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RESUMO

Céancer em geral € um problema de saude publica mundial, o cancer colorretal
(CCR) é a segunda neoplasia mais incidente no Brasil e apresenta alta incidéncia
populacional e alto indice de mortalidade, fato relacionado principalmente ao estagio
das lesdes no momento do diagnostico. O sistema de reparo de DNA atua durante o
processo de replicacdo e reparo do DNA e é responsavel pela substituicdo de
nucleotideos que apresentem erro de pareamento. Individuos portadores e com
recorréncia familial de inativacdo desse sistema sdo mais propensos ao acumulo
errbneo de nucleotideos pareados e, consequentemente, maior predisposicdo a
carcinogénese colorretal hereditario presente, principalmente, nas sindromes
classicas Lynch e Polipose Adenomatose Familial (PAF). Das formas hereditarias, as
principais sindromes de cancer colorretal (CCR) sédo: a Polipose Adenomatosa
Familial (PAF), causado pelo gene APC e a sindrome do cancer colorretal hereditario
nao polipoide (SCCNP) ou sindrome de Lynch, responsaveis por cerca de 3%-5% de
todas as neoplasias colorretais, causado por mutacdes em genes de reparo do DNA.
O objetivo desse estudo foi caracterizar molecularmente o perfil de paciente do
ambulatério de Oncogenética da Unicamp nos anos de 2018 e 2019 e diagnosticar
familiares portadores dessas anomalias genéticas, a fim de melhor definir e
individualizar cuidados e as futuras probabilidades de cancer nesses individuos.
Critérios clinicos e heredograma foram utilizados para sele¢cdo dos casos. Para as
analises moleculares desses casos utilizou Painel de sequenciamento de alta
performance (NGS) dos genes associados a cancer hereditario em laboratorios
comerciais. Resultou em 35 familias selecionadas para o estudo. Dessas, 18 foram
portadoras da sindrome de Lynch com a presenca principalmente de mutacées em
MLH1, seguido de MSH2. E 15 familias com PAF classica e com predominio de
mutacBes em APC, seguido do MUTYH. Testes preditivos foram oferecidos para
familiares proximos apds deteccdo de mutacao especifica. Foi escolhido e testado
protocolos de rastreio de cancer para esses portadores sintomaticos e assintomaticos.
Concluimos que a histéria familial de CCR é um critério importante para definir risco
aumentado de cancer CCR, principalmente na auséncia de teste genético. O
aconselhamento genético (pré e poés teste genético) de membros de familias
portadores do CCR hereditario € um processo valioso para esses familiares uma vez
que esclarece e orienta sobre a heranca genética encontrada em cada familia, e
estratifica esses individuos de acordo com o risco de desenvolver cancer, além de
recomendar estratégias de seguimento para o diagnéstico precoce. Dessa maneira,
esses planejamentos parecem ser custo-efetivo também no Brasil, uma vez que
diminui a mortalidade relacionada a doenca e seus gastos com tratamentos.
Palavras-chave: 1. cancer colorretal, 2. cancer colorretal hereditario, 3. polipose
adenomatosa familial, 4. sindrome de Lynch, 5. rastreamento e tratamento.



ABSTRACT

Cancer in general is a global public health problem, colorectal cancer (CRC) is the
second most frequent neoplasm in Brazil and has a high population incidence and high
mortality rate, a fact mainly related to the stage of the lesions at the time of diagnosis.
The DNA repair system acts during the process of DNA replication and repair and is
responsible for replacing nucleotides that present a mismatch. Carrier individuals with
familial recurrence of inactivation of this system are more prone to the erroneous
accumulation of paired nucleotides and, consequently, greater predisposition to
hereditary colorectal carcinogenesis, mainly present in the classic Lynch syndromes
and Familial Polyposis Adenomatosis (FAP). Of the hereditary forms, the main
colorectal cancer (CCR) syndromes are: Familial Adenomatous Polyposis (FAP),
caused by the APC gene, and hereditary non-polypoid colorectal cancer syndrome
(SCCNP) or Lynch syndrome, which account for about 3% -5% of all colorectal
neoplasms, caused by mutations in DNA repair genes. The objective of this study was
to molecularly characterize the patient profile of the Unicamp Oncogenetics outpatient
clinic in the years 2018 and 2019 and diagnose family members with these genetic
anomalies, in order to better define and individualize care and the future probabilities
of cancer in these individuals. Clinical criteria and pedigree were used for case
selection. For the molecular analyzes of these cases, a High-Performance Sequencing
Panel (NGS) of the genes associated with hereditary cancer at the time, in commercial
laboratories was used. It resulted in 35 families selected for the study. Of these, 18
had Lynch syndrome with the presence mainly of mutations in MLH1, followed by
MSH2. And 15 families with classic FAP and predominance of APC mutations, followed
by MUTYH. Predictive tests were offered for close relatives after specific mutation
detection. Cancer screening protocols have been suggested for these symptomatic
and asymptomatic carriers according to current follow-up guidelines. We conclude that
familial history of CRC is an important criterion for defining an increased risk of CRC
cancer, especially in the absence of genetic testing. Genetic counseling (pre and post
genetic testing) of members of families with hereditary CRC is a valuable process for
these family members, as it clarifies and provides guidance on the genetic inheritance
found in each family, and stratifies these individuals according to the risk of develop
cancer, and recommend follow-up strategies for early diagnosis. In this way, it is
identified to be cost-effective planning also in Brazil, since it reduces the mortality
related to the disease and its expenses with treatments.

Keywords: 1. Colorectal cancer, 2. Hereditary colorectal cancer, 3. familial
adenomatous polyposis, 4. Lynch syndrome, 5. screening and treatment.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 CANCER COLORRETAL: Aspectos Gerais

Cancer € um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas
que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos
adjacentes ou Orgdos a distancia. Estas células, dividindo-se rapidamente, tendem a
ser incontrolaveis e com comportamento agressivo, determinando a formacédo de
tumores, que podem espalhar-se para outras regifes do corpo (1). Esse crescimento
desordenado ocorre por mutagcdes em genes ou variantes patogénicas, relacionados
direta ou indiretamente com a diviséo celular. Essas variantes patogénicas podem ser
transmitidas pela linhagem germinativa (Sindromes Hereditarias e Familiais) ou
adquiridas nos tecidos somaticos (2). Apesar de todos os tumores serem de origem
genética, apenas cerca de 5% a 10% sao hereditarios (3). A presenca de variantes
patogénicas seria 0 processo inicial da tumorigénese. Com o acumulo de novas
mutacdes, o processo evolui, podendo se alojar em outros 6rgaos.

E um problema sério de satde publica, sendo a segunda causa de morte apds
as doencas cardiovasculares. A estimativa para cada ano do triénio 2023-2025 indica
704 mil casos novos de cancer, com destaque para as regides Sul e Sudeste, que
concentram cerca de 70% da incidéncia (1).

A incidéncia estimada dos tumores, segundo a localizacao primaria do tumor e
levando-se em conta o sexo de individuos no Brasil, em 2022, encontra-se sumarizada
na Figura 1.

Por esses dados é possivel verificar que o cancer colorretal (CCR) € o segundo

mais incidente no Brasil, independente do sexo.
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Incidéncia Estimada conforme a localizagdo primaria do tumor e sexo

Localizag3o Primaria Casos Novos Localizacdo Primaria Casos Novos
Em homens, Brasil, 2022 Em mulheres, Brasil, 2022
Prostata 71.730 Mama 73.610
Colon e Reto 21.970 Célon e Reto 23.660
Traqueia, Bronquios e 18.020 Utero 17.010
Pulmao )
Tragueia, Bronquios e 14.540
Estdmago 13.340 Pulmao
Cavidade oral 10.900 Tireoide 14.160
EzriED 2 Estdmago 8.140
Bexiga 7.870 -
Corpo do Utero 7.840
Laringe 6.570
— Ovario 7.310
Linfoma ndo Hodgkin 6.420
Pancreas 5.690
Figado 6.390 Linfoma n3o Hodgkin 5.620
Todas as neoplasias, 239.430
exceto pele ndo
melanoma Todas as neoplasias, 244.160
exceto pele ndo
melanoma
Todas as neoplasias 341,350
Todas as neoplasias 362.730

Figura 1: Incidéncia estimada de tumores, segundo sitio de localizacdo

primaria e sexo, no Brasil, no ano de 2023 (1).

Para o ano de 2023, o CCR devera aumentar sua taxa anual de incidéncia, sendo os
estados do Sul e Sudeste os mais afetados, como mostra a Figura 2. No estado de Santa
Catarina temos a maior taxa com 25,35 casos a cada 100.000 habitantes, seguido por Sao

Paulo com 22,95 casos para cada 100 mil habitantes.
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Figura 2: Distribuicdo espacial das taxas ajustadas a de incidéncia de Cancer

Colorretal por 100 mil habitantes, estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade
da Federacéao (neoplasia maligna do célon e reto) (1).
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1.2 CARCINOGENESE e CCR

A carcinogénese é um processo que envolve multiplas variantes genéticas e
epigenéticas, demonstrando natureza heterogénea, e ligando-se a varios fatores e a
multiplas etapas durante seu desenvolvimento — entre elas, iniciacdo, promocao e
progressdo ao cancer. Envolve ainda o equilibrio entre proto-oncogenes e genes
supressores tumorais, 0s primeiros atuando de forma a iniciar o processo neoplasico,
e 0s supressores controlando e impedindo a proliferacdo neoplasica, sendo, portanto,
considerado uma condi¢cao multifatorial (4).

O CCR é iniciado por alteragbes da mucosa colénica normal, que sofre
transicbes em niveis genéticos ou epigenético, ocasionando o aparecimento da
neoplasia intraepitelial, com consequente crescimento de lesdes adenomatosas
(Figura 3), podendo progredir para o cancer invasivo (5).

Esse modelo classicamente proposto € conhecido como sequéncia adenoma-
carcinoma, que relaciona alteracdes genéticas e suas consequéncias aos diferentes
estagios de desenvolvimento do tumor colorretal (6).

Esse modelo envolve trés importantes fatores: 1) CCR seria decorrente do
resultado da ativacéo de proto-oncogenes ou da inativagcao de genes supressores; 2)
mutacdo pelo menos 4 a 5 diferentes genes, requeridos e responsaveis pela
ocorréncia dos tumores; 3) acumulo de alteracfes (epi) genéticas responsaveis pela
determinacao biolégica do comportamento tumoral.

Em 1990, o estudo da carcinogénese colorretal registou um grande avanco
através da publicacdo de Fearon e Vogelstein (7) que propuseram um modelo
genético e histolégico capaz de explicar a evolucdo das células do epitélio colénico
para carcinoma. Assim, a evolucdo das células do epitélio colénico normal para
carcinoma segue, normalmente, um modelo de progressdo com multiplos passos
definidos por estadios histolégicos e alteragcbes genéticas e epigenéticas
caracteristicas. Molecularmente, esta sequéncia, designada por adenoma -
carcinoma (Figura 3), é iniciada com uma alteracdo genética no gene APC.
Alternativamente, em tumores sem mutacdo no APC podem ocorrer mutacées nos
genes CTNNB1 ou AXIN2 (genes que tal como o APC, pertencem a via de sinalizacao
Wnt). A progresséo de adenoma precoce para adenoma tardio ocorre com a alteracéo

da via de sinalizagdo RAS-RAF-MAPK, responsavel pela modulag&o do crescimento
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e sobrevivéncia celular. Em cerca de 50% dos casos de CCR, esta alteragdo tem
origem na ativagdo do oncogene KRAS e em cerca de 20% dos casos ocorre com
ativacado do gene BRAF. Por fim, a progressao para carcinoma surge com a inativacao
bi-alélica do gene TP53 que codifica para o fator de transcricao p53, responsavel pela
inibicdo do crescimento celular e pela ativacdo da morte celular quando é induzido
estresse celular (8).

No decorrer do desenvolvimento tumoral, diversos processos celulares séo
alterados como a adeséo celular, sinalizagéo, angiogénese, fatores de crescimento e
apoptose. No final, as células apresentam as caracteristicas necessarias a formacao
do tumor, adquirindo um crescimento desregulado. Atualmente, novos conhecimentos
tém sido agregados a esse modelo (9). Com o crescente aprimoramento dos estudos
de bases moleculares, novas vias estdo sendo pesquisadas e relatadas. Alguns
autores descreveram as vias carcinogénicas na forma classica (adenoma-carcinoma),
gue envolve mutagcéao no gene APC, perda de heterozigosidade (LOH) e instabilidade
cromossémica (do inglés, CIN); a via alternativa, porém, envolve mutacdo no K-RAS
e também no APC; e a via denominada serrilhada, descrita mais recentemente, deriva
da metilacdo CpG e de muta¢des no BRAF, além de instabilidades de microssatélites
(do inglés, MSI) tardias.

