Perfil clinico-patolégico do cancer colorretal com instabilidade de
microssatélites e variantes germinativas nos genes MMR
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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma das neoplasias mais incidentes no Brasil, e cerca de 15% dos
casos estdo associados a instabilidade de microssatélites (MSI), frequentemente relacionada a
deficiéncia nos genes de reparo do DNA (MMR), caracteristica marcante da Sindrome de
Lynch. A integrag¢do de dados clinico-patoldgicos com a caracterizagdo molecular é essencial
para aprimorar. O estudo tem como objetivo avaliar o perfil clinicopatologico de pacientes com
CCR e sua associagdo com variantes germinativas nos genes MMR e instabilidade de
microssatélites. Foram analisadas 56 amostras de pacientes com CCR atendidos na FCECON.
Dados clinicopatologicos (idade, localizagdo tumoral, grau histolégico, imunohistoquimica
para expressao de proteinas MMR, estadiamento, sintomas, metastases ¢ desfecho clinico)
foram extraidos de prontuarios eletronicos e fisicos. As amostras foram submetidas ao
sequenciamento de nova geracdao (NGS). Identificaram-se quatro variantes patogénicas no gene
MLH1 e uma VUS em MSH6. Também foram detectadas duas variantes estruturais, incluindo
uma delecdo em EPCAM/MSH?2 associada a perda de MSH2. Seis pacientes apresentaram
perda de expressio MMR por THQ, com predominio do fenotipo MLHI1/PMS2. Dos 56
pacientes, 26,8% preservaram a expressao MMR e 21,4% foram diagnosticados antes dos 50
anos. Metastases ocorreram em 11 casos, 81,8% hepaticas. A identificacdo de variantes
germinativas e perda de expressado MMR reforga a relevancia do rastreio genético no CCR. A
integragdo entre perfil molecular, expressdao proteica e dados clinicos contribui para o
diagnostico precoce da Sindrome de Lynch e aprimoramento das estratégias terapéuticas
personalizadas.
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1. Introducao

O cancer colorretal (CCR) abrange uma gama de tumores malignos que afetam o
intestino grosso € o reto. A nivel nacional, O CCR ¢ a terceira neoplasia maligna mais incidente
no Brasil e projegdes para 2025 apontam aumento no niimero de Obitos de 75,8% para os
homens e de 67,5% para as mulheres, principalmente em decorréncia do processo de
envelhecimento populacional®.

Outrossim, cerca de 15% dos canceres colorretais configuram-se como consequéncia de
um comportamento genético de instabilidade sobre algumas regides de repeticdes nucleotidicas,
as chamadas Microssatélites (MS)®. O fenétipo de IMS (Instabilidade de Microssatélites) esta
relacionado a perda do funcionamento fisiologico de reparos a danos nas bases do DNA, haja
vista que o corpo possui um complexo de proteinas que atuam no sistema de reparo de
pareamento incorreto ou, também, chamado de sistema de reparo de incompatibilidade de DNA
ou Complexo de Reparo Mismatches (MMR), que, por sua vez, detecta distor¢cdes da hélice de
DNA, as quais sdo causadas pela incompatibilidade quimica de bases nio-complementares. ),



Quando ha proficiéncia do complexo MMR (pMMR), essas proteinas atuam em
heterodimeros: MLH1 dimerizando com a PMS2 e MSH2 com MSH6. Tais muta¢des foram
descobertas em pacientes que apresentavam CCR com IMS em linhagens de células
germinativas, o que configurou em uma perpetuacao genética de linhagens defeituosas em
proteinas do complexo MMR (dMMR) para a prole®*.

Sendo assim, a IMS pode ser observada em 25% dos casos de Sindrome de Lynch ou
Sindrome do Cancer Colorretal Nao-Polipomatoso (HNPCC), a qual representa a sindrome
hereditaria mais comum no CCR, sendo a causa de 3% de todos os casos de CCR®. Ademais,
cumpre ressaltar que o rastreamento do CCR recém-diagnosticado para IMS é amplamente
discutido, pois sdo tumores que respondem favoravelmente ao tratamento e sua
imunopatogénese abre novas perspectivas em imunoterapia e vacinas como profilaxia para
casos hereditarios de tumores nao metastaticos e metastaticos, independente da sua origem
primaria®.

Dessa forma, objetiva-se avaliar as variantes patogénicas em MLHI1, MSH2, MSHG6 e
PMS?2, as caracteristicas clinicopatologicas e prognéstico no Cancer Colorretal Hereditario na
Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON).

