genética em pacientes com historico familiar de cancer,
especialmente em diagndsticos em idade precoce. A aplicacdo de painéis multigénicos por
NGS, aliados a analise imunohistoquimica e bioinformatica especializada, demonstrou elevada
eficacia na detec¢ao de variantes com impacto clinico. A detecgdo precoce dessas alteragdes
pode direcionar estratégias terapéuticas, vigilancia individualizada e aconselhamento genético
familiar, ampliando as perspectivas de preven¢do e manejo personalizado do CCR.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Reparo de Erro de Pareamento de DNA; Proteina MLH1;
Sindrome de Lynch; Proteina PMS?2.
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