Desde a descricdo do modelo classico, importantes avancos foram realizados
em relacdo a natureza molecular do CCR, a primeira sendo a instabilidade de
microssatélites, causada por defeitos nos genes de reparo através do sistema MMR
(do inglés, MisMatch Repair), com importante papel no CCR hereditario, mas que
também é descrito em cerca de 15% dos CCR esporadicos. Posteriormente, seguiu-
se o descobrimento do papel da epigenética, em especial na hipermetilacédo das ilhas
CpG, atuando na supressdo da funcdo génica, que & denominada fenotipo de
metilacdo de ilhas CpG (concordant island methylator phenotype- methylation of the
CpG) (CIMP) (10).
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= Mutagd . Y 3
Mutagoes - HEaghes Mutages de proto- M utag'o?s de
germinativas {Lst Hit) inativadoras de alelos oncogenes somaticas
normais {2nd Hit) adicionais
— — o — 7 I
Neormal Adenoma precoce Adenoma tardio adenocarcinoma

55 TR
ﬁ—-ﬂrﬂﬂ_ﬁa

I [ - <5 o] )
I— Sl zaco col PE— — .ﬂmglogenes—

E—Ctor de crescimer
Apoptose

Figura 3: Sequéncia adenoma-carcinoma (11).

A mortalidade por cancer colorretal vem decrescendo para ambos os géneros
h& algumas décadas. Uma das razdes é que as lesdes percussoras como os polipos
sdo diagnosticados durante o rastreamento e extraidos antes que possam modificar
em uma doenca neoplasica que representa CCR esporadico ou associado a alguma
forma hereditaria de CCR (Polipose Adenomatosa Familial (PAF) e Sindrome de
Lynch).
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1.3 SINDROMES DE PREDISPOSICAO DE CANCER COLORRETAL
1.3.1 Sindrome de Lynch
Descricao

A sindrome de Lynch (SL), também chamada de cancer colorretal hereditario
sem polipose (HNPCC), é definida como uma predisposicdo autossdémica dominante
a um espectro de canceres, principalmente do colorretal e do endométrio, que exibem
atividade diminuida ou ausente de proteinas do sistema de reparo MMR (Figura 4). A
sindrome de Lynch foi inicialmente designada como cancer colorretal hereditario sem
polipose (HNPCC) principalmente para distingui-las de outra sindrome hereditaria de
CCR, a polipose adenomatosa familiar (PAF). A doenca foi inicialmente dividida em
sindrome de Lynch I, ou cancer de cdélon especifico, e sindrome de Lynch Il, ou com
tumores extracolonicos, particularmente carcinoma do estbmago, endométrio, sistema

biliar e pancreatico e trato urinario (12).

A designacdo HNPCC foi considerada muito restritiva para o fenétipo da sin-

drome de Lynch, e o termo 'sindrome de Lynch' passou a ser utilizado (13).

A sindrome de Lynch € uma doenca geneticamente heterogénea. A maioria dos
pacientes apresentam variantes patogénicas nos genes (Tabela 1): MSH2 (OMIM #
609309); MLH1 (OMIM # 120436); PMS1 (OMIM# 600258); PMS2 (OMIM # 600259);
MSH6 (OMIM # 600678). Resulta também do silenciamento epigenético do gene
MSH2 causado pela delecdo do exon 3 do gene EPCAM (OMIM # 185535) e regides
intergénicas upstream do gene MSH2. As variantes no gene MSH2 podem representar
até 60% dos casos de SL, enquanto que no gene MLH1 30%. Menos frequente, foram
encontradas mutagbes nos genes TGFBR2 (OMIM # 190182) e MLH3 (OMIM #
604395)._Na Tabela 2 mostramos a comparacao de individuos com SL e o risco de

canceres em comparacao a populagéo geral.

Variantes da sindrome de Lynch sdo mais raras e possuem uma incidéncia que
varia de 1 a cada 100.000 a 250.000 nascimentos (14).


http://www.omim.org/entry/600258
https://omim.org/entry/604395
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Variantes da Sindrome de Lynch

A sindrome de Muir-Torre € uma variante da sindrome de Lynch que descreve
individuos que apresentam a combinacdo de neoplasias da pele e uma ou mais
malignidades viscerais, comumente observadas na sindrome de Lynch. Os tipos de
neoplasias de pele descritos incluem adenomas sebaceos, epiteliomas sebaceos,
carcinomas sebaceos e ceratoacantomas (15). E a sindrome de Turcot é descrita com
associacédo de CCR ou adenomas colorretais ao aparecimento de tumores do sistema
nervoso central. O cancer cerebral associado a mutagdes no gene APC tende a ser
meduloblastomas; ja mutacdes dos genes MMR tendem a apresentar glioblastomas.
Variantes em homozigose em genes de MMR foram relatadas e individuos afetados
geralmente manifestam do fendétipo de cancer de célon ou intestino delgado antes da
segunda década de vida (>10 pdlipos), além de outras manifestacdes extracoldnicas
(cancer hematologico, tumores cerebrais e maculas café com leite) (15,16).

A deficiéncia constitucional de MMR (do inglés, CMMRD) é uma sindrome rara
de predisposi¢do ao cancer infantil causada por variantes patogénicas bialélicas em
MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2. Em uma revisdo de 146 individuos com CMMRD, o0s
adenomas colénicos foram o achado mais frequente (16). O fendtipo cutaneo em
individuos afetados pode ser notavelmente semelhante ao observado na
neurofibromatose tipo I, pois quase todos terdo maculas café com leite (15). Canceres
hematoldgicos e tumores cerebrais também foram relatados (16,17). Um consoércio

europeu desenvolveu critérios clinicos indicando quando testar para CMMRD (18).
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Tabela 1: Numero de diferentes mutac¢des germinativas dos genes MMR considera-

das patogénicas.

gene MMR | localizacdo cromossdmica No. exons No. De Mutacbes
MSH2 2p21 12 2031

MLH1 3p21-23 19 1847

PMS1 2031—g33 16 38

PMS2 7p22 15 972

MSH6 2p21 10 1729

MLH3 14924.3 12 103

EPCAM 2p21 9 324

Fonte: International Collaborative Group on HNPCC. 2021
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Figura 4: Esquema Simplificado de reparo do DNA por Mismatch (MMR).


https://omim.org/geneMap/2/233?start=-3&limit=10&highlight=233

22

Ha formacao de proteinas em heterodimeros com diferentes papeis: identifica-
cdo; excisao e ressintese nos locais de erro de duplicacédo da fita de DNA (19). E as
mutacBes mais frequentes, na América Latina, incluindo o Brasil observadas na SL,
sao frameshift e nonsense no MSH2 e frameshift e missense no MLH1 (19,20).
Tabela 2: Risco de cancer gene-especifico em individuos com SL até 70 anos com-

parados com a populacéo geral.

Localizag&o Tumor Risco da Rsico de Cancer (até 70 anos)
Populagéo
Geral
MLH1 MSH2 MSH6 PMS2 EPCA
M
(até 70 anos)
M H M H M H M&H M&H
Qualquer tipo 20% 78% 64% 7% 71% 62% 28% 22% .
CCR 2% 44% 53% 42% 46% 20% 12% 3% 75%
Endométrio 1% 35% - 46% 41% _ 13% 12%
Ovério 0.7% 11% 17% 11% 3% _
Estdmago 1% 8% 16% 10% 16% 2% 4% 4% _
Intestino <1%
Delgado
Ureter/Rim <1% 3% 4% 13% 16% 6% 2% _ _
Bexiga <1% 3% 5% 7% 9% 1% 4% _ _
Prostata 4% - 7% - 16% 5% 5% _
Cérebro <1% 2% 1% 2% 4% 1% 2% _ _
Mama 5% 4 11% 13% 11% 8%

M = mulher; H = homem Fonte: (21,22). gco.iarc.fr/today/fact-sheets-cancers for region-
specific cancer risks.


https://gco.iarc.fr/today/fact-sheets-cancers
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Ha poucos estudos na literatura que descrevem uma associagcao com canceres
da SL e EPCAM. Ainda, na tabela acima, os autores observaram uma associagao
similar de risco de CCR para MLH1 e MSH2 em heterozigose.

Aspectos Clinicos

Lynch et al. (23) relataram uma familia com alta incidéncia por canceres. O
probando desenvolveu cancer de colon aos 39 anos. Oito parentes do sexo feminino,
incluindo sua mae, sua irmé gémea e suas filhas desenvolveram carcinoma ovariano.
Na irmandade do probando, seis de oito tinham canceres primarios de diferentes lo-
cais anatdmicos. A suscetibilidade ao carcinoma ovariano parece ter sido transmitida
pelos homens; um individuo estava livre de cancer, enquanto dois tinham cancer. O

fendtipo era compativel com a sindrome de Lynch.

A sindrome de Lynch é caracterizada por um risco aumentado de céncer
colorretal e cénceres de endométrio, ovario, estbmago, intestino delgado, trato
urinario, trato biliar, cérebro (geralmente glioblastoma), pele (adenomas sebéaceos,
carcinomas sebaceos e ceratoacantomas), pancreas e prostata. Os riscos de
canceres e a idade de inicio variam dependendo do gene defeituoso associado. Varios
outros tipos de canceres foram relatados em individuos com sindrome de Lynch (por
exemplo, mama, sarcomas, carcinoma adrenocortical). No entanto, os dados nédo sao
suficientes para demonstrar que o risco de desenvolver esses canceres € aumentado
em individuos com sindrome de Lynch.

Para o diagnéstico dessas sindromes, é importante ter primeiramente uma
suspeita clinica, por meio de critérios clinicos estabelecidos (Amsterdam | e Il (1999)
e Bethesda 2004) vinda da histéria pessoal e familial (24).

Os critérios clinicos de Amsterdam e/ou Bethesda séo:

A-_Critérios _de Amsterdan 1l: Familias com, pelo menos, trés parentes

apresentando um dos canceres associados a Sindrome de Lynch ou CCR hereditéario
nao polipose (Cancer colorretal - CCR, cancer de endométrio, intestino delgado, ureter
ou pelve renal), sendo que:

1. Um deve ser parente em primeiro grau dos outros dois;



24

2. Pelo menos duas geragdes sucessivas devam ser afetadas;

3. Pelo menos um caso de cancer deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de
idade;

4. O diagnostico de polipose adenomatosa familiar deve ser excluido nos casos de
CCR; OU

B-Critérios de Bethesda revisados (25)

1. CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos;

2. Presenca de CCR sincrbnico (2 canceres a0 mesmo tempo ou com espaco
inferior a 6 meses) e/ou metacrénico (novo cancer em espaco maior que 6 meses ou
canceres extra-colénicos (endométrio, ovario, estdmago, intestino delgado,
hepatobiliar, pelve renal ou ureter) independentemente da idade;

3. CCR com histologia sugerindo MSI (instabilidade de microssatélites)
diagnosticado em pacientes com menos de 60 anos (presenca de linfécitos infiltrando
o tumor, reacao linfocitica Crohn-like, diferenciagdo mucinosa ou em anel de sinete
ou padr&o de crescimento medular);

4. CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° grau, com tumor relacionado
a sindrome, com um dos tumores sendo diagnosticado antes dos 50 anos;

5. CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° ou 2° graus, com tumores
relacionados a sindrome, independentemente da idade.