2. Material e Métodos

Estudo transversal, retrospectivo e prospectivo, vinculado ao projeto de doutorado
intitulado “Caracterizagao Clinica e Molecular de Pacientes com cancer colorretal atendidos na
Fundagao Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas” e ao projeto “Analise do
Espetro Molecular e Clinico do Céncer Colorretal: da Epidemiologia e Qualidade de Vida a
Genética e Analises Omicas” (EMCOR), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
FCECON com CAAE: 52343821.2.0000.0004, aprovado em 20 de dezembro de 2021. O estudo
utilizou dados clinicos, laboratoriais e dados obtidos por testes moleculares realizados por meio
de Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), conduzidos pelo Centro de Pesquisa Internacional
(CIPE) do A.C. Camargo Cancer Center.

Foram incluidos pacientes maiores de 18 anos, de ambos os sexos, atendidos na
FCECON, provenientes da Amazonia Legal, com qualquer estadiamento clinicopatoldgico de
cancer colorretal, conforme a Classificacdo Internacional de Doengas (CID): C18 — Neoplasia
maligna de colon, C19 — Neoplasia maligna da retossigmoide e C20 — Neoplasia maligna do
reto, submetidos a cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia. Excluiram-se aqueles sem material
biologico disponivel ou com prontuario incompleto para caracterizacdo clinica.

As informagdes socioepidemiologicas, caracteristicas clinico-patoldgicas e materiais
biologicos (sangue) foram registradas na plataforma REDCap do Hospital AC Camargo. O
diagnostico de CCR foi confirmado por médicos especialistas da FCECON, com base em
exame histopatologico de lesdes da mucosa intestinal. Para mais, 56 amostras de leucdcitos
foram submetidas a andlise NGS.

3. Resultados e Discussao

Dos 56 pacientes incluidos nas amostras analisadas pelo método NGS, quatro
apresentaram variantes patogénicas em genes associados a Sindrome de Lynch e um paciente
possuia uma variante de significado clinico incerto (VUS) (Quadro 1).

A andlise genética revelou que a perda de expressdo da proteina MSH2 decorreu da
delecdo do gene adjacente EPCAM. Um estudo de coorte demonstrou que a perda da
extremidade 3’ do gene EPCAM pode levar ao silenciamento do promotor de MSH2, pela
proximidade alélica'”. Para mais, observou-se que a perda completa da expressio da proteina
EPCAM ocorre exclusivamente em CCRs associados a Sindrome de Lynch com deficiéncia de
MSH2, ampliando possibilidades diagnoésticas e terapéuticas no CCR germinativo. Ademais,
essas neoplasias apresentaram comportamento agressivo, diferenciacdo pobre, invasao



linfovascular e metastases— achados também observados nos casos com perda de
EPCAM/MSH2 deste estudo. A principal divergéncia esta na histologia: enquanto a literatura
cita células em anel de sinete ®, o presente estudo encontrou adenocarcinoma mucinoso. A
maior incidéncia na lateralidade esquerda também ¢ corroborada por estudos prévios!1%!D.

Quadro 1. Variantes Patogénicas e VUS em genes MMR

Gene Variante | Nucleotideo | Mudanca de Fenétipo CID-10 Grau
AA alterado em Histopatologico
IHQ
MLHI P c.1459C>T p-Argd87* | MLHI1 e PMS2 C18.9 Adenocarcinoma
tubuloviloso
MLHI P c.676C>T p-Arg226* | MLHI1 e PMS2 C18 Adenocarcinoma
MLHI P c.1459C>T p-Arg487* | MLHI1 e PMS2 C18.8 Adenocarcinoma
tubuloviloso
MSHG6 VUuS c.334A>G | p.Asnl12Asp Sem C20.0 Sem informagao
informagao
EPCAM- P Del; - MSH2 Cl18.6 Adenocarcinoma
MSH?2 EPCAM mucinoso
exon4-9 e
MSH?2 exon
1-7 del

Fonte: Sousa-Castro, 2024. Projeto: Caracterizagdo clinica e molecular de pacientes com cancer colorretal atendidos na
Fundagdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas.

Legenda: AA- Aminoacido; IHQ- Imuno-histoquimica; p- patogénica; ¢.1459C>T- substitui¢do da citosina por uma timina na
posigdo 1459; ¢.676C>T- substitui¢do de citosina por timina na posi¢do 676; c.334A>G- substitui¢ao de adenina por guanina
na posi¢do 334; Del- delecdo; p.Arg487*- proteina nonsense, que possui um cddon de parada no aminoédcido arginina, na
posicdo 487; p.Arg226*- proteina nonsense que possui um cddon de parada no aminoacido arginina, na posi¢do 226;
p-Asnl12Asp- substitui¢do de asparagina por aspartato na posi¢do 112.