E importante ressaltar que, para cada gene ha prevaléncias distintas em
relacdo ao sitio tumoral mais possivelmente afetado, como na Sindrome de Lynch as
localizagbes de acometimento podem ser como mostradas na Tabela 3: estdbmago e
pancreas mais frequentes em mutacdes no gene MLHL1; j& para endométrio, ovario,
rim/ureter, bexiga e prostata sao sitios mais acometidos em mutacbes no
MSH2/EPCAM (Tabela 4). Para a regidao do intestino delgado, h& igual prevaléncia
tanto em muta¢cdes em MLH1 como em MSH2/EPCAM. Para mutagdes em MSHG6
(Tabela 5), o risco de acometimento nos sitios como rim, bexiga, estbmago e intestino
delgado se assemelha a mutacbes em MLH1 e MSH2. No entanto, chama atencao o
risco cumulativo para péancreas em MLH1, que é superior a mutagcbes em
MSH2/EPCAM. Para o risco aumentando de cancer de pancreas as mutacdes nos
genes MSH2/EPCAM e em MSH6 apresentam riscos similares.
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Para mama (feminino), estudos s&o controversos em relagéo a essa neoplasia
em mulheres com Sindrome de Lynch, alguns estudos relatam um risco absoluto de
42%—-51% para tumores MMR deficientes (25), porém, os dados séo insuficientes para
determinar um risco aumentado desse cancer (22, 25, 27, 28). Dessa forma, cancer
de mama, ndo esté incluido, até o momento, em aumento de risco em individuo com
sindrome de Lynch, embora esses tumores apresentem MMR deficiente e o rastreio
em familiares é baseado na histéria familial.

Tabela 3: Risco de desenvolver cancer hereditario gene-especifico para portadores
em comparacédo a populacdo geral, nas localizacdes tumorais mais prevalentes para
Sindrome de Lynch (MLH1).

Localizacdo Idade média | Risco (%) acumulado | Risco (%) acumulado
estimada para dx até 80 anos | para dx ao longo da vida
/aparecimento para pop geral
(anos)
CCR 44 46-61 4,2
Endométrio 49 34-54 3,1
Ovario 46 4-20 1,3
Renal/ureter 59-60 0,2-5 ?
Bexiga 59 2-7 2,4
Estémago 52 5-7 0,9
Int. delgado 47 0,4-11 0,3
Pancreas ? 6,2 1,6
Prostata 63 4,4-13,8 11,6
Mama Baseado em Baseado em historia 12
historia pessoal e pessoal e familial
familial

Fonte: International Mismatch Repair Consortium.2021. SEER*Explorer (29).

Tabela 4: Risco de desenvolver cancer hereditario gene-especifico para portadores
em comparacdo a populacéo geral, nas localizacdes tumorais mais prevalentes para
Sindrome de Lynch (MSH2 e EPCAM).
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Localizacdo Idade média | Risco (%) acumulado | Risco (%) acumulado
estimada para dx até 80 anos | para dx ao longo da vida
/aparecimento para pop geral
(anos)
CCR 44 33-52 4,2
Endomeétrio 49 21-57 3,1
Ovario 46 8-38 1,3
Renal/ureter 59-60 2,2-28 ?
Bexiga 59 44-12,8 2,4
Estémago 52 0,2-9 0,9
Int. delgado a7 1,1-10 0,3
Pancreas ? 0,5-1,6 1,6
Prostata 63 3,9-23,8 11,6
Mama Baseado em Baseado em historia 12

histéria pessoal e

familial

pessoal e familial

Fonte: International Mismatch Repair Consortium.2021. SEER*Explorer (29).
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Tabela 5: Risco de desenvolver cancer hereditario gene-especifico para portadores

em comparacao a populacéo geral, nas localizagbes tumorais mais prevalentes para
Sindrome de Lynch (MSH6).

Localizacdo Idade média | Risco (%) acumulado | Risco (%) acumulado
estimada para dx até 80 anos | para dx ao longo da vida
/aparecimento para pop geral
(anos)
CCR 42-69 10-44 4,2
Endométrio 53-55 16-49 3,1
Ovério 46 1-13 1,3
Renal/ureter 65-69 0,7-5,5 ?
Bexiga 65—69 1-8,2 2.4
Estémago 45 a 81 1-7,9 0,9
Int. delgado 54 <=1-4 0,3
Pancreas ? 1,4-1,6 1,6
Prostata 63 2,5-11,6 11,6
Mama Baseado em Baseado em historia 12

histéria pessoal e

familial

pessoal e familial

Fonte: International Mismatch Repair Consortium.2021. SEER*Explorer (29).
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1.3.2 Poliose Adenomatosa Familiar (PAF)

Descricao

A PAF corresponde a cerca de 1% dos CCR, sem distingdo de género (12)
podendo ser classica (>100 pdlipos ou inimeros ou menos de 100 em idades jovens)
ou, ainda, atenuada (>10-100), a depender da histdria pessoal do niumero de paolipos.
A manifestacdo classica dessa sindrome € possivelmente associada a outras
manifestacbes extracolonicas, como hipertrofia do epitélio da retina (do inglés,
CHPRE), osteomas, dentes supranumeraros, cistos desmoides, tumores desmoides,
adenomas duodenais e em bexiga, pélipos géastricos, aumento do risco de
meduloblastoma, de carcinoma papilifero de tireoide, hepatoblastoma (infanto-
juvenil), Além disso, o risco desses canceres e também do cancer de pancreas,
gastrico e duodenal, devem ser informado e rastreado de acordo com a posi¢cao
gendmica da mutacdo (Tabela 6). Em relacdo a manifestacdo atenuada, os pélipos
geralmente aparecem com meédia de 30 polipos ao longo da vida, com possivel
desenvolvimento de cancer em idade mais avancada do que a forma classica, ou seja,
com mais de 50 anos. Ja a possibilidade de fendtipo extracoldnico, € igual para as
duas formas (aparecimento de polipos e cancer no TGlI, tireoide e duodeno), porém é
incomum achados como CHRPE e tumores desmoides estdo associados a mutacdes
na regido 3'do APC. Vale informar, que o rastreio de individuos que ja foram
submetidos a cirurgia intestinal (colectomia), possuem estratégias de rastreio
diferenciado dos assintomaticos (sem pdélipos), pois dependerdo das margens
retiradas, tamanho e quantidade de tumor encontrados e irA acompanhar de acordo
com o médico assistente. E, também, até o presente momento, ndo ha evidéncias
cientificas do uso e dosagem de medicamentos e nenhum medicamento foi aprovado
pelo FDA para regresséo de polipos (29).

Ambas as formas, sédo causadas por mutagdes germinativas no gene APC, localizado
em 5¢22.2, com 20 éxons e cerca de 1903 variantes ja descritas. E um supressor

tumoral, cuja proteina esta envolvida na via de sinalizagdo WNT (Figura 5) (30,31).
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Figura 5: Via de sinalizacdo WNT Canonica - Na auséncia de um sinal WNT, ocorre
a formacédo de um complexo multiproteico que envolve a proteina APC, que leva a
fosforilagao e consequente degradacao da B catenina no proteossoma. No entanto,
na presenca de uma estimulacdo WNT, no receptor de membrana, esse complexo
multiproteico é recrutado para a membrana e a B-catenina ndo é fosforilada,
acumulando-se no citoplasma. Esta catenina livre serd entdo translocada para o
ndcleo e levara a transcricdo de genes alvo, entre os quais CCND1 e MYC. Com a
falta da proteina APC ou de sua atividade, esse complexo ndo se forma e a 3 catenina
ndo € degradada, seguindo a via da mesma forma como se houvesse uma
estimulacdo WNT no receptor (31).

O teste genético é indicado quando mais de 10 pdlipos adenomatosos sao
vistos na colonoscopia e histéria pessoal de CCR ou mais de 20 polipos
adenomatosos durante a vida (32). Na Tabela 6 encontra-se o risco de cancer colénico
e extracolénico em individuos com mutagdes no gene APC. Vale ressaltar que, cerca
de 10%-30% dos individuos com fendtipo sugestivo de PAF ou PAFa, as mutacdes

no APC néo serdo identificadas. Adam et al. (2016) sugerem que podem haver
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variantes em regifes profundas de introns no APC, missenses, variagdes no numero
de copias raras, variantes de baixa penetrancia e/ou muta¢cdes em genes ainda ndo
identificados. Atualmente, outros genes foram identificados associados a PAF, cujas
variantes conferem aumento de risco moderado de desenvolver pdlipos, incluindo
POLE, POLD1 e GREM1, os quais, provavelmente, estdo sujeitos a fatores de risco
adicionais para o surgimento da doencga, como por exemplo, hébitos de vida ou
polimorfismos. Outras condi¢des fazem parte do grupo do desenvolvimento de pélipos
e com risco aumentado de CCR, como Polipose MUTYH-Associada (heranca
recessiva e dominante) e sindromes de polipos hamartomatosos (Sindrome de Peutz
Jeghers e de Polipose Juvenil) e sindrome de Hamartomas-PTEN (33).

Segundo a literatura, em individuos com PAF foram encontradas mutagfes nas
linhagens germinativas de 67% a 80 % dos pacientes. No gene APC, percebeu-se que
h& uma regido, conhecida como MCR (do inglés, Mutation Cluster Region - regido de
acumulo de mutacdes), que acumula a maioria das mutagdes, representando cerca
de 75% das mutacdes soméaticas em tumores esporadicos. Em contrapartida, essa

regiao é responsavel por apenas cerca de 23% das mutacdes germinativas (34).
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Tabela 6: Risco de desenvolver cancer hereditario em portadores de mutacdes no

APC em comparacdo a populacdo geral, e suas localizagbes tumorais mais

prevalentes (35).

Localizacdo Idade média | Risco (%) acumulado para | Risco (%) acumulado para dx
estimada dx até 80 anos ao longo da vida para
/aparecimento populacao geral
(anos)
CCR (sem 39 ~100 4,1
colectomia)
CCR (p6s- 46-48 10-30 41
colectomia)
Ca duodenal ou 50-52 <1-10 ?
periampular
Ca géstrico 52-57 <0,1-7,1 0,8
Tu desmoides 31-33 10-24 ?
abdominais Mutagdes em 3’ final do
APC tem maior risco
(>37%)
Ca tireoide 26-44 1,2-12 1,2

1.4. Consideracdes Gerais

Em CCR adquiridos, muitas alteracdes genéticas sdo acumuladas ao longo da
vida, e por isso os individuos tém o risco de desenvolver cancer tardiamente quando
comparados aqueles que herdam alguma alteracdo em genes dessas vias. Esses
altimos entdo possuem uma predisposicdo aumentada ao CCR. Acredita-se que 75%
dos casos sdo de origem esporadica em individuos com idade = 50 anos,
independentemente de sinais ou sintomas; 20% de origem familial e o restante
secundario a sindromes de CCR hereditarias (5%-10%).

Sabendo disso, novas técnicas moleculares com precos mais acessiveis

aliadas ao rastreio efetivo ajudam a identificar mutagbes germinativas e, portanto,
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diminuir as taxas de mortalidade de jovens jA& com lesbes precursoras de CCR.
Importante ressaltar que, individuos portadores assintomaticos possuem
predisposicdo aumentada a desenvolverem CCR em cerca de 70% a 100% e
possuem recomendacdo de seguimento de alto risco quando comparados com a
populacdo geral. E mesmo sem encontrar a etiologia molecular, mas com histéria
familial com vérios casos de CCR, especialmente em parentes de 1° grau, para esses
individuos assintomaticos, o seguimento recomendado € o de alto risco.

A utilidade clinica de painel multigénico permanece controverso, devido a in-
certeza quanto a forca da associacao entre variantes patogénicas em alguns genes e
ao desenvolvimento do cancer (validade clinica) e, também, da falta de evidéncias
demonstrando melhores resultados para os individuos testados (utilidade clinica).
Pesquisadores sugerem que os resultados desses testes séo, todavia, "acionaveis",
na medida em que os resultados possam apoiar uma abordagem preventiva ou de
tratamento mais precisos (36). Diante disso, o papel do aconselhamento genético se
torna de grande significado, uma vez que cada alteracdo genética possui uma orien-
tacao especifica e distinta da populacdo em geral. Portanto, um dos papeis é informar
sobre o risco aumentado para o surgimento de canceres e seus tipos de rastreio, per-
mitindo a esses individuos uma deciséo informada e combinada com seu médico as-
sistente. Diante do exposto, esse trabalho tem como relevancia a identificacdo de fa-
milias cuja possibilidade de heranca genética foi reconhecida em individuos com di-
agnostico CCR, resultando na chance de tratamento diferenciado ou personalizado.
Acrescentando a isso, a possibilidade de detectar, em familiares portadores-assinto-
maticos, a predisposicao genética aumentada para esses tumores antes do diagnés-
tico, permitindo um rastreio individualizado, que resultara em melhor progndstico da
doencga, maiores chances de cura, maior taxa de sobrevida, menor taxa de morbida-

des, resultando em mais qualidade de vida desses individuos.
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2. OBJETIVO GERAL

Verificar a prevaléncia de familias com a SCCH no Servico de Oncogenética
do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas dos anos de 2018 e
20109.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

1-Selecionar individuos com provavel SCCH por critérios clinicos (Amsterdam Il e de
Bethesda).

2-Investigar as variantes em genes, frequentemente associados a SCCH, por meio de
técnicas moleculares de Ultima geracédo — Painel NGS.

3-Padronizar protocolos de atendimento e seguimento de pacientes e familiares
portadores de mutacBes de acordo com o Diretrizes Nacionais e Internacionais e

adequando ao servico de Oncogenética (HC-Unicamp).
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3. METODO

Este estudo trata-se de uma pesquisa de coorte retrospectiva e prospectiva,
inicialmente, foi realizada a avaliacéo de fichas clinicas (Anexo A) contendo anamnese
e heredograma de pacientes com suspeita de CCR hereditario atendidos no ano de
2018-2019, no ambulatério de Oncogenética no HC-Unicamp.

Nesses dois anos foram atendidos 227 individuos os quais foram encaminhados
ao servico de Oncogenética por motivos de cancer de localizacéo variada, pessoal ou
na familia. Desses, 35 familias foram recrutadas apds avaliacdes clinico-genética para
verificar a elegibilidade dos critérios para PAF e para Sindrome de Lynch e, entao,
oferecido teste genético para o caso indice sintomético ou familiar assintomético mais
proximo. Todos os participantes desse estudo passaram por aconselhamento
genético pré e pos-teste genético. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de

ética em pesquisa (Anexo B).

Critérios de Inclusao

Critérios Clinicos para Sindrome de Lynch

Os critérios clinicos de Amsterdam e/ou Bethesda seguem a seguir:

Critérios _de Amsterdam |l (37): Familias com pelo menos trés parentes

apresentando um dos canceres associados a Sindrome de Lynch ou CCR hereditéario
nao polipose (Cancer colorretal - CCR, cancer de endométrio, intestino delgado, ureter
ou pelve renal), sendo que:

1. Um deve ser parente em primeiro grau dos outros dois;

2. Pelo menos duas geragdes sucessivas devam ser afetadas;

3. Pelo menos um caso de cancer deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de
idade;

4. O diagndstico de polipose adenomatosa familiar deve ser excluido nos casos de
CCR;

-Critérios de Bethesda revisados (23)

1. CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos;
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2. Presenca de CCR sincrbnico (2 canceres a0 mesmo tempo ou com espago
inferior a 6 meses) e/ou metacronico (NOvo cancer em espaco maior que 6 meses ou
canceres extra-colénicos (endométrio, ovario, estdbmago, intestino delgado,
hepatobiliar, pelve renal ou ureter) independentemente da idade;

3. CCR com histologia sugerindo MSI* (instabilidade de microssatélites)
diagnosticado em pacientes com menos de 60 anos (*presenca de linfécitos infiltrando
o tumor, reacao linfocitica Crohn-like, diferenciagdo mucinosa ou em anel de sinete
ou padrao de crescimento medular);

4. CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° grau, com tumor relacionado
a sindrome, com um dos tumores sendo diagnosticado antes dos 50 anos;

5. CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° ou 2° graus, com tumores

relacionados a sindrome, independentemente da idade.

Critérios de Excluséao

1- Casos que nao preencheram os critérios clinicos — Amsterdam e Bethesda e de
PAF.

2- Individuos ndo quiseram participar do estudo.

3.1 Genotipagem

Para os casos com critérios clinicos sugestivos para as sindromes de CCR foi
oferecido e disponibilizado o teste molecular realizado por laboratérios comerciais
(Painel multigénico NGS de cancer hereditario), que utilizou o método descrito a
sequir.

Método de captura de regides alvo utilizando sondas. Sequenciamento de nova
geracdo com tecnologia lllumina. Alinhamento e identificacdo de variantes utilizando
protocolos de bioinforméatica, tendo como referéncia a versdo GRCh38 do genoma
humano. Os arquivos BAM alinhados foram ainda processados pelo programa
ExomeDepth, um pacote R de analise bioinformatica
(https://cran.rproject.org/web/packages/ExomeDepth/index.html) voltado, também,

para identificacdo de variagbes do numero de copias (CNVs). Analise médica
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orientada pelas informacdes que motivaram a realizagéo deste exame. Utilizag&do do
gnomAD para referéncia de frequéncia alélica das variantes. Método desenvolvido e
validado pelo laboratério. Ressalta-se que a analise de variagdes do niumero de copias
(CNVs) por sequenciamento de nova geracdo tem sensibilidade e especificidade
reduzidas quando considerados eventos (dele¢cdes ou duplicagdes) envolvendo
apenas um a dois éxons, bem como para CNVs em genes com pseudogenes e/ou
regibes com alto grau de homologia. Ainda, essa analise ndo identifica anomalias
cromossObmicas envolvendo cromossomos inteiros (aneuploidias e poliploidias).
Portanto, os dados obtidos com o sequenciamento NGS sdo analisados para a
identificacdo de CNVs que possam indicar a existéncia de grandes delecdes ou
duplicacdes intragénicas.

Para tal, os genes pesquisados foram APC, ATM, AXIN2, BARD1, BLM, BMPR1A,
BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EGFR, EPCAM, FANCC,
IPMK, MEN1, MET, MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH, NBN, NTHL1, PALB2,
PMS2, POLD1, POLE, PTEN, RABL3, RAD51C, RAD51D, RECQL, RET, RNF43,
RPS20, SMAD4, STK11 eTP53.

Para algumas familias, a_mutacdo especifica da familia foi oferecida aos
parentes de 1% 2° e realizada no laboratério de Genética Molecular do Departamento
de Genética e Genbmica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) na Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), seguindo o protocolo de Sequenciamento de
Sanger da regido génica onde foi detectada a mutacédo especifica no propésito. A
andlise dos sequenciamentos foi realizada com o auxilio do programa Chromas
LiteTM e DNA Baser (v. 3.5) para a visualizagdo da sequéncia linear dos
eletroferogramas e com o auxilio do programa Gene Runner® para comparar as
sequéncias obtidas com as postadas como referéncia em base de dados. As
alteracdes encontradas foram pesquisadas nos seguintes bancos de dados: NCBI,
Ensembl Genome Browser (GRch 37.p10), HGMD (Human Genome Mutation
Database), dbSNP (short genetic variations_build 37.3) e Exome Variant Server, para

validacéo.
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227 casos

-AMSTERDAM
-BETHESDA 35 casos

}

Painel NGS/CNV que inclua os seguintes genes:
APC, MUTYH
MLH1, MSH2,MSH6, PMS2 e EPCAM.

/\
>

Critérios clinicos: J

S. Lynch/PAF

. Aconselhamento Genético 15 PAF
CCR de outra etiologia /seguimento (NCCN)
2 casos Probarjqo
e familia

Figura 6: Fluxograma do método utilizado no presente estudo.
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2. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao molecular da amostra

Das 35 familias selecionadas clinicamente, 18 familias receberam diagnostico
molecular de Lynch e 15 familias de PAF. A maioria dos casos foram de mulheres (19)
com média de idade de 58,5 anos (23-78 anos).

Dos 18 probandos com Lynch, a variante patogénica ou provavelmente patogénica
em heterozigose, mais prevalente foi em MLH1 (éxon 12, o mais comum para
mutacBes) em 11 casos, cujas variantes foram GIn426* (n6); Glyl81Alafs*21;
Asn338Ser; Gly67Arg; um caso em regido intronica 1409+1G>A e um caso com
delecdo do éxon 17 ao 19, em heterozigose. Essa delecdo se estende ao gene
vizinho, deletando os éxons 26 ao 29 do gene LRRFIP2 (NM_000249
MLH1:c.1896+280 oLRRFIP2:c.1750-678del). Seguida de seis mutacfes distintas
em MSH2, GIn130Valfs2*; GIn718*; lle497del; GIn402Argfs*14; um caso em regido
intrénica 2211-1G>A e um caso com delecdo do éxon 9 ao 16, sendo o0 éxon 0 3, 0
mais comum para esse gene. Seguido de um caso com variante patogénica, em
heterozigose, em MSH6 (Cys687Leufs*11).

Em relagcdo a PAF, nove casos com mutacdo no gene APC foram detectadas.
Desses, dois casos na mesma regido intronica 1958+1G>T desse gene e os demais
casos em regides exobnicas distintas Argl478fs*27; Arg216*; GIn541Thrfs*19;
GIn789*; Lys1449Serfs*24; Arg332*; Tyr935llefs*19, com os éxons 13 e 16, 0s mais
comuns. Seis casos apresentaram variante no gene MUTYH monoalélico, a variante
patogénica mais prevalente foi Tyr151Cys (n4). Dois dos seis casos com mutacdes
distintas (Ala357Profs*23; Gly368Asp). Outros dois casos em heterozigose composta
(Tyrl51Cys + Gly368Asp), outros dois casos em heterozigose/monoalélicos,
(Tyrl51Cys), sendo o éxon 7 mais comum. Dois casos selecionados apresentaram
teste molecular negativo.

Em relacdo ao sitio priméario mais frequente dos casos com sindrome de Lynch, dos
27 casos sintomaticos (27/35) o intestino grosso foi o local acometido, desses, quatro
casos com tumores intestinais sincronicos. Dos casos extracolonicos (n8), um caso
de melanoma, dois casos de tumor primario de endométrio, um caso com tumor

primario de ovario, um caso de carcinoma ureteral, um caso primario de mama e dois
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casos de tumores desmoides (parede toracica e de delgado), esses ultimos com pior
prognéstico, tendo 6bito como desfecho, por metastase e por ser irressecavel,
respectivamente. Os dados clinicos encontram-se sumarizados no Tabela 7.

Dos 35 pacientes avaliados, para trés casos indices (1,17, 23, do Tabela 7) foram
oferecidos teste de variante patogénica especifica familial para familiares de 1° e 2°
graus, assintométicos, cujos testes foram realizados no laboratério de Genética
Molecular FCM/ Unicamp. Para a familia 1, seis testes preditivos foram realizados, no
gual um obteve resultado positivo para a variante familial. Para a familia 17, dez testes
preditivos foram realizados, deles oito individuos obtiveram resultado positivo para a
variante familial e dois foram negativos para tal. Para a familia 23, nove pacientes
realizaram teste molecular preditivo e em quatro individuos foram heterozigotos para
a variante familial patogénica.

Dos 35 casos avaliados, apenas em 4 casos foram feitas reacdes de
imunoistoquimica (IHQ) da pega tumoral para investigar proficiéncia ou deficiéncia de
proteinas de reparo de DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Desses, houve perda de
expressao da proteina MLH1 em dois casos (10 e 16), cuja mutacdo germinativa para
esse gene foi confirmada por painel de cancer NGS. Nos outros dois casos que
realizaram IHQ, em um a reagéo para MLH1 e PMS2 foi inconclusiva, com presencga
de expressdo para MSH2 e MSH6, e o diagnéstico definitivo foi feito por teste
molecular — Painel NGS que confirmou a mutacdo em heterozigose composta do gene
MUTYH (caso 5). E no ultimo caso, mostrou presenca de expressao para MLHle
PMS2 e a reacao foi inconclusiva para MSH2 e MSH6, com teste molecular, Painel
NGS, mostrando mutagdo patogénica, em heterozigose, em MSH2 (caso 25). As
reacdes ditas inconclusivas sdo aquelas em a reacdo ndo funcionou, ou seja, nao
houve imunoreatividade, apos duas vezes realizada (descricdo vista em laudo
anatomo-patoldgico). No caso 16 foi possivel resgatar fotos da macroscopia e da
microscopia da peca tumoral como mostra a Figura 7 e da reacdo de
imunoistoquimica como mostra a Figura 8 com marcadores de proteinas de reparo
do DNA.



Figura 7: Foto mostra a esquerda (A) macroscopia da peca tumoral - produto de colectomia

total (Produto de colectomia total: - Apresenta duas lesdes sincrénicas: - Lesao 1 (seta)
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, Ulcero-infiltrativo e estenosante em colon,
localizado a 34cm da valvula ileocecal, medindo 4,0x4,5x1,5cm, com discreto infiltrado
linfocitario peritumoral. — Lesdo 2 (cabeca de seta) Adenocarcinoma moderadamente
diferenciado, ulcero-infiltrativo, com areas de producdo mucinosa, localizado a 16cm da
vélvula ileocecal, medindo 8,0x7,5x1,0cm. A direita, duas laminas de histologia tumoral: (B)
regido neoplasica; (C) regido adjacente do tumor, compreendendo gordura e tecido tumoral.
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, com moderado infiltrado linfocitario
peritumoral. - Ambas infiltram o tecido adiposo pericélico (pT3). - Ndo detectadas invasbes
vasculares angiolinfatica, perineural e "tumor budding”. Foto cedida do arquivo da Anatomia-
patoldégica- HC-Unicamp.