Além disso, a partir de resultados de imuno-histoquimica (IHQ), observou-se que seis
pacientes apresentaram perda de expressdo fenotipica de proteinas MMR. Para as perdas de
MSH2, MSH6 e MLHI, foi identificado um paciente em cada fenotipo. Ja para a perda
heterodimérica de MLH1/PMS?2, trés pacientes apresentaram esse padrdo. A predominancia da
perda de expressao de MLH1/PMS2 nos casos analisados corrobora os achados de Julien Taieb
et al., que associam muta¢des em MLH1 a degradagdo de seus dimeros e consequente perda da
funcao reparadora, sendo o silenciamento de MLH1 responsavel por cerca de 75% dos casos
de CCR com IMS. A literatura também destaca a imunohistoquimica como método eficaz de
triagem, especialmente para proteinas MMR©®. Além disso, 15 (26,8%) pacientes apresentaram
preservacdo da expressdao dos genes MMR, indicando normalidade.

Quanto aos diagndsticos pelo CID-10, grau histologico do tumor, diferenciacio
histologica e estadiamento clinico, foi-se obtido os resultados demonstrados na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos diagnodsticos segundo CID-10, grau histoldgico, diferenciagdo histologica e
estadiamento clinico

Categoria Subcategoria %

Diagnéstico (CID-10) Neoplasia maligna de colon (C18) 41,0
Neoplasia maligna do retossigmoide (C19) 16,0
Neoplasia maligna do reto (C20) 35,7
CID-10 nao especificado 7,3

Tipo Histologico Adenocarcinoma 90,0
Carcinoma 2,0

Tipo histologico nao relatado 8,0



Diferenciaciao Histolégica  Bem diferenciado 17,9

Moderadamente diferenciado 53,6
Pouco diferenciado 10,7
Diferenciagdo nao informada 17,8
Estadiamento Clinico Estagio | 10,71
Estagio 11 25,0
Estagio 111 26,78
Estagio IV 10,71
Estadiamento ndo registrado 26,8

Fonte: Adaptado de Sousa-Castro, 2024. Projeto: Caracterizagdo clinica e molecular de pacientes com cancer colorretal
atendidos na Fundagio Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas.

Para os seis pacientes com perda de expressdo proteica, os sintomas mais frequentes
estdo identificados no grafico 1. Nos pacientes com expressdo proteica preservada, os sintomas
predominantes foram perda ponderal (84,6%), seguida por alteracdo do habito intestinal
(53,8%).

Grafico 1. Correlag@o entre os pacientes com perda de expressdo proteica do Complexo MMR e a sintomatologia
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Fonte: Autoria propria

Doze pacientes (21,47%) foram diagnosticados com CCR antes dos 50 anos, sendo dois
com dMMR. Metastases a distancia ocorreram em 11 casos, com predominio hepatico (81,8%),
incluindo dois casos com dMMR, padrao também descrito por Han et al. e Garcia-Carbonero
et al. Houve 14 6bitos, sete por doenca metastatica, sem casos de dAMMR. Conforme Boland e
Goel, a baixa imunogenicidade tumoral do CCR com estabilidade de MS e seu desenvolvimento
agressivo proporciona um pior desfecho em detrimento aos CCR com IMS. Destaca-se,
também, a identificacdo de um paciente com Sindrome de Lynch, menor de 30 anos, com forte
histérico familiar de CCR em duas geracdes. A variante foi validada pelo ClinVar, confirmando
o diagnostico. Estudos recentes apontam que mutagdes em genes de reparo, especialmente no
MLH]1, aumentam o risco de CCR hereditario. Pacientes com diagnostico precoce da sindrome
devem ser acompanhados rigorosamente, devido ao risco de tumores sincronicos e
metacronicos! 12,

4. Conclusoes

Os achados reforcam a relevancia da triagem genética e da avaliagdo fenotipica na
caracterizagdo do CCR, contribuindo para a estratificagdo progndstica e o direcionamento
terapéutico. A identificacdo de alteracdes patogénicas em MLHI1 e eventos estruturais
envolvendo EPCAM/MSH2 reforga a importancia do rastreamento genético e do uso integrado
da imuno-histoquimica para diagnostico. A ocorréncia de casos em idade precoce e a associagdo



com historico familiar destacam a necessidade de vigilancia genética em populacdes de risco.
Além disso, a presenga de instabilidade de microssatélites (MSI) e perda de expressao proteica
MMR estdo correlacionadas a comportamentos tumorais distintos, o que pode impactar
decisoes terapéuticas e prognodstico. O estudo contribui para a compreensao da base molecular
do CCR e apoia o uso de estratégias de medicina personalizada.
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