Figura 8: As laminas A e B mostram a presenca de expresséo proteica MSH2 (A) e MSH6 (B)

nos nucleos das células tumorais. Nas laminas C e D mostram perda da expresséo nuclear das
proteinas de reparo do DNA - MLH1 (C) e PSM2 (D). N&o h& informagdes sobre o status do
KRAS ou perfil de metilagéo da regido promotora do gene MLH1 e do BRAF.

Tabela 7: Amostra dos casos indices do estudo de acordo com as variantes
patogénicas encontradas e estratificacdo de risco para cancer.



Individuos Parentesco Id Sitio Tu 12 Gene Variantes Tipo Mutagdo Exons Dx/CCR
testados do caso indice hereditério
1 Caso indice 54 colon e reto MSH2 GIn130Valfs frameshift 3 LYNCH
sincronico het 42
2 Caso indice 56 melanoma MLH1 Gly181Alafs*21 frameshift 6 LYNCH
het
3 Caso indice 43 sigmoide e reto APC Argl478fs*27 frameshift 16 PAF
het
4 Caso indice 40 colon MUTYHMSH2 Tyr151Cys, missense 7;3 LYNCH
transverso Het composta GIn130Valfs2*
5 Caso indice 34 colon desc MUTYH MUTYH Tyr151Cys, missense 7;13 MAP
Het composta Gly368Asp
6 Caso indice 30 reto APC Arg216* stopcodon 13 PAF
7 Caso indice 44 célone TG negativo N/A - N/A N/A
colédoco
sincronicos
8 Caso indice 58 colon descend TG negativo N/A - N/A N/A
9 Caso indice 34 cblon ascen MSH2 GIn718* stopcodon 13 LYNCH
het
10 caso indice 44 sigmoide MLH1 del dos exons 17 a CNV 17-19 LYNCH
het 19
11 caso indice 37 célon APC 1958+1G>T intrénica 1 PAF
het
12 caso indice 24 colon APC GIn541Thrfs*19 frameshift 13 PAF
het
13 caso indice 50 colon+reto APC GIn789* stopcodon 16 PAF
het
14 caso indice 22 desmoide APC 1958+1G>T intrénica 1 PAF
jejuno e ileo het
irressecével
15 caso indice 43 intestino MUTYHMUTYH Tyr151Cys, missense 7,13 MAP
grosso Het composta Gly368Asp
16 caso indice 54 colon asce e MLH1 1409+1G>A intrénica 1 LYNCH
transverso het
sincronico
17 caso indice 59 célon desc MLH1 c.1276C>T stopcodon 12 LYNCH
het (GIn426%)
18 teste - ASS MLH1 Asn338Ser missense 11 LYNCH
preditivo het
19 teste - ASS MLH1 c.1276C>T stopcodon 12 LYNCH
preditivo het (GIn426%)
20 teste - ASS MLH1 c.1276C>T stopcodon 12 LYNCH
preditivo het (GIn426%)
21 teste - ASS MLH1 c.1276C>T stopcodon 12 LYNCH
preditivo het (GIn426%)
22 teste 22 ASS MLH1 c.1276C>T stopcodon 12 LYNCH
preditivo het (GIn426%)
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Individuos Parentesco Id Sitio Tu 12 Gene Variantes Tipo Mutag Exons Dx/CCR
testados do caso indice hereditério
24 caso indice 64 colon MSH2 lle497del indel 9 LYNCH

het
25 caso indice 48 carcinoma MSH2 GIn402Argfs*14 frameshift 7 LYNCH
urotelial ureter het
26 caso indice 42 desmoide APC Lys1449Serfs*24 frameshift 17 PAF
parede toracica het
27 caso indice 49 colon MLH1 Gly67Arg missense 2 LYNCH
het
28 caso indice 60 sigmoide APC Arg332* stopcodon 11 PAF
29 caso indice 53 Endométrio/ov MSH6 Cys687Leufs*11 frameshift 4 LYNCH
ario het
30 caso indice 43 colon MSH2 2211-1G>A intrénica -1 LYNCH
het
31 caso indice 46 COLON DESC APC Tyr935llefs*19 frsameshift 16 PAF
het
32 teste 60 mama MUTYH Ala357Profs*23 frameshift 12 MAP
preditivo het
33 caso indice 74 colon MUTYH Gly368Asp missense 13 MAP
het
34 caso indice 35 endométrio MSH2 del exon 8 ao 16 CNV 8-16 LYNCH
het
35 caso indice 50 colon MUTYH Tyrl51Cys missense 7 MAP
het
Legenda: id: idade; Fen: feno6tipo; ass: assintomatico; MAP: Polipose associada a MUTYH; Dx: diagndstico; Het

— heterozigose. CNV: copy number variation
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4.2 Protocolos de seguimento e risco sugeridos no aconselhamento
genético

Para o desenvolvimento dos protocolos de seguimento discutidos no momento
do aconselhamento genético para paciente com sindrome CCR hereditério, foram
tomados por base os protocolos de instituicbes nacionais e internacionais (por
exemplo, INCA e NCCN/NIH). Estes protocolos foram elaborados a fim de reduzir a
morbidade e mortalidade naqueles que se beneficiariam da vigilancia adequada em
idade diferenciada e com a deteccéo e tratamento precoces de pélipos, evitando a
evolugcdo para CCR; minimizando os procedimentos; o tempo de tratamento e o0s
gastos com esse processo.

Partindo do principio que cada sindrome de CCR hereditario tem uma base
molecular especifica, € por ela que se basearam os esquemas de rastreamento. Para
tanto, estratificamos os individuos de acordo com o risco de desenvolvimento de
cancer associado ao perfil molecular identificado na familia. Aqueles que ndo puderam
realizar o teste genético foram classificados de acordo com o risco daquele que
realizou o teste genético e, também, na histéria da familia. Dessa forma, os protocolos,
baseados em evidéncia, foram elaborados de acordo com o0 gene e as suas
associacdes com o tipo tumoral mais prevalente e, também, de acordo com a possivel
idade de inicio.

Os protocolos aplicados no aconselhamento genético — Sindrome de Lynch,
sao descritos a seguir e mostrados de forma esquematizada na Figura 9.

Exemplo de Relatério e Protolocolo confeccionados para Sindrome de Lynch:

O Sr. (nome do paciente) com historia pessoal e familial relevante para risco e
hereditariedade de cancer CCR, possuiu indicacdo de teste genético. Discutimos a
possibilidade de encontrar uma variante patogénica em algum dos genes avaliados.
Nesse caso, revisamos 0s riscos de céancer, o rastreamento e o acompanhamento
médico associado a essa alteragdo. Teste genético realizado mostrou variante
patogénica no gene (nome do gene), confirmando o diagnéstico molecular da
Sindrome de Lynch, estando relacionada a um aumento de risco para o0
desenvolvimento de cancer de colorretal (CCR), intestino delgado, endométrio,

ovario e trato urinario. E importante correlacionar esses achados com os dados
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clinicos e a historia familial. Levando em consideracéo a histéria pessoal e o tipo
histologico, o seguimento sera diferente de outros familiares portadores néo
assintomaticos. Orientamos o0 paciente sobre o resultado. Orientamos o
paciente/probando com cancer a retornar ao seu oncologista e a prosseguir o
rastreamento oncoldgico conforme a orientagdo do mesmo. Os filhos, assim como
seus familiares de 12 e 22 grau, possuem indicagdo de realizar aconselhamento
genético. Informamos que caso haja o diagndéstico de uma variante de significado
incerto, esta ndo terd repercussao clinica, no momento. Ainda, existem alguns dados
gue sugerem que a aspirina pode reduzir o risco de cancer de colorretal (exceto
naqueles submetidos a colectomia total) em portadores de Sindrome de Lynch, no
entanto, a dose e duracgao ideais ainda nao estdo bem estabelecidas, e dependente
das comorbidades do paciente para o uso. Individuos que irdo se beneficiar de um
intervalo de rastreio mais curto de 1 ano versus mais longo de 2 anos incluem aqueles
com fatores de risco como a histéria familial de CRC, sexo masculino e histéria do
adenoma (38).

4.2.1 Rastreamento e reducdo de risco para individuos portadores da

variante patogénica em MLH1 em heterozigose (NCCN1.2022)

Risco absoluto para CCR 46%—61%

- Ha indicacdo de realizacdo de colonoscopia, com polipectomia, anualmente, a
partir dos 20 — 25 anos ou 2-5 anos antes da idade da manifestacdo mais precoce,
se antes dos 25 anos em portadores assintomaticos.

- Realizar endoscopia digestiva alta (EDA) a partir dos 30-40 anos, a cada 2-4
anos, em conjunto com a colonoscopia. Considerar iniciar antes dos 30 anos e
anualmente, a depender da historia pessoal (por ex. metaplasia gastrica intestinal ou
adenomas) e familial de cancer gastrico antes dos 30 anos. Recomenda-se tambéem
pesquisa de H. pylori.

- Devido ao risco aumentado de cancer de endométrio recomenda-se primeiramente,
educar quanto aos primeiros sintomas de sangramento vaginal anormal. Segundo,

recomenda-se de forma individualizada histerectomia ou biopsia endometrial anual, a
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partir dos 30 anos, deciséo individual e de acordo com o0 médico assistente. Mulheres
em pds-menopausa, recomenda-se US transvaginal a cada 1-2 anos.

-Orientamos quanto aos sinais de alerta em relacdo ao desenvolvimento de cancer
de ovario (dores abdominais, inapeténcia, urgéncia miccional, aumento do abdome).
A decisao sobre a cirurgia de risco, salpingo-ooforectomia deve ser individualizada. O
tempo deve ser individualizado de acordo com a prole formada, o estado da
menopausa, as comorbilidades, a histéria familiar. Pode considerar a reposi¢do do
estrogénio apos a ooforectomia pré-menopausica.

- Orienta-se sobre o aumento de risco de cancer de pancreas e ha recomendacdes
de realizacdo de Ressonéancia Magnética de abdome superior com contraste (ou
US endoscépico), anualmente, a partir dos 50 anos ou a depender da historia familial
de diagndstico mais precoce de cancer exocrino do pancreas. E recomendado que
esse rastreio s6 ocorra ap6s uma discussao aprofundada sobre as limitacbes
potenciais ao rastreio, incluindo custo, a alta incidéncia de anomalias pancreaticas
benignas ou indeterminadas, e incertezas sobre os potenciais beneficios da triagem
do cancer de pancreas.

- Orientamos quanto ao risco aumentado de cancer renal (0,2%-5%), porém néao ha
evidéncia clinica relevante que indique rastreamento especifico. E opgéo realizar
anualmente a partir dos 30 anos, exame bioquimico de urina, caso haja histoéria familial
com cancer urotelial.

- Iniciar cuidados da prostata com exames clinico e bioquimico (PSA) a partir dos
40 anos, anualmente, principalmente, se casos desse cancer na familia.

- Recomenda-se dermatoscopia anual pelo risco aumentado de adenocarcinoma e
adenoma sebéaceo e ceratocantomas. Nao ha consenso sobre a idade de inicio.

- Orientamos a importancia do retorno anual para avaliacdo de novas condutas
relacionadas a variante patogénica no gene descrito acima e encorajamos todos 0s
pacientes a entrarem em contato novamente com nosso ambulatorio caso haja
duvidas ou tenham novos dados sobre sua historia pessoal ou familial que possam
alterar as condutas tomadas.

-Orientamos que seus familiares de 1° e 2° grau devem ser testados para definir

rastreamento especifico e realizar aconselhamento genético.
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4.2.2 Rastreamento e reducao de risco para individuos portadores da variante

patogénica no gene MSH2 em heterozigose (NCCN 1.2022):

Risco absoluto para CCR - 33%—52%

- H& indicacédo de realizacdo de colonoscopia com polipectomia, a cada 2 anos,
a partir dos 20 — 25 anos ou 2-5 anos antes da idade da manifestagcdo mais precoce,
se antes dos 25 anos em portadores assintomaticos.

- Realizar endoscopia digestiva alta (EDA) a partir dos 30-40 anos, a cada 2-4

anos, em conjunto com a colonoscopia. Considerar iniciar antes dos 30 anos e
anualmente, a depender da historia pessoal (por ex. metaplasia gastrica intestinal ou
adenomas) e familial de cancer gastrico antes dos 30 anos. Recomenda-se também
pesquisa de H. pylori.
- Devido ao risco aumentado de cancer de endométrio recomenda-se primeiramente,
educar quanto aos primeiros sintomas de sangramento vaginal anormal. Segundo,
recomenda-se de forma individualizada histerectomia ou bidpsia endometrial anual, a
partir dos 30 anos, decisao individual e de acordo com o0 médico assistente. Mulheres
em pds-menopausa, recomenda-se US transvaginal a cada 1-2 anos.

- Orientamos quanto aos sinais de alerta em rela¢éo ao desenvolvimento de cancer
de ovério (dores abdominais, inapeténcia, urgéncia miccional, aumento do abdome).
A decisao sobre a cirurgia de risco, salpingo-ooforectomia deve ser individualizada. O
tempo deve ser individualizado de acordo com a prole formada, o estado da
menopausa, as comorbilidades, a historia familiar. Pode considerar a reposicédo do
estrogénio ap6s a ooforectomia pré-menopausica. US transvaginal ou dosagem de
CA-125 se demonstraram suficientemente sensivel ou especificas para apoiar uma
recomendacao de rotina, mas pode ser considerado a critério do médico assistente.

- Orientamos sobre o risco aumentado para cancer de pancreas. Caso haja
histérico de cancer exdcrino de pancreas em sua familia, hé indicacdo de realizagédo
de Ressonancia Magnética de abdome superior (ou US endoscépico),
anualmente, a partir de 50 anos, ou 10 anos antes do diagndstico mais precoce de

familiares de 1° e 2° graus. E recomendado que esse rastreio s6 ocorra ap6s uma
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discusséo aprofundada sobre as limitacdes potenciais ao rastreio, incluindo custo, a
alta incidéncia de anomalias pancreéticas benignas ou indeterminadas, e incertezas
sobre os potenciais beneficios da triagem do cancer de pancreas.

- Orientamos quanto ao risco relativamente aumentado de cancer renal, porém
ndo ha evidéncia clinica relevante que indique rastreamento. E opcdo realizar
anualmente a partir dos 30 anos, exame bioquimico de urina se histéria familial de

cancer urotelial.

4.2.3 Rastreamento e reducédo de risco para individuos portadores da variante

patogénica no gene MSH6 em heterozigose (NCCN 1.2022):

Risco absoluto para CCR :10%-44%

- H4 indicacédo de realizacao de colonoscopia a cada 3 anos, a partir dos 35 anos
em portadores assintométicos ou 2-5 anos antes da idade da manifestacdo mais
precoce se, antes dos 30 anos.

- Realizar endoscopia digestiva alta (EDA) a partir dos 30-40 anos, a cada 2-4

anos, em conjunto com a colonoscopia. Considerar iniciar antes dos 30 anos e
anualmente, a depender da historia pessoal (por ex. metaplasia gastrica intestinal ou
adenomas) e familial de cancer géastrico antes dos 30 anos. Recomenda-se também
pesquisa de H. pylori.
- Devido ao risco aumentado de cancer de endométrio recomenda-se primeiramente,
educar quanto aos primeiros sintomas de sangramento vaginal anormal. Segundo,
recomenda-se de forma individualizada histerectomia ou biépsia endometrial anual, a
partir dos 30 anos, decisao individual e de acordo com o médico assistente. Mulheres
em pOs-menopausa, recomenda-se US transvaginal a cada 1-2 anos.

- Orientamos quanto aos sinais de alerta em relagdo ao desenvolvimento de cancer
de ovério (dores abdominais, inapeténcia, urgéncia miccional, aumento do abdome),
uma vez que nao existe uma indicacédo formal de rastreio especifico. A decisdo sobre
a cirurgia de risco, salpingo-ooforectomia deve ser individualizada. O tempo deve ser
individualizado de acordo com a prole formada, o estado da menopausa, as

comorbilidades, a histéria familiar. Pode considerar a reposi¢éo do estrogénio apos a
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ooforectomia pré-menopausica. US transvaginal ou dosagem de CA-125 se
demonstraram suficientemente sensivel ou especificas para apoiar uma
recomendacao de rotina, mas pode ser considerado a critério do médico assistente.

- Orientamos sobre o risco aumentado para cancer de péancreas. Caso haja
histérico de cancer exdcrino de pancreas em sua familia, h indicacéo de realizacéo
de Ressonancia Magnética de abdome superior (ou US endoscoépico),
anualmente, a partir de 50 anos, ou 10 anos antes do diagnostico mais precoce de
familiares de 1° e 2° graus. E recomendado que esse rastreio s6 ocorra apos uma
discussédo aprofundada sobre as limitacdes potenciais ao rastreio, incluindo custo, a
alta incidéncia de anomalias pancreéticas benignas ou indeterminadas, e incertezas
sobre os potenciais beneficios da triagem do cancer de pancreas.

- Orientamos quanto ao risco aumentado de cancer renal (2,2%-28%), porém nao
hé evidéncia clinica relevante que indique rastreamento especifico. E opcéo realizar
anualmente a partir dos 30 anos, exame bioquimico de urina, caso haja histoéria familial
com cancer de trato urinario. Os individuos com variantes patogénicas de MSH2

(especialmente os machos) parecem estar em maior risco.

MLH1 MSHG

CCR + CANCER DE ENDOMETRIO + CANCER GASTRICO

COLONOSCOPIA > 25 anos; COLONOSCOPIA> 25 anos; a cada 2 COLONOSCOPIA> 35 anos; a cada 3
ANUAL; ANOS; ANOS;

’ (P),Yé"‘o « Ovario » Ovario
* rFancreas .

» Delgado * Renal BeXIQa
- Bexiga * Prostata

EDA >30-40 anos, a cada 2-4 anos

Figura 9: Esquema de rastreamento aplicado nos protocolos de Sindrome de
Lynch- gene-especifico. Até 0 momento, recomenda-se o rastreio de cancer colorretal,

endométrio e gastrico, os demais tipos de rastreio para outras neoplasias ira depender
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da histéria de cancer na familia, pessoal (presenca de lesGes precursoras) e
genotipagem.

Os protocolos aplicados no aconselhamento genético — PAF classica/APC,
sao descritos a seguir e mostrado na Figura 10.

No presente estudo os 15 casos PAF foram classicos ou atenuados, nao
tivemos casos de variantes da sindrome (Turcot ou Muir-Torre), nove casos
apresentaram mutacgdes patogénicas no gene APC. Em nossa amostra, dois casos
apresentaram a mesma variante patogénica, em regido intrénica-splice donor. Esses
casos, apresentaram polipose referida, CCR e tumor desmoide (mama, jejuno), em
pacientes mulheres jovens, inferior a 40 anos, uma delas falecida da doenca. E com
histérias familiais com individuos com polipose (incluindo intestino delgado e géastrico)
desde os 20 anos, em pelo menos trés geracdes consecutivas.

Paciente com histdria familial relevante para risco e hereditariedade, possuindo
indicacao de teste genético. Realizado aconselhamento genético pré e pos resultado
de painel mutagénico de cancer hereditario, realizado em carater de pesquisa
mostrando variante provavelmente patogénica no gene APC, confirmando o
diagnéstico molecular da Sindrome de Polipose Adenomatosa Familial (PAF),
estando relacionada a um aumento de risco para o desenvolvimento de cancer de
colorretal e intestino delgado. Também possui risco para outros tumores, entre 0s
quais se destacam os de tiredide e estbmago. Durante a infancia ha risco para
hepatoblastoma. Oriento a paciente sobre o resultado. Oriento a paciente a retornar
ao seu oncologista e a prosseguir o rastreamento oncoldgico conforme a orientacédo
do mesmo. Os filhos, assim como seus familiares de 12 e 22 grau, tem indicacéo de
realizar aconselhamento genético. Discutimos a possibilidade de encontrar uma
variante patogénica em algum dos genes avaliados. Nesse caso, revisamos 0S riscos
de cancer, o rastreamento e 0 acompanhamento médico associado a essa alteracéo
no aconselhamento genético poés-teste. Discutimos, também, que caso haja o
diagnéstico de uma variante de significado incerto, esta nao tera repercussao clinica,

no momento.
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4.2.4. Rastreamento e reducédo derisco paraindividuos portadores davariante

patogénica no gene APC em heterozigose (NCCN. 2.2022): risco absoluto para CCR

—100% (paf classica) e risco absoluto para CCR — 70% (PAF atenuada), se polipos nao forem

ressecados.

-A variante patogénica detectada no gene APC (exemplo: Tyr935llefs*19) esta
relacionada a Sindrome da Polipose Adenomatosa Familiar Classica, cujo fenétipo
mais especifico é presenca de polipose, porém ha a possibilidade de encontrar
hipertrofia congénita do epitélio pigmentado da retina, essa polipose é
caracterizada pelo desenvolvimento de mudltiplos polipos intestinais (>100) e ao
aumento de risco para o desenvolvimento de cancer colorretal em 100% dos casos,
se nao retirados os polipos, mas também ha possibilidade de outros canceres como
gastrico, duodeno, pancreas, hepatoblastoma e tireoide e de aumento de risco para
tumores desmoides intrabdominais. O rastreio recomendado para prevencao primaria
é:

-Céancer colorretal: indicagcdo de colonoscopia anual a partir dos 10-15 anos de
idade, se ndo tiver colectomia, se sim, estreitar o tempo da colonoscopia 6-12 meses,
com polipectomia, se necessario. Se nao for possivel resseccdo, encaminhar para
avaliacdo cirargica. A proctocolectomia profilatica é indicada a depender do niUmero
de podlipos encontrados. A depender do tipo histolégico, para 6 meses, se pélipos
vilosos, grande ou planos ou de alto grau de displasia. Essa indicacdo devera ser
discutida com seu cirurgido como a opcéao de reducéo de risco. O momento adequado
para a cirurgia devera ser individualizado.

-Cancer Gastrico e Cancer duodenal/ periampular: endoscopia anual (incluindo
visualizacdo completa da ampola de Vater) € indicada partir dos 20- 25 anos. Pdélipos
de fundo gastrico ocorrem na maioria dos pacientes, porém sdo geralmente nao
progressivos. Necessidade de seguimento e abordagem cirargica deve ser
individualizada, dependendo das caracteristicas histologicas encontradas (escore de
Spigelman).

-Céancer de tireoide: USG de tireoide inicial € indicado na adolescéncia. Repetir a
cada 2-5 anos se nao forem detectadas alteragdes. Intervalos menores devem ser
considerados em casos com historico familial de cancer de tireoide ou se alguma

alteracao for encontrada.
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-Hepatoblastoma: risco aumentado na infancia. Ha indicagdo de exame fisico
direcionado e USG abdominal a cada 3-6 meses durante os primeiros 5 anos de
vida.

-Cancer de Pancreas: seguimento individualizado, a depender de histérico de cancer
de pancreas na familia.

-Tumores desmoides intrabdominais: aumento de risco dessas proliferagdes
benignas. Sdo em sua maioria assintométicos, porém se aparecimento de sintomas
abdominais obstrutivos esta indicado a realizacdo de exame de imagem (RNM ou TC
de abdome com contraste).

-Atencao para sintomas neuroldgicos, como cefaleia intensa que piora com o tempo
e alguma alteracao neurolégica.

-Recomenda-se que seus familiares de 1° e 2° grau devem ser testados para definir
rastreamento especifico e devem realizar aconselhamento genético.

- Recomenda-se a importancia do retorno anual para avaliacdo de novas condutas
relacionadas a variante patogénica no gene descrito acima e encorajamos todos 0s
pacientes a entrarem em contato novamente com nosso ambulatorio caso haja
duvidas ou tenham novos dados sobre sua historia pessoal ou familial que possam
alterar as condutas tomadas.

A

APC
PAF classica

US ABD a
Colonoscopia, EDA +ampola de US tireoide desde cada 3 meses, RM ou TC de
lcom polipectomia, Vater, ANUAL: adolescéncia, a desde o De acordo ABD, se
IANUAL; >10 anos -~ 20 anos cada 2 anos nascimento coma HF sintomas
até 5 anos
o el — Ca tireoide| |Hepatoblastoma |Ca Péncreasl gg;nrr?cr)?;es
Ca gastrico
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APC
PAF atenuada

Atenuada 10 <100 polipos
70% risco de CCR

Colonoscopiacom i Anci
polipectomia, ANUAL: idade EDA +a21|\;])8IAane Vater, us t|re0|decc;%5ad§ :r(;lglsescenma, a
de acordo com HF 20 ’
> 20 anos
Ca Colorretal Ca gastrico| Ca tireoide

Figura 10: Esquema de rastreamento aplicado nos protocolos de Sindrome de
Polipose Adenomatosa Familial- APC: A- PAF classica; B- PAF atenuada.

Indicam tipo de exame a ser realizado, intervalo entre as repeti¢cdes e idade de inicio.

4.2. Recomendacdes de rastreio secundario (Individuos com CCR tratado)

- Recomenda-se exame médico a cada 3-6 meses por 2 anos, e a seguir a cada 6
meses, por 3 anos. — Recomenda-se também:

- Dosar CEA a cada 3-6 meses por 2 anos, e a seguir a cada 6 meses, por 3
anos.

- Realizar colonoscopia a cada 3-6 meses, no primeiro ano ap0s a cirurgia,
caso seja possivel.

- Na presenca de adenoma avancado-> realizar colonoscopia em 1 ano.

- Na auséncia de adenoma avancado—> realizar colonoscopia em 3 anos, se,
auséncia de adenoma avancado, repetir a cada 5 anos.

- PET/CT né&o é recomendado.

- Realizar exames de imagem Tomografia de torax/pelve/abdome a cada 6-12

meses, por 5 anos desde a data da cirurgia.

Os protocolos aplicados no aconselhamento genético — PAF atenuada/APC, sédo

descritos a seguir e mostrado na Figura 11.
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Na presencga de uma Unica variante patogénica em MUTYH, tal como ocorre no
presente caso, € relatado risco absoluto cerca de 13% para CCR se familiar de 1° com
CCR nao polipose classica (NCCN e Ref. 1) e de outros tumores extra colénicos como,
gastrico, neuroenddcrino, hepatobiliar, mama, adrenocortical e presenca de polipos
(<10) em colon e duodeno. Apesar dessa descricdo na literatura, ainda ndo ha
consenso de rastreio para esses sitios. O esquema representativo do rastreio esta

apresentado na Figura 11 a seguir.

4.3 Rastreamento e reducdo de risco para individuos portadores
assintomaticos da variante patogénica em MUTYH em heterozigose (NCCN
2.2022):

Risco absoluto para CCR - 10%-13% (com familiar de 1° com CCR; 6%—7%

independente da histéria familial de CCR.

- Se presenca de histéria familial de parente de 1 ° grau com CCR, realizar
colonoscopia a cada 5 anos a partir de 40 anos ou 10 anos antes da idade do
aparecimento do cancer mais precoce na familia, com polipectomia, se necessario.

- Ressalto a associacdo com outros tumores extracolénicos como gastrico,
neuroenddcrino, hepatobiliar, mama, adrenocortical e presencga de polipos (<10) em
célon e duodeno. Apesar dessa descricdo na literatura, ainda ndo ha consenso de
rastreio para esses sitios.

- Oriento que seus familiares de 1° e 2° grau devem ser testados para definir
rastreamento especifico e realizar aconselhamento genético.

- Oriento a importancia do retorno anual para avaliagcdo com a Oncogenética de novas
condutas relacionadas a variante provavelmente patogénica no gene descrito acima
e encorajamos todos os pacientes a entrarem em contato novamente com nosso
ambulatorio caso haja davidas ou tenham novos dados sobre sua historia pessoal ou

familial que possam alterar as condutas tomadas.
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HOMOZIGOSE HETEROZIGOSE

EDA para ampola de A critério do medico
Colonoscopia ANUAL; Vater: ANUAL Colonoscopia, >40 assistente. Sem

anos. cada 5 anos evidéncia de risco
>25 anos > 30 anos , SR

Ca gastrico/Duodenal

Figura 11: Esquema de rastreamento aplicado nos protocolos de Sindrome de
Polipose Adenomatosa Familial atenuada- MUTYH (10- 100 polipos). Indica tipo de

exame a ser realizado, intervalo entre as repeticdes e idade de inicio.
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5.DISCUSSAO

O maior numero de variantes encontradas em nossa amostra foi no gene MLH1
em 1lcasos, seguido do gene MSH2 em 6 casos. No gene MLH1 a mutagdo mais
frequente foi a p.Q426*.

A mutacdo patogénica p.Q426* (também conhecida como ¢.1276C>T), localizada
no exon 12 codificador do gene MLH1, resulta de uma substituicdo de C por T na
posicdo do nucleotideo 1276. Essa alteracdo muda o aminoéacido de glutamina para
um cédon de parada. Esta alteracao resulta em perda de fung¢do por truncamento
prematuro da proteina ou decaimento do mRNA. Essa variante foi detectada em varias
familias com sindrome de Lynch (39, 40, 41, 42). Essa mutacao foi especificamente
relatada em varias familias brasileiras com sindrome de Lynch (43,44). E importante
observar que essa alteracdo € designada como Q426X, GIn426X, p.GIn426Ter e
p.GIn426* na literatura. Essa variante esta ausente nas bases de dados populacionais
(HGMD, LOVD, BipMed, Abraom). O éxon 12 é considerado um “ponto quente” de
mutacOes com 106 variantes patogénicas (Franklin Gennox-https://franklin.genoox.com).

Vale ressaltar que, o caso-indice 10 (Tabela 7), apresentou delecdo dos éxons 17
a 19 em heterozigose no gene MLH1. Essa delecdo se estende ao gene vizinho,
deletando os éxons 26 a 29 do gene LRRFIP2 (3p22.2), que modula a atividade NF-
kappa-B (OMIM #164011) através de sua interacdo com o receptor toll-like, uma
proteina adaptadora MYD88, potencialmente associados a imunodeficiéncias (45).
Pinheiro et al. (45) identificaram um rearranjo exdnico idéntico que afeta MLH1 e o
gene contiguo LRRFIP2. Nesse estudo essa mutacao representou 17% de todas as
mutacBes envolvendo genes de reparo de DNA. A andlise do hapl6tipo mostrou ser
uma regido conservada de aproximadamente 1 Mb. As 14 familias estudadas foram
originarias do interior do Porto/Portugal. Ainda, Pinheiro et al. (46) recomendaram o
uso dessa mutacdo como triagem de primeira linha para sindrome de Lynch entre

familias de ascendéncia Portuguesa.


https://franklin.genoox.com/
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Para o gene MSH2, a mutacéo mais frequente foi a p.GIn130Valfs2* (c.388C>T
(p.GIn130Ter) variante sem sentido (nonsense), que também provoca perda de fungéo
da proteina, por truncamento prematuro da proteina ou decaimento do mRNA. Esta
presente no éxon 3, onde ocorre 80 das 970 variantes patogénicas desse tipo ao longo
do gene e, também, estd ausente nos bancos de dados populacionais até o presente
momento. No caso-indice 34, nesse gene, foi encontrada uma dele¢do que engloba
do éxon 8 ao 16, com uma perda de 55% das regifes exonicas. Essa paciente, viva,
teve como histéria pessoal cancer de endométrio aos 33 anos, tratada cirurgicamente
e pai com cancer de intestino em idade néo especificada, avé materna com cancer de
mama, falecida e tia materna com cancer de pele aos 47 anos. E a primeira descri¢io

dessa delecao.

Nesse mesmo gene, foi encontrada variante na regido de splice aceptor, 2211-
1G>A, o probando (paciente 30) possuia historia pessoal de CCR aos 43 anos, tratado
com hemicolectomia esquerda, evoluindo com recidiva local apds 6 anos evidenciado
por PET/CT. Mais tarde, com 45 anos, teve cancer papilifero de tiroide aos 45 anos,
e adenocarcinoma periampular aos 46 anos. Faz seguimento de prevencgao
secundaria na oncologia clinica, com exames US abdome, US pescoco, RX torax e

dosagem de CEA, C19,9 a cada 6 meses, colonoscopia e PET/CT, anualmente.

A Unica variante patogénica encontrada no gene MSH6 é nula (frameshift-
Cys687Leufs*11), tem efeito de perda da funcao da proteina e esta no éxon 4, regiao
que contém 543/1014 variantes nulas do gene e ausente nos bancos de dados
populacionais. Nesse acaso, o probando (caso-indice 29) com histéria pessoal de
tumor primario de endométrio e células claras de ovario aos 53 anos e CCR aos 55
anos, com familial de mae com céancer renal (idade néo referida), falecida, historia
consoante com casos de alteracdes nesse gene. O gene MSH6 apesar de néo ter
evidéncias suficiente para indicar cirurgia redutora de risco (ovario), a sua associacao

com cancer de ovario chama atencao e as condutas devem ser individualizadas.

Nos casos em que a IHQ foi realizada para SL, observamos que 0s casos com
auséncia de expressdo de MLH1/PMS2 somatico, confirmou variante patogénica
germinativa em MLH1 mais frequentemente que em PMS2. Agora, se apenas a perda
da expressao da proteina for em PMS2, € indicado teste germinativo e a variante

patogénica mais provavel é que seja nesse gene, seguido do MLH1. E no caso em
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que a expressdo de MLH1/PMS2 estava preservada no tecido tumoral, o teste
germinativo identificou variante patogénica em MSH2. Nesses casos em que a
expressdo de MLHL1 foi preservada, o teste germinativo esta indicado, principalmente
se houver perda de expressdo em MSH2 ou/e MSH6 sem a necessidade de metilacéo
ou mutacdo do BRAF, sendo o resultado do teste germinativo mais provavel com
mutacbes em MSH2/EPCAM, pois a auséncia de expressdao de MSH6 pode estar
relacionada a quimioterapia neoadjuvante, principalmente em tumores retais. J4 a
auséncia de expressdo somatica MLH1 parece ser um evento comum nesses
tumores, porém nem sempre é uma variante germinativa, sendo assim, é indicado
prosseguir investigagdo com testes ortogonais como, metilacdo do promotor desse
gene ou teste molecular germinativo quando a expressao da proteina estiver ausente
no tumor. Vale ressaltar que, auséncia de mutacdes em BRAF, nado prediz
hipermetilacdo em MLH1. No entanto, se a perda de expressdo em MLHL1 for a Unica
alteracdo no tumor, provavelmente seja um tumor esporadico, porém ainda é
interessante realizar teste germinativo, uma vez que pode haver também mutacéo
germinativa em MLH1 ou PMS2. Dados esses que estdo em consonancia com as
estratégias de testes moleculares na diretriz baseada em evidéncias para cancer —
NCCN (29). Ainda, a realizagdo de IHQ ou teste de Instabilidade de microssatélites
em tecido tumora, provavelmente néo influenciara na estratégia de testes moleculares
para o diagndstico definitivo. Alguns estudos revelaram que cerca de 45%-68% dos
casos com MMR inconclusivos e apresentam apenas variantes somaticas bialélicas
nos genes MMR (47, 48, 49, 50). Dessa forma, é recomendado que o probando e
seus familiares assintomaticos tenham rastreio de acordo com a historia familial de
canceres, podendo receber seguimento de alto risco a depender do numero de
individuos de 1° e 2° graus acometidos pela doenca. Ainda se, ndo for encontrada
variante patogénica somatica ou germinativa ou apenas uma variante monoalélica
somatica, e se a historia familial preencher critérios para Amsterdam II, a familia
devera receber seguimento como se tivesse Sindrome de Lynch.

Ja em relacdo a PAF/APC, pela variedade de mutagfes descritas nesse
gene, ndo é possivel fazer uma associacao estatistica entre as variaveis clinicas e a
mutacOes detectadas. Seria necessario ampliar a amostra para suportar tal analise.

De acordo com 0s nove genétipos encontrados neste estudo, podemos descrever que
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trés (GIn541Thrfs*19; GIn789*, Tyr935llefs*19) casos foram classificados
genotipicamente de PAF classica com sobreposicéo fenotipica com CHRPE, mas sem
relato desse ultimo fenotipo nos pacientes, na maioria dos casos, por ndo terem sido
encaminhados ao oftalmologista. Apenas um caso puramente PAF classica (Arg216*),
sem sobreposicao de fenotipos, com historias pessoal de polipose e CCR de reto e
de sigmoide e histéria familial de polipose e CCR, indicando que had uma grande
sobreposicao de fendtipos nesses casos de PAF/APC. Trés casos [Argl478fs*27;
1958+1G>T (n.2)] de PAF classica com sobreposicédo de tumores desmoides, sendo
gue apenas 0 caso com variante patogénica de cédon de parada prematura na
formacgéo da proteina (Arg1478fs*27) nao desenvolveu tumor desmoide, os demais
desenvolveram tumores desmoides, indicando a regido do gene mais propensa a
desenvolver esse tipo de manifestacdo. O primeiro caso, desmoide de mama (37
anos, viva), com histéria familial de trés irmédos com polipose (um homem e duas
mulheres) todos com menos de 30 anos, sendo uma das mulheres com tumor
desmoide aos 22 anos, falecida; mae e avé com polipose e CCR, falecidas; tia
materna; prima de 1° grau com polipose. O segundo caso presentou tumor desmoide
em jejuno irressecavel (22 anos, falecida) e historia familial de méae falecida por CCR
e polipose (<40 anos) e todos os tios maternos (trés homens e uma mulher) com
polipose com menos de 40 anos, vivos; avd materna falecida por polipose e CCR
(idade néo especificada); trés irmaos (duas mulheres e um homem) com polipose, a
mais precoce com surgimento de polipos desde os 22 anos (mulher), a outra irma
falecida com PAF e tumor desmoide em aorta aos 24 anos; trés primas (mulheres) de
1 grau maternas com polipose; uma com tumor desmoide aos 22 anos e outra com
tumor de mama unilateral aos 36 anos, viva, indicando que o tumor desmoide apesar
de benigno, pode apresentar um comportamento altamente agressivo localmente,
sendo importante, fazendo sentido um rastreio especifico quando alteragcdes na
porcdo 3 'do APC for detectada. Um caso (Lys1449Serfs*24) de PAF classica com
caracteristica mais severa, cuja regido gendmica esta também associada a hipertrofia
congénita do epitélio do pigmento da retina (CHRPE) e ao possivel desenvolvimento
de tumores desmoides. Esse caso apresentou como fenotipo, polipose intestinal,
tumor desmoide de parede toracica, posteriormente, apresentou cancer CCR aos 37

anos e metastase abdominal aos 39 anos. A paciente referiu histéria familial



60

desconhecida de cancer. Um caso de PAF atenuada (Arg332*), paciente com historia
pessoal de pélipos intestinais hiperplasicos/sesseis-adenomas tubulares polipoides
com discreto grau de atipia (dados de prontruéario da paciente), CCR de sigmoide com
metastase hepatica. Com isso, podemos observar que esse estudo demonstra a
heterogeneidade molecular da PAF, assim como demonstra a dificuldade para a
realizacdo de andlises moleculares, uma vez que ndo ha uma mutacdo com uma
prevaléncia muito superior as demais e, portanto, exige uma avaliagdo molecular
cuidadosa.

Em relacdo ao gene MUTYH, gene associado a polipose atenuada (10-100)
(polipose associada ao MUTYH, ou MAP), com principal caracteristica estar associado
ao risco aumentado de cancer colorretal quando comparado com a populacdo geral.
Embora tipicamente associado com dez a algumas centenas de polipos intestinais, o
CCR se desenvolve em alguns individuos na auséncia de polipose adenomatosa.
Pélipos serrilhados, pélipos hiperplasticos, séssil e polipos mistos (hiperplasticos e
adenomatosos) também podem ocorrer. Nessa condi¢cao, adenomas duodenais séo
comuns, com um risco aumentado de cancer duodenal. O risco de tumor maligno do
ovario e da bexiga também é aumentado, e h4 algumas evidéncias de um risco
aumentado para cancer de mama e de endométrio. Outras caracteristicas relatadas
incluem nodulos da tireoide, lesBes adrenais benignas, cistos da mandibula e
hipertrofia congénita do epitélio do pigmento da retina (OMIM #608456). No presente
estudo, as variantes encontradas se concentraram nos éxons 7 e 13, sendo a variante
mais comum a Tyrl51Cys, de natureza missense, com maior frequéncia em latino-
americanos (40/15096 = 0,26%) e com limite (threshold) recomendado de frequéncia
de 0,287% (Gnomad, v3.1 non-cancer), jA em brasileiros a variante mais comum &

CNV- del éxons 4-16 (GeneReviews). Variante comum na literatura, multialélica,

podendo ser relatada de forma alternativa, também descrita como c.452A>G, ja
reportada como patogénica por varios laboratorios comerciais (visto no Clinvar) e esta
associada ao maior numero de pdlipos do trato gastrointestinal (>20), principalmente
guando em homozigose (51). Em 2002 (52), descreveram uma familia com trés irmaos
com fendtipo de multiplos adenomas colorretais e também carcinoma e apresentavam
genotipo bialélico para a variante Tyrl65Cys. Quatro irmédos ndo afetados eram

heterozigotos ou homozigotos para o tipo selvagem. Nielson et al. (2007) identificaram
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Tyrl65Cys em 13 individuos sendo, presumidamente, heterozigotos compostos e em
14 individuos, homozigotos, de um total de 170 pacientes com polipose e, que
testaram negativo para mutacdes no gene APC. A variante Tyrl65Cys, também foi
reportada sendo a mais comum em Europeus nao Filandeses com 0.3% por
sequenciamento do completo do Exoma. Em 2009, Nielsen et al. (30) encontraram a
relacao fendtipo-gendtipo associados as variantes Tyrl65Cys e Gly396Asp. Paciente
em homozigose para variante Tyrl65Cys teve um risco aumentado de desenvolver
CCR quando comparado com paciente em homozigose para variante Gly396Asp ou
heterozigotos compostos para Tyrl65Cys e Gly382Asp (52). Ali et al. (55)
demonstraram efeito deletério na enzima DNA glicosilase e atividade de ligacdo em
estudos funcionais in vitro para a variante Tyrl65Cys, sendo incapaz de gerar
produtos de clivagem ou se ligar a substratos. Da mesma forma, Goto et al. (56)
demonstraram que a atividade da enzima DNA adenina glicosilase, na presenca da
mutacédo Tyrl65Cys, manteve apenas 4,5% da sua forma selvagem. Dessa forma,
essas evidéncias reforcam que essa variante é patogénica. Variantes patogénicas
bilalélica em MUTYH, germinativas, ttm mostrado associacdo com deficiéncia em
genes de reparo de DNA (somatico), e é recomendado inclui-lo em painel multigénico
de cancer hereditério, além de outros genes, como NTHL1 (base-excision repair gene)
e genes DNA-polimerase — POLE e POLD1 (56).

Curiosamente, em um caso de teste preditivo do presente estudo, no qual ndo
foi possivel realizar o teste da paciente com fenétipo de CCR, por falecimento, em que
h& historia familial referida relevante de cancer de mama em quatro irmas falecidas
pela doenca, com diagndstico com cerca de 50 anos. A variante encontrada na
probanda foi patogénica em MUTYH (Ala357Pro fs*23) em heterozigose, sem historia
conhecida de pdlipos ou de CCR pessoal e na familia. Na literatura, até hoje, ndo ha
evidéncia suficiente para referir associacdo de MUTYH em heterozigose com outras
neoplasias. Portanto, entende-se que essa condi¢cao esta altamente associada a CCR
(43%-63% aos 60 anos), para polipos duodenais (17%—34%) e gastricos (11%),
guando em homozigose, e com risco de CCR de 70%-90% se nao tratado, ja em
heterozigose esse risco de CCR cai para 13% se houver historia de CCR na familia
em parente de 1° grau ou para 6% sem historia de CCR na familia (NCCN, 2022).

Dessa forma, para casos em homozigose, € indicado vigilancia com colonoscopia
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anual a partir dos 25 anos e com endoscopia, anual, a partir dos 30 anos. Win et al.
(51) relatam que possivelmente esse gene (monoalélico ou bialélico) esta,
provavelmente, associado a outras neoplasias, como mama, porém com risco
absoluto de desenvolver esse cancer desconhecido até o momento, e sem
recomendac0des especificas a se fazer. No entanto, para variantes bialélicas, sabe-se
que o risco absoluto para cancer duodenal 4%, cancer gastrico de 11% e endométrio
de cerca de 3%-9%. Para esses casos, extracolbnicos, recomendacdo de rastreio
com forca de evidéncia limitada e ndo ha seguimento especifico a se indicar,
tampouco idade de inicio. Em casos de mama associado a esse gene bialélico,
recomendacfes sdo baseadas de acordo com a historia familial, podendo discutir com
médico assistente o custo-beneficio de realizar mamografia e ressonancia/US de
mamas anualmente. J& para variantes monoalélicas em MUTYH, a recomendacao
para individuos assintoméaticos é de colonoscopia, a cada 5 anos, a partir dos 40 anos
ou 10 anos antes do caso mais jovem de parente de 1 grau (57). Sem histéria familial
de CCR ou de polipose, ainda ndo ha recomendacfes formais a se indicar e
dependera da decisdo compartilhada com o médico assistente e de acordo com a
histéria familial. Em outro caso, além da variante patogénica Tyr151Cys, também foi
encontrada, outra variante no gene MSH2 (GIn130Valfs2*). Nesse caso, a familia
(heredograma, Anexo C) foi considerada com diagnéstico de sindrome de Lynch para
sugerir seguimento, tanto pela historia pessoal do probando, CCR aos 40 anos sem
polipos; irméa com cancer de intestino aos 41 anos, falecida, sem histéria de polipose.
Avo e trés tias maternos com CCR >60 anos, falecidos, também sem histéria de
polipose, essas histérias tornam o diagnéstico familiar menos associados a MAP
(polipose associada a MUTYH), até o momento. Vale relembrar que, ha casos em que
o gene MUTYH tem mostrado associacdo com deficiéncia em genes de reparo de
DNA, visto principalmente em reac¢des de imunoistoquimica, onde ha auséncia de
expressdo em algum desses genes (56).

Em relacdo aos protocolos de rastreio elaborados para cuidados antecipatorio
de deteccéo do cancer precoce, foram baseados em padrdes internacionais que sdo
baseados em evidéncia e estudados por estudiosos da area (NCCN/NIH). Esses
protocolos internacionais quando comparado o uso na populacdo brasileira, foi-se

observado que as estratégias populacionais para a identificacdo precoce de canceres



63

hereditarios, ndo sao uniformes entre os Servicos de Oncologia no Brasil, em termos
de exames realizados, e que 0s protocolos internacionais e o rastreamento adicional
para outros tipos de canceres néo sao oferecidos aos pacientes de alto risco, levando
a diagnosticos tardios com maior mortalidade por cancer. Estudos em outras
sindromes de predisposi¢cdo genética ao cancer, como Li-Fraumeni, ja puderam
verificar um bom custo-beneficio-efetividade em relacdo a diagndstico precoce e
mortalidade para usuarios do Sistema Unico de Salde (SUS) do Brasil quando
seguindo protocolos internacionais (58, 59). Portanto, sugerimos a necessidade de
seguir os mesmos padrées de rastreio elaborado por diretrizes universais, ou pelo
menos, tentar nos adequar ao rastreio com exames que tenham o mesmo valor de

deteccao precoce.
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6.CONCLUSOES

-A prevaléncia de CCR selecionados com critérios clinicos (Amsterdam 1l ou
Bethesda), dos 227 casos atendidos 2018-2019 foi de 15,4 %.

-Das 35 familias selecionadas, 33 familias foram identificadas com mutacfes
germinativas no teste genético.

- O Painel NGS evidenciou 18 familias com S. Lynch e 15 familias com PAF,
incluindo mutac@es pontuais ou CNVSs.

-Para S. Lynch, o gene mais prevalente foi MLH1. Nos casos das PAFs, as
mutagfes mais prevalentes estavam entre os cdédons 216 a 1958 desse gene.

-Padronizamos protocolos de Vigilancia e Rastreio individualizados para os genes
MLH1, MSH2, MSH6, APC, MUTYH (heterozigose e homozigose composta) — com

risco aumentado para CCR e outros tipos de neoplasias.
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Heredograma representando familia com alteragdo em duas variantes
patogénicas, em heterozigose, em genes diferentes: (Tyrl51Cys) e em
MSH2 (GIn130Valfs2*).